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DESCRIPCIÓN 
 
Preparación de vector vírico 
 
Solicitudes relacionadas 5 
 
La presente solicitud se encuentra asociada y reivindica la prioridad con respecto a la solicitud de patente 
australiana nº 2013904242, presentada el 1 de noviembre de 2013 y la solicitud de patente australiana nº 
2014900370, presentada el 7 de febrero de 2014. 
 10 
CAMPO DE LA INVENCIÓN 
 
La presente invención se refiere al desarrollo de células y líneas celulares adecuadas para propagar y, por lo tanto, 
preparar medicamentos basados en poxvirus. En particular, la memoria se refiere a sustratos celulares modificados 
recombinantes para propagar dichos poxvirus para la preparación de agentes terapéuticos o profilácticos. 15 
 
ANTECEDENTES 
 
Se listan al final de la memoria, los datos bibliográficos de las referencias en la presente memoria. 
 20 
La familia de los poxvirus comprende dos subfamilias: Chordopoxvirinae y Entomopoxvirinae. La familia 
Chordopmvirinae comprende ochos géneros, incluyendo lasOrthopoxviridae que comprende especies que infectan el 
ser humano (por ejemplo, el virus variola, el agente causativo de la viruela, el virus de la viruela bovina (que formaba 
la vacuna original de la viruela, informada por Jennes en 1796), el virus Vaccinia (utilizado como vacuna de la viruela 
de segunda generación) y el virus de la viruela del mono, y los virus Avipoxviridae, que comprende especies que 25 
infectan las aves, tales como los virus de la viruela aviar y de la viruela del canario. Además de su utilización como 
antígenos en vacunas de la viruela, existe gran interés en la utilización de virus basados en Vaccinia recombinantes 
y en virus de la viruela aviar como vectores ‘esqueléticos’. Como vectores intracitoplasmáticos, los Orthopoxviridae 
son capaces, entre otros, de transportar antígenos foráneos hasta el citoplasma del huésped y rutas de 
procesamiento de antígenos que procesan los antígenos en péptidos para la presentación sobre la superficie celular.  30 
Dichos vectores que expresan antígenos foráneos se utilizan en el desarrollo de vacunas para enfermedades tales 
como el SIDA, la tuberculosis, el paludismo y el cáncer, que han demostrado ser difíciles de tratar con otras 
estrategias de vacunación. 
 
Los Chordopoxvirinae presentan genomas de ADN de doble cadena lineal de tamaños comprendidos entre 130 kb 35 
los parapoxvirus y más de 300 kb los virus de la viruela aviar, y su ciclo vital en el huésped transcurre por completo 
en el citoplasma de la célula huésped. Los poxvirus operan de manera sustancialmente independiente de su célula 
huésped y moléculas de la célula huésped, especialmente en los procesos que implica la síntesis inicial del ARNm. 
Sin embargo, las moléculas del huésped aparentemente son utilizadas para el inicio o la terminación de la 
transcripción vírica intermedia y tardía. Los poxvirus producen "factores de espectro de huéspedes" estructuralmente 40 
diversos que reconocen y manipulan específicamente las rutas de señalización del huésped, produciendo 
condiciones celulares que permiten la replicación vírica. La mayoría de poxvirus pueden unirse e infectar células de 
mamífero pero si la posterior infección es permisiva (capaz de producir viriones infecciosos) o no permisiva 
(sustancialmente incapaz de producir viriones infecciosos) depende del poxvirus específico y del tipo celular 
específico implicado. Actualmente se dispone de un conocimiento escaso al nivel molecular de las interacciones 45 
entre poxvirus y huésped, en particular de los genes de espectro de huéspedes y qué factores resultan necesarios 
para modular la relación para facilitar la propagación tanto vírica como celular. Para una revisión de los genes de 
espectro de huéspedes, ver Werden et al., 2008, incorporada en la presente memoria en su totalidad. 
 
Se han publicado observaciones sobre las cepas de Vaccinia relevantes a su utilización en vacunas de la viruela y 50 
posteriormente como vectores víricos, desde principios de los años sesenta hasta la actualidad. Determinadas cepas 
de Vaccinia, incluyendo las cepas utilizadas como vacunas de la viruela, son capaces de propagarse en las células 
humanas y, por lo tanto, representan un riesgo para la salud, tal como el desarrollo de encefalitis vírica. Con vistas a 
desarrollar una vacuna más segura, se ha subcultivado una cepa de Vaccinia de Ankara (denominada "CVA", por 
sus siglas en inglés) más de 500 veces en células no humanas. Durante dicho procedimiento, el genoma de 55 
Vaccinia cambia sustancialmente, implicando el desarrollo de por lo menos seis deleciones mayores en comparación 
con el genoma original del CVA. El virus modificado era menos patogénico en el ser humano pero todavía era capaz 
de producir una respuesta inmunológica protectora. Dicho virus Vaccinia atenuado se denomina MVA (Vaccinia 
Ankara modificado, por sus siglas en inglés) y también se clasifica según el número de pases, ya que se ha 
encontrado que los virus con diferente número de pases son genéticamente y fenotípicamente diferentes. Sin 60 
embargo, alcanzado el número de pase 515, se consideró que MVA515 era genéticamente estable. A principios de 
los años noventa se observó que las cepas de MVA, tales como MVA572, y su derivado, MVA F6, eran capaces de 
expresar proteínas de Vaccinia y proteínas heterólogas (recombinantes) a nivel elevado en células no permisiva (en 
las que el virus no se propaga), permitiendo el desarrollo de MVA como vector para moléculas heterólogas de 
interés, tales como las codificantes de antígenos para vacunas o la administración de terapia. 65 
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Más recientemente, se han realizado intentos de producir un virus Vaccinia modificado con las cualidades dele MVA 
mediante la introducción de seis deleciones grandes conocidas de MVA en el CVA. Resulta interesante que ello no 
resultó en virus con cualidades atenuadas del MVA. Se ha propuesto que la ausencia de genes de espectro de 
huéspedes podría ser responsable de la atenuación observada; sin embargo, esta hipótesis no ha sido contrastada 
empíricamente (ver, por ejemplo, Meyer et al., Journal of General Virology 72:1031-1038, 1991). 5 
 
Los poxvirus constituyen una gran familia de virus caracterizada por un genoma de ADNdc lineal de gran tamaño, un 
sitio citoplasmático de propagación y una morfología compleja del virión. El virus Vaccinia es el virus representativo 
de este grupo de virus y el más estudiado en cuanto a morfogénesis del virus. Los viriones del virus Vaccinia 
presentan una apariencia de partículas unidas a membrana con ‘forma de ladrillo’ u ‘ovoides’, con una compleja 10 
estructura interna que muestra un núcleo bicóncavo circundado de paredes y flanqueado por ‘cuerpos laterales’. La 
ruta de ensamblaje del virión implica la fabricación de precursores que contienen membranas que se desarrollan en 
viriones inmaduros (VI) y después se desarrollan formando viriones maduros (VM). Se encuentran contenidos más 
de 70 productos génicos específicos dentro del virión del virus Vaccinia, de los que se describen a continuación los 
efectos de mutaciones en más de 50 genes específicos sobre el ensamblaje del virus Vaccinia. 15 
 
El virus Vaccinia entra en las células mediante la fusión de sus membranas superficiales con la membrana 
plasmática de la célula huésped, liberando el núcleo (y cuerpos laterales) al citoplasma y activando el programa 
transcripcional del virus. Los núcleos del virión contienen el complemento completo de enzimas codificados por el 
virus necesario para la síntesis y modificación del ARNm temprano. Los genes tempranos codifican enzimas 20 
necesarios para la propagación del ADN y, de esta manera, al alcanzar su máximo la expresión de los genes 
tempranos, resulta la propagación del ADN vírico en sitios citoplasmáticos denominados "fábricas". Los genes 
tempranos codifican además factores de transcripción intermedios y los genes intermedios, a su vez, codifican 
factores de transcripción tardíos, de manera que los genes intermedios y tardíos se expresan en sucesión después 
del inicio previo requerido de la propagación del ADN vírico. De esta manera, el complemento completo de genes 25 
víricos se transcribe en una cascada temporal, diferenciándose las clases temprana, intermedia y tardía por los 
promotores transcripcionales específicos de clase y los factores de transcripción codificados víricamente. Además, 
sólo los genomas propagados son moldes competentes para la transcripción intermedia y tardía. Estas dos clases 
de genes juntos codifican proteínas estructurales del virión, enzimas del virión y factores de ensamblaje y resultan 
necesarios para el ensamblaje de nuevas partículas de progenie vírica. 30 
 
Poco después de la incorporación vírica y la expresión temprana, se forman dominios citoplasmáticos específicos de 
la infección dentro de la célula que son de densidad uniforme y en ocasiones se encuentran circundados por 
cisternas derivadas de retículo endoplasmático (RE) que se incrementan en tamaño con el tiempo. Dichos dominios 
representan sitios de propagación del ADN vírico y con frecuencia se denominan "fábricas víricas". 35 
 
El ensamblaje vírico se inicia con la formación de estructuras rígidas en forma de media luna (cúpulas, en las tres 
dimensiones) dentro de las fábricas víricas. En micrografías electrónicas de alta resolución, la capa externa de 
dichas estructuras con forma de media luna está compuesta de proyecciones regularmemente espaciadas 
denominadas "espículas". Las medias lunas aparentemente crecen en longitud, manteniendo simultáneamente la 40 
misma curvatura hasta convertirse en círculos cerrados (esferas, en las tres dimensiones) denominados viriones 
inmaduros (VI). Los VI se encuentran llenos de material de "viroplasma" que es de densidad uniforme aunque 
discerniblemente más electrón-densos que la fábrica circundante. A medida que se forman los VI, también tiene 
lugar la incorporación del ADN encapsidado: se observan en las micrografías electrónicas como subdominios 
electrodensos redondos u ovoides dentro de los VI denominados "nucleoides". Los VI que contienen nucleoides de 45 
ADN condensado con frecuencia se denominan "VIN". La maduración de los precursores de varias proteínas del 
virión mediante corte proteolítico resulta necesaria para la morfogénesis del VIN en viriones maduros (VM). La 
mayoría de los viriones maduros se encuentra fuera de las fábricas y puede existir en grupos en la periferia de una 
fábrica o aparentemente separados por una distancia significativa a la fábrica más próxima. 
 50 
Los viriones de poxvirus existen en tres formas infecciosas: los viriones maduros (VM), los viriones envueltos (VEn) y 
los viriones extracelulares (VE). Los MV, la forma más simple del virus, son partículas con membranas que 
contienen un núcleo bicóncavo que contiene ADN flanqueado por cuerpos laterales, que llenan las concavidades del 
núcleo. Los MV normalmente se encuentran exclusivamente en el interior de las células y son liberados únicamente 
mediante la lisis celular. Los VEn consisten en VM que se encuentran circundados por dos bicapas lipídicas 55 
adicionales derivadas de cisternas trans del Golgi. Los Ven, las membranas externas de los cuales contienen 
proteínas víricas características, son precursores de los VE y también se observan dentro de la célula.  Los VE 
consisten en VEn que han sido exocitados mediante fusión de la membrana del VEn más externa con la membrana 
plasmática, dejando un VEn envuelto en una membrana adicional. Una fracción de los VE se encuentra unido a la 
superficie celular, mientras que algunos se observan libres en el medio extracelular. Se cree que los VE resultan 60 
importantes para la extensión del virus dentro de un organismo. 
 
La eliminación de genes esenciales de los virus y la complementación en células huésped es conocida de la técnica 
como una estrategia propuesta general para la generación de vectores víricos seguros y eficaces para el tratamiento 
y la terapia. Existe una necesidad de vectores ortopox atenuados mejorados con una seguridad, expresión y/o 65 
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inmunogenicidad mejoradas y una necesidad correspondiente de métodos de propagación y preparación de dichos 
vectores ortopox de manera segura y económica. 
 
Se utilizan varias líneas celulares de mamífero para la preparación de proteínas recombinantes con fines de 
investigación. Entre ellas se incluyen líneas celulares de conejo, hámster, primate y humanas, tales como, aunque 5 
sin limitación y tal como son conocidas de la técnica, las células HEK293, 293T, 143B, CHO, HeLa, Vero y BHK, 
HepG2, y las células 3T3. Especialmente, sin embargo, se ha llevado a cabo la fabricación según buenas prácticas 
de fabricación (BPF) de la mayoría de proteínas terapéuticas recombinantes en células CHO, convirtiendo a esta 
línea celular en la línea celular mejor estudiada y aprobada para la terapéutica en el ser humano. Las células CHO 
pueden crecer a densidades muy elevadas en cultivos en suspensión y los procesos posteriores para purificar 10 
productos se encuentran muy bien desarrollados. Resulta relevante que ni Vaccinia, tal como Vaccinia-COP o 
Vaccinia-VEn ni sus derivados, tales como MVA y NYVAC, se propagan en células CHO. 
 
La expresión de los genes de espectro de huéspedes víricos desde dentro del poxvirus bajo el control de promotores 
víricos locales y la ARN polimerasa poxvírica es conocida de la técnica. 15 
 
La expresión de determinados genes de espectro de huéspedes víricos del genoma de una célula de mamífero de 
manera puntual para rescatar o permitir la replicación vírica y permitir la supervivencia de la célula huésped no ha 
sido descrita anteriormente. 
 20 
DESCRIPCIÓN RESUMIDA 
 
La presente memoria describe células de mamífero en cultivo in vitro transformadas para expresar un factor de 
espectro de huéspedes poxvírico y un método para propagar vectores víricos, que comprende el cultivo de dichas 
células. 25 
 
En un primer aspecto, la presente invención proporciona una célula de mamífero modificada en la que se modifica el 
genoma de la célula para que comprenda una secuencia codificante de CP77 bajo el control de un promotor de 
manera que la línea celular modificada proporciona soporte a la propagación de un poxvirus que es menos capaz o 
es incapaz de propagarse en la célula no modificada. 30 
 
En un segundo aspecto, la presente invención proporciona un procedimiento para propagar un ortopoxvirus que no 
se propaga en células CHO, comprendiendo el procedimiento propagar el poxvirus in vitro en una línea celular de 
mamífero, en la que la línea celular es modificada para codificar y expresar CP77 bajo el control de un promotor. 
 35 
En diversas realizaciones alternativas, las células modificadas son modificadas adicionalmente para comprender una 
secuencia codificante de D13L bajo el control de un promotor y/o para comprender una secuencia codificante de K1L 
bajo el control de un promotor. 
 
En la presente memoria la referencia a "CP77", "K1L" y "D13L" incluye ortólogos funcionales y variantes funcionales. 40 
 
DESCRIPCIÓN DETALLADA DE REALIZACIONES PARTICULARES 
 
La presente invención no se encuentra limitada a procedimientos o agentes particulares, formulaciones específicas 
de agentes y diversas metodologías médicas, ya que ellas pueden variar. La terminología utilizada en la presente 45 
memoria presenta el propósito de describir realizaciones particulares únicamente y no pretende ser limitativa. A 
menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y científicos utilizados en la presente memoria 
presentan los mismos significados entendidos comúnmente por el experto ordinario en la materia a la que se refiere 
la presente invención. 
 50 
Cualesquiera materiales y métodos similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria pueden utilizarse 
para la práctica o ensayo de la presente invención. Los profesionales se refieren en particular a: Sambrook et al., 
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2a ed., Cold Spring Harbor Press, Plainsview, N.Y., 1989;.; Ausubel et al., 
Current Protocols in Molecular Biology (suplemento nº 47), John Wiley & Sons, New York, 1999; ; Murphy et al., 
Virus Taxonomy Springer Verlag:79-87, 1995;, Mahy Brian W.J. y Kangro O. Hillar (eds): Virology Methods Manual, 55 
Academic Press, 1996 y Davison A.J. y Elliott R.M. (eds.): Molecular Virology, A practical Approach, IRL Press at 
Oxford University Press, 1993; Perkus et al., Virology 179(1):276-86, 1990 o definiciones y términos de la técnica y 
otros métodos conocidos por el experto en la materia. 
 
Aunque también pueden utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente 60 
memoria en la práctica o ensayo de la presente invención, se describen métodos y materiales preferentes. Para los 
fines de la presente invención se definen a continuación los términos siguientes. 
 
En la totalidad de la presente memoria, a menos que el contexto indique lo contrario, los términos "comprende" y 
"comprendiendo" se entenderá que implican la inclusión de una etapa, elemento o grupo de etapas o elementos 65 
indicado pero no la exclusión de cualquier otra etapa, elemento o grupo de etapas o elementos. De esta manera, la 
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utilización del término "comprendiendo" y similar indica que los elementos listados resultan necesarios u obligatorios 
pero que otros elementos son opcionales y pueden encontrarse presentes o no. En el contexto de los vectores 
ortopox atenuados, se modifican los vectores de la invención para atenuarlos mediante deleción de un gen esencial 
de maduración o ensamblaje; sin embargo, se encuentran comprendidas las modificaciones adicionales, tales como 
para actuar como vector para un antígeno u otra proteína. 5 
 
La expresión "que consiste en" pretende incluir, y se encuentra limitada a, lo que siga a la expresión "que consiste 
en". De esta manera, la expresión "que consiste en" indica que los elementos listados resultan necesarios u 
obligatorios y que no puede encontrarse presente ningún otro elemento. La expresión "que consiste esencialmente 
en" pretende incluir cualesquiera elementos listados después de la expresión y limitada a otros elementos que no 10 
interfieren o contribuyen a la actividad o acción especificada en la exposición de los elementos listados. De esta 
manera, la expresión "que consiste esencialmente en" indica que los elementos listados resultan necesarios u 
obligatorios pero que otros elementos son opcionales y pueden encontrarse presentes o no dependiendo de si 
afectan o no a la actividad o acción de los elementos listados. 
 15 
Tal como se utilizan en la presente memoria, las formas singulares "un", "una", "el" o "la" incluyen los referentes 
plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. De esta manera, por ejemplo, la referencia a "una 
célula" incluye una célula individual, así como a dos o más células; la referencia a "un organismo" incluye un 
organismo, así como dos o más organismos, etc. En algunas realizaciones, "un" se refiere a "uno o más de uno". 
 20 
Tal como se utiliza en la presente memoria, "y/o" se refiere y comprende todas y cada una de las posibles 
combinaciones de uno o más de los ítems listados asociados, así como la falta de combinaciones en el caso de que 
se interprete como alternativa (conjunción ‘o’). 
 
El término "atenuación" o "atenuado" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una reducción de la 25 
virulencia del vector vírico. La virulencia se define como la capacidad de un virus de provocar una enfermedad en un 
huésped particular. Un vector poxvírico que es incapaz de producir virus infecciosos puede infectar inicialmente las 
células pero es incapaz de replicarse sustancialmente por completo o de propagarse dentro del huésped o de causar 
una condición. Lo anterior resulta deseable ya que el vector transporta su proteína o ácido nucleico hasta el 
citoplasma de la célula huésped pero no daña al sujeto. 30 
 
La expresión "elemento de control" o "secuencia de control" se refiere a secuencias de ácidos nucleicos (por 
ejemplo, ADN) necesarias para la expresión de una secuencia codificante operablemente ligada en un poxvirus, 
vector, plásmido o célula particular. Entre las secuencias de control que resultan adecuadas para las células 
eucarióticas se incluyen secuencias de control transcripcional, tales como promotores, señales de poliadenilación, 35 
intensificadores de la transcripción, secuencias de control traduccional, tales como intensificadores de la traducción 
y sitios internos de unión ribosómica (IRES), secuencias de ácidos nucleicos que modulan la estabilidad del ARNm, 
así como secuencias directoras que dirigen un producto codificado por un polinucleótido transcrito a un 
compartimiento intracelular dentro de una célula o al medio extracelular. 
 40 
En donde se proporcionan secuencias, se encuentran comprendidas las secuencias correspondientes. Las 
expresiones "corresponde a", "correspondiente" o "correspondiente a" se refieren a una secuencia de ácidos 
nucleicos que muestra una identidad de secuencia sustancial respecto a una secuencia de ácidos nucleicos de 
referencia (por ejemplo una identidad de secuencia de por lo menos aproximadamente 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 
58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 97, 88, 45 
89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% o incluso hasta 100% respecto a la totalidad o una parte de la secuencia 
de ácidos nucleicos de referencia) o una secuencia de aminoácidos que muestra una similitud o identidad de 
secuencia sustancial respecto a una secuencia de aminoácidos de referencia (por ejemplo, una similitud o identidad 
de secuencia de por lo menos 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 
73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 97, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% o incluso de 50 
hasta 100% respecto a la totalidad o una parte de la secuencia de aminoácidos de referencia). 
 
La expresión "cantidad eficaz", en el contexto del tratamiento o prevención de una condición o para modular una 
respuesta inmunológica a un antígeno u organismo diana, se refiere a la administración de una cantidad de un 
agente (por ejemplo, un vector ortopox atenuado tal como se indica en la presente memoria) o composición que lo 55 
comprende en un individuo que requiere dicho tratamiento o profilaxis, en una dosis individual o como parte de una 
serie, que resulta eficaz para la prevención de la aparición de un síntoma, el control de dichos síntomas y/o el 
tratamiento de los síntomas existentes de dicha condición o para la modulación de la respuesta inmunológica contra 
el antígeno u organismo diana. La cantidad eficaz variará dependiendo de la salud y condición física del individuo 
que debe tratarse, del grupo taxonómico del individuo que debe tratarse, de la formulación de la composición, de la 60 
evaluación de la situación médica y de otros factores relevantes. Se espera que la cantidad se encontrará 
comprendida en un intervalo relativamente amplio que puede determinarse mediante ensayos rutinarios. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos "codifica", "codificante" y similares se refieren a la 
capacidad de un ácido nucleico de proporcionar otro ácido nucleico o un polipéptido. Por ejemplo, se dice que una 65 
secuencia de ácidos nucleicos "codifica" un polipéptido en el caso de que pueda ser transcrita y/o traducida para 
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producir el polipéptido o en el caso de que pueda ser procesada en una forma que pueda ser transcrita y/o traducida 
para producir el polipéptido. Dicha secuencia de ácidos nucleicos puede incluir una secuencia codificante o tanto 
una secuencia codificante como una secuencia no codificante. De esta manera, los términos "codifica", "codificante" 
y similares incluyen un producto de ARN que resulta de la transcripción de una molécula de ADN, una proteína 
resultante de la traducción de una molécula de ARN, una proteína resultante de la transcripción de una molécula de 5 
ADN para formar un producto de ARN y la posterior traducción del producto de ARN, o una proteína que resulta de 
la transcripción de una molécula de ADN para proporcionar un producto de ARN, el procesamiento del producto de 
ARN para proporcionar un producto de ARN procesado (por ejemplo, ARNm) y la posterior traducción del producto 
de ARN procesado. 
 10 
El término "endógeno" se refiere a un gen o secuencia o segmento de ácidos nucleicos que se encuentra 
normalmente en un organismo huésped. 
 
Los términos "expresable", "expresado" y variaciones de los mismos se refieren a la capacidad de una célula de 
transcribir una secuencia de nucleótidos en ARN y opcionalmente de traducir el ARNm para sintetizar un péptido o 15 
polipéptido que proporciona una función biológica o bioquímica. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "gen" incluye una molécula de ácido nucleico capaz de ser 
utilizada para producir ARNm opcionalmente con la adición de elementos para asistir en dicho procedimiento. Los 
genes pueden ofrecer la posibilidad de ser utilizados o no para producir una proteína funcional. Los genes pueden 20 
incluir tanto regiones codificantes como no codificantes (por ejemplo, intrones, elementos reguladores, promotores, 
intensificadores, secuencias de terminación y regiones 5’ y 3’ no traducidas). 
 
Las expresiones "secuencia heteróloga de ácidos nucleicos", "secuencia heteróloga de nucleótidos", "polinucleótido 
heterólogo", "polinucleótido foráneo", "polinucleótido exógeno" y similares se utilizan intercambiablemente para 25 
referirse a cualquier ácido nucleico (por ejemplo, una secuencia de nucleótidos que comprende un IRES) que se 
introduce en el genoma de un organismo mediante manipulaciones experimentales y puede incluir secuencias 
génicas observadas en dicho organismo con la condición de que el gen introducido contenga alguna modificación 
(por ejemplo una mutación puntual, deleción, sustitución o adición de por lo menos un nucleótido, la presencia de un 
sitio de corte de endonucleasa, la presencia de un sitio loxP, etc.) respecto a la secuencia genómica vírica antes de 30 
la modificación. 
 
Las expresiones "polipéptido heterólogo", "polipéptido foráneo" y "polipéptido exógeno" se utilizan 
intercambiablemente para referirse a cualquier péptido o polipéptido que se encuentra codificado por una "secuencia 
heteróloga de ácidos nucleicos", "secuencia heteróloga de nucleótidos", "polinucleótido heterólogo", "polinucleótido 35 
foráneo" y "polinucleótido exógeno", tal como se ha definido anteriormente. 
 
La expresión "células de mamífero" se refiere a una célula en la que puede introducirse un vector que incluye el 
vector ortopox atenuado con el fin de propagar el vector poxvirus. En una realización, la célula es una línea celular 
continua. Es menos imperativo que la célula modificada sea una línea celular capaz de dividirse continuamente. 40 
Puede modificarse una célula de mamífero o eucariótica superior según la presente invención y posteriormente 
transformarla o inmortalizarla para convertirla en una línea celular en división continua. Sin embargo, la célula antes 
de la modificación convenientemente es una línea celular continua conocida de la técnica bien caracterizada, en 
división continua y compatible con la biotecnología. Dichas células se encuentran convenientemente disponibles de 
organizaciones de depósito, tales como la American Type Culture Collection (ATCC) o la European Collection of Cell 45 
Cultures (ECACC). 
 
Entre las líneas celulares de mamífero adecuadas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, RK18, BHK, VERO, 
HBOC-143B, HaCat, HepG2, HeLa, HT1080, HEK-293, RD, COS-7, CHO, Jurkat, HUT, SUPT, C8166, 
MOLT4/clone8, MT-2, MT-4, H9, PM1, CEM, las células de mieloma (por ejemplo las células SB20) y CEMX174 se 50 
encuentran disponibles de, por ejemplo, la ATCC. 
 
Puede utilizarse cualquier método de ingeniería del genoma reconocida de la técnica para producir líneas celulares 
modificadas que expresan genes heterólogos. Se hace referencia a la utilización de tecnología de transposones para 
insertar genes en el genoma celular mediante la utilización de vectores piggyBac. Sin embargo, muchos métodos 55 
están reconocidos para la introducción de genes en células, incluyendo, aunque sin limitación, la transducción de 
retrovirus (por ejemplo MoMLV, etc.), la transducción de lentivirus, la transfección e integración de plásmido, otros 
sistemas víricos para la transducción de líneas celulares, tales como los adenovirus, VAA (virus adenoasociado), el 
VEB y las técnicas de edición del genoma para la inserción específica de sitio mediante recombinación homóloga 
con ADN lineal, meganucleasas manipuladas, nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripción (TAL-60 
nucleasa), las nucleasa de dedo de cinc (ZFN) y CRISPR. 
 
En una realización, la célula de mamífero es una célula CHO. Las líneas de células CHO de la técnica anterior, que 
no codifican genes del huésped vírico, no permiten la preparación de Vaccinia o derivados de Vaccinia 
sustancialmente incapaces de propagarse en el ser humano. Tal como es conocido del experto en la materia, las 65 
células de ovario de hámster chino (CHO) derivadas del ovario del hámster Cricetulus griseus, son las células de 
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mamífero más comúnmente utilizadas para la producción bioindustrial y GMP de terapéuticos proteicos 
recombinantes, incluyendo anticuerpos. La popularidad de las células CHO para este propósito se basa, en parte, en 
su rápido crecimiento y elevada producción de proteínas. En consecuencia, las líneas de células CHO han sido bien 
caracterizadas. Entre las líneas de células CHO adecuadas se incluyen, aunque sin limitación, las líneas A2, A2H, 
XrS6, CHO-K1, CHO/dhfr, RR-CHO-K1, UT-I, P22, CHO-1C6, Lec1, Lec2, Lec8, Pro-5 y CDKXB1. La línea celular 5 
CHO-K1 depositada en la ATCC con el número de acceso ATCC CLL-61 o ATCC CRL-9618 se utiliza con 
frecuencia. La línea celular CHO-K1 se derivó como subclón de la línea celular parental CHO iniciada a partir de una 
biopsia de un ovario de un hámster chino adulto por Puck T. (1957). La presente memoria describe células 
modificadas diferentes de las células CHO modificadas. 
 10 
En algunas realizaciones, la célula de mamífero es una célula humana, una célula de primate, una célula de hámster 
o una célula de conejo. 
 
Las células pueden ser unicelulares o pueden cultivarse en cultivo de tejidos en forma de cultivos líquidos, 
monocapas o similares. Las células huésped también pueden derivarse directa o indirectamente a partir de tejidos o 15 
pueden existir dentro de un organismo, incluyendo animales. 
 
Se entiende que "inducir" una respuesta inmunológica tal como se contempla en la presente memoria incluye 
producir o estimular una respuesta inmunológica y/o potenciar una respuesta inmunológica preexistente. 
 20 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "sitio interno de entrada ribosómica" o "IRES", por sus 
siglas en inglés, se refiere a una secuencia de nucleótidos vírica, celular o sintética (por ejemplo recombinante) que 
permite el inicio de la traducción de un ARNm en un sitio interno a una región codificante dentro del mismo ARNm o 
en un sitio en el lado 3’ del extremo 5’ del ARNm, con el fin de proporcionar la traducción de una región codificante 
operablemente ligada situada cadena abajo (es decir, en el lado 3’ de) el sitio interno de entrada ribosómica. Lo 25 
anterior provoca que la traducción sea independiente de la estructura de la caperuza 5’ e independiente del extremo 
5’ del ARNm. Una secuencia de IRES proporciona las secuencias de acción en cis necesarias que se requieren para 
el inicio de la traducción de una región codificante operablemente ligada. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "aislado" pretende describir una célula, un compuesto de 30 
interés (por ejemplo un poxvirus recombinante, una molécula de ácido nucleico, tal como un genoma, un polipéptido, 
etc.) que se encuentra en un medio diferente al medio en que se encuentra naturalmente el compuesto. El término 
"aislado" pretende incluir compuestos que se encuentran dentro de muestras que se encuentran sustancialmente 
enriquecidas en el compuesto de interés y/o en las que el compuesto de interés se encuentra parcial o 
sustancialmente purificado. 35 
 
La expresión "operablemente conectado" u "operablemente ligado" tal como se utiliza en la presente memoria se 
refiere a una yuxtaposición en la que los componentes indicados de esta manera se encuentran en una relación que 
las permite funcionar de su manera deseada. Por ejemplo, una secuencia de control transcripcional "operablemente 
ligada" a una secuencia codificante se refiere a la posición y/o orientación de la secuencia de control transcripcional 40 
respecto a la secuencia codificante para permitir la expresión de la secuencia codificante bajo condiciones 
compatibles con la secuencia de control transcripcional. En otro ejemplo, un IRES conectado operablemente a una 
secuencia codificante de virus ortopox se refiere a la posición y/o orientación del IRES respecto a la secuencia 
codificante del virus ortopox para permitir la traducción independiente de caperuza de la secuencia codificante del 
virus ortopox. 45 
 
Tal como se utilza en la presente memoria, las expresiones "marco de lectura abierta" y "ORF" (por sus siglas en 
inglés) se utilizan intercambiablemente en la presente memoria para referirse a la secuencia de aminoácidos 
codificada entre los codones de inicio y terminación de traducción de una secuencia codificante. Las expresiones 
"codón de inicio" (por ejemplo ATG) y "codón de terminación" (por ejemplo TGA, TAA o TAG) se refieren a una 50 
unidad de tres nucleótidos contiguos (‘codón’) en una secuencia codificante que especifica el inicio y terminación de 
cadena, respectivamente, de síntesis de la proteína (traducción del ARNm). 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "virus parental" se entiende que es una referencia a un 
virus que se modifica para incorporar una secuencia heteróloga de ácidos nucleicos para formar un virus 55 
recombinante de la presente invención. 
 
Las expresiones "polinucleótido", "secuencia polinucleótida", "secuencia de nucleótidos", "ácido nucleico" o 
"secuencia de ácidos nucleicos" tal como se utilizan en la presente memoria se refieren a ARNm, ARN, ARNc, ADNc 
o ADN. Las expresiones típicamente se refieren a una forma polimérica de los nucleótidos de por lo menos 10 bases 60 
de longitud, ribonucleótidos o desoxirribonucleótidos o una forma modificada de cualquier tipo de nucleótido. El 
término incluye formas de cadena sencilla o de doble cadena de ARN o ADN. 
 
Las expresiones "polipéptido", "péptido", "proteína" y "molécula proteica" se utilizan intercambiablemente en la 
presente memoria para referirse a moléculas que comprenden o consisten en un polímero de residuos aminoácidos 65 
y a variantes y análogos sintéticos de los mismos. De esta manera, dichas expresiones se aplican a polímeros de 
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aminoácidos en los que uno o más residuos aminoácidos son aminoácidos no naturales sintéticos, tales como un 
análogo químico de un aminoácido natural correspondiente, así como a polímeros de aminoácidos naturales. 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "recombinante" tal como se aplica a "moléculas de ácidos 
nucleicos", "polinucleótidos" y similares se entiende que se refiere a estructuras artificiales de ácidos nucleicos (es 5 
decir, ADNc o ARN no replicante, o replicones, ADNc o ARN autorreplicante) que pueden transcribirse y/o traducirse 
en células huésped o en sistemas libres de células indicados en la presente memoria. Las moléculas de ácidos 
nucleicos o polinucleótidos recombinantes pueden insertarse en un vector. Pueden utilizarse vectores no víricos, 
tales como los vectores plásmido de expresión, o vectores víricos. El tipo de vectores y la técnica de inserción del 
constructo de ácidos nucleicos según la presente invención son conocidos por el experto. Una molécula de ácidos 10 
nucleicos o polinucleótido según la invención no se observa en la naturaleza en la organización descrita por la 
presente invención. En otras palabras, una secuencia heteróloga de nucleótidos no se encuentra naturalmente 
combinada con elementos de un genoma de virus parental (por ejemplo, un promotor, ORF, señal de poliadenilación 
o ribozima). 
 15 
Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresión "virus recombinante" se entenderá que hace referencia a un 
"virus parental" que comprende por lo menos una secuencia heteróloga de ácidos nucleicos. 
 
La expresión "identidad de secuencia" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la medida en que las 
secuencias son idénticas nucleótido a nucleótido o aminoácido a aminoácido dentro de una ventana de 20 
comparación. De esta manera, se calcula un "porcentaje de identidad de secuencia" mediante la comparación de 
dos secuencias óptimamente alineadas dentro de la ventana de comparación, determinando el número de 
posiciones en las que se observa la base ácido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G o I) o el residuo 
aminoácido idéntico (por ejemplo, Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, Ile, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn, 
Gln, Cys y Met) en ambas secuencias, rindiendo el número de posiciones correspondientes, dividiendo el número de 25 
posiciones correspondientes por el número total de posiciones en la ventana de comparación (es decir, el tamaño de 
la ventana) y multiplicando el resultado por 100 para proporcionar el porcentaje de identidad de secuencia. Para los 
fines de la presente invención, la expresión "identidad de secuencia" se entiende que se refiere al "porcentaje de 
correspondencia", calculado por el programa informático DNASIS (versión 2.5 para Windows, disponible de Hitachi 
Software Engineering Co., Ltd., South San Francisco, California, USA) utilizando los valores por defecto tal como se 30 
utilizan en el manual de referencia que acompaña al software. 
 
La expresión "secuencia de señal" o "péptido de señal" se refiere a un péptido corto (de una longitud de entre 
aproximadamente 3 y aproximadamente 60 aminoácidos) que dirige el transporte cotraduccional o post-traduccional 
de una proteína desde el citosol hasta determinados orgánulos, tales como el núcleo, la matriz mitocondrial y el 35 
retículo endoplasmático, por ejemplo. Para las proteínas que presentan un péptido de señal con diana en el RE, los 
péptidos de señal son típicamente cortados a partir de la forma precursora por la peptidasa de señal tras el 
transporte de las proteínas al RE y las proteínas resultantes se desplazan a lo largo de la ruta secretoria hasta sus 
localizaciones intracelulares (por ejemplo, el aparato de Golgi, la membrana celular o la pared celular) o 
extracelulares. La expresión "péptidos de señal con diana en el RE" tal como se utiliza en la presente memoria 40 
incluye secuencias hidrofóbicas aminoterminales que habitualmente resultan eliminadas enzimáticamente tras la 
inserción de parte o la totalidad de la proteína a través de la membrana del RE hasta la luz del RE. De esta manera, 
es conocido de la técnica que una forma precursora de señal de una secuencia puede encontrarse presentes como 
parte de una forma precursora de una proteína aunque generalmente se encontrará ausente de la forma madura de 
la proteína. 45 
 
El término "similitud" se refiere al número porcentaje de aminoácidos que son idénticos o constituyen sustituciones 
conservadoras tal como se define en la Tabla A, posteriormente. La similitud puede determinarse utilizando 
programas de comparación de secuencias, tales como GAP (Deveraux et al., Nucleic Acids Research 12: 387-395, 
1984). De esta manera, las secuencias de una longitud similar o sustancialmente diferente a las citadas en la 50 
presente memoria pueden compararse mediante la inserción de huecos en la alineación, determinando dichos 
huecos, por ejemplo, mediante el algoritmo de comparación utilizado por GAP.  
 

TABLA A: sustituciones de aminoácidos conservadoras ejemplares 
Residuo original Sustituciones ejemplares 
Ala Ser 
Arg Lys 
Asn Gln, His 
Asp Glu 
Cys Ser 
Gln Asn 
Glu Asp 
Gly Pro 
His Asn, Gln 
Ile Leu, Val 
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Leu Ile, Val 
Lys Arg, Gln, Glu 
Met Leu, Ile, 
Phe Met, Leu, Tyr 
Ser Thr 
Thr Ser 
Trp Tyr 
Tyr Trp, Phe 
Val Ile, Leu 

 
La alineación óptima de secuencia para la alineación de una ventana de comparación puede llevarse a cabo 
mediante implementaciones computerizadas de algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de 
software de Wisconsin Genetics, versión 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, USA) o 
mediante inspección y alineación óptima (es decir, que resulte en el porcentaje de homología más alto dentro de la 5 
ventana de comparación) generada mediante cualquiera de los diversos métodos seleccionados. También puede 
hacerse referencia a la familia BLAST de programas, tal como se da a conocer, por ejemplo, en Altschul et al., Nucl. 
Acids Res.25:3389, 1997. Puede encontrarse un comentario detallado del análisis de secuencias en la unidad 19.3 
de Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, 1994-1998, capítulo 15. 
 10 
Los términos "sujeto", "paciente", "huésped" o "individual" se utilizan intercambiablemente en la presente memoria y 
se refieren a cualquier sujeto, en particular a un sujeto vertebrado y todavía más particularmente a un sujeto 
mamífero, para el que se desea la terapia o la profilaxis. Entre los animales vertebrados adecuados que se 
encuentran comprendidos dentro del alcance de la invención se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, cualquier 
miembro del subfilum Chordata, incluyendo primates (por ejemplo, seres humanos, monos y simios, e incluye 15 
especies de monos tales como el género Macaca (por ejemplo monos Cynomolgus, tales como Macaca fascicularis 
y/o monos Rhesus (Macaca mulatta)) y babuinos (Papio ursinus), así como titís (especies del género Callithrix), 
monos ardilla (especies del género Saimiri) y tamarinos (especies del género Saguinus), así como especies de 
simios, tales como chimpancés (Pan troglodytes), roedores (por ejemplo, ratones, ratas y cobayas), lagomorfos (por 
ejemplo conejos y liebres), bovinos (por ejemplo vacas), ovinos (por ejemplo ovejas), caprinos (por ejemplo, cabras), 20 
porcinos (por ejemplo, cerdos), equinos (por ejemplo, caballos), caninos (por ejemplo, perros), felinos (por ejemplo, 
gatos), aves (por ejemplo, pollos, pavos, patos, gansos, aves de compañía tales como canarios, periquitos, etc.), 
mamíferos marinos (por ejemplo, delfines y ballenas), reptiles (serpientes, ranas, lagartijas, etc.) y peces. Un sujeto 
preferente es un ser humano que necesita tratamiento o profilaxis de una condición. Sin embargo, se entiende que 
los términos anteriormente indicados no implican que se encuentran presentes síntomas. 25 
 
El término "transgén" se utiliza en la presente memoria para describir material genético que ha sido o va a ser 
inmediatamente introducido de manera artificial en un genoma de un organismo huésped y que es transmitido a la 
progenie de dicho huésped. En algunas realizaciones, confiere una propiedad deseada a una célula de mamífero o 
un vector ortopox en el que se introduce o, de otro modo, conduce a un resultado terapéutico o diagnóstico deseado. 30 
 
Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos "tratamiento", "tratar" y similares, se refieren a obtener un 
efecto farmacológico y/o fisiológico deseado. El efecto puede ser profiláctico en términos de evitar completa o 
parcialmente una enfermedad o síntoma de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de una curación parcial 
o completa de una enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la enfermedad. El término "tratamiento", tal como se 35 
utiliza en la presente memoria, cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamífero, en particular en un 
ser humano, e incluye: (a) prevenir la aparición de la enfermedad en un sujeto que puede presentar una 
predisposición a la misma pero que todavía no se le ha diagnosticado, (b) inhibir la enfermedad, es decir, detener su 
desarrollo, y (c) aliviar la enfermedad, es decir, causar la regresión de la enfermedad. 
 40 
Los términos "tipo salvaje", "natural", "nativo" y similar con respecto a un organismo, polipéptido o secuencia de 
ácido nucleico, se refieren a que el organismo, polipéptido o secuencia de ácidos nucleicos es natural o se 
encuentra disponible en por lo menos un organismo natural que no ha sido modificado, mutado o de otro modo 
manipulado por el ser humano. 
 45 
Entre las variantes se incluyen moléculas de ácidos nucleicos suficientemente similares a una molécula de 
referencia o sus formas complementarias en la totalidad o parte de las mismas de manera que puede conseguirse la 
hibridación selectiva bajo condiciones de astringencia intermedia o alta o que presentan una identidad de secuencia 
de aproximadamente 60% a 90% o de 90% a 98% respecto a las secuencia de nucleótidos que definen un factor de 
espectro de huéspedes de poxvirus de referencia en una ventana de comparación que comprende por lo menos 50 
aproximadamente 15 nucleótidos. Preferentemente, la región de hibridación presenta una longitud de entre 
aproximadamente 12 y aproximadamente 18 nucleobases o superior. Preferentemente, el porcentaje de identidad 
entre una secuencia particular de nucleótidos y la secuencia de referencia es por lo menos aproximadamente 80%, o 
85%, o más preferentemente aproximadamente 90% similar o más, tal como aproximadamente 95%, 96%, 97%, 
98%, 99% o superior. Los porcentajes de identidad de entre 80% y 100% se encuentran comprendidos. La longitud 55 
de la secuencia de nucleótidos depende de su función propuesta. Los homólogos se encuentran comprendidos. Los 

E14858802
16-05-2018ES 2 670 034 T3

 



 10  
 

términos "homólogo", "genes homólogos" u "homólogos" se refieren ampliamente a moléculas funcional y 
estructuralmente relacionadas, incluyendo las de otras especies. Los homólogos y ortólogos son ejemplos de 
variantes. 
 
La identidad de secuencia de ácidos nucleicos puede determinarse de la manera siguiente. La secuencia de ácidos 5 
nucleicos de la invención se utiliza para la búsqueda en una base de datos de secuencias de ácidos nucleicos, tal 
como la base de datos GenBank (accesible en el sitio de internet http://www.ncbi.nln.nih.gov/blast), utilizando el 
programa BLASTM, versión 2.1 (basado en Altschul et al., Nucleic Acids Research 25:3389-3402, 1997). El 
programa se utiliza en el modo sin huecos. Se utiliza la filtración por defecto para eliminar las homologías de 
secuencia debido a regiones de baja complejidad. Se utilizan parámetros por defecto de BLASTM. 10 
 
La identidad de secuencia de aminoácidos puede determinarse de la manera siguiente. La secuencia del polipéptido 
de la invención se utiliza para la búsqueda en una base de datos de secuencias de polipéptidos, tal como la base d 
edatos GenBank (accesible en el sitio de internet http://www.ncbi.nln.nih.gov/blast/) utilizando el programa BLASTP. 
El programa se utiliza en el modo sin huecos. Se utiliza la filtración por defecto para eliminar las homologías de 15 
secuencia debido a regiones de baja complejidad. Se utilizaron los parámetros por defecto de BLASTP. La filtración 
para las secuencias de baja complejidad puede utilizar el programa SEG. 
 
Las secuencias preferentes se hibridarán bajo condiciones restrictivas a una secuencia de referencia o su 
complemento. La expresión "hibridación bajo condiciones restrictivas" y equivalentes gramaticales de la misma se 20 
refiere a la capacidad de una molécula de ácidos nucleicos de hibridarse con una molécula diana de ácidos 
nucleicos (tal como una molécula diana de ácidos nucleicos inmovilizada sobre una membrana con ADN o ARN, tal 
como una transferencia southern o northern) bajo condiciones definidas de temperatura y concentración salina. Con 
respecto a las moléculas de ácidos nucleicos de más de aproximadamente 100 bases de longitud, las condiciones 
típicas de hibridación restrictiva son una temperatura no más de 25ºC a 30ºC (por ejemplo 10ºC) inferior a la 25 
temperatura de fusión (Tf) del dúplex nativo (ver de manera general Sambrook et al. (supra); Ausubel et al., 1999). 
La Tf para las moléculas de ácidos nucleicos de más de aproximadamente 100 bases pueden calcularse mediante la 
fórmula Tf=81,5 + 0,41% (G+C-log (Na+)). Con respecto a las moléculas de ácidos nucleicos con una longitud inferior 
a 100 bases, las condiciones ejemplares de hibridación restrictiva son 5ºC a 10ºC inferiores a la Tf. 
 30 
El término "deleción" en el presente contexto se refiere a la totalidad o parte de la región codificante del gen diana. El 
término comprende además cualquier forma de mutación o transformación que anule la expresión génica del gen 
diana o anule o regule negativamente de manera sustancial el nivel o actividad de la proteína codificada. 
 
La referencia a "gen" incluye el ADN correspondiente a los exones o el marco de lectura abierta de un gen. La 35 
referencia en la presente memoria a un "gen" también se considera que incluye: un gen genómico clásico que 
consiste en secuencias reguladoras de la transcripción y/o traducción y/o una región codificante y/o secuencias no 
traducidas (es decir, intrones, secuencias 5’ y 3’ no traducidas) o ARNm o ADNc correspondiente a las regiones 
codificantes (es decir, exones) y secuencias 5’ y 3’ no traducidas del gen. 
 40 
La expresión "elemento regulador" o "secuencia reguladora" se refiere a secuencias de ácidos nucleicos (por 
ejemplo ADN) necesarias para la expresión de una secuencia codificante operablemente ligada en una célula 
huésped particular. Las secuencias reguladoras que resultan adecuadas para las células procarióticas, por ejemplo, 
incluyen un promotor y opcionalmente una secuencia de acción en cis, tal como una secuencia de operador y un 
sitio de unión ribosómica. Entre las secuencias de control que resultan adecuadas para las células eucarióticas se 45 
incluyen promotores, señales de poliadenilación, intensificadores de transcripción, intensificadores de traducción, 
secuencias líder o posteriores que modulan la estabilidad del ARNm, así como secuencias de reconocimiento que 
dirigen un producto codificado por un polinucleótido transcrito a un compartimiento intracelular dentro de una célula o 
al medio extracelular. 
 50 
Los constructos quiméricos adecuados para las presentes células de mamífero modificadas comprenden una 
secuencia de ácidos nucleicos codificante de un factor de espectro de huéspedes de ortopox, que se encuentra 
operablemente ligado a una secuencia reguladora. La secuencia reguladora convenientemente comprende 
secuencias de control transcripcional y/o traduccional, que serán compatibles para la expresión en la célula. 
Típicamente, entre las secuencias de control transcripcional y traduccional se incluyen, aunque sin limitación, una 55 
secuencia de promotor, una región 5’ no codificante, una región reguladora en cis, tal como un sitio de unión 
funcional para una proteína reguladora de la transcripción o proteína reguladora de la traducción, un marco de 
lectura abierta cadena arriba, secuencias de unión ribosómica, un sitio de inicio transcripcional, un sitio de inicio 
traduccional y/o una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia líder, codón de terminación, un sitio de 
parada traduccional y una región 3’ no traducida. Se encuentran contemplados promotores constitutivos o inducibles 60 
tal como se conocen de la técnica. Los promotores pueden ser promotores naturales o promotores híbridos que 
combinan elementos de más de un promotor. 
 
Las secuencias de promotor contempladas pueden ser nativas de las células de mamífero o pueden derivarse de 
una fuente alternativa, en la que la región es funcional en el organismo seleccionado. La elección de promotor 65 
diferirá dependiendo de la célula huésped deseada. Por ejemplo, entre los promotores que podrían utilizarse para la 
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expresión en células de mamífero se incluyen el promotor metalotioneína, que puede ser inducido en respuesta a 
metales pesados, tales como el cadmio, el promotor β-actina, así como promotores víricos, tales como el promotor 
del antígeno T grande del SV40, el promotor temprano inmediato (IE, por sus siglas en inglés) del citomegalovirus 
(CMV) humano, el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous, el promotor LTR del virus del tumor mamario de 
ratón, el promotor tardío mayor de adenovirus (AdMLP, por sus siglas en inglés), el promotor del virus herpes 5 
simplex y un promotor del VPH, en particular la región reguladora cadena arriba (URR, por sus siglas en inglés) del 
VPH, entre otros. La totalidad de dichos promotores se encuentra bien descrita y fácilmente disponible de la técnica. 
 
También pueden utilizarse elementos intensificadores en la presente memoria para incrementar los niveles de 
expresión de los constructos de mamífero. Entre los ejemplos se incluye el intensificador génico temprano del SV40, 10 
tal como se indica en, por ejemplo, Dijkema et al., EMBO J. 4:761, 1985, el intensificador/promotor derivado de la 
repetición terminal larga (LTR, por sus siglas en inglés) del virus del sarcoma de Rous, tal como se describe en, por 
ejemplo, German et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:6777, 1982 y elementos derivados del CMV humano, tal como 
se describe en, por ejemplo, Boshart et al., Cell 41:521, 1985, tal como elementos incluidos en la secuencia del 
intrón A del CMV. 15 
 
El constructo quimérico puede comprender además una secuencia 3’ no traducida. Una secuencia 3’ no traducida se 
refiere a aquella parte de un gen que comprende un segmento de ADN que contiene una señal de poliadenilación y 
cualesquiera otras señales reguladoras capaces de intervenir en el procesamiento del ARNm o la expresión génica. 
La señal de poliadenilación se caracteriza por añadir segmentos de ácido poliadenílico al extremo 3’ del precursor de 20 
ARNm. Las señales de poliadenilación son comúnmente reconocidas por la presencia de homología respecto a la 
forma canónica 5’ AATAAA-3’, aunque las variaciones no dejan de ser comunes. La secuencia de ADN reguladora 3’ 
no traducida preferentemente incluye entre aproximadamente 50 y 1.000 nt y puede contener secuencias de 
terminación transcripcional y traduccional además de una señal de poliadenilación y cualesquiera otras señales 
reguladoras capaces de intervenir en el procesamiento del ARNm o la expresión génica. 25 
 
En algunas realizaciones, el constructo quimérico contiene además un gen marcador seleccionable para permitir la 
selección de células que contienen el constructo. Los genes de selección son bien conocidos de la técnica y son 
compatibles para la expresión en la célula de interés. 
 30 
En una realización, la expresión del gen estructural o de ensamblaje de ortopox se encuentra bajo el control de un 
promotor. En una realización no limitativa, el promotor es un promotor constitutivo celular, tal como EF1 alfa humano 
(promotor de gen del factor 1-alfa de alargamiento humano), DHFR (promotor del gen de la dihidrofolato reductasa) 
o PGK (promotor del gen de la fosfoglicerato quinasa) que dirigen la expresión de un nivel suficiente de CP77 para 
sostener la propagación vírica en ausencia de efectos tóxicos significativos sobre la célula huésped. Los promotores 35 
también pueden ser inducibles, tal como el promotor inducible celular MTH (de un gen de metalotioneína); también 
se utilizan promotores víricos en las células de mamífero, tales como CMV, RSV, SV-40 y MoU3. 
 
En un primer aspecto, la presente invención proporciona una célula de mamífero modificada en la que se modifica el 
genoma de la célula para que comprenda una secuencia codificante de CP77 bajo el control de un promotor de 40 
manera que la línea celular modificada proporcione soporte a la propagación de un poxvirus que es menos capaz o 
es incapaz de propagarse en la célula no modificada. 
 
En un segundo aspecto, la presente invención proporciona un procedimiento para propagar un ortopoxvirus que no 
se propaga en células CHO, comprendiendo el procedimiento propagar el poxvirus in vitro en una línea celular de 45 
mamífero, en la que la línea celular es modificada para codificar y expresar CP77 bajo el control de un promotor. 
 
En una realización, el genoma de la célula comprende además una secuencia codificante de D13L bajo el control de 
un promotor y/o comprende además una secuencia codificante de K1L bajo el control de un promotor. 
 50 
En otra realización, la célula es una línea celular continua, preferentemente una célula CHO. 
 
En otras realizaciones, la célula de mamífero puede ser una célula humana, una célula de primate, una célula de 
hámster o una célula de conejo. 
 55 
En otra realización, el gen CP77, el gen D13L y/o el gen K1L se encuentra bajo el control de un promotor de 
mamífero. 
 
En otra realización, la expresión del gen CP77 proporciona soporte a la propagación del virus para generar 
rendimientos víricos equivalentes a los observados en una línea celular permisiva y preferentemente proporciona 60 
soporte a una proporción de amplificación de la replicación vírica superior a 500. 
 
En otra realización, CP77, D13L y/o K1L se encuentra codificados por una secuencia contigua de nucleótidos, un 
codón optimizado para la expresión en células de mamífero. 
 65 
Un ejemplo de una secuencia de K1L se proporciona en la SEC ID nº 6 y SEC ID nº 7. 
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La memoria se refiere ampliamente a células modificadas (recombinantes o transformadas) y a un procedimiento 
para la preparación in vitro de vectores víricos en células huésped eucarióticas superiores en cultivo, en la que la 
célula se modifica genéticamente de manera que potencie o facilite la multiplicación del vector vírico dentro de una 
población o mediante una población de las células in vitro. En una realización no limitativa, la memoria proporciona 
la propagación de poxvirus basados en Vaccinia en células de ovario de hámster chino (CHO). 5 
 
Tal como es conocido por el experto en la materia, las células de ovario de hámster chino (CHO) se derivan del 
ovario del hámster. Cricetulus griseus es el origen más común de las células de mamífero utilizadas para la 
producción bioindustrial de y de GMP de terapéuticos de proteínas recombinantes, incluyendo anticuerpos. La 
popularidad de las células CHO para este propósito se basa, en parte, en su rápido crecimiento y elevada 10 
producción de proteínas. En consecuencia, las líneas de células CHO han sido bien caracterizadas. Entre las líneas 
de células CHO adecuadas se incluyen, aunque sin limitación, las líneas A2, A2H, XrS6, CHO-K1, CHO/dhfr, RR-
CHO-K1, UT-I, P22, CHO-1C6, Lec1, Lec2, Lec8, Pro-5 y CDKXB1. La línea celular CHO-K1 depositada en la ATCC 
con el número de acceso ATCC CLL-61 o ATCC CRL-9618 se utiliza con frecuencia. La línea celular CHO-K1 se 
derivó como subclón de la línea celular parental CHO iniciada a partir de una biopsia de un ovario de un hámster 15 
chino adulto por Puck T. (1957). La presente memoria describe células modificadas diferentes de las células CHO 
modificadas. 
 
Con el fin de maximizar el rendimiento de virus producido, pueden adaptarse líneas celulares, tales como las células 
CHO, al cultivo en suspensión utilizando técnicas estándares. La referencia a una célula recombinante o modificada 20 
incluye su progenie. Las células pueden comercializarse en cualquier forma, incluyendo la forma congelada o en 
suspensión líquida. Las células pueden comercializarse infectadas con un vector poxvirus. 
 
En la presente memoria la referencia a CP77 se refiere al gen de espectro de huéspedes de la viruela vacuna a la 
que se hace referencia en Sphener et al. (1988) y Hsiao et al. (2006) y a ortólogos funcionales y formas modificadas 25 
de los mismos capaces según se determina en la presente memoria de proporcionar soporte al crecimiento de los 
poxvirus al expresarse en forma de gen heterólogo en el genoma de una célula huésped de mamífero. La referencia 
a "formas modificadas" incluye una variación (tal como una deleción, sustitución o adición) de la secuencia de tipo 
salvaje o de referencia. Se proporciona una secuencia de nucleótidos de referencia en la SEC ID nº 1. Las formas 
modificadas comparten una identidad de secuencia de por lo menos 80% en la región codificante o una o más partes 30 
de la misma que comprende por lo menos 200 pares de bases contiguos. Entre las formas modificadas se incluyen 
formas de codones optimizados tal como se indican en la presente memoria, que han sido optimizadas para la 
expresión en un mamífero o en otras células eucarióticas superiores, incluyendo las células CHO. La referencia a 
CP77 incluye ortólogos, es decir, genes con la misma función que en otras especies o identificada mediante 
nombres diferentes. El factor de espectro de huéspedes del virus de la viruela vacuna, CP77, también se denomina 35 
VHR1, CHOhr y CPXV025. El gen CHOhr/CP77 en la cepa Western Reserve (WR) de Vaccinia se encuentra 
sustancialmente fragmentado y no produce ningún factor funcional. CP77 se encuentra ausente en el virus Vaccinia 
modificado Ankara (VMA) y en la cepa Copenhagen. 
 
En la presente memoria la referencia a "CP77", "D13L" y "K1L" incluye ortólogos funcionales y variantes funcionales. 40 
El término "funcional" se refiere a la calidad de expresión indicada en la presente memoria (Es decir, la transcripción 
y la traducción) dirigida a partir del genoma de mamífero de una célula en cultivo, para proporcionar soporte a la 
propagación del poxvirus dentro del citoplasma de la célula expresante. El término "propagar" incluye la propagación 
intracelular y la propagación intercelular y comprende la producción de partículas víricas maduras. 
 45 
En una realización, una población de las células modificadas sostiene la propagación de un poxvirus que es menos 
capaz o sustancialmente incapaz de propagarse en una célula de control no modificada. La incapacidad de 
propagarse se refiere a que la transmisión célula a célula o sujeto a sujeto típicamente no ocurre. 
 
La referencia a una "célula de control no modificada" incluye la célula modificada tal como existía antes de la 50 
modificación para codificar por lo menos un factor de espectro de huéspedes víricos seleccionado de entre el grupo 
que consiste en CP77, K1L y SPI-1 y para expresar los mismos a partir de su genoma bajo el control de un 
promotor, así como otras células de control adecuadas conocidas de la técnica. 
 
Por ejemplo, los poxvirus tales como VMA y Vaccinia son incapaces de propagarse en las células CHO. Sin 55 
embargo, tal como se ha determinado inesperadamente en la presente memoria, las células CHO que se modifican 
recombinantemente para expresar CP77 a partir de su genoma bajo el control de un promotor son capaces de 
proporcionar soporte a la propagación de no sólo Vaccinia sino también de derivados de Vaccinia, tales como el 
VMA. Tras la propagación en el sujeto, las células CHO-CP77 modificadas, VMA y Vaccinia todavía son incapaces 
de propagarse en las células CHO no modificadas o en otro control adecuado. 60 
 
La referencia en la presente memoria a "poxvirus" incluye un vector poxvirus recombinante codificante de una 
molécula heteróloga de interés (tal como un antígeno de interés) como medicamento, o agente profiláctico, 
diagnóstico o terapéutico. Dichos vectores poxvirus recombinantes típicamente se utilizan como vacunas contra 
enfermedades o condiciones no inducidas por poxvirus. Además, el término poxvirus incluye poxvirus aislados y 65 
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derivados de los mismos propuestos para la utilización como vacuna terapéutica o profiláctica contra una infección 
por poxvirus, tal como la viruela o la infección por virus de la viruela. 
 
La referencia en la presente memoria a "basado en Vaccinia" incluye Vaccinia y derivados, y formas modificadas del 
virus Vaccinia. Entre los derivados basados en Vaccinia se incluyen, aunque en modo alguno se limitan a ellos, el 5 
VMA y el virus Vaccinia altamente atenuado (NYVAC, por sus siglas en inglés). La referencia a VMA y NYVAC 
incluye cepas o derivados de dichos poxvirus conocidos de la técnica. Las formas modificadas pueden presentar 
modificaciones en uno a diez o más genes. El término "modificación" pretende referirse a una variación (tal como 
una deleción, sustitución o adición) respecto de la secuencia de tipo salvaje o de referencia. La referencia a 
"atenuada" incluye poxvirus que no se propagan o que se propagan en un grado sustancialmente inferior en un 10 
sujeto relevante en comparación con una forma no atenuada del mismo virus. El término incluye además virus que 
no son patogénicos en un sujeto. 
 
En una realización, la célula es una línea celular continua. Es menos imperativo que la célula modificada sea una 
línea celular capaz de dividirse continuamente. Puede modificarse una célula de mamífero o eucariótica superior 15 
según la presente invención y posteriormente transformarla o inmortalizarla para convertirla en una línea celular en 
división continua. Sin embargo, la célula antes de la modificación convenientemente es una línea celular continua 
conocida de la técnica bien caracterizada, en división continua y compatible con la biotecnología. Dichas células se 
encuentran convenientemente disponibles de organizaciones de depósito, tales como la American Type Culture 
Collection (ATCC) o la European Collection of Cell Cultures (ECACC). 20 
 
Entre las líneas celulares de mamífero adecuadas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas, RK18. BHK, VERO, 
HBOC-143B, HaCat, HepG2, HeLa, HT1080, HEK-293, RD, COS-7, CHO, Jurkat, HUT, SUPT, C8166, 
MOLT4/clone8, MT-2, MT-4, H9, PM1, CEM, células de mieloma (por ejemplo las células SB20) y CEMX174 se 
encuentran disponibles de, por ejemplo, la ATCC. 25 
 
En una realización, la célula es una célula CHO. Las líneas de células CHO de la técnica anterior, que no codifican 
genes del huésped vírico, no permiten la preparación de Vaccinia o derivados de Vaccinia sustancialmente 
incapaces de replicarse en el ser humano. 
 30 
En algunas realizaciones, la célula es una célula humana, una célula de primate, una célula de hámster o una célula 
de conejo. 
 
Los constructos quiméricos adecuados para las presentes células de mamífero modificadas comprenden una 
secuencia de ácidos nucleicos codificante de un factor de espectro de huéspedes de poxvirus, que se encuentra 35 
operablemente ligado a una secuencia reguladora. La secuencia reguladora convenientemente comprende 
secuencias de control transcripcional y/o traduccional, que serán compatibles para la expresión en la célula. 
Típicamente, entre las secuencias de control transcripcional y traduccional se incluyen, aunque sin limitación, una 
secuencia de promotor, una región 5’ no codificante, una región reguladora en cis, tal como un sitio de unión 
funcional para una proteína reguladora de la transcripción o proteína reguladora de la traducción, un marco de 40 
lectura abierta cadena arriba, secuencias de unión ribosómica, un sitio de inicio transcripcional, un sitio de inicio 
traduccional y/o una secuencia de nucleótidos que codifica una secuencia líder, codón de terminación, un sitio de 
parada traduccional y una región 3’ no traducida. Se encuentran contemplados promotores constitutivos o inducibles 
tal como se conocen de la técnica. Los promotores pueden ser promotores naturales o promotores híbridos que 
combinan elementos de más de un promotor. 45 
 
Las secuencias de promotor contempladas pueden ser nativas de las células de mamífero o pueden derivarse de 
una fuente alternativa, en la que la región es funcional en el organismo seleccionado. La elección de promotor 
diferirá dependiendo de la célula huésped deseada.l Por ejemplo, entre los promotores que podrían utilizarse para la 
expresión en células de mamífero se incluyen el promotor metalotioneína, que puede ser inducido en respuesta a 50 
metales pesados, tales como el cadmio, el promotor β-actina, así como promotores víricos, tales como el promotor 
del antígeno T grande del SV40, el promotor temprano inmediato (IE, por sus siglas en inglés) del citomegalovirus 
(CMV) humano, el promotor LTR del virus del sarcoma de Rous, el promotor LTR del virus del tumor mamario de 
ratón, el promotor tardío mayor de adenovirus (AdMLP, por sus siglas en inglés), el promotor del virus herpes 
simplex y un promotor del VPH, en particular la región reguladora cadena arriba (URR, por sus siglas en inglés) del 55 
VPH, entre otros. La totalidad de dichos promotores se encuentra bien descrita y fácilmente disponible de la técnica. 
 
También pueden utilizarse elementos intensificadores en la presente memoria para incrementar los niveles de 
expresión de los constructos de mamífero. Entre los ejemplos se incluye el intensificador génico temprano del SV40, 
tal como se indica en, por ejemplo, Dijkema et al., EMBO J. 4:761, 1985, el intensificador/promotor derivado de la 60 
repetición terminal larga (LTR, por sus siglas en inglés) del virus del sarcoma de Rous, tal como se describe en, por 
ejemplo, Gorman et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA 79:6777, 1982 y elementos derivados del CMV humano, tal como 
se describe en, por ejemplo, Boshart et al., Cell 41:521, 1985, tal como elementos incluidos en la secuencia del 
intrón A del CMV. 
 65 
El constructo quimérico puede comprender además una secuencia 3’ no traducida. Una secuencia 3’ no traducida se 
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refiere a aquella parte de un gen que comprende un segmento de ADN que contiene una señal de poliadenilación y 
cualesquiera otras señales reguladoras capaces de intervenir en el procesamiento del ARNm o la expresión génica.  
 
La señal de poliadenilación se caracteriza por añadir segmentos de ácido poliadenílico al extremo 3’ del precursor de 
ARNm. Las señales de poliadenilación son comúnmente reconocidas por la presencia de homología respecto a la 5 
forma canónica 5’ AATAAA-3’, aunque las variaciones no dejan de ser comunes. La secuencia de ADN reguladora 3’ 
no traducida preferentemente incluye entre aproximadamente 50 y 1.000 nt y puede contener secuencias de 
terminación transcripcional y traduccional además de una señal de poliadenilación y cualesquiera otras señales 
reguladoras capaces de intervenir en el procesamiento del ARNm o la expresión génica. 
 10 
En algunas realizaciones, el constructo quimérico contiene además un gen marcador seleccionable para permitir la 
selección de células que contienen el constructo. Los genes de selección son bien conocidos de la técnica y son 
compatibles para la expresión en la célula de interés. 
 
En una realización, la expresión del gen de espectro de huéspedes víricos se encuentra bajo el control de un 15 
promotor. En una realización no limitativa, el promotor es un promotor constitutivo celular, tal como EF1 alfa humano 
(promotor de gen del factor 1-alfa de alargamiento humano), DHFR (promotor del gen de la dihidrofolato reductasa) 
o PGK (promotor del gen de la fosfoglicerato quinasa) que dirigen la expresión de un nivel suficiente de CP77 para 
sostener la propagación vírica en ausencia de efectos tóxicos significativos sobre la célula huésped. Los promotores 
también pueden ser inducibles, tal como el promotor inducible celular MTH (de un gen de metalotioneína); también 20 
se utilizan promotores víricos en las células de mamífero, tales como CMV, RSV, SV4 y MoU3. 
 
Convenientemente, en una realización, la expresión del gen de espectro de huéspedes víricos permite sostener la 
propagación del virus, generando rendimientos víricos equivalentes a los observados en líneas celulares permisivas. 
La expresión del gen de espectro de huéspedes víricos, por ejemplo, proporciona soporte a una proporción de 25 
amplificación de la replicación vírica superior a 500. La expresión del gen de espectro de huéspedes víricos 
proporciona soporte a la propagación vírica en ausencia de toxicidad significativa para las células huésped. Una 
toxicidad significativa para las células huésped se refiere a un nivel de expresión del factor de espectro de 
huéspedes víricos que reduce el rendimiento vírico debido a una muerte prematura o falta de división de la célula 
huésped. Al experto en la materia le resultará familiares los métodos para evaluar cualitativa o cuantitativamente 30 
parámetros de la célula huésped, tales como la supervivencia y multiplicación de las células huésped y parámetros 
víricos, tales como la expresión del gen de espectro de huéspedes víricos, la replicación vírica y el rendimiento 
vírico. 
 
En una realización, el poxvirus es un virus cordopox diferentes del virus ortopox que codifica un CP77 u ortólogo de 35 
CP77 funcional. El virus de la viruela vacuna codifica CP77 y, por lo tanto, no se encuentra comprendido en dicho 
aspecto. Entre los virus ortopox se incluyen el virus de la viruela del búfalo, el virus de la viruela vacuna, el virus de 
la viruela del camello, el virus ectromelia, el virus de la viruela del mono, el virus de la viruela del conejo, el virus de 
la viruela del mapache, el virus teterapox, el virus Vaccinia, el virus de la viruela del ratón meteoro, el virus de la 
viruela de la mofeta y el virus de la enfermedad Uasin Gishu de los caballos. Entre otros géneros se incluyen 40 
parapoxvirus, avipoxvirus, capripoxvirus, leporipoxvirus, virus de la viruela porcina, molluscipoxvirus y yatapoxvirus. 
 
En una realización, el poxvirus es el VMA o un derivado del VMA que es sustancialmente incapaz de replicarse en el 
ser humano/un sujeto. 
 45 
En una realización, el poxvirus es el virus Vaccinia o un derivado de Vaccinia que es sustancialmente no replicante 
in vivo en el ser humano. 
 
En otra realización, el poxvirus es adecuado para la utilización como vacuna poxvírica. 
 50 
En una realización adicional, el poxvirus es un vector poxvírico recombinante que codifica y expresa una molécula 
heteróloga de interés, tal como un antígeno de interés médico, en el que el vector poxvírico recombinante es para la 
utilización como agente diagnóstico, terapéutico o profiláctico en un sujeto. 
 
En la presente memoria la referencia a K1L se refiere al gen descrito por Shisler y Jin (2004) y ortólogos o formas 55 
modificadas del mismo. 
 
La referencia en la presente memoria a SPI-1 se refiere al gen de espectro de huéspedes descrito por Brookes et al. 
(1995) u ortólogos o formas modificadas del mismo. 
 60 
En algunas realizaciones, y para evitar cualquier duda, el presente proceso de propagación vírica mejorado no 
requiere la adición de genes al genoma poxvírico. Evidentemente, ello no excluye modificaciones de vectores víricos 
con otros fines, tales como, aunque sin limitación, para codificar moléculas heterólogas como antígenos de interés 
con fines de vacunación o para producir una respuesta inmunológica en un sujeto. 
 65 
La transcripción del gen de espectro de huéspedes poxvíricos dentro del núcleo de la célula huésped y la traducción 
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del producto codificado tiene lugar en la célula infectada y resulta suficiente para la propagación poxvírica en el 
citoplasma de la célula huésped. Aunque sin limitación a ningún modo de acción particular, se propone que CP77 es 
un agente de protección vírica. 
 
En una realización ilustrativa, el gen de espectro de huéspedes poxvíricos expresado por la línea celular infectada es 5 
CP77. Tal como se muestra en el Ejemplo 4, en el caso de que se modifique el núcleo de una célula CHO para 
codificar y expresar CP77, es capaz de proporcionar sostén a la amplificación vírica como si fuese una línea celular 
permisiva, tal como 143B. Típicamente, se observan placas confluyentes dentro de los dos primeros días desde la 
infección. 
 10 
En otra realización, el nivel de propagación vírica en la célula modificada proporciona una proporción de 
amplificación de entre por lo menos 10 y 5.000. Las proporciones de amplificación son, en algunas realizaciones, de 
entre 500 y 3.000 o de entre 1.000 y 4.000. 
 
En otra realización, el promotor que controla la expresión del gen de espectro de huéspedes poxvíricos heterólogo 15 
proporciona un nivel de expresión del gen heterólogo de espectro de huéspedes poxvíricos en la célula. El nivel de 
expresión de CP77 puede ser similar o exceder el producido por el virus de la viruela vacuna en las células 
permisivas. 
 
En otra realización, el promotor que controla la expresión del gen heterólogo de espectro de huéspedes poxvíricos 20 
proporciona un nivel de expresión del gen heterólogo en la célula suficiente para permitir la propagación vírica por lo 
menos hasta el nivel de propagación vírica en una célula permisiva. 
 
En una realización, la producción poxvírica en una línea de células CHO es igual o excede el nivel de producción 
poxvírica en una célula de control positivo. 25 
 
En una realización, el nivel de producción del virus VMA en las células CHO es sustancialmente igual o excede el 
nivel de producción de virus VMA en las células CEF. 
 
En una realización, CP77, K1L y/o SPI-1 se encuentran codificados por una secuencia contigua de nucleótidos de 30 
codones optimizados para la expresión en células de mamífero. 
 
Tal como se indica adicionalmente en la presente memoria, la secuencia de ácidos nucleicos de codones 
optimizados codificante de CP77 puede presentar una identidad de secuencia de nucleótidos inferior a 80% o inferior 
a 75% respecto a la secuencia codificante de la proteína CP77 del virus de la viruela vacuna de la cepa Brighton 35 
Red (UniprotKB/Swiss-Prot:P12932.1). En algunas realizaciones, la secuencia de codones optimizados presenta la 
secuencia indicada en la SEC ID nº 1 o es una variante funcional que comprende una secuencia de ácidos nucleicos 
que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 70% respecto a la secuencia indicada en la SEC ID nº 1. 
En algunas realizaciones, el factor de espectro de huéspedes víricos CP77 presenta la secuencia de aminoácidos 
indicada en la SEC ID nº 2 o presenta una identidad de secuencia de aminoácidos de por lo menos 70% respecto a 40 
la secuencia de aminoácidos indicada en la SEC ID nº 2. 
 
En algunas realizaciones, se encuentra contemplado un kit que comprende o que consiste esencialmente en una 
población, tal como una población clonal, de células de mamífero modificadas que expresan CP77 a partir de su 
genoma tal como se indica en la presente memoria. En algunas realizaciones, la célula modificada no contiene un 45 
virus Vaccinia. 
 
La presente descripción describe además un procedimiento o método de preparación de un poxvirus que no se 
propaga en las células CHO, comprendiendo el procedimiento propagar el poxvirus in vitro en una línea celular de 
mamífero en la que la línea celular ha sido modificada para codificar y expresar CP77 bajo el control de un promotor. 50 
El procedimiento puede comprender además el aislamiento de las partículas víricas. 
 
La línea celular es convenientemente una línea celular de mamífero que es conocido por el experto en la materia 
que resulta adecuada para la preparación de un medicamento o agente terapéutico, diagnóstico o profiláctico. 
 55 
La memoria describe una célula CHO modificada, en la que la célula CHO es modificada para codificar CP77 y 
expresarlo a partir de su genoma bajo el control de un promotor. 
 
En una realización, la línea celular CHO modificada proporciona sostén a la propagación de un virus que es menos 
capaz de propagarse en una célula CHO de control no modificada que es una que no expresa CP77. 60 
 
En una realización, el virus es un ortopoxvirus diferentes de un ortopoxvirus que codifica CP77. Tal como es 
conocido de la técnica, el virus de la viruela vacuna es un poxvirus que codifica CP77. 
 
En algunas realizaciones, el virus es el virus Vaccinia o un derivado de Vaccinia que es sustancialmente no 65 
replicante in vivo en el ser humano/en un sujeto. 
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En algunas realizaciones, el virus es el VMA. 
 
En otra realización, la memoria proporciona un método de propagación de un poxvirus que es sustancialmente no 
replicante en el ser humano, en el que el método comprende: (i) cultivar una célula CHO que ha sido transformada 
para expresar CP77, e (ii) infectar la célula CHO en cultivo a partir de (i) con el poxvirus que es sustancialmente no 5 
replicante en el ser humano. 
 
En otra realización, la memoria proporciona un método de propagación de un poxvirus que es sustancialmente no 
replicante en el ser humano, en el que el método comprende: (i) cultivar una célula CHO que ha sido transformada 
para expresar CP77, y D13L y/o K1L, e (ii) infectar la célula CHO en cultivo a partir de (i) con el poxvirus que es 10 
sustancialmente no replicante en el ser humano. 
 
En otra realización, la memoria proporciona un método de propagación del VMA, en el que el método comprende: (i) 
cultivar una célula CHO que ha sido transformada para expresar CP77 y D13L y/o K1L, e (ii) infectar la célula CHO 
en cultivo de (i) con el VMA. 15 
 
En otra realización, la memoria proporciona un método de propagación de un derivado de Vaccinia que es 
sustancialmente no replicante en el ser humano, en el que el método comprende: (i) cultivar una célula CHO que ha 
sido transformada para expresar CP77 y D13L y/o K1L, e (ii) infectar la célula CHO en clutivo de (i) con el derivado 
de Vaccinia. 20 
 
En otra realización, la memoria proporciona un método de propagación del VMA codificante de una proteína 
heteróloga, en el que el método comprende: (i) cultivar una célula CHO que ha sido transformada para expresar 
CP77 y D13L y/o K1L, e (ii) infectar la célula CHO en cultivo de (i) con el VMA. 
 25 
En otra realización, la memoria proporciona un método de propagación de un derivado de Vaccinia que es una 
proteína heteróloga que es sustancialmente no replicante en el ser humano, en el que el método comprende: (i) 
cultivar una célula CHO que ha sido transformada para expresar CP77 y D13L y/o K1L, e (ii) infectar la célula CHO 
en cultivo de (i) con el derivado de Vaccinia. 
 30 
En otra realización, la presente memoria proporciona un vector, polinucleótido o plásmido creado artificialmente que 
comprende la secuencia de ácidos nucleicos de un gen de espectro de huéspedes víricos operablemente conectado 
a elementos reguladores, tales como un promotor para la expresión en una línea celular de mamífero. En algunas 
realizaciones, el gen vírico es el gen de la proteína CP77 que contiene dominio repetido de anquirina de la viruela 
vacuna (UniProtKBSwiss-Prot P12932.1 [proteína CP77 025LBR]). En una realización, el gen de espectro de 35 
huéspedes víricos, tal como CP77, ha sido optimizado para sus codones para la expresión en una línea celular de 
mamífero. Los vectores y plásmidos adecuados son conocidos de la técnica. 
 
En una realización, el polinucleótido codifica CP77. En algunas realizaciones, el polinucleótido comprende la 
secuencia de nucleótidos indicada en la SEC ID nº 1 (de codones optimizados para la expresión en células de 40 
mamífero tales como CHO). En algunas realizaciones, el polinucleótido aislado comprende la secuencia de 
nucleótidos indicada en la SEC ID nº 1 o una variante de la misma que codifica la secuencia de aminoácidos 
indicada en la SEC ID nº 2. 
 
En otra realización, la presente memoria describe un vector de trasposición para la inserción estable de un gen de 45 
espectro de huéspedes víricos en una célula de mamífero. 
 
La presente descripción proporciona además un método de transformación de una célula en cultivo de mamífero o 
eucariota superior que es sustancialmente no permisiva a un virus, en una célula que es permisiva al virus, en el que 
el método comprende transformar la célula para expresar CP77. 50 
 
En algunas realizaciones, el método incluye transfectar la célula con un vector capaz de dirigir la expresión de un 
CP77 codificado bajo el control de un promotor de mamífero. 
 
En algunas realizaciones, el vector es un vector de transposición codificante de CP77 bajo el control de un promotor 55 
de mamífero. 
 
En una realización no limitativa, el promotor es un promotor constitutivo celular, tal como EF1 alfa humano (promotor 
de gen del factor 1-alfa de alargamiento humano), DHFR (promotor del gen de la dihidrofolato reductasa) o PGK 
(promotor del gen de la fosfoglicerato quinasa) que dirigen la expresión de un nivel suficiente de CP77 para sostener 60 
la propagación vírica en ausencia de efectos tóxicos significativos sobre la célula huésped. Los promotores también 
pueden ser inducibles, tal como el promotor inducible celular MTH (de un gen de metalotioneína); también se utilizan 
promotores víricos en las células de mamífero, tales como CMV, RSV, SV4 y MoU3. 
 
En algunas realizaciones, la célula es una célula CHO. 65 
En algunas realizaciones, el virus es un poxvirus. 

E14858802
16-05-2018ES 2 670 034 T3

 



 17  
 

En algunas realizaciones, el poxvirus es un derivado de Vaccinia que resulta no patogénico o no replicante en el ser 
humano. 
 
El término "aislado" se refiere a material que se encuentra sustancialmente o esencialmente libre de componentes 
que normalmente lo acompañan en su estado nativo. Por ejemplo, un "polinucleótido aislado" o un "polipéptido 5 
aislado" y similares, tal como se utilizan en la presente memoria, se refieren al aislamiento y/o purificación in vitro de 
una molécula polinucleótida o polipeptídica respecto de su medio celular natural y de la asociación con otros 
componentes de la célula. Aunque sin limitación, una composición aislada, complejo, polinucleótido, péptido o 
polipéptido puede referirse a una secuencia nativa que se aísla mediante purificación o a una secuencia que se 
produce mediante medios recombinantes o sintéticos. 10 
 
Entre las variantes se incluyen moléculas de ácidos nucleicos suficientemente similares a una molécula de 
referencia o sus formas complementarias en la totalidad o parte de las mismas de manera que puede conseguirse la 
hibridación selectiva bajo condiciones de astringencia intermedia o alta o que presentan una identidad de secuencia 
de aproximadamente 60% a 90% o de 90% a 98% respecto a las secuencia de nucleótidos que definen un factor de 15 
espectro de huéspedes de poxvirus de referencia en una ventana de comparación que comprende por lo menos 
aproximadamente 15 nucleótidos. Preferentemente, la región de hibridación presenta una longitud de entre 
aproximadamente 12 y aproximadamente 18 nucleobases o superior. Preferentemente, el porcentaje de identidad 
entre una secuencia particular de nucleótidos y la secuencia de referencia es por lo menos aproximadamente 80%, o 
85%, o más preferentemente aproximadamente 90% similar o más, tal como aproximadamente 95%, 96%, 97%, 20 
98%, 99% o superior. Los porcentajes de identidad de entre 80% y 100% se encuentran comprendidos. La longitud 
de la secuencia de nucleótidos depende de su función propuesta. Los homólogos se encuentran comprendidos. Los 
términos "homólogo", "genes homólogos" u "homólogos" se refieren ampliamente a moléculas funcional y 
estructuralmente relacionadas, incluyendo las de otras especies. Los homólogos y ortólogos son ejemplos de 
variantes. 25 
 
La identidad de secuencia de ácidos nucleicos puede determinarse de la manera siguiente. La secuencia de ácidos 
nucleicos de la invención se utiliza para la búsqueda en una base de datos de secuencias de ácidos nucleicos, tal 
como la base de datos GenBank (accesible en el sitio de internet http://www.ncbi.nln.nih.gov/blast), utilizando el 
programa BLASTM, versión 2.1 (basado en Altschul et al., Nucleic Acids Research 25:3389-3402, 1997). El 30 
programa se utiliza en el modo sin huecos. Se utiliza la filtración por defecto para eliminar las homologías de 
secuencia debido a regiones de baja complejidad. Se utilizan parámetros por defecto de BLASTM. 
 
La identidad de secuencia de aminoácidos puede determinarse de la manera siguiente. La secuencia del polipéptido 
de la invención se utiliza para la búsqueda en una base de datos de secuencias de polipéptidos, tal como la base de 35 
datos GenBank (accesible en el sitio de internet http://www.ncbi.nln.nih.gov/blast/) utilizando el programa BLASTP. 
El programa se utiliza en el modo sin huecos. Se utiliza la filtración por defecto para eliminar las homologías de 
secuencia debido a regiones de baja complejidad. Se utilizaron los parámetros por defecto de BLASTP. La filtración 
para las secuencias de baja complejidad puede utilizar el programa SEG. 
 40 
La expresión "hibridación bajo condiciones restrictivas" y equivalentes gramaticales de la misma se refiere a la 
capacidad de una molécula de ácidos nucleicos de hibridarse con una molécula diana de ácidos nucleicos (tal como 
una molécula diana de ácidos nucleicos inmovilizada sobre una membrana con ADN o ARN, tal como una 
transferencia southern o northern) bajo condiciones definidas de temperatura y concentración salina. Con respecto a 
las moléculas de ácidos nucleicos de más de aproximadamente 100 bases de longitud, las condiciones típicas de 45 
hibridación restrictiva son una temperatura que no es más de 25ºC a 30ºC (por ejemplo 10ºC) inferior a la 
temperatura de fusión (Tf) del dúplex nativo (ver de manera general Sambrook et al. (supra); Ausubel et al., 1999). 
La Tf para las moléculas de ácidos nucleicos de más de aproximadamente 100 bases pueden calcularse mediante la 
fórmula Tf=81,5 + 0,41% (G+C-log (Na+)). Con respecto a las moléculas de ácidos nucleicos con una longitud inferior 
a 100 bases, las condiciones ejemplares de hibridación restrictiva son 5ºC a 10ºC inferiores a la Tf. 50 
 
El término "vector" se refiere a una molécula polinucleótida, convenientemente una molécula de ADN derivada, por 
ejemplo, de un plásmido, bacteriófago, levadura, virus, mamífero, ave, reptil o pez en la que puede insertarse o 
clonarse un polinucleótido. Un vector preferentemente contiene uno o más sitios de restricción únicos y puede ser 
capaz de replicación autónoma en una célula huésped definida, incluyendo una célula o tejido diana o una célula o 55 
tejido progenitor del mismo, o ser integrable en el genoma del huésped definido de manera que la secuencia clonada 
sea reproducible. De acuerdo con lo anterior, el vector puede ser un vector de replicación autónoma, es decir, un 
vector que existe en forma de una entidad extracromosómica, la replicación del cual es independiente de la 
replicación cromosómica, por ejemplo un plásmido circular lineal o cerrado, un elemento extracromosómico, un 
minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener cualesquiera medios para garantizar la 60 
autorreplicación. Alternativamente, el vector puede ser uno que, al ser introducido en la célula huésped, se integra 
en el genoma y se replica junto con el cromosoma o cromosomas en los que se ha integrado. Un sistema vector 
puede comprender un único vector o plásmido, dos o más vectores o plásmidos, que juntos contienen el ADN total 
que debe introducirse en el genoma de la célula huésped, o un transposón. La elección del vector típicamente 
dependerá de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la que debe introducirse el vector. El vector 65 
puede incluir además un marcador de selección, tal como un gen de resistencia a antibiótico que puede utilizarse 
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para la selección de transformantes adecuados. Los ejemplos de dichos genes de resistencia son conocidos por el 
experto en la materia. 
 
La referencia a "gen" incluye ADNc correspondiente a los exones de un gen. La referencia en la presente memoria a 
un "gen" también se considera que incluye: un gen genómico clásico que consiste en secuencias reguladoras de la 5 
transcripción y/o traducción y/o una región codificante y/o secuencias no traducidas (es decir, intrones, secuencias 5’ 
y 3’ no traducidas) o ARNm o ADNc correspondiente a las regiones codificantes (es decir, exones) y secuencias 5’ y 
3’ no traducidas del gen. 
 
La expresión "elemento regulador" o "secuencia reguladora" se refiere a secuencias de ácidos nucleicos (por 10 
ejemplo ADN) necesarias para la expresión de una secuencia codificante operablemente ligada en una célula 
huésped particular. Las secuencias reguladoras que resultan adecuadas para las células procarióticas, por ejemplo, 
incluyen un promotor y opcionalmente una secuencia de acción en cis, tal como una secuencia de operador y un 
sitio de unión ribosómica. Entre las secuencias de control que resultan adecuadas para las células eucarióticas se 
incluyen promotores, señales de poliadenilación, intensificadores de transcripción, intensificadores de traducción, 15 
secuencias líder o posteriores que modulan la estabilidad del ARNm, así como secuencias de reconocimiento que 
dirigen un producto codificado por un polinucleótido transcrito a un compartimiento intracelular dentro de una célula o 
al medio extracelular. 
 
Las secuencias complementarias y partes de estas secuencias se encuentran comprendidas. Los términos 20 
"complemento" y "complementario" utilizados en relación a una molécula de ácidos nucleicos se refieren a la 
secuencia complementaria de ácidos nucleicos según se determina mediante apareamiento de bases de Watson-
Crick. Por ejemplo, el complemento de la secuencia de ácidos nucleicos 5’CCATG3’ es 5’CATGG3’. 
 
La expresión "que se hibrida específicamente a" y similares se refieren a la unión, formación de dúplex o hibridación 25 
de una molécula únicamente a una secuencia de nucleótidos particular bajo condiciones restrictivas en el caso de 
que se halle presente dicha secuencia en una mezcla compleja de ADN o ARN (por ejemplo celular total). 
 
Los términos "sujeto" o "individuo" o "paciente", utilizados intercambiablemente en la presente memoria, se refieren a 
cualquier sujeto, en particular sujeto vertebrado y todavía más particularmente sujeto mamífero, para el que se 30 
desea la terapia o la profilaxis. Entre los animales vertebrados adecuados que se encuentran comprendidos dentro 
del alcance de la invención se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, primates, aves, animales de ganadería (por 
ejemplo ovejas, vacas, caballos, burros y cerdos), animales de experimentación de laboratorio (por ejemplo, conejos, 
ratones, ratas, cobayas y hámsters), animales de compañía (por ejemplo gatos y perros) y animales salvajes en 
cautividad (por ejemplo, zorros, ciervos y dingos). Un sujeto preferente es un primate, tal como un ser humano, que 35 
requiere tratamiento o profilaxis. Sin embargo, se entiende que los términos anteriormente indicados no implican que 
se encuentran presentes síntomas. 
 
Las diversas realizaciones proporcionadas en la presente memoria se describen en mayor detalle mediante los 
ejemplos no limitativos a continuación. 40 
 
EJEMPLO 1 
 
VACV-COP no consigue crecer en las células CHO 
 45 
Materiales y reactivos 
   

 VACV-COP, VSS02, SEMI 20213, Título: 1,6x108 ufp/ml 
 Vero: WHO-VERO-MCB pase nº 141, 08/08/2005, Virax Holdings Limited 
 CHO: SA-Pathology 7.05.2004 50 
 Medio de cultivo: RPMI, FBS al 10%, Pen/Strep 
 Medio de mantenimiento: RPMI, FBS al 2%, Pen/Strep 

 
Se cultivaron células CHO y Vero hasta la confluencia en una placa de 6 pocillos (6-WP, por sus siglas en inglés) por 
cada línea celular. Se infectó cada pocillo con 4x104 ufp de VACV-COP VSS02 durante 45 minutos a temperatura 55 
ambiente y después se incubaron a 37ºC/5% de CO2. De cada línea celular se recolectó el contenido de 2 pocillos y 
se agrupó a las 24 h, 48 h y 72 después de la infección. Los extractos de virus se prepararon mediante congelación-
descongelación tres veces y almacenando a -80ºC hasta el momento de las titulaciones. Cada extracto se tituló 
utilizando células Vero tal como se indica en el Protocolo, descrito en el Ejemplo 4. 
 60 
Tras la congelación-descongelación, puede utilizarse una sonda de homogenización para romper dichos grandes 
agregados insolubles. Cada pocillo que debía recolectarse contenía 2 ml de MM. En cada punto temporal se 
agruparon 2 pocillos, proporcionando un volumen total de 4 ml por cada punto temporal. Puede añadirse tampón TE 
hasta proporcionar un volumen total de 6 ml por punto temporal. 
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Los resultados de titulación, resultados de rendimiento de virus y rendimientos de producción se tabulan en la Tabla 
1. Los resultados muestran que VACV-COP no puede propagarse desde una m.o.i. baja en células CHO, al contrario 
que en células Vero, en las que la producción vírica se incrementa con el tiempo. VACP-COP es no permisiva en 
células CHO. 
 5 
EJEMPLO 2 
 
Crecimiento en múltiples etapas para VACV+PH22 [CP77] en CHO frente a VERO 
 
CP77 es activo en VACV 10 
 
Se determinó el potencial de propagación en CHO de un VACV-COP recombinante que expresaba el gen del virus 
de la viruela vacuna BR025L codificante de CP77 (VACV-PH22 [CP77]) en comparación con células Vero en un 
estudio de crecimiento multietapa. 
 15 
VACV-PH22 es un virus Vaccinia recombinante de cepa Copenhagen que expresa el ORF 025L nativo de la cepa 
Brighton de virus de la viruela vacuna que codifica para la proteína de espectro de huéspedes CHO, CP77. Este 
ORF en Vaccinia también se encuentra bajo el control del promotor nativo BR025L. El gen BR025L nativo (promotor 
nativo y ORF) se clonó para crear pPH22, que también codifica para una proteína fluorescente roja, DsRed-
Express2. pPH22 es un vector de integración que inserta el gen BR025L y el gen DsRed en ORF B19R de VACV-20 
COP, que codifica para la proteína receptora alfa/beta IFN soluble y de superficie celular. La inserción de BR025L y 
DsRed en VACV-COP se llevó a cabo mediante recombinación homóloga como resultado de la infección de CHO 
con baja multiplicidad de VACV-COP y la transfección con pPH22. Sólo el virus que contenga el gen BR025L se 
amplificará adicionalmente en las células CHO, lo que puede verificarse visualmente por la presencia de células 
infectadas o placas fluorescentes rojas. 25 
 
El virus extraído 3 días después de la recombinación homóloga se amplificó tres veces en CHO y después se tituló 
en células Vero antes de utilización en el presente estudio de crecimiento multietapa en células CHO. 
 
Materiales y reactivos 30 
   
 VACV-COP, VSS02, SEMI 20213, Título: 1,6X108 ufp/ml 
 VACV-PH22 [CP77], Título: 8X106 ufp/ml 
 Vero: WHO-VERO-MCB pase nº 141, 08/08/2005 
 CHO: SA-Pathology 7.05.2004 35 
 Medio de cultivo: RPMI, FBS al 10%, Pen/Strep para CHO y Vero 
 Medio de mantenimiento: RPMI, FBS al 2%, Pen/Strep para CHO y Vero 
 
Se cultivaron células CHO y Vero hasta la confluencia en 2x matraces T25 por cada línea celular. Se infectó 1 
matraz de cada línea celular con 1x105 ufp de VACV-COP VSS02 y uno cada una con 1x105 ufp de VACV-PH22 40 
durante 45 minutos a temperatura ambiente y después se incubaron a 37ºC/5% de CO2. De cada línea celular se 
recolectó el contenido de cada matriz 96 h después de la infección. Los extractos de virus se prepararon mediante 
congelación-descongelación tres veces y almacenando a -80ºC hasta el momento de las titulaciones. Cada extracto 
se tituló utilizando células Vero tal como se indica en el protocolo detallado en el Ejemplo 4, en formatos de placas 
de 24 pocillos. 45 
 
Las infecciones se realizaron en matraz T25, 2 matraces por cada línea celular en donde el matraz 1 era para la 
infección por VACV-COP y el matraz 2, para la infección por VACV-PH22. La recolección sólo se llevó a cabo 96 h 
después de la infección.  Se muestran los resultados en la Tabla 2. En la Tabla 2 puede observarse que: las células 
CHO no pueden proporcionar soporte a la producción de progenie del virus VACV-COP. Lo anterior confirma los 50 
resultados indicados en el Ejemplo 1. Además, VACV-COP era viable ya que la infección de una línea celular 
permisiva, células Vero en el presente estudio, amplificó el nivel de inóculo a más de 200 veces, por lo tanto los 
resultados observados en CHO se debían a la restricción de la célula huésped. Sin embargo, al expresar CP77 por 
un virus Vaccinia recombinante, VACV-PH22, se consiguió una amplificación del inóculo de aproximadamente 700 
veces. La expresión de CP77 no limitaba el espectro de huéspedes de Vaccinia a sólo las células CHO, ya que la 55 
infección de las células Vero con VACV-PH22 también amplificó el inóculo. Sin embargo, el nivel de amplificación 
podría no ser tan bueno como Vaccinia sin CP77. Debido a que los errores estándares de los resultados de titulación 
son tan grandes, la diferencia de rendimiento podría no ser significativa. 
 
Estos resultados muestran que CP77 expresado a partir del genoma vírico es más que adecuado en posibilitar que 60 
VACV-COP se amplifique en la línea celular CHO no permisiva mediante la producción de rendimientos similares a 
los esperados de un sustrato celular permisivo, tal como Vero. 
 
Una posible función para la proteína CP77 durante la infección por virus Vaccinia de las células CHO ha sido 
informada por Hsiao et al. (2006). Propusieron que CP77 se une y elimina HMG20A del genoma de Vaccinia recién 65 
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sintetizado situado en las fábricas víricas, permitiendo de esta manera que el ciclo vital de Vaccinia continúe en las 
células CHO. En la presente memoria se plantea que CP77 permite que el genoma recién sintetizado se encuentre 
disponible para el empaquetamiento que de otro modo no se encontraría disponible en las células CHO debido a la 
unión y consiguiente "bloqueo" por HMG20a del genoma. Debido a que la función de CP77 no resulta necesaria para 
la amplificación vírica en líneas celulares permisivas, tales como Vero, se propone en la presente memoria que 5 
existe una proteína equivalente alternativa, incluso una proteína celular, que presenta dicha función y que puede 
encontrarse inactiva o ausente en por lo menos las células CHO pero activa o presente en líneas celulares 
permisivas. La proteína alternativa podría suponer que CP77 no resulta necesaria y, de esta manera, durante la 
evolución de Vaccinia posteriormente resultó delecionada o reorganizada, ya que su pérdida de función no resulta 
esencial para el amplio espectro de huéspedes. 10 
 
EJEMPLO 3 
 
Construcción de p-LL07-CHO (línea celular policlonal que expresa CP77) 
 15 
Se construyó una línea celular CHO para expresar la proteína CP77. Un virus VACV-COP recombinante que 
expresa una proteína fluorescente verde (EGFP, por sus siglas en inglés) forma placas que se desarrollan hasta 
constituir una infección confluyente en unos pocos días de infección. 
 
Vaccinia-COP (SCV401C) es un virus Vaccinia recombinante de la cepa Copenhagen (VACV-COP) en el que se ha 20 
insertado en el ORF A39R un casete de expresión que consiste en un promotor temprano/tardío fuerte del virus 
Vaccinia operablemente ligado a la secuencia codificante de proteína de la proteína fluorescente verde mejorada 
(EGFP, por sus siglas en inglés) y terminado por la secuencia de parada transcripcional temprana de poxvirus. Con 
la infección de las células no permisivas y permisivas, EGFP se expresará dentro de las células infectadas, que 
podrán visualizarse utilizando un microscopio fluorescente. En las células permisivas, la fluorescencia verde puede 25 
observarse que se extiende de célula a célula a medida que el virus se extiende por la población celular. 
 
La secuencia codificante de la proteína CP77 ha sido sintetizada por GeneArt GmbH (Alemania) mediante la 
recreación (retrotraducción o traducción inversa) de la secuencia de ADN desde el aminoácido de CP77 codificado 
por el ORF 025L de la cepa Brighton Red de virus de la viruela vacuna UniProtKB/Swiss-Prot: P12932.1, y el codón 30 
se optimizó para la expresión en células de mamífero (CHO). Ver la SEC ID nº 1 para la secuencia de nucleótidos de 
codones optimizados para la expresión de la secuencia codificante de la proteína CP77. 
 
La secuencia codificante de la proteína CP77 de codones optimizados de pPH51 (un plásmido de clonación que 
aloja la secuencia codificante de la proteína CP77 de codones optimizados) se amplificó por PCR utilizando 35 
cebadores de PCR en los que se diseñó el cebador 5’ para añadir una secuencia de Kozak en proximidad al codón 
de inicio y el cebador 3’ se diseñó para añadir la secuencia de etiqueta Flag antes del codón de parada. El producto 
de PCR amplificado se subclonó en el vector del transposón piggybac pJ507-2 (Hyg+) obtenido de DNA2.0 Inc. 
(USA) mediante el sitio de clonación BsaI. La clonación en BsaI sustituye eficazmente la secuencia codificante de 
GPF cometa con la secuencia codificante de la proteína CP77, creando pLL07. A continuación, CP77 queda bajo el 40 
control del promotor constitutivo humano factor 1-alfa de alargamiento (EF1a, por sus siglas en inglés) y se 
coexpresa con el gen de resistencia a higromicina después de integrarse establemente ambos en el genoma de las 
células transfectadas. 
 
Transducción de CHO por inserción estable ayudada por transposón de los casetes de expresión de CP77 y 45 
resistencia a higromicina: Se sembraron células CHO en los pocillos de una placa de 6 pocillos de manera que tras 
la incubación durante la noche alcanzarán una confluencia de 50%. Utilizando el reactivo de transfección Effectene 
de Qiagen, se transfectó 1 µg de pLL07 en 1 pocillo de células CHO confluyentes al 50% siguiendo las instrucciones 
del fabricante. A continuación, las células transfectadas se incubaron durante la noche en medio de crecimiento. Al 
día siguiente, se cambió el medio por medio de crecimiento que contenía 500 µg/ml de higromicina B para la 50 
selección de las células transducidas. Se cambió el medio de selección cada 2-3 días y al multiplicarse el 
crecimiento de las células transducidas, se recuperaron utilizando TrypLE Select (Life Technologies) y se sembraron 
en un matraz T25 para la expansión celular adicional. 
 
Verificación de la expresión de CP77 mediante transferencia western (etiquetado con Flag) 55 
 
Cultivo de sueros de conejo anti-CP77: Se inyectó en conejos un péptido de 15 aminoácidos ligado a proteína KHL 
que representaba una secuencia de aminoácidos interna corta de la proteína CP77. Dicha secuencia de 
aminoácidos era: SGSDVNIRSNNGYTC - posiciones aminoácidas 481 a 495 de UniProtKBSwiss-Prot P12932.1 
[proteína CP77 025LBR] SEC ID nº 2. 60 
 
Se llevó a cabo un total de tres inyecciones, separadas por 1 mes, para generar anticuerpos contra dicha secuencia 
de aminoácidos conjugada con KLH. Se sometió a ensayo sangre procedente del conejo inyectado, mediante 
transferencia western frente a proteína CP77 etiquetada con His N-terminal purificada con Ni-NTA y expresada en 
bacterias. Se demostró que el suero de conejo anti-CP77 reconocía claramente la proteína CP77 recombinante. 65 
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Ensayo para la expresión de CP77 por p-LL07-CHO: Se sembraron dos matraces T25 con CHO y p-LL07-CHO y se 
cultivaron hasta que las monocapas celulares en cada matraz alcanzasen el 100% de confluencia. Se recolectaron 
las células de cada matraz y se lavaron con PBS y después se resuspendieron en 200 µl. A lo anterior, se añadieron 
50 µl de 5X tampón de carga de SDS-PAGE a cada tubo de células resuspendidas y después se incubó a 98ºC 
durante 5 min. Se cargaron 15 µl de cada extracto de proteínas celulares en dos geles de SDS-PAGE al 10%, se 5 
sometieron a electroforesis y después se transfirieron a membranas de nitrocelulosa Hybond ECL mediante 
electrotransferencia. 
 
A continuación, las membranas electrotransferidas se trataron con leche en polvo desnatada al 5% disuelta en 
Tween 20 que contenía solución salina tampón Tris (TBST) durante 1 hora a temperatura ambiente para bloquear 10 
todos los sitios de unión a anticuerpo no específicos disponibles sobre la membrana. A continuación, las membranas 
se lavaron varias veces en TBST antes de sondear con anticuerpos. La membrana 1 se sondeó con una dilución 
1:5.000 de anticuerpo anti-etiqueta DDDDK [M2] conjugada con HRP (ab49763, Sapphire Bioscience) durante la 
noche a 4ºC. Se sondeó la membrana 2 con una dilución 1:100 de antisueros anti-CP77 durante la noche a 4ºC, se 
lavó 3 veces con TBST y después se sondeó con anticuerpo secundario, dilución 1:5.000 de anticuerpo anticonejo 15 
conjugado con HRP (GE Healthcare) durante 2 horas. A continuación, se lavaron ambas membranas 3 veces en 
TBST y se trataron con reactivos de detección de transferencia western ECL (GE Healthcare) y se expusieron a 
película de rayos X siguiendo las instrucciones en el manual del usuario. 
 
Ensayo de placas en CHO y p-LL7-CHO: Se sembraron células CHO y p-LL7-CHO en múltiples placas de 6 pocillos 20 
y se cultivaron hasta que las monocapas celulares eran confluyentes al 100%. 
 
Para infectar las células se utilizó un virus Vaccinia recombinante (cepa Copenhagen) que alojaba un casete de 
expresión de EGFP (proteína fluorescente verde) bajo el control de un promotor temprano/tardío de virus Vaccinia 
(SCV401C). Debido a que el título de SCV401C era desconocido, en primer lugar, se diluyeron 10 µl del stock vírico 25 
en 1 ml de medio MM (Dil. 1: 1:100) y después se infectó cada pocillo con 500 µl del diluyente vírico. El día 1 
postinfección, se observó una infección de elevada m.o.i. en la que la mayoría de células mostraban fluorescencia 
verde. Se decidió llevar a cabo una dilución 1:20 adicional de Dil. 1 mediante la adición de 100 µl de Dil. 1 en 2 ml de 
medio MM (Dil. 2). A continuación, se utilizó lo anterior para infectar cada pocillo con 500 µl de Dil. 2. 
 30 
Las infecciones víricas se observaron bajo el microscopio fluorescente (Olympus IX51) con filtro de GFP (nº de cat. 
U-MGFPHQ, Olympus). La imagen se capturó utilizando el software de imágenes digitales cellSens (Olympus). 
 
Se observó a partir de los resultados que VACV-COP expresante de proteína fluorescente verde (SCV401C) no se 
propaga en células CHO tal como se esperaba. Las células individuales fluorescentes verdes son el resultado de la 35 
entrada del virus en la célula, la expresión del gen que incluye EGFP pero que es incapaz de producir nuevas 
partículas víricas infecciosas y, por lo tanto, incapaz de extender la infección a las células vecinas. Sin embargo, en 
una línea celular CHO que expresa CP77, el virus Vaccinia es capaz de producir nuevos virus infecciosos que se 
extienden a las células vecinas formando focos de infección el día 1 postinfección. Dichos focos de infección se 
convierten en una infección confluyente en los siguientes dos días después de la infección, en donde alcanzado el 40 
día 3, la entera monocapa celular se encuentra infectada por SCV401C. Las células CHO que expresan la proteína 
de espectros de huéspedes, CP77, son permisivas de las infecciones por virus Vaccinia al contrario que las células 
CHO parentales (nativas). 
 
HMG20A pertenece a una familia de proteínas que contiene el dominio de caja HMG. Las proteínas HMG son 45 
proteínas remodeladoras de cromosomas que reconocen estructuras de ADN distorsionadas, tales como los 
cruciformes. También pueden inducir el doblado del ADN mediante la unión al surco menor del ADN. Por lo tanto, las 
proteínas que contienen caja HMG se consideran importantes para el remodelado de los cromosomas durante la 
replicación, recombinación o reparación del ADN. Además, determinadas proteínas que contienen caja HMG pueden 
afectar a la transcripción génica mediante la interacción con factores de transcripción en el sitio de promotor. 50 
 
El trabajo publicado por Hsiao et al., 2006, ha demostrado que CP77 se une a HMG20A en las células CHO-K1. 
Dicha proteína de la célula huésped, HMG20A, aparentemente se une al ADN vírico en las fábricas víricas de las 
células CHO infectadas por Vaccinia y se ha planteado que dicha proteína de la célula huésped "bloquea" el ADN en 
las fábricas víricas y evita de esta manera el siguiente estadio del ciclo vital de Vaccinia, evitando de esta manera la 55 
producción de progenie vírica infecciosa. La expresión de CP77 por el virus de la viruela vacuna aparentemente 
elimina HMG20A del huésped del ADN vírico y permite que el ciclo vital vírico se reinicie, con la producción eventual 
de partículas víricas de progenie infecciosa. 
 
Sin embargo, con la expresión de CP77 en CHO en ausencia de una infección vírica, se esperaría que dicha 60 
proteína secuestrase el HMG20A recién sintetizado presente en el citoplasma antes de translocarse al núcleo. En 
caso de ser así, se perdería la función de HMG20A en el núcleo y, debido a que desempeña un papel crucial 
durante la replicación, recombinación y reparación del ADN más su función durante la transcripción génica, se 
esperaría que la expresión de CP77 perjudicaría la integridad de las células CHO durante la multiplicación y 
mantenimiento celulares. Lo anterior inesperadamente no ocurre, ya que la línea celular CHO que expresa CP77 se 65 
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mantuvo fácilmente como cultivo continuo sin efectos observables sobre su capacidad de replicación durante 
muchas generaciones en comparación con la línea celular CHO parental. 
 
EJEMPLO 4 
 5 
Estudios multietapa de crecimiento 
 
El estudio cinético multietapa de crecimiento se llevó a cabo en p-LL07-CHO: Se evaluó la naturaleza permisiva de 
la línea celular CHO expresante del gen de espectro de huéspedes CP77 frente a la infección por virus Vaccinia y se 
comparó el nivel de producción vírica con los niveles de producción alcanzados en una línea celular humana 10 
naturalmente permisiva - 143B. 
 
El objetivo era comparar la característica de propagación de VACV-COP en las líneas celulares p-LL07-CHO, CHO y 
143B. En el presente estudio, se sometió a ensayo la funcionalidad de CP77 expresado por p-LL07-CHO mediante 
el examen de la característica de amplificación de VACV-COP dentro de dicha línea celular en comparación con su 15 
característica de amplificación en células CHO (no permisivas) y 143B (permisivas). 
 
Materiales y métodos: 
 
Organización de las líneas celulares 20 
 
Configuración de CHO: se sembró una placa de 6 pocillos (6WP) con células CHO y se cultivó hasta la confluencia 
en medio de crecimiento (RPMI+FBS al 10%). 
 
Configuración de 143B: se sembró una placa de 6 pocillos (6WP) con células 143B y se cultivó hasta la confluencia 25 
en medio de crecimiento (RPMI+FBS al 10%). 
 
Configuración de p-LL07-CHO: se sembró una placa de 6 pocillos (6WP) con células p-LL07-CHO y se cultivó hasta 
la confluencia en medio de crecimiento (RPMI+FBS al 10%+500 µg/ml de higromicina B). 
 30 
Dilución de VACV-COP: cada pocillo de cada 6WP se infectó con 0,01 ufp en un volumen total de 500 µl. Se fijó el 
recuento celular por pocillo a una confluencia de 100% en 4x106 células. Para una tasa de infección de 0,01 
ufp/pocillo, resultaron necesarios 4x104 ufp por pocillo de manera que se diluyó el stock de virus a 8x104 ufp/ml en 
medio de mantenimiento (RPMI/FBS al 2%). 
 35 
Infecciones: se eliminó el medio de cultivo de cada pocillo de cada placa, en la que se añadieron 500 µl de virus 
diluido y se dejó bajo incubación a temperatura ambiente durante 1 h para que las células adsorban el virus. A 
continuación, se extrajo el inóculo vírico y cada pocillo infectado se lavó una vez con 1 ml de PBS estéril y después 
se incubó en 2 ml de MM por pocillo a 37ºC/5% de CO2. 
 40 
Recolección: se recolectaron dos juegos de pocillos de cada placa en los tiempos siguientes después de la 
infección: 24 h, 48 h y 72 h. El día de la recolección, se rasparon las células introduciéndolas en el medio de cultivo 
en el que se agruparon dos juegos de pocillos de cada línea celular y las células se peletizaron mediante 
centrifugación a 1.000xg durante 5 min. Se resuspendió cada pellet celular en 1 ml de TrisHCl 10 mM, pH 8. A 
continuación, el pellet celular resuspendido se sometió a tres ciclos de congelación-descongelación y se almacenó a 45 
-80ºC hasta el momento de la titulación. 
 
Las titulaciones se llevaron a cabo en células Vero y 143B cultivadas hasta el 100% de confluencia en placas de 24 
pocillos. 
 50 
Diluciones: los extractos víricos se sacaron del congelador, se descongelaron y se sonicaron para homogeneizar 
cualesquiera agregados visibles. Los extractos víricos se diluyeron en serie hasta 10-8 en medio de mantenimiento. 
 
Infecciones: se extrajo el medio de cultivo de cada pocillo y se infectó con 1 ml de cada dilución (4 pocillos por 
dilución, una placa para cada virus, partiendo de la dilución 10-2) durante 1 h a temperatura ambiente. Tras la 55 
incubación, se transfirió cada placa al incubador y se incubó a 37ºC/5% de CO2 durante 3 días para el desarrollo de 
las placas. 
 
Cálculo de los títulos: dilución que contenía 20 a 50 placas; se realizó el recuento de las placas y después se calculó 
la media. Dichos recuentos medios se multiplicaron por el recíproco de la dilución y debido a que se utilizó 1 ml para 60 
la infección, el número resultante es el título en ufp/ml. 
 
Cálculo de los errores estándar: se calculó el error estándar (ES) con una confianza del 95% a partir de los 4 valores 
de titulación que constituían la media, utilizando la fórmula a continuación: 1,95 x (SD/√n), en la que: SD es la 
desviación estándar de una muestra pequeña; n es el número de réplicas de titulación (4 en el presente caso). 65 
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Cálculo de rendimientos: es la cantidad total de virus en el extracto vírico que se titula: Titulación media (ufp/ml) X 
Volumen total de extracto vírico = ufp. 
 
Cálculo de la proporción de amplificación: este número representa el factor de amplificación respecto a la cantidad 
utilizada como inóculo: Rendimiento en ufp/tamaño de inóculo en ufp. 5 
 
Se llevaron a cabo estudios multietapa de cinética del crecimiento en placas de 6 pocillos - dos pocillos por cada 
línea celular y punto temporal. Se infectó cada pocillo con 4x104 ufp de VACV-COP y para la recolección, se 
recolectaron y agruparon 2 pocillos de cada línea celular y punto temporal y se preparó un extracto vírico a partir de 
cada agrupado. El extracto vírico, volumen total 1 ml, que representa 2 infecciones agrupadas resultantes de un 10 
tamaño de inóculo de 8x104 ufp (4x104 ufp X 2), seguidamente se tituló. La titulación se llevó a cabo utilizando dos 
líneas celulares indicadoras, 143B y Vero. 
 
Los resultados de titulación y rendimiento vírico se muestran en las Tablas 3 y 4, respectivamente. VACV-COP no se 
amplificó en las células CHO no permisivas, es decir, produjo menos virus que la cantidad utilizada en el inóculo de 15 
entrada. Sin embargo, la amplificación vírica en la línea celular CHO que expresa el gen de espectro de huéspedes 
CP77 era aproximadamente 2.000 veces superior al del inóculo de entrada (basado en los resultados de titulación 
con células 143B como línea celular indicadora). La amplificación a partir de la célula permisiva fue 
aproximadamente 3.000 veces superior que en el inóculo de entrada. Debido a que los errores estándar se solapan, 
la diferencia de amplificación entre las células p-LL07-CHO y 143B no estadísticamente significativa. 20 
 
Al comparar la amplificación vírica en las dos líneas celulares utilizando los resultados de titulación de las células 
indicadoras Vero, aparentemente la amplificación resultó marginalmente superior en las células p-LL07-CHO que en 
las células 143B; sin embargo, este resultado no era estadísticamente significativo. 
 25 
En el presente estudio se confirmó adicionalmente que el virus Vaccinia no era permisivo en las células CHO, ya que 
el nivel de producción vírica era muy inferior que la cantidad de virus utilizada como inóculo. Sin embargo, en el caso 
de que CHO exprese el gen de espectro de huéspedes del virus de la viruela vacuna codificante de la proteína 
CP77, la célula se vuelve permisiva al virus Vaccinia y proporciona soporte a la producción de virus a los mismos 
niveles observados en una línea celular permisiva. Además, cabe destacar que sólo se requiere la expresión de un 30 
gen de espectro de huéspedes, CP77, para convertir dicha línea celular en un sustrato celular permisivo "utilizable" 
para la producción de Vaccinia. La producción de Vaccinia a partir de CHO resulta muy deseable ya que CHO es 
una línea celular de fácil uso biotecnológico en el aspecto de que crece tan rápido como las bacterias, puede 
cultivarse en medio de cultivo sintético definido sin el requisito de aditivos biológicos tales como el suero de feto 
bovino y puede cultivarse en forma de suspensión celular en un biorreactor. CHO también presenta una historia de 35 
producción de productos medicinales biológicos; ha sido bien caracterizada y es conocida y apreciada por las 
agencias de control biomédico tales como la FDA y EMEA. 
 
Una línea celular CHO transgénica que expresa la proteína CP77 bajo el control de un promotor celular constitutivo 
es permisiva a la replicación y propagación del virus Vaccinia a los mismos niveles observados en una línea celular 40 
naturalmente permisiva que rinde niveles elevados de progenie vírica. 
 
EJEMPLO 5 
 
Propagación del VMA en células CHO-CP77 45 
 
Propagación de VMA+GFP en CHO, 143B y p-LL07-CHO 
 
Materiales y métodos: 
 50 
Medio de crecimiento (MC):  RPMI-1640, complementado con FBS al 10%, L-glutamina 2 mM, penicilina y 
gentamicina, Hepes 
 
Medio de mantenimiento (MM): RPMI-1640, complementado con FBS al 2%, L-glutamina 2 mM, penicilina y 
gentamicina, Hepes 55 
 
Observaciones sobre el cultivo de p-LL07-CHO: la propagación general y mantenimiento de la línea celular p-LL07-
CHO se llevó a cabo en MC más 500 µg/ml de higromicina-B aunque, sin embargo, para la siembra y cultivo en 
placa hasta el 100% de confluencia antes de la infección, las células se cultivaron en MC sin higromicina-B. 
 60 
Organización de las células: las células 143B, CHO y P-LL07-CHO se sembraron en placas de 6 pocillos y se 
cultivaron en medio de cultivo (MC) a 37°C/5% de CO2 hasta que las monocapas celulares alcanzaron el 100% de 
confluencia. Se cultivó una placa por línea celular. 
 
  65 
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Infección 
   
 Se utilizó un VMA recombinante que alojaba un casete de expresión de GFP (proteína fluorescente verde) para 
infectar las células cultivadas en placas de 6 pocillos. Debido a que el título de VMA-GFP era desconocido, el virus 
se diluyó en serie en medio de mantenimiento (MM) de la manera siguiente: 5 
  

∘ Dil 1: 20 µl del stock de virus se diluyó en 2 ml de medio MM (dilución 1:100) y se mezcló mediante 
agitación vigorosa con vórtex. 
∘ Dil 2: Se añadieron 500 µl de Dil. 1 a 4,5 ml de MM (dilución 1:103) y se mezclaron mediante agitación 
vigorosa con vórtex. 10 
∘ Dil 3: se añadieron 500 µl de Dil. 2 a 4,5 ml de MM (dilución 1:104) y se mezclaron mediante agitación 
vigorosa con vórtex. 
∘ Dil 4: Se añadieron 500 µl de Dil. 3 a 4,5 ml de MM (dilución 1:105) y se mezclaron mediante agitación 
vigorosa con vórtex. 
 15 

 Se infectó un pocillo de cada placa con 500 µl de las diluciones de virus siguientes: Dil. 2, Dil. 3 y Dil. 4. 
 Se incubó cada placa durante un periodo de 5 días y se examinó para el desarrollo y extensión de los focos de 
células fluorescentes. En el presente estudio, la Dil. 4 produjo focos discernibles de células fluorescentes a lo largo 
de un periodo de tres días. Los pocillos no infectados de cada placa eran controles de la autofluorescencia. 
 20 
Observación bajo el microscopio 
 
Se observó la infección vírica bajo el microscopio de fluorescencia (Olympus 1X51) con filtro de GFP (nº de cat. U-
MGFPHQ, Olympus). Se capturó la imagen utilizando software de imágenes digitales cellSens (Olympus). 
 25 
Resultados 
 
Los resultados demostraron que el VMA que expresaba proteína fluorescente verde (GFP) no se propaga en células 
CHO y 143B tal como se esperaba. Las células individuales fluorescentes verdes son el resultado de la entrada del 
virus en la célula, la expresión del gen que incluye GFP pero que es incapaz de producir nuevas partículas víricas 30 
infecciosas y, por lo tanto, incapaz de extender la infección a las células vecinas. Sin embargo, en una línea celular 
que expresa CP77, el VMA es capaz de producir nuevos virus infecciosos que se extienden a las células vecinas 
formando focos de infección el día 1 después de la infección, alcanzando un desarrollo adicional el día 3. 
 
EJEMPLO 6 35 
 
Confirmación de la restricción de espectro de huéspedes del VMA recolectado de la infección de p-LL07-CHO 
 
Organización de las células 
 40 
Se sembraron células 143B, CHO y BHK-21 en múltiples placas de 6 pocillos y se cultivaron en medio de cultivo 
(MC) a 37°C/5% de CO2 hasta que las monocapas celulares alcanzaron el 100% de confluencia. Se cultivó una 
placa por línea celular. 
 
Recolección de virus del Ejemplo 5 45 
 
El VMA+GFP del pocillo infectado por P-LL07-CHO Dil. 3 en el Ejemplo 5 se recolectó tras 5 días de infección del 
modo siguiente: 
  
 Tanto sobrenadante como células se recolectaron del pocillo y se centrifugaron durante 5 min a 1.000xg para 50 
peletizar las células infectadas. 
 Se resuspendió el pellet celular en 500 µl de tampón de Tris-HCl 100 mM, pH 8. 
 El pellet celular resuspendido se congeló y descongeló por lo menos tres veces para liberar los virus de las 
células infectadas. 
 55 
Infección 
   
 Debido al título desconocido del extracto vírico en bruto, el virus se diluyó en serie en medio MM del mismo modo 
que en el Ejemplo 5. 
 Se infectó un pocillo de cada placa con 500 µl de las diluciones de virus siguientes: Dil. 2, Dil. 3 y Dil. 4. 60 
 Se incubó cada placa durante un periodo de 5 días y se examinó para el desarrollo y extensión de los focos de 
células fluorescentes. En el presente experimento, la Dil. 3 produjo focos discernibles de células fluorescentes a lo 
largo de un periodo de tres días. 
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Observación bajo el microscopio 
 
Se observó la infección vírica bajo el microscopio de fluorescencia (Olympus IX51) con filtro de GFP (nº de cat. U-
MGFPHQ, Olympus). Se capturó la imagen utilizando software de imágenes digitales CellSens (Olympus). 
 5 
Resultados 
 
El VMA recolectado a partir de la línea celular CHO que expresaba CP77 todavía mantenía su espectro de 
huéspedes restringido, no siendo capaz de propagarse en las líneas celulares no permisivas CHO (hámster) y 143B 
(humana). La falta de focos fluorescentes verdes durante el periodo de tres días postinfección de las células CHO y 10 
143B demuestra que no se produjo progenie vírica infecciosa en estas líneas celulares. Sin embargo, dicho VMA 
todavía mantenía su espectro de huéspedes para las células BHK21 (hámster) ya que pudieron observarse focos 
fluorescentes verdes de infección el día 1 después de la infección que crecieron en tamaño durante los 3 días 
siguientes. 
 15 
Conclusiones 
   
 Las células CHO que expresan la proteína de espectro de huéspedes CP77 son permisivas a las infecciones por 
VMA, al contrario que las células CHO parentales (nativas).  
 El VMA propagado en una línea celular CHO que expresaba CP77 no incrementó su espectro de huéspedes a 20 
líneas celulares no permisivas tales como CHO y 143B (humana). 
 
EJEMPLO 7 
 
Construcción de pLL07 25 
 
Información de antecedentes: El producto de PCR CP77 (CHO, de codones optimizados) CDS del molde de ADN 
pPH51 se clonó en el sistema PiggyBac pJ507-2 (Hyg+) mediante el sistema de clonación InFusion de Clontech 
para crear pLL07. La secuencia de CP77 etiquetada con Flag se insertó en BsaI de pJ507-2, eliminando de esta 
manera la secuencia cometa de GFP (SEC ID nº 3). 30 
 
Pareja de cebadores de PCR utilizada para amplificar por PCR el gen CP77-CHO a partir del ADN del plásmido 
pPH51.  
 

AACACGTCTCGGGGGgccgccaccATGTTCGACTACCTGGAAAATGAGGAAGTG (SEC ID nº 4) y 35 
CAGGAAGACGCTTTTtcaCTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCCTGCTGCTCGAA GATCTTGTACT (SEC ID nº 
5). Se muestra la secuencia de etiqueta Flag en negrita en el cebador Inf-LL07-CPP7-Rv. 

 
La configuración de INSERCIÓN/CASETE de plásmido era la siguiente: Se envió para la secuenciación 
Inserción/Casete Map.pLL7 clon nº 3. 40 
 
Se introdujeron 15 ficheros de secuenciación ABI junto con el fichero de referencia de pLL07 "pLL07_ref.sbd" en el 
programa informático DNAstar Seqman de Lasergene y se ensamblaron en 1 cóntigo de consenso. Las secuencias 
de alineación se recortaron para que correspondiesen con el inicio y final de la secuencia de referencia; después se 
delecionó la secuencia de referencia de la alineación para que no presentase influencia sobre el establecimiento de 45 
la secuencia de consenso. Se guardó la secuencia de consenso del cóntigo en forma de un fichero de secuencia de 
ADN con el nombre "pLL07_#3 consensus.seq". La dirección de lectura del cóntigo se determinó y encontró que 
representaba la misma dirección de lectura que la secuencia de referencia. Utilizando Megalign (DNAstar) se alineó 
manualmente "pLL07_#3 consensus" a la secuencia de referencia "pLL07_ref.sbd" para ayudar a identificar las 
discrepancias entre la secuencia de referencia y la secuencia en pLL07_#3. El ensamblaje de los ficheros 15AB1 50 
para pLL07 clon nº 3 del AGRF-sequencing service utilizando Seqman (parámetros por defecto) resultó en un 
cóntigo de consenso que cubría la longitud completa de la secuencia de referencia pLL07insertion. No se observó 
discrepancia entre la secuencia en pLL07_#3 y la secuencia de referencia. Las secuencias insertadas en el cóntigo 
de consenso pLL07_#3 eran idénticas a la secuencia de referencia. 
 55 
EJEMPLO 8 
 
Expresión de G1L e I7L en células de mamífero 
 
Se construyeron plásmidos de expresión codificantes de G1L etiquetado con Flag e I7L etiquetado con Flag y se 60 
utilizaron para generar líneas celulares 143B transgénicas que expresaban dichas proteínas. Aunque dichas células 
habían sido amplificadas en presencia de geneticina para seleccionar positivamente las células transducidas y el 
análisis de PCR había confirmado la presencia de dichas secuencias codificantes de proteína dentro de los 
genomas de dichas líneas celulares, el análisis de transferencia western no consiguió detectar la presencia de 
proteínas etiquetadas con Flag expresadas al sondear con un anticuerpo anti-DDDK. 65 
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Las secuencias codificantes de proteína de COP-G1L y COP-I7L etiquetados con Flag C-terminales fueron 
sintetizadas por GeneArt (Life Technologies) y subclonadas en el sitio BsaI de pJ503-2 (selección de piggyBac-
antibiótico neomicina) obtenido de DNA2.0 Inc. (USA). Dicho procedimiento de clonación intercambia GFP cometa 
por las secuencias codificantes de proteína G1L o I7L etiquetada con Flag.  Los clones resultantes se denominaron 
pLL08 para el vector piggyBac de G1L y pLL10 para el vector piggyBac de I7L. 5 
 
Las características principales de dichos dos vectores plásmido son: las secuencias codificantes de proteína 
etiquetadas con Flag se encuentran bajo el control del promotor humano constitutivo E1Falfa; dicho casete de 
expresión junto con el casete de expresión NPT II (gen de resistencia a neomicina) se encuentran flanqueados por 
límites de transposón izquierdo y derecho formando un elemento transposón artificial. Externo al elemento 10 
transposón artificial aunque contenido dentro del mismo plásmido se encuentra el casete de expresión del enzima 
transposón que media en la integración irreversible del elemento transposón en el genoma del huésped. Las células 
portadoras de dichos elementos transposón pueden seleccionarse positivamente mediante la inclusión de G418 
(geneticina) en el medio de cultivo celular. 
 15 
El vector plásmido pLL08 (GIL etiquetado con Flag) y pLL10 (I7L etiquetado con Flag) se transfectaron en células 
143B para crear dos líneas celulares transgénicas transducidas: G1L-143B (que contenía el casete de expresión de 
G1L) e I7L-143B (que contenía el casete de expresión de I7L). Las células con integración con éxito del transposón 
se amplificaron hasta cantidades trabajables mediante la inclusión de geneticina en el medio de cultivo. Con el fin de 
verificar que se había producido la integración con éxito, se extrajo el ADN celular total de dichas células 20 
transgénicas utilizando el kit de extracción de ADN DNeasy de Qiagen siguiendo las instrucciones en el manual del 
kit. A continuación, se utilizó el ADN extraído como molde para las reacciones de amplificación de PCR utilizando 
parejas de cebadores de PCR específicas para la amplificación por PCR de G1L e I7L. Ambas líneas celulares eran 
positivas para la presencia de secuencias de ADN de G1L e I7L en sus genomas. 
 25 
Con el fin de someter a ensayo la expresión de G1L e I7L por dichas líneas celulares, se llevó a cabo un análisis de 
transferencia western mediante la detección de la presencia de cada proteína etiquetada con Flag utilizando un 
anticuerpo anti-etiqueta Flag [M2] conjugado con HRP (anticuerpo anti-DDDDK, Abcam nº ab49763). Los resultados 
de dichos análisis de transferencia western utilizando proteínas totales extraídas de las líneas celulares G1L-143B e 
I7L-143B mostraron que el anticuerpo anti-etiqueta Flag no reconocía ninguna proteína extraída de 143B tal como se 30 
esperaba y que si podía reconocer una proteína etiqueta Flag expresada en una línea celular CHO transgénica para 
CP77-etiqueta Flag (CP77-CHO), confirmando que el anticuerpo anti-etiqueta Flag puede reconocer las proteínas 
etiquetadas con Flag. Sin embargo, no pudo detectarse ninguna proteína G1L-etiqueta Flag en el extracto de 
proteínas procedente de la muestra G1L-143B. La proteína I7L-etiqueta Flag de expresión bacteriana puede 
detectarse mediante el anticuerpo anti-etiqueta Flag pero el anticuerpo no pudo detectar la expresión de I7L-etiqueta 35 
Flag por la línea celular 17L-143B. 
 
Debido a que los casetes de expresión de G1L e I7L pudieron detectarse en su línea celular respectiva, las 
conclusiones podrían ser que las proteínas expresadas son rápidamente degradadas tras la síntesis en ausencia de 
una infección por Vaccinia, es decir, tanto la proteína G1 como I7 son enzimas específicamente víricos y podrían ser 40 
inestables sin sus sustratos enzimáticos específicos de Vaccinia o el promotor que controla dichos dos casetes de 
expresión es defectivo. Otra hipótesis es que la expresión de dichas proteínas en ausencia de una infección por 
Vaccinia resulta "tóxica" para las células y durante el procedimiento de selección con geneticina, en las células en 
las que se habían silenciado los casetes de expresión transgénicos G1L e I7L pero no el casete de expresión NPT II 
posibilitaba la amplificación de las células resistentes a geneticina que no expresaban las proteínas G1L o I7L. 45 
Debido a que el plásmido pJ503-2 piggyBac ha sido utilizado con éxito en el laboratorio de los presentes inventores 
para la expresión de COP-D13l en células 143B, se propone que el promotor EF1alfa es funcional y que dichas 
proteínas son inestables en ausencia de una infección por Vaccinia o que el promotor que regula la expresión de 
dichas proteínas ha sido silenciado selectivamente, evitando la represión de proteínas "tóxicas" durante la 
amplificación celular en presencia de geneticina. 50 
 
EJEMPLO 9 
 
D13L es un ejemplo de una proteína de maduración o ensamblaje estructural esencial expresada por las células de 
mamífero y que rescata Vaccinia con la deleción del gen D13L y Vaccinia con deleción de D13L expresa la proteína 55 
en las células infectadas 
 
Construcción de línea celular de rescate de D13: a título de ejemplo de atenuación de Vaccinia mediante el bloqueo 
del proceso de ensamblaje/maduración, el ORF de D13L de la cepa Copenhagen fue la diana para la deleción. De 
esta manera, en primer lugar, debe construirse una línea celular que expresa dicha proteína de manera que pueda 60 
propagarse un virus con deleción de COP-D13L. Para la construcción de la línea celular rescatada, se seleccionó la 
línea celular de ovario de hamster chino, con frecuencia denominada CHO, ya que esta línea celular se considera 
‘de fácil uso en biotecnología’. Con el fin de rescatar el virus Vaccinia infeccioso con una deleción de COP-D13L, 
dicha línea celular debe expresar la proteína D13 a partir de su genoma nuclear utilizando la maquinaria de 
transcripción de la célula y no del virus Vaccinia. La secuencia de aminoácidos en la célula expresaba proteína D13 65 
que contenía una secuencia de aminoácidos etiquetada C-terminal DYKDDDDK (etiqueta Flag, Hopp et al., 1988) y 
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se encontraba optimizada para los codones en CHO a fin de producir la secuencia de nucleótidos correspondiente. 
La integración estable de dicho casete de expresión de codones optimizados de D13L-CHO etiquetado consistente 
en un promotor de mamífero y una secuencia de señal de poliadenilación de mamífero en el ADN nuclear se llevó a 
cabo mediante tecnología de integración de transposón del tipo informado por Urschitz et al. (2010) y Matasci et al. 
(2011). La transducción de CHO se llevó a cabo mediante la utilización del sistema de vector piggyBac obtenido de 5 
DNA2.0 Inc. (USA). 
 
Construcción de secuencia codificante de la proteína D13L: la secuencia codificante de la proteína D13L fue 
generada mediante síntesis por GeneArt of Life Technologies mediante la recreación de la secuencia de ADN de 
aminoácidos de D13 codificada por ORF de D13L de la cepa Copenhagen del virus Vaccinia y de codones 10 
optimizados para la expresión en células CHO. La secuencia codificante de la proteína del ORF de D13L en VACV-
COP se muestra en el Listado de secuencias. 
 
Construcción de vector de transducción celular de D13L: la secuencia codificante de la proteína D13 de codones 
optimizados (D13LchoTagged) de pLL17 se amplificó por PCR y se subclonó en el vector transposón piggyBac 15 
pJ503-2 (vector de expresión de mamífero piggyBac pHULK con CometGFP y Neo+) obtenido de DNA2.0 Inc. (nº de 
cat. pJ503-2) mediante los sitios de clonación BsaI para producir pLL19. La clonación entre BsaI mediante clonación 
In-Fusion (Clontech: clonación sin ligasas) elimina la secuencia codificante de GFP cometa y la sustituye por la 
secuencia codificante de proteína D13 etiquetada mediante recombinación homóloga in vitro. La secuencia 
codificante de la proteína D13LchoEtiquetada se encuentra ahora bajo el control del promotor humano factor 1-alfa 20 
de alargamiento (EF1a) y se coexpresará con el gen de resistencia a neomicina una vez ambos se hayan integrado 
establemente en el genoma de las células transfectadas. La integración estable en el genoma del huésped se 
encuentra mediada por la integración mediante transposón de la secuencia de ADN unida por los límites izquierdo y 
derecho del transposón del vector piggyBac. 
 25 
La amplificación por PCR de la secuencia D13LchoTagged se llevó a cabo utilizando la pareja de cebadores 
siguiente:  
 

Secuencia de cebador directo:  
 30 

Inf-LL19-D13LC-Fw: 5'-AACACGTCTCGGGGGgccgccaccATGAACAACACCATCATCAA-3' 
 
La secuencia en mayúscula, negrita y subrayada representa la secuencia homóloga al sitio BsaI cadena arriba 
de GFP cometa en pJ503-2 (Neo+) necesaria para la clonación In-fusion. La secuencia en minúscula, rojo y 
subrayada es una secuencia de Kozak modificada. La secuencia en mayúscula y fuente normal es homóloga al 35 
extremo 5’ de la secuencia de D13LchoTagged en pLL17.  
 
Secuencia de cebador inverso:  
 

Inf-LL19-D13LC-Rv: 5'-CAGGAAGACGCTTTTTCACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAG- 3' 40 
 
La secuencia en mayúscula, negrita y subrayada representa la secuencia homóloga al sitio BsaI cadena abajo de 
GFP cometa en pJ503-2 (Neo+) necesaria para la clonación In-fusion. La secuencia en mayúscula y fuente normal 
es homóloga al extremo 3’ de la secuencia de D13LchoTagged en pLL17. El producto de PCR de 1.719 pb esperado 
se clonó en pJ503-2 cortado con BsaI (Neo+), mediante clonación InFusion (Clontech) siguiendo las instrucciones 45 
del fabricante a fin de crear pLL19. 
 
Construcción de una línea celular CHO que expresa proteína D13: se sembraron células CHO pLL19-CHO en 
pocillos de una placa de 6 pocillos de manera que tras la incubación durante la noche presentasen una confluencia 
de aproximadamente el 50%. Utilizando el reactivo de transfección Effectene de Qiagen (nº de cat. 301425), se 50 
transfectó 1 µg de pLL19 en 1 pocillo de células CHO confluyentes al 50% siguiendo las instrucciones del fabricante. 
A continuación, las células transfectadas se incubaron durante la noche en medio de cultivo (RPMI 1640/FBS al 
10%/Glutamax 2 mM/Pen-Strep). Al día siguiente, se cambió el medio por medio de cultivo que contenía 1.000 µg/ml 
de geneticina para la selección de las células transducidas. El medio de selección se cambió cada 2 a 3 días. Al 
crecer las células transducidas a 90-100% de confluencia, se recuperaron utilizando TrypLE Select (Gibco-Invitrogen 55 
Corp., nº de cat. 12563-029) y se sembraron en un matraz T25 para la expansión celular adicional. 
 
Verificación de la expresión de D13 mediante transferencia western - producción de antisuero anti-D13 de conejo En 
conejos se inyectó un péptido de 16 aminoácidos unido a proteína KLH que representaba el aminoácido C-terminal 
de la proteína D13 nativa. Dicha secuencia de aminoácidos era: CYDQGVSITKIMGDNN. Se llevó a cabo un total de 60 
tres inyecciones, separadas por 1 mes, para generar anticuerpos contra dicha secuencia de aminoácidos. Se 
sometió a ensayo el suero del conejo inyectado, mediante análisis de transferencia western frente a los extractos 
celulares siguientes: extracto de células 143B completas, extracto completo de la línea celular transgénica 143B que 
expresaba D13L etiquetado con Flag (p-LL06-143b) y extracto de células 143B infectadas por VACV-COP. Los 
resultados demuestran claramente que el suero anti-D13 de conejo puede reconocer claramente de manera 65 
específica la proteína D13. 

E14858802
16-05-2018ES 2 670 034 T3

 



 28  
 

Preparación de células CHO transducidas - se cultivó la línea celular expandida policlonal CHO transducida con 
D13LchoTagged (p-LL19-CHO) hasta el 100% de confluencia en un matraz T25, al igual que células CHO normales. 
Se recolectaron las células de cada matraz con TrypLE Select (Gibco-Invitrogen Corp., nº de cat. 12563-029), se 
peletizaron mediante centrifugación a baja velocidad (300xg durante 5 minutos), se lavaron con PBS y se 
resuspendieron en 200 µl de PBS. 5 
 
Análisis de transferencia western - se añadieron 50 µl de 5x tampón de carga de SDS-PAGE a cada suspensión 
celular y después se incubaron a 98ºC durante 5 min. Se cargaron 15 µl de cada extracto de proteínas celulares en 
dos geles SDS-PAGE al 10%, se sometieron a electroforesis y después se transfirieron a nitrocelulosa Hybond ECL 
mediante electrotransferencia. A continuación, las membranas electrotransferidas se trataron con leche desnatada 10 
en polvo al 5% disuelta en tampón Tween-20 que contenía solución salina Tris (TBST) durante 1 hora a temperatura 
ambiente a fin de bloquear todos los sitios de unión a anticuerpo no específicos disponibles sobre la membrana. Las 
membranas se lavaron varias veces en TBST antes de sondearlas con anticuerpos. La membrana 1 se sondeó con 
una dilución 1:5.000 de anticuerpo anti-etiqueta DDDDK [M2] conjugada con HRP (Abcam, nº de cat. ab49763) 
durante la noche a 4ºC. La membrana 2 se sondeó con una dilución 1:2.000 de antisuero de D13 de conejo durante 15 
la noche a 4ºC, se lavó 3 veces con TBST y después se sondeó con anticuerpo secundario, dilución 1:5.000 de 
anticuerpo anticonejo conjugado con HRP (Abcam, nº de cat. 96069) durante 2 horas. A continuación, se lavaron 
ambas membranas 3 veces en TBST y se trataron con reactivos de detección de transferencia western ECL (GE 
Healthcare) y se expusieron a película de rayos X siguiendo las instrucciones en el manual del usuario. 
 20 
EJEMPLO 10 
 
Atenuación de VACV-COP mediante deleción de ORF de D13L 
 
Para atenuar el virus Vaccinia, la secuencia de promotor tardío conservada junto con la mayoría de la secuencia 25 
codificante de proteína del ORF COP-D13L se señaló para la deleción mediante recombinación homóloga y en su 
lugar, se insertó un casete de selección/informador de manera que pudiese seleccionarse la deleción con éxito 
mediante recombinación homóloga en una línea celular CHO expresante de proteína D13 y en la que la infección 
pudiese visualizarse como fluorescencia roja. El casete de selección/informador consistía en un gen de espectro de 
huéspedes CHO que expresaba CP77 y la secuencia DsRed-Express2 bajo el control de un promotor de Vaccinia. 30 
 
Construcción de vector de recombinación homóloga por deleción de COP-D13L: para la deleción del ORF de D13L 
de VACV-COP mediante recombinación homóloga, se diseñaron dos brazos de recombinación homóloga 
flanqueando cada lado del ORF COP-D13L. Sin embargo, debido a que la secuencia de promotor de ORF COP-
D12L podría encontrarse próxima al extremo 3’ del ORF COP-D13L, se dejaron intactos aproximadamente 200 pb 35 
desde el extremo 3’ del ORF COP-D13L. 
 
Construcción de brazos de recombinación homóloga F1 y F2: se amplificaron por PCR los brazos de recombinación 
homóloga del ADN genómico de VACV-COP utilizando las parejas de cebadores mostradas posteriormente. El texto 
en negrita y subrayado representa los brazos In-Fusion para unir los brazos F1 y F2 al casete de 40 
selección/informador y el pUC19 linearizado que se suministra en el kit In-Fusion de Clontech. La ligación In-Fusion 
resulta en el plásmido circularizado denominado pLL09. 
 
Pareja de cebadores de PCR utilizada para amplificar por PCR el brazo D13L-F1 del ADN de VAC-COP:  
 45 

Inf-PCR-D13L-F1-Fw: 5'CGGTACCCGGGGATCACGAAAAATAATAGTAACCA -3'. El texto en negrita y 
subrayado (15 pb) representa la secuencia homóloga respecto al extremo izquierdo del plásmido pUC19 
linearizado que se suministra en el kit In-Fusion de ClonTech. 
 
Inf-PCR-D13L-F1-Rv: 5'-AATTTAGTGTGCGCGTGGAAAAAGCTTACAATAAACTC -3'. El texto en negrita y 50 
subrayado (15 pb) representa la secuencia homóloga respecto al extremo 5’ del casete de selección/informador. 
Tamaño esperado del producto de PCR: 657 pb 

 
Pareja de cebadores de PCR utilizada para amplificar por PCR el brazo D13L-F2 del ADN de VAC-COP:  
 55 

Inf-PCR-D13L-Fw: 5'-ATATTTAAATGCGCGCAATAATGGAACAAGAACCCT-3'. El texto en negrita y subrayado 
(15 pb) representa la secuencia homóloga respecto al extremo 3’ del casete de selección/informador. 
 
Inf-PCR-D13L-F2-Rv: 5'-CGACTCTAGAGGATCGCGCTGAGGTCGGCAACTACG -3'. El texto en negrita y 
subrayado (15 pb) representa la secuencia homóloga respecto al extremo derecho del plásmido pUC19 60 
linearizado que se suministra en el kit In-Fusion de ClonTech. Tamaño esperado del producto de PCR: 621ρ 

 
Construcción del casete de selección/informador: el casete de expresión de selección/informador consiste en el gen 
de espectro de huéspedes de CP77 CHO del ORF del virus de la viruela vacuna 025L (cepa Brighton Red) y la 
secuencia codificante de la proteína fluorescente roja DsRed-Express2. Dicho casete de expresión fue generado 65 
sintéticamente por Life Technologies GeneArt de manera que la secuencia codificante de la proteína CP77 se 
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encontrase bajo el control de su promotor nativo (100 pb de secuencia cadena arriba del codón de inicio ATG de 
CP77) y terminase con la secuencia de parada transcripcional temprana del poxvirus (T5NT). La secuencia 
codificante de la proteína DsRed se encuentra bajo el control de un promotor temprano/tardío del virus Vaccinia y 
también termina en la secuencia de parada transcripcional temprana del poxvirus. 
 5 
Ensamblaje de pLL09: los productos de PCR D13L-F1 y D13L-F2 junto con el casete de selección/informador se 
ensamblaron en pUC19, suministrado en el kit InFusion de ClonTech mediante clonación In-Fusion siguiendo las 
instrucciones del fabricante para producir pLL09. 
 
Deleción de COP-D13L mediante recombinación homóloga y purificación de placas para producir SCV104: el ORF 10 
COP-D13L se inactivó mediante deleción de la mayoría de la secuencia codificante de la proteína y el elemento 
promotor tardío conservado "TAAAT". El ORF de COP-D13L se encuentra bajo el control de un promotor tardío del 
virus Vaccinia en el que el elemento promotor tardío conservado resulta crucial para la actividad del promotor (Moss, 
2007), la deleción del mismo resultará en el silenciamiento del ORF de COP-D13L. La deleción de la secuencia 
codificante de la proteína y el elemento promotor conservado se lleva a cabo mediante recombinación homóloga 15 
entre VACV-COP y pLL09, en donde el resultado de la recombinación homóloga es la inserción del casete de 
expresión CP77/DsRed en la región delecionada. La inserción de dicho casete de expresión permite que el virus 
recombinante, ahora denominado SCV104, se propague en las células CHO pero sólo en células que expresan una 
proteína D13 funcional, tal como p-LL19-CHO. Tras la recombinación homóloga se eliminó el virus parental de 
contaminación ‘cruzada’ (VACV-COP) mediante rondas sucesivas de purificación de las placas. La presencia de 20 
virus parental contaminante se monitorizó mediante análisis de PCR del sitio de inserción. 
 
Recombinación homóloga: se sembraron tres matraces T25 que contienen medio de cultivo (RPMI-1640/FCS al 
10%/Glutamax 2 mM/Pen-Strep y 1.000 µg/ml de geneticina) con p-LL19-CHO y se cultivó hasta el 100% de 
confluencia a 37ºC/5% de CO2. El día de la infección, se infectaron dos matraces con VACV-COP a una m.o.i. de 25 
0,01 ufp/célula, y el otro matraz no fue infectado (control no infectado). Tras infectar los matraces 1 y 2 durante 45 
min a temperatura ambiente, se extrajeron los inóculos de virus y la monocapa de células se lavó dos veces con 
PBS. Tras el lavado, se añadieron 4 ml de medio de mantenimiento (MM: RPMI-1640/FVS al 2%/Glutamax 2 
mM/Pen-Strep) a cada matraz, incluyendo el matraz 3, que también había pasado por la misma etapa de lavado. 
 30 
Se llevó a cabo la transfección utilizando el reactivo de transfección Effectene (Qiagen, nº de cat. 301425) y 
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se añadieron 16 µl de intensificador a 2 µg de pLL09 
linearizado en 150 µl de tampón EC y se dejó en reposo durante 5 minutos a temperatura ambiente tras mezclar 
intensamente. A lo anterior se añadieron 25 µl de reactivo de transfección Effectene y se dejó en reposo a 
temperatura ambiente durante 10 minutos. Finalmente, se añadió 1 ml de MM (RPMI-1640/FCS al 2%/Glutamax 2 35 
mM/Pen-Strep) a la mezcla y se mezcló por completo suavemente. A continuación, dicha mezcla de transfección se 
añadió al matraz 1 que había sido previamente infectado con VACV-COP. 
 
Los matraces 1 (recombinación homóloga), 2 (control de sólo infección) y 3 (control no infectado) se incubaron 
durante la noche a 37ºC/5% de CO2 y al día siguiente se cambió el medio de cada matraz por MM fresco, 5 ml cada 40 
matraz, y se incubó adicionalmente a 37ºC/5% de CO2 hasta observar efectos citopáticos (ECP) macroscópicos en 
el matraz 1 únicamente. No deberían existir signos de infección en el matraz 2, ya que VACV-COP no es infeccioso 
para las células CHO y la monocapa debería presentar una apariencia sana en el matraz 3. 
 
Tras la infección durante la noche, podían distinguirse claramente células fluorescentes rojas al examen bajo un 45 
microscopio de fluorescencia invertido. Se decidió recolectar las células del matraz 1 mediante raspado de las 
mismas al interior del medio de cultivo, seguido de la peletización mediante centrifugación a baja velocidad (500xg 
durante 5 minutos a temperatura ambiente) y resuspensión del pellet celular en 1 ml de Tris-HCl 10 mM, pH 8. Se 
preparó un extracto vírico mediante múltiples ciclos de congelación y descongelación y después se almacenó a -
80ºC listo para la etapa de purificación de placas. El constructo vírico se denominó SCV104. 50 
 
Procedimiento de purificación de placas. El esquema era diluir en serie el extracto de recombinación homóloga y 
utilizar cada dilución para infectar una fila de células p-LL19-CHO cultivadas en una placa de 48 pocillos. El objetivo 
era diluir el virus a 1 ufp de infección por pocillo y después buscar los pocillos que contenía únicamente 1 placa 
fluorescente tras aprox. 30 h de infección antes de la recolección. 55 
 
Se sembraron células p-LL19-CHO en cada pocillo de una placa de 48 pocillos y se cultivaron hasta el 100% en 
medio de cultivo (RPMI-1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/pen-strep) que contenía 1.000 µg/ml de geneticina a 
37ºC/5% de CO2. 
 60 
Para la infección, se descongeló el extracto de recombinación homóloga (SCV104) y se sonicó brevemente para 
romper las masas y agregados. La dilución en serie de diez veces hasta 10-5 del extracto vírico se llevó a cabo 
utilizando MM (RPMI/FBS al 2%/Glutamax/PenStrep) en volúmenes de 1 ml. Para cada dilución, se sembró una fila 
de la placa de 48 pocillos con 500 µl de virus diluido tras eliminar el medio de cultivo de cada pocillo y lavarlo una 
vez con PBS. La placa de 48 pocillos se dejó a temperatura ambiente durante 45 minutos para que se produjese la 65 
adsorción vírica. Tras la adsorción vírica, se eliminó cuidadosamente el inóculo vírico de cada pocillo, del que se 
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eliminó el inóculo residual mediante una etapa de lavado que consistía en 500 µl de PBS por pocillo. Tras el lavado, 
se añadieron 500 µl de MM (RPMI/FBS al 2%/Glutamax/PenStrep) a cada pocillo y después se incubó a 37ºC/CO2 
hasta observar claramente focos fluorescentes rojos bajo un microscopio de fluorescencia. 
 
Para la recolección de sólo pocillos que contenían un único foco fluorescente, se seleccionó la dilución más baja 5 
posible. Se extrajo cuidadosamente el medio de los pocillos seleccionados y se añadieron 100 µl de TrisHCl 10 mM, 
pH 8. La placa se congeló-descongeló tres veces y después se recuperó el contenido de los pocillos seleccionados. 
Para cada placa recuperada se repitió el procedimiento de purificación de placas otras cinco veces. 
 
A continuación, un clon seleccionado se amplificó adicionalmente mediante la infección de 1 pocillo de una placa de 10 
6 pocillos que contenía células p-LL19-CHO a una confluencia de 100% mediante la eliminación del medio de cultivo 
del pocillo y la adición de 10 µl del extracto vírico diluido a 500 µl en PBS. Tras 45 min a temperatura ambiente, se 
añadieron 2 ml de MM al pocillo y se incubaron adicionalmente a 37ºC/5% de CO2 durante 3 días hasta que la 
mayoría de las células emitía fluorescencia roja observable bajo un microscopio de fluorescencia. Las células en el 
pocillo infectado se rasparon al medio de cultivo y después se peletizaron a 500xg durante 5 minutos. Las células 15 
peletizadas se resuspendieron en 500 µl de TrisHCl 10 mM, pH 8, y se sonicaron brevemente para preparar un 
extracto vírico. 
 
Verificación mediante PCR de la inserción del casete de expresión de CP77/DsRed en el ORF D13L del SCV104. Se 
llevó a cabo el análisis de PCR para determinar si después de la recombinación homóloga y la purificación de 20 
placas, ORF D13L había sido sustituido de hecho por el casete de expresión de CP77/DsRed. Se diseñó una pareja 
de cebadores de PCR para unirse fuera de la región de los dos brazos flanqueantes de recombinación homóloga de 
manera que se uniesen a la secuencia de ADN "nativa" y no al ADN "introducido". El diseño de la pareja de 
cebadores de esta manera implica que dicha pareja de cebadores podría utilizar VACV-COP y SCV104 como 
moldes de ADN para la amplificación por PCR y el tamaño de los productos de PCR será indicativo de la inserción 25 
del casete de expresión en el ORF de D13L o la detección del virus sin inserción, es decir, VACV-COP. El presente 
ensayo de PCR no sólo indica la presencia de inserción sino que también puede identificar se todavía se encuentra 
presente virus parental contaminante residual (VACV-COP) tras múltiples rondas de purificación de las placas. La 
presencia de contaminación traza no deseada de VACV-COP resulta altamente no deseable, ya que este 
contaminante puede proporcionar en trans ayuda de D13 al SCV104 y, de esta manera, reducir la atenuación de 30 
SCV104. 
 
Extracciones de ADN utilizando el kit de tejidos DNeasy de Qiagen (nº de cat. 69504). Se extrajo el ADN vírico a 
partir de 200 µl del virus amplificado SCV104 anteriormente indicado, utilizando el kit de tejidos DNeasy siguiendo 
las instrucciones del fabricante. Brevemente, lo anterior se llevó a cabo mediante la adición de 20 µl de proteinasa K 35 
a 200 µl de extracto vírico y mezclando bien. A lo anterior, se añadieron 200 µl de tampón AL y se mezclaron por 
completo antes de incubar a 56ºC (bloque térmico) durante 10 minutos. Tras la incubación, se añadieron 200 µl de 
etanol al 100% y se mezclaron bien y después se añadió el volumen total a una columna de centrifugación. El líquido 
se pasó por la columna de centrifugación mediante centrifugación siguiendo las instrucciones en el manual de 
usuario del fabricante, seguido de lavados por la columna de centrifugación con los tampones AW1 y AW2. El ADN 40 
unido a la columna de centrifugación se eluyó con 100 µl dos veces de tampón AE. El ADN eluido se agrupó en un 
único tubo listo para el análisis de PCR o para el almacenamiento a 4ºC hasta un análisis posterior de PCR. 
 
Amplificación por PCR. Se utilizó el ADN extraído del SCV104 (ver la sección 4.2.3.1, anteriormente) como molde 
para la amplificación por PCR con el fin de determinar si la inserción había tenido lugar en el ORF de D13L. Los 45 
cebadores de PCR indicados posteriormente se unen a secuencias flanqueantes del ORF de D13L de manera que 
la amplificación a partir del ADN del SCV104 debería amplificar un producto de PCR de 4.360 pb y no un producto 
de PCR de 2.881 pb amplificado a partir del virus parental, VACV-COP. El análisis de PCR mostró que los clones 
purificados de la 6a placa del SCV104 sólo amplificaban un producto correspondiente a más de 4.000 pb y menos 
de 5.000 pb, indicando que el SCV104 contenía el casete de CP77/DsRed en el ORF de D13L. La falta de un 50 
producto de PCR de aproximadamente 3.000 pb implica que no existen niveles detectables de contaminación por 
virus parental en los stocks de SCV104 amplificado. 
 
Datos de las parejas de cebadores 
   55 

ID_D12L_LL04_Fw: 5'-TACAAAATCAAATAATGGTCGAAAC-3' 
 
ID_A2L_LL04_Rv: 5'-TGCCAAGAAAACACTCCTTCTAAGACAAT-3' 

 
EJEMPLO 11 60 
 
Ensayo de SCV104 para la atenuación mediante ensayos de infectividad de placas 
 
Debido a que la proteína codificada por el ORF de D13L resulta esencial para el ensamblaje del virus, se esperaría 
que la entrada celular de un virus SCV104 rescatado no podría producir progenie de viriones infecciosos en células 65 
normales permisivas de virus Vaccinia y, por lo tanto, una incapacidad de la infección inicial de extenderse a células 
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vecinas para formar focos en expansión continua de la infección. Con el fin de confirmar lo anterior, el virus con 
deleción de D13L descrito en la presente invención (SCV104) se diluyó en serie hasta el punto en que pudiese 
utilizarse un número bajo de unidades formadoras de placa para infectar células cultivadas en una placa de 6 
pocillos de manera que la extensión célula a célula del virus infectante pudiese monitorizarse durante un periodo de 
días. En el presente estudio se analizaron tres líneas celulares: las células 143B, que son permisivas del virus 5 
Vaccinia, células CHO que no son permisivas del virus Vaccinia pero que pueden serlo en el caso de que el virus 
Vaccinia exprese proteína CP77 y p-LL19-CHO, que es una línea celular recombinante que expresa la proteína 
D13L. El virus descrito en la presente invención en el que se ha insertado un casete de expresión de CP77/DsRed 
en el ORF de D13L de manera que no puede expresarse función de la proteína D13 sólo debería formar focos 
infecciosos de infección en la línea celular p-LL19-CHO. La presencia de focos de infección dentro de la monocapa 10 
de células 143B indica la presencia de virus Vaccinia contaminantes dentro de la mezcla de poblaciones víricas ya 
que el contaminante proporciona ayuda de D13L en trans. La presencia de focos de infección dentro de la 
monocapa de CHO significa que la inserción del casete de CP77/DsRed no ha inactivado el ORF de D13L. 
 
Organización de las células. Se sembraron las células 143B, CHO y p-LL19-CHO en múltiples placas de 6 pocillos y 15 
se cultivaron en medio de cultivo (RPMI-1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/pen-strep y sólo para p-LL19-CHO, 1.000 
µg/ml de geneticina) a 37ºC/5% de CO2 hasta que las monocapas celulares alcanzasen el 100% de confluencia. 
 
Infección. Se utilizó el extracto vírico purificado a partir de la 3a placa amplificada para infectar las células. Debido al 
título desconocido de dicho virus, se llevó a cabo la dilución en serie de 10 veces del stock de virus hasta 10-4 de la 20 
manera siguiente: en primer lugar, se diluyeron 60 µl de stock vírico en 6 ml de medio MM (Dil. 1:1, dilución 1:100) y 
después se prepararon diluciones adicionales mediante la adición de 800 µl de dilución 1 a 7,2 ml de medio MM 
(dilución 2: dilución 10-3) y después se repitieron para preparar una dilución 10-4. Para la infección, se añadieron 500 
µl de cada dilución a cada pocillo de una placa de 6 pocillos - una placa por cada línea celular utilizada. Se llevó a 
cabo la adsorción vírica a temperatura ambiente durante 45 min, eliminando después el inóculo vírico de cada pocillo 25 
y lavando cada pocillo con PBS antes de añadir MM a razón de 2 ml por pocillo. Las placas se incubaron a 37ºC/5% 
de CO2 y se observaron diariamente bajo un microscopio de fluorescencia. La dilución 10-2 produjo la mejor tasa de 
infección vírica para la observación. 
 
Observación bajo el microscopio. Se observó la infección vírica bajo el microscopio de fluorescencia (Olympus 1X51) 30 
con filtro de DsRed (nº de cat. U-MRFPHQ, Olympus). Se capturó la imagen utilizando software de imágenes 
digitales CellSens (Olympus). 
 
Resultados. La infección a una dilución de 10-2 produjo los mejores resultados para observar la infección inicial de 
células individuales y la extensión de la infección a células vecinas. El examen de las células 143B muestra la 35 
presencia de infecciones de células individuales el día 1, en el que el virus fue incapaz de extenderse a células 
vecinas los días 2 y 3, indicando que la entrada del virus en células individuales debía de ocurrir pero que no se 
había producido progenie vírica infecciosa hasta los días 2 y 3. Lo mismo era cierto para las células CHO 
individuales infectadas, es decir, no se produjo progenie vírica infecciosa a partir de las infecciones iniciales de 
células individuales. 40 
 
El examen de la línea celular p-LL19-CHO muestra que la infección inicial de células individuales había producido 
progenie vírica infecciosa en forma de pequeños focos de infección el día 1. Dichos focos de infección se habían 
incremento en tamaño rápidamente hasta los días 2 y 3, indicando que estaba teniendo lugar la amplificación vírica 
con el tiempo. 45 
 
De acuerdo con lo anterior, la eliminación de una secuencia codificante de proteína de andamiaje de precursor de 
Vaccinia funcional de cualquier virus Vaccinia atenúa en gran medida este virus. Aunque este virus no es capaz de 
producir progenie vírica infecciosa tras la infección inicial, la expresión de esta proteína, especialmente de DsRed, 
no ocurre en las células individualmente inicialmente infectadas, tal como pone de manifiesto la fluorescencia roja 50 
observable. Dicho virus puede rescatarse de una línea celular que expresa la proteína de andamiaje de precursor de 
Vaccinia de manera independiente de la infección por virus Vaccinia. La expresión constitutiva de la proteína de 
andamiaje de precursor de Vaccinia por la línea celular transgénica no presenta efectos adversos sobre el 
crecimiento o la fisiología de dicha línea celular. 
 55 
EJEMPLO 12 
 
Construcción de línea celular C11-LL19-HeLa expresante de D13L 
 
Con el fin de titular un SCV no fluorescente con una deleción de D13L, se preparó una línea celular de rescate que 60 
expresa la proteína D13 que consistía en una línea celular permisiva de Vaccinia que proporciona soporte a la 
formación de placas líticas. En las células CHO, el virus Vaccinia que expresa CP77 o la expresión por una línea 
celular de CP77 no proporciona soporte a la formación de placas líticas que pueden teñirse con cristal violeta y 
contarse a ojo desnudo. Con el fin de crear una línea celular de titulación, se transdujeron células HeLa para 
expresar la proteína D13 mediante integración estable de un casete de expresión que consistía en un promotor de 65 
mamífero constitutivo, secuencia codificante de la proteína D13 que contenía la secuencia de Kozak en torno al 
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codón de inicio y que terminaba en una secuencia de señal de poliadenilación. A continuación, se clonó dicho casete 
en un vector plásmido que permitía la transferencia génica estable en el ADN genómico de la célula huésped y la 
selección de integración con éxito mediante selección con antibiótico. Seguidamente las células transducidas se 
amplificaron mediante la utilización de la selección con antibiótico para seleccionar las células que contenían el 
casete de expresión de D13 y después se llevó a cabo un ensayo de placas con SCV104 (deleción de ORF de 5 
D13L) mediante la infección de monocapas de células a una m.o.i. de 0,001 ufp por célula y la selección de un clon 
de línea celular que produjese el tamaño de placa más grande durante un periodo de 3 días. Se sustituyó el ORF de 
D13L del SCV104 por dos casetes de expresión: uno para la expresión de la proteína CP77 y el otro para la 
expresión de una proteína fluorescente roja. La infección de una línea celular HeLa expresante de la proteína D13 
por SCV104 resultó en placas líticas fluorescentes rojas. 10 
 
Construcción de pLL19 - vector transductor celular de D13: la construcción de pLL19 se ha descrito anteriormente. 
En dicho plásmido la secuencia codificante de la proteína D13 etiquetada con Flag C-terminal se encuentra bajo el 
control del promotor constitutivo humano factor 1-alfa de alargamiento y la transferencia génica estable al ADN 
genómico celular se encuentra mediada por transposición. La transposición también inserta un casete de expresión 15 
de selección con antibiótico neomicina, de manera que las células transducidas pueden seleccionarse positivamente 
mediante la adición de G418/geneticina al medio de cultivo. 
 
Inserción estable del casete de expresión etiquetado con D13-Flag en células HeLa mediante transducción con 
pLL19: se sembraron células HeLa en un matraz T25 y se cultivaron hasta una confluencia de aproximadamente 20 
50% en medio de cultivo RPMI-1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/pen-strep. Utilizando el reactivo de transfección 
Effectene de Qiagen (nº de cat. 301425), se transfectó 1 µg de pLL19 en el matraz T25 con células HeLa 
confluyentes al 50% siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuación, las células transfectadas se 
incubaron durante la noche en medio de cultivo (RPMI 1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/Pen-Strep). Al día 
siguiente, se cambió el medio por medio de cultivo que contenía 1.000 µg/ml de geneticina para la selección de las 25 
células transducidas. Al morir la mayoría de las células, se recuperaron las remanentes desprendiéndolas de la 
superficie del matraz con TrypLE Select (Gibco-Invitrogen Corp., nº de cat. 12563-029) y se separaron las células 
individuales a placas de 96 pocillos que contenían medio de cultivo y 1.000 µg/ml de geneticina. Se incubaron dichas 
placas a 37ºC/5% de CO2 hasta la observación de colonias de células en cada pocillo. Se cambió el medio de 
selección cada 2 a 3 días. Se recuperó cada colonia de células y se expandió en serie mediante el cultivo de la 30 
manera siguiente: placa de 48 pocillos a placa de 24 pocillos a placa de 6 pocillos a matraz T75 y mantenimiento en 
matraz T75 mediante proporción de división 1:5 hasta encontrarse listo para preparar un stock celular congelado. 
 
Cribado para una línea celular monoclonal que proporcione soporte óptimo a la formación de placas de SCV104: 
SCV104 es un virus Vaccinia en el que ORF de D13L ha sido sustituido por el promotor 025 del virus de la viruela 35 
vacuna más ORF que codifica la proteína CP77 y un casete de expresión de proteína fluorescente roja (DsRed 
Express2). La expresión de CP77 no resulta importante o necesaria para la formación de placas en las células HeLa 
pero este virus no se propaga en ausencia de expresión en la línea celular de proteína D13. Sin embargo, en la línea 
celular HeLa que expresa proteína D13, el SCV104 debería ser capaz de amplificarse y extenderse a otras células 
vecinas y de esta manera formar placas líticas fluorescentes rojas en la monocapa celular. Se utilizó dicho virus en 40 
un estudio de formación de placas en líneas celulares HeLa-LL19 clonales para seleccionar el clon que 
proporcionaba soporte óptimo a la formación de placas. 
 
Organización de las líneas celulares: se sembraron varios clones de la línea celular LL19-HeLa en pocillos de placas 
de 6 pocillos y se cultivaron en medio de cultivo que contenía 1.000 µg/ml de geneticina hasta una confluencia de 45 
100% a 37ºC/5% de CO2. 
 
Infección vírica: se utilizó SCV104 para infectar las células a 0,001 ufp por célula mediante dilución del virus en MM 
(RPMI-1640/FBS al 2%/Glutamax 2 mM/pen-strep) hasta 103 ufp/ml. Se añadió 1 ml de virus diluido a cada pocillo 
para la infección. Cada pocillo de una placa de 6 pocillos contenía aproximadamente 1x106 células en confluencia; 50 
por lo tanto, 1 ml de 103 ufp/ml resulta en una m.o.i. de 0,001. Una m.o.i. de 0,001 garantizará la formación de placas 
a partir de células individuales infectadas. Se incubaron todas las placas a temperatura ambiente durante 1 hora de 
manera que el virus pudiese adsorberse a las células y después se añadió 1 ml de MM a cada pocillo y 
seguidamente se incubaron todas las placas a 37ºC/5% de CO2 estimulando la entrada vírica síncrona en las células 
seguido de la amplificación vírica, resultando en la extensión célula a célula con el tiempo. Se observó diariamente la 55 
formación de placas fluorescentes rojas bajo un microscopio de fluorescencia. 
 
Observación al microscopio: se observó la infección vírica y la formación de placas durante un periodo de tres días 
bajo el microscopio de fluorescencia (Olympus IX51) con filtro de DsRed (nº de cat. U-MRFPHQ, Olympus). Se 
capturó la imagen utilizando software de imágenes digitales CellSens (Olympus). 60 
 
Resultados: el día 1 después de la infección todas las infecciones habían resultado en pequeños focos esporádicos 
de fluorescencia roja. El día 3 todas las líneas celulares clonales produjeron placas líticas fluorescentes rojas de 
tamaño considerable en las que el clon 11 (C11) produjo tamaños de placa significativamente más grandes de todos 
los clones sometidos a ensayo. 65 
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Conclusión: estos resultados demuestran que el clon C11 (C11-LL19-HeLa) expresaba suficiente proteína D13 para 
proporcionar soporte a la mayor formación de placas de todos los clones sometidos a ensayo con una infección de 
SCV104. Este clon de línea celular (C11) resulta excelente para cuantificar un virus Vaccinia con deleción de D13L 
utilizando el método de recuento de placas líticas de titulación, utilizado comúnmente para titular el virus Vaccinia. 
 5 
EJEMPLO 13 
 
Construcción de la línea celular p-LL07-LL29-CHO expresante de CP77 y D13L 
 
Con el fin de rescatar un virus VACV-COP con una deleción de ORF de D13L en las células CHO, resultó necesario 10 
construir una línea celular CHO que expresase las proteínas D13 y CP77. Lo anterior se llevó a cabo mediante la 
construcción de un casete de expresión de mamífero de D13 y un casete de expresión de mamífero de CP77 que 
consistía en un promotor de mamífero para controlar la expresión, una secuencia de ADN codificante de codones 
optimizados preferente para CHO para la proteína D13 o CP77 seguido de una secuencia de señal de 
poliadenilación. A continuación, se clonaron dichos casetes en vectores plásmido que permiten la transferencia 15 
génica estable al ADN genómico de la célula huésped y la selección de integración con éxito mediante selección con 
antibiótico. Seguidamente, se amplificaron las células transducidas mediante la utilización de la selección con 
antibiótico para seleccionar las células que contenían ambos casetes de expresión, de D13 y de CP77. Con el fin de 
verificar la expresión de CP77, se utilizó un virus Vaccinia que expresaba proteína fluorescente verde mejorada 
(SCV505) para infectar la línea celular transgénica en la que se monitorizó el desarrollo de placas fluorescentes 20 
durante un periodo de 4 días. El tamaño de las placas fluorescentes verdes en expansión continua durante el 
periodo de 4 días confirmó la expresión de CP77 por la línea celular. Para verificar la expresión de la proteína 013 y 
un virus Vaccinia con deleción de 013L que expresaba CP77 (SCV104) se utilizó la proteína fluorescente DsRed 
para infectar la línea celular transgénica, de la que se monitorizó el desarrollo de las placas durante un periodo de 4 
días. El tamaño de las placas fluorescentes rojas en expansión continua durante el periodo de 4 días confirmó la 25 
expresión de la proteína D13 por la línea celular. 
 
Construcción de pLL07, plásmido de transferencia del gen de CP77 
 
Construcción de la secuencia codificante de la proteína CP77: la secuencia codificante de la proteína CP77 fue 30 
sintetizada por GeneArt GmbH (Alemania) mediante la recreación (retrotraducción o traducción inversa) de la 
secuencia de ADN a partir de la secuencia de aminoácidos de CP77 codificada por el ORF de 025L de la cepa 
Brighton Red de virus de la viruela vacuna UniProtKB/Swiss-Prot: P12932.1 y codones optimizados para la 
expresión en células de ovario de hámster chino (CHO). 
 35 
Construcción de vector transductor celular de CP77: la secuencia codificante de proteína CP77 de codones 
optimizados de pPH51 (un plásmido de clonación que alojan la secuencia de la proteína CP77 de codones 
optimizados) se amplificó por PCR utilizando una pareja de cebadores de PCR en la que el cebador 5’ se diseñó 
para añadir una secuencia de Kozak en torno al codón de inicio y el cebador 3’ se diseñó para añadir la secuencia 
de etiqueta Flag antes del codón de parada. El producto de PCR amplificado se subclonó en el vector transposón 40 
piggyBac pJ507-2 (Hyg+) obtenido de DNA2.0 Inc. (USA) mediante el sitio de clonación BsaI. La clonación en los 
sitios BsaI sustituye eficazmente la secuencia codificante cometGFP por la secuencia codificante de la proteína 
CP77, creando pLL07. A continuación, CP77 queda bajo el control del promotor constitutivo humano factor 1-alfa de 
alargamiento (EF1a) y se coexpresa con el gen de resistencia a higromicina después de integrarse establemente 
ambos en el genoma de las células transfectadas. La integración estable en el genoma del huésped se encuentra 45 
mediada por la integración mediante transposón de la secuencia de ADN unida por los límites izquierdo y derecho 
del transposón del vector piggyBac. 
 
Pareja de cebadores de PCR utilizada para amplificar por PCR el gen CP77-CHO a partir del ADN del plásmido 
pPH51.  50 
 

Secuencia de cebador directo:  
 

AACACGTCTCGGGGGgccgccaccATGTTCGACTACCTGGAAAATGAGGAAGTG (SEC ID nº 4). 
 55 
Secuencia de cebador inverso:  
 

CAGGAAGACGCTTTTtcaCTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCCTGCTGCTCGAAG ATCTTGTACT (SEQ ID 
NO: 5). La secuencia de la etiqueta Flag se encuentra subrayada seguida del codón de parada (en minúscula). 

 60 
Construcción de pLL29, plásmido de transferencia del gen de D13 
 
La secuencia codificante de la proteína D13 de codones optimizados para CHO se amplificó por PCR a partir de 
pLL19 (tal como se ha indicado anteriormente) para intercambiar la secuencia de etiqueta Flag C-terminal por la 
secuencia de etiqueta HA antes de la clonación en pJ503-02 (vector de expresión de mamífero piggyBac pHULK con 65 
CometGFP y Neo+) obtenido de DNA2.0 Inc. (Nº de cat. pJ503-2) mediante los sitios de clonación BsaI. 
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Construcción de vector de transducción de células D13L-HA: la secuencia codificante de proteína D13 de codones 
optimizados sin la secuencia de etiqueta Flag C-terminal se amplificó por PCR a partir de pLL19 y se subclonó en el 
vector transposón piggyBac pJ503-2 (vector de expresión de mamífero piggyBac pHULK con CometGFP y Neo+) 
obtenido de DNA2.0 Inc. (nº de cat. 1503-2) mediante los sitios de clonación BsaI para producir pLL29. La clonación 
entre sitios BsaI mediante clonación In-Fusion (Clontech: clonación sin ligasas) elimina la secuencia codificante de 5 
GFP cometa y la sustituye por la secuencia codificante de proteína D13 nuevamente etiquetada con HA mediante 
recombinación homóloga in vitro. La secuencia codificante de la proteína D13Lcho-Tagged se encuentra ahora bajo 
el control del promotor humano factor 1-alfa de alargamiento (EF1a) y se coexpresará con el gen de resistencia a 
neomicina una vez ambos se hayan integrado establemente en el genoma de las células transfectadas. La 
integración estable en el genoma del huésped se encuentra mediada por la integración mediante transposón de la 10 
secuencia de ADN unida por los límites izquierdo y derecho del transposón del vector piggyBac. A continuación, se 
muestra un mapa plasmídico de pLL29. 
 
La amplificación por PCR de la secuencia D13Lcho-etiqueta HA se llevó a cabo utilizando la pareja de cebadores 
siguiente:  15 
 

Secuencia de cebador directo:  
 

Inf-LL19-D13LC-Fw: 5'-AACACGTCTCGGGGGGCCGCCACCATGAACAACACCATCATCAA -3' 
 20 
Secuencia de cebador inverso:  
 

Inf-LL27-D13L-Rv;  

 
 25 
La secuencia subrayada representa la secuencia codificante de HA, "tta" representa el codón de parada. 
 
La doble inserción estable de los casetes de expresión de CP77-etiqueta Flag y de D13-etiquetado con HA en las 
células CHO mediante transducción simultánea con pLL07 y pLL29. 
 30 
Se sembraron células CHO en un matraz T25 y se cultivaron hasta una confluencia de aproximadamente 50% en 
medio de cultivo RPMI-1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/pen-strep. Utilizando el reactivo de transfección Effectene 
de Qiagen (nº de cat. 301425), se transfectó 1 µg de pLL07 y 1 µg de pLL29 en el matraz T25 de células CHO 
confluyentes al 50% siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuación, las células transfectadas se 
incubaron durante la noche en medio de cultivo (RPMI 1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/Pen-Strep). Al día 35 
siguiente se cambió el medio por medio de cultivo fresco que contenía 500 µg/ml de geneticina y 250 µg/ml de 
higromicina-B para la selección de las células transducidas. Se cambió el medio de selección cada 2 a 3 días hasta 
la muerte y desprendimiento de la mayoría de las células, dejando colonias de las células que se habían derivado de 
células individuales. Al crecer las células transducidas a 90-100% de confluencia, se recuperaron utilizando TrypLE 
Select (Gibco-Invitrogen Corp., nº de cat. 12563-029) y se sembraron en un matraz T75 para la expansión celular 40 
adicional. Dicha nueva línea celular policlonal se denominó p-LL07-LL29-CHO. 
 
Verificación de la expresión de D13 y CP77 mediante rescate del virus Vaccinia y virus Vaccinia con deleción de 
ORF de D13L 
 45 
SCV505 es un virus Vaccinia que expresa proteína fluorescente verde mejorada (EGFP) y sólo se propaga en 
células CHO en presencia de proteína CP77. Se utilizó dicho virus en un estudio de infectividad de placas en p-
LL07-LL29-CHO para verificar la expresión de CP77 por dicha línea celular. SCV104 es un virus Vaccinia en el que 
ORF de D13L ha sido sustituido por el promotor 025L del virus de la viruela vacuna más ORF que codifica la 
proteína CP77 y un casete de expresión de proteína fluorescente roja (DsRed Express2). Dicho virus no se propaga 50 
en ausencia de expresión en la línea celular de la proteína D13. Se utilizó dicho virus en un estudio de infectividad 
de placas en p-LL07-LL29-CHO para verificar la expresión de D13 por dicha línea celular. 
 
Estudio de la infectividad de placas en la línea celular p-LL07-LL29-CHO 
 55 
Se utilizaron diversas líneas celulares en el presente estudio para ayudar a valorar la expresión de D13 y CP77 por 
p-LL07-LL29-CHO debido a la infección por SCV505 (D13* CP77- EGFP+) y SCV104 (D13- CP77+ DsRed+). Los 
resultados esperados en las líneas celulares siguientes eran los siguientes: 
 
Vero: Esta línea celular es normalmente permisiva a la infección por virus Vaccinia. La formación de placas que 60 
indica la extensión célula a célula del virus amplificado con el tiempo según detección mediante fluorescencia verde 
de infección por SCV505, ya que este virus es normalmente infeccioso en dicha línea celular. Sin embargo, la falta 
de formación de placas detectada por la falta de fluorescencia roja o fluorescencia roja de sólo células individuales 
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debido a infección por SCV104 debe considerarse que indica que no se produce extensión célula a célula del virus 
amplificado con el tiempo debido a la falta de expresión de proteína D13 por la línea celular o el virus. 
 
C11-LL19-HeLa: es una línea celular permisiva de virus Vaccinia que expresa la proteína D13 mediante 
transducción de pLL19. Se espera la formación de placas debido a la infección por SCV505, indicando extensión 5 
célula a célula del virus amplificado con el tiempo según detección de fluorescencia verde con independencia de la 
expresión en la línea celular de D13. Se espera la formación de placas debido a la infección por SCV104 ya que este 
virus ahora puede amplificarse en dicha línea celular debido a la expresión de proteína D13. 
 
CHO: es una línea celular no permisiva de la infección por virus Vaccinia. No se espera formación de placas por las 10 
infecciones por SCV505 y SCV104 detectada por la falta de fluorescencia roja o verde o de sólo células individuales. 
Lo anterior indica que no se produce extensión célula a célula del virus amplificado con el tiempo debido a la falta de 
expresión de proteína D13 por la línea celular necesaria para rescatar SCV104, aunque este virus puede expresar 
CP77, y debido a la falta de expresión de proteína CP77 por la línea celular necesaria para rescatar SCV505. 
 15 
p-LL07-LL29-CHO: es una línea celular CHO que expresa ambas proteínas, D13 y CP77. Se espera la formación de 
placas debido a la infección por SCV505, indicando extensión célula a célula del virus amplificado con el tiempo 
según detección de fluorescencia verde, que indica expresión en la línea celular de proteína CP77. Se espera la 
formación de placas debido a la infección por SCV104, indicando extensión célula a célula del virus amplificado con 
el tiempo según detección de fluorescencia verde, que indica expresión en la línea celular de proteína D13. 20 
 
Organización de las líneas celulares: Se sembraron las líneas celulares Vero, CHO, C11-LL19-HeLa y p-LL07-LL29-
CHO en dos juegos de múltiples placas de 6 pocillos (uno para la infección por SCV505 y el otro para la infección 
por SCV104) y se cultivaron en medio de cultivo correspondiente (tal como se indica a continuación) hasta el 100% 
de confluencia a 37ºC/5% de CO2. 25 
  
 Vero, CHO: RPMI-1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/pen-strep 
 C11-LL19-Hela: RPMI-1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/pen-strep, más 1.000 µg/ml de geneticina 
 p-LL07-LL29-CHO: RPMI-1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/pen-strep, más 500 µg/m de geneticina y 250 µg/ml 
de higromicina B 30 
 
Infección vírica: Se utilizó SCV104 y SCV505 para infectar las células a 0,001 ufp por célula mediante dilución del 
virus en MM (RPMI-1640/FBS al 2%/Glutamax 2 mM/pen-strep) hasta 103 ufp/ml. Un virus por placa: se añadió 1 ml 
de virus diluido a cada pocillo para la infección. Cada pocillo de una placa de 6 pocillos contenía aproximadamente 
1x106 células en confluencia; por lo tanto, 1 ml de 103 ufp/ml resulta en una m.o.i. de 0,001. Una m.o.i. de 0,001 35 
garantizará la formación de placas a partir de células individuales infectadas. Se incubaron todas las placas a 
temperatura ambiente durante 1 hora de manera que el virus pudiese adsorberse a las células y después se añadió 
1 ml de MM a cada pocillo y seguidamente se incubaron todas las placas a 37ºC/5% de CO2 estimulando la entrada 
vírica síncrona en las células seguido de la amplificación vírica, resultando en la extensión célula a célula con el 
tiempo. Se observó la formación de placas fluorescentes diariamente bajo un microscopio de fluorescencia. 40 
 
Observación al microscopio: se observó la infección vírica y la formación de placas durante un periodo de cuatro 
días bajo el microscopio de fluorescencia (Olympus IX51) con filtro de DsRed (nº de cat. U-MRFPHQ, Olympus) para 
el virus SCV104 y con el filtro de GFP (nº de cat. U-MGFPHQ, Olympus) para el virus SCV505. Se capturó la imagen 
utilizando software de imágenes digitales CellSens (Olympus). 45 
 
Resultados: 
 
Infección de células CHO por SV104 y SCV505 a una m.o.i. de 0,001: el día 1 después de la infección sólo podía 
observarse fluorescencia esporádica de células individuales, indicando que ambos virus habían entrado en las 50 
células pero que todavía no se habían amplificado para extender la infección a las células vecinas. Sin embargo, lo 
anterior se mantuvo entre los días 2 y 4 después de la infección, es decir, sólo se observaban infecciones de células 
individuales y no la extensión vírica a células vecinas con el tiempo. 
 
Infección de células Vero por SCV104 y SCV505 a una m.o.i. de 0,001: la infección por SCV505 era la esperada, se 55 
formaron placas minúsculas el día 1 después de la infección, la totalidad de las cuales se incrementó en tamaño 
hasta un punto en el que todas las placas se fusionaron en una infección confluyente de las monocapas celulares el 
día 4. Lo anterior indicaba que el virus amplificado a partir del día 1 había extendido la infección hasta el total el día 
4 después de la infección. Sin embargo, lo anterior fue completamente diferente con la infección por SCV104. El día 
1 después de la infección sólo podía observarse fluorescencia esporádica de células individuales, que se mantuvo 60 
durante los siguientes 3 días. Lo anterior indica que SCV104 no pudo amplificarse ni propagarse en dicha línea 
celular, ya que el virus no poseía ORF de D13L y no podía iniciar el ensamblaje vírico después de la replicación del 
genoma del virus y además dicha línea celular no expresaba la proteína D13 que ayuda a rescatar la amplificación 
vírica. 
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Infección de células CII-LL19-HeLa (línea de células HeLa que expresa la proteína D13) con SCV104 y SCV505 a 
m.o.i. de 0,001: la infección por SV505 fue tal como se esperaba, se formaron placas pequeñas el día 1 después de 
la infección, que se agrandaron hasta el punto en que todas las placas se fusionaron formando una infección 
confluyente de las monocapas celulares el día 4. Lo anterior indicaba que el virus amplificado a partir del día 1 había 
extendido la infección hasta el total el día 4 después de la infección. La infección por SCV104 también produjo los 5 
mismos resultados, demostrando que la proteína D13 producida por dicha línea celular complementaba la falta de 
ORF de D13L en SCV104 y la cantidad producida por dicha línea celular era suficiente para proporcionar soporte a 
la amplificación vírica y la extensión de la infección de manera comparable a SCV505, que presentaba un ORF de 
D13L intacto. 
 10 
Infección de células p-LL07-LL29-CHO (línea celular CHO que expresa ambas proteínas, D13 y CP77) con SCV104 
y SCV505 a una m.o.i. de 0,001: para tanto SCV104 como SCV505 se observaron focos minúsculos de infección el 
día 1 después de la infección. A lo largo de los siguientes 3 días, dichos focos de infección se expandieron formando 
placas de tamaño creciente que finalmente se fusionaron en infecciones confluyentes el día 4 después de la 
infección. Lo anterior demuestra que CP77 se estaba expresando, ya que proporciona soporte a la amplificación y 15 
propagación de SCV505 y que también se expresaba la proteína D13, ya que proporciona soporte a la amplificación 
y propagación de SCV104. 
 
Conclusión: Estos resultados demuestran que puede utilizarse una línea celular CHO que expresa las proteínas 
CP77 y D13 como sustrato celular para la producción y generación de un virus Vaccinia con deleción de D13L. 20 
Durante la infección de células permisivas normales, un virus con deleción de D13L no sería capaz de iniciar el 
ensamblaje vírico y, por lo tanto, no completaría su ciclo vital infeccioso, convirtiéndolo de esta manera en un 
excelente vector de administración de vacuna vírica para las vacunas de seres humanos y animales en términos de 
seguridad. Sin embargo, dicho vector Vaccinia altamente atenuado puede generarse en la línea celular de fácil uso 
biotecnológico CHO en el caso de que esta línea celular exprese la proteína de espectro de huéspedes de CHO 25 
(CP77) y la proteína de ensamblaje faltante (la proteína D13). 
 
EJEMPLO 1.4 
 
Análisis de la expresión de las proteínas D13 y CP77 de la línea celular p-LL07-LL29-CHO mediante transferencia 30 
western 
 
Información de los antecedentes 
 
Las proteínas D13 y CP77 expresadas por p-LL07-LL29-CHO se encuentran etiquetadas y pueden detectarse 35 
utilizando un anticuerpo que reconoce específicamente la secuencia de la etiqueta de aminoácidos en los extremos 
C-terminales de las proteínas D13 y CP77. En ausencia de anticuerpos que reconozcan específicamente las 
proteínas D13 y CP77, puede llevarse a cabo el análisis de transferencia western utilizando dichos anticuerpos anti-
etiqueta para confirmar la expresión de las proteínas D13 y CP77 en la línea celular p-LL07-LL29-CHO. El extremo 
C-terminal de la proteína D13 contiene la secuencia de aminoácidos de la etiqueta de HA "YPYDVPDYA", en la que 40 
el extremo C-terminal de la proteína CP77 contiene la secuencia de aminoácidos de etiqueta Flag "DYKDDDDK". 
 
Metodología de análisis de transferencia western 
 
Se sembraron las líneas celulares siguientes en matraces T75 y se cultivaron hasta el 100% de confluencia en 45 
medio de cultivo (RPMI 1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/Pen-Strep) que contenía los antibióticos de selección 
apropiados. CHO sin antibióticos de selección, p-LL07-LL29-CHO con 500 µg/ml de geneticina y 250 µg/ml de 
higromicina-B, p-LL07-CHO con 250 µg/ml de higromicina-B y C11-LL19-HeLa con 1.000 µg/ml de geneticina. Se 
desprendió la monocapa celular confluyente y se digirió para formar una suspensión de células individuales con 
TrypLE Select a 37ºC durante 10 min. Se recuperaron las células de cada matraz y se peletizaron mediante 50 
centrifugación a 300xg durante 5 minutos y se lavaron dos veces con PBS. Tras el lavado final, los pellets celulares 
se resuspendieron en 500 µl de PBS. Se añadió 4x tampón de carga SDS-PAGE al extracto de proteínas, 
proporcionando una concentración final de 1x y se calentó a 98ºC durante 2 a 3 minutos. Las muestras de proteínas 
desnaturalizadas se sometieron a electroforesis a través de un gel premoldeado Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ 
de Biorad (gel en gradiente) durante 30 a 45 minutos a 200 V. Tras la electroforesis, las proteínas separadas se 55 
transfirieron a membrana de nitrocelulosa mediante electrotransferencia durante 1 hora a 100 V. 
 
Para la detección de las proteínas, la membrana de nitrocelulosa se incubó en leche desnatada en polvo al 5% en 
PBS durante 1 hora a temperatura ambiente para bloquear los sitios de unión de anticuerpo no específicos. Para la 
detección de las proteínas etiquetadas con HA, la membrana se incubó a una dilución 1: 1.000 de anticuerpo anti-HA 60 
conjugado con HRP (Abcam, nº de cat. AB1265) en tampón de bloqueo durante la noche a 4ºC. Para la detección de 
las proteínas etiquetadas con Flag, se incubó una membrana separada de nitrocelulosa de electrotransferencia en 
una dilución 1:1.000 de anticuerpo anti-Flag conjugado con HRP (Abcam, nº de cat. AB49763) en tampón de 
bloqueo durante la noche a 4ºC. A continuación, se lavaron las membranas tres veces con PBS, 5 minutos cada 
lavado, y después se incubaron en sustrato de ECL (Thermo Scientific Pierce ECL, sustrato de transferencia 65 
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western, nº de cat. 32106) durante un par de minutos antes de obtener la imagen utilizando un sistema BioRad XRS 
gel doc. 
 
Resultados 
 5 
Detección de proteína D13 mediante la detección de la etiqueta HA: el anticuerpo anti-etiqueta HA fue capaz de 
detectar una proteína del tamaño esperado a partir de un extracto completo de proteínas celulares preparado a partir 
de p-LL07-LL29-CHO pero sin proteínas procedente de un extracto completo de proteínas celulares preparado a 
partir de células CHO. Lo anterior indicó claramente que p-LL07-LL29-CHO estaba expresando la proteína D13. 
 10 
Detección de proteína CP77 mediante la etiqueta Flag: el anticuerpo anti-etiqueta Flag fue capaz de detectar una 
proteína del tamaño esperado de entre un extracto completo de proteínas celulares preparado a partir de p-LL07-
LL29-CHO y p-LL07-CHO (línea celular CHO que expresa CP77) pero ninguna proteína de un extracto completo de 
proteínas celulares preparado a partir de células CHO. Lo anterior indica claramente que p-LL07-LL29-CHO y p-
LL07-CHO estaban expresando la proteína CP77. 15 
 
Detección de proteína D13 mediante detección de la etiqueta Flag: La proteína D13 expresada por C11-LL19-HeLa 
expresaba la proteína D13 con una etiqueta Flag C-terminal y en una transferencia western del extracto completo de 
proteínas celulares preparado a partir de dicha línea celular, el anticuerpo anti-etiqueta Flag fue capaz de detectar 
una proteína del tamaño esperado. Lo anterior indicó claramente que C11-LL19-HeLa estaba expresando la proteína 20 
D13. 
 
Muchas modificaciones resultarán evidentes para el experto en la materia sin apartarse del alcance de la presente 
invención.  

 25 
TABLA A 

Resumen de identificadores de secuencia 
SECUENCIA 

ID nº 
DESCRIPCIÓN 

1 Secuencia de nucleótidos de CP77 de codones optimizados para la expresión en células de 
mamífero (CHO) 

2 Secuencia de aminoácidos de CP77 codificada por SEC ID nº 1 
3 Secuencia de nucleótidos de pLL07 
4 Cebador directo para el gen de CP77-CHO del plásmido pPH51 
5 Cebador inverso para el gen de CP77-CHO del plásmido pPH51 
6 Secuencia de nucleótidos del gen K1L de Vaccinia Copenhagen (extracto de GenBank 

M35027.1) 
7 Secuencia de aminoácidos de Vaccinia Copenhagen K1L (extracto de GenBank M35027.1) 

codificada por la SEC ID nº 6 
8 VACV-COP-D13L-ORF 
9 Secuencia de nucleótidos codificante de SEC ID nº 1 de codones optimizados para la 

expresión en células de hámster con etiqueta Flag C-terminal (DYKDDDK) 
10 Cebador directo de Inf-LL19-D13LC 
11 Cebador inverso de Inf-LH9-D13LC 
12 Proteína etiqueta Flag 
13 Péptido de proteína D13L 
14 Cebador directo de Inf-PCR-D13L-F1 
15 Cebador inverso de Inf-PCR-D13L-F1 
16 Cebador directo de Inf-PCR-D13L-F2 
17 Cebador inverso de Inf-PCR-D13L-F2 
18 Casete de expresión de CP77+DsRed 2.903 pb 
19 Casete de expresión de CP77+DsRed 
20 Cebador directo para ID_D12L-LL04 
21 Cebador inverso para ID_A2L_LL04 
22 Vector de recombinación homóloga pLL09 para la deleción de D13L de VACV-COP con 

CP77/selección con DsRed 
23 pLL19 vector transductor mediado por transposón de codones optimizados para CHO 

etiqueta-D13L para la integración estable en el ADN genómico nuclear de la célula. 
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TABLA 1 
Resultados de 

titulación    
24h 48h 72h 

CHO 53 ufp/ml 0 0 
Vero 8,5 x 102 ufp/ml 14,25 x 106 ufp/ml 27,7 x 106 ufp/ml 

 
Rendimientos víricos (salida) 
 
La cantidad de virus utilizada para la infección (entrada) fue de 4x104 ufp/ml. Para ayudar a la comparación, los 5 
rendimientos se expresan en múltiplos de 104. Los valores presentan el rendimiento medio por punto temporal, es 
decir, el rendimiento en 3 ml recolectados (6 ml dividido por 2 pocillos).  
 

 24 h 48 h 72 h 
CHO 0,0159 x104 ufp 0 0 
Vero 0,255 x 104 ufp 4275 x 104 ufp 8310 x 104 ufp 

 
Rendimiento de producción (proporción producido/introducido) 10 
 
La tabla a continuación muestra el rendimiento de virus producido superior al nivel de entrada de cada línea celular 
en cada punto temporal de recolección, es decir, la proporción PRODUCIDO/INTRODUCIDO.  
 

 24 h 48 h 72 h 
CHO 0,004 0 0 
Vero 0,06 1069 2078 

 15 
TABLA 2 

Resultados de titulación en ufp/ml 
Virus/línea celular Dil. Recuento Título 

VACV-COP/CHO 
10-1 

0 

0 ufp/ml 
0 
0 
0 

Media 0 

VACV-COP/Vero 
10-7 

2 

2,8X107 ufp/ml +/- 34% 
2 
4 
3 

Media 2,8 

VACV-PH22/Vero 
10-6 

8 

0,75X107 ufp/ml +/- 43% 
5 

12 
5 

Media 7,5 

VACV-PH22/CHO 
10-7 

6 

7,3X107 ufp/ml +/- 20% 
9 
8 
6 

Media 7,3 
 
Producción media de virus de la infección por pocillo (rendimiento) 
 
El volumen de extracto de virus por matraz era de 1 ml. El volumen de siembra en placa para la titulación era de 1 20 
ml. Por lo tanto, el rendimiento vírico es igual a la titulación en ufp/ml multiplicado por 1 ml (volumen de siembra en 
placa)-  
 

Virus Línea 
celular 

Rendimiento por matraz 

VACV-COP CHO 0 ufp 
  Vero 2,8X107 ufp 
VACV-PH22 Vero 0,75X107 ufp 
  CHO 7,3X107 ufp 

 
 25 
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Rendimiento por ufp de inóculo, es decir, ufp totales producidas a partir de 1 ufp de inóculo 
 
Tamaño de inóculo por matraz: 1x105 ufp  
 

TABLA 3 5 
Virus Línea celular Rendimiento por ufp de inóculo 
VACV-COP CHO ufp producidas/upf introducidas 

Vero 280 ufp/ufp introducidas (280 ufp producidas por cada ufp utilizada para la 
inoculación) 

VACV-PH22 Vero 75 ufp/ufp introducidas (ufp producidas por cada ufp utilizada para la 
inoculación) 

CHO 730 ufp/ufp introducidas (730 ufp producidas por cada ufp utilizada para la 
inoculación) 

 
Ésta es la titulación de cada 1 ml de extracto vírico.  
 

TABLA 4 
Sustrato 
celular 

Línea celular indicadora 
143B Vero 

Titulación ufp/ml SE SE % Titulación ufp/ml SE SE % 
CHO 5,38E+03 5,74E+02 10,70% 7,25E+02 2,17E+02 30,00% 
p-LL07-CHO 1,88E+08 2,45E+07 13,10% 3,95E+07 1,13E+07 28,50% 
143B 2,73E+08 3,95E+07 14,50% 3,73E+07 5,45E+06 14,60% 

 10 
La Tabla 4 proporciona la cantidad total de virus por cada 1 ml de extracto vírico.  
 

Sustrato celular Línea celular indicadora 
143B Vero 

Rendimiento ufp SE Rendimiento ufp SE 
CHO 6,38E+03 5,74E+02 7,35E+02 2,17E+02 
p-LL07-CHO 1,88E+08 2,45E+07 3,95E+07 1,13E+07 
143B 2,73E+08 3,95E+07 3,73E+07 5,45E+06 

 
TABLA B 

Cepa ORF Genoma Proteína 
Copenhagen COP-D13L M35027 AAA48114 
Lister clon 107 List-114 DQ121394 ABD52596 
LC16mO mO-149L AY678277 AAW23819 
LC16m8 M8-149L AY678275 AAW23537 
WR WR-118 NC_006998 YP_233000 
Dryvax-3737 VACV-114 DQ377945 ABD57648 
Acambis-2000 VACAC2_129 AY313847 AAR17961 
Acambis Clon 3 VACCL3-129 AY313848 AAQ93215 
CVA CVA-124 AM501482 CAM58288 
Tiantan Clon 10 TT10-148 JX489137 AGJ91839 
Cepa GRI-90 del virus de la viruela vacuna CPXV-GRI-E13L X94355 CAD90667 
Virus de la viruela vacuna Brigton Red CPXV-131 NC_003663 NP_619914 

 15 
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LISTADO DE SECUENCIAS 
 
<110> Sementis Limited 
 10 
<120> PREPARACIÓN DE VECTOR VÍRICO 
 
<130> 35226179/WJP 
 
<160> 11 15 
 
<170> PatentIn versión 3.5 
 
<210> 1 
<211> 2031 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de nucleótidos de CP77 de codones optimizados para la expresión en células de mamífero (CHO) 25 
 
<400> 1  
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<210> 2 
<211> 676 5 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de CP77 codificado por la SEC ID nº 1 10 
 
<400> 2  
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<210> 3 
<211> 11742 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de nucleótidos de pLL07 
 10 
<400> 3  
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<210> 4 
<211> 54 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador directo para el gen de CP77-CHO del plásmido pPH51 
 10 
<400> 4 
aacacgtctc ggggggccgc caccatgttc gactacctgg aaaatgagga agtg   54 
 
<210> 5 
<211> 65 15 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Cebador inverso para el gen de CP77-CHO del plásmido pPH51 20 
 
<400> 5  

 
 
 25 
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<210> 6 
<211> 855 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 5 
<220> 
<223> Secuencia de nucleótidos del gen de K1L de Vaccinia Copenhagen (extracto de Genbank M35027.1) 
 
<400> 6  

 10 
 
<210> 7 
<211> 284 
<212> PRT 
<213> Artificial 15 
 
<220> 
<223> Secuencia de aminoácidos de K1L de Vaccinia Copenhagen (extracto de Genbank M35027.1) codificada por 
la SEC ID nº 6 
 20 
<400> 7  
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<210> 8 5 
<211> 551 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 10 
<223> VACV-COP-D13L ORF 
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<400> 8  
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<210> 9 
<211> 1680 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> Secuencia de nucleótidos de codones optimizados para CHO codificante de SEC ID nº 1 
 10 
<400> 9  
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<210> 10 
<211> 44 5 
<212> ADN 
<213> cebador sintético 
 
<400> 10 
aacacgtctc ggggggccgc caccatgaac aacaccatca tcaa   44 10 
 
<210> 11 
<211> 40 
<212> ADN 
<213> cebador sintético 15 
 
<400> 11 
caggaagacg ctttttcact tgtcgtcgtc gtccttgtag   40 
 
<210> 12 20 
<211> 8 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 
<220> 25 
<223> proteína etiqueta Flag 
 
<400> 12  

 
 30 
<210> 13 
<211> 16 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 35 
<220> 
<223> péptido D13L 
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<400> 13  

 
 
<210> 14 
<211> 35 5 
<212> ADN 
<213> cebador sintético 
 
<400> 14 
cggtacccgg ggatcacgaa aaataatagt aacca   35 10 
 
<210> 15 
<211> 38 
<212> ADN 
<213> cebador sintético 15 
 
<400> 15 
aatttagtgt gcgcgtggaa aaagcttaca ataaactc   38 
 
<210> 16 20 
<211> 36 
<212> ADN 
<213> cebador sintético 
 
<400> 16 25 
atatttaaat gcgcgcaata atggaacaag aaccct   36 
 
<210> 17 
<211> 36 
<212> ADN 30 
<213> cebador sintético 
 
<400> 17 
cgactctaga ggatcgcgct gaggtcggca actacg   36 
 35 
<210> 18 
<211> 668 
<212> PRT 
<213> Artificial 
 40 
<220> 
<223> proteína CP77 que cmprende la secuencia de CPXV-125L Brighton Red 
 
<400> 18  

 45 
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<210> 19 
<211> 2903 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> secuencia del casete de expresión de CP77+DsRed 
 10 
<400> 19  
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<210> 20 
<211> 25 
<212> ADN 5 
<213> cebador sintético 
 
<400> 20 
tacaaaatca aataatggtc gaaac   25 
 10 
<210> 21 
<211> 29 
<212> ADN 
<213> cebador sintético 
 15 
<400> 21 
tgccaagaaa acactccttc taagacaat   29 
 
<210> 22 
<211> 6809 20 
<212> ADN 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> vector de recombinación homóloga pLL09 para la deleción de D13L de VACV-COP con CP77/selección con 25 
DsRed 
 
<400> 22  

 
 30 
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<210> 23 
<211> 11161 
<212> ADN 5 
<213> Artificial 
 
<220> 
<223> pLL19 vector transductor mediada por transposón de codones optimizados para CHO etiqueta-D13L para la 
integración en el ADN genómico nuclear de la célula 10 
 
<400> 23  
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REIVINDICACIONES 
 
1.  Célula de mamífero modificada en la que el genoma de la célula ha sido modificado para comprender una 

secuencia codificante de CP77 bajo el control de un promotor constitutivo, de manera que la línea celular 
modificada proporciona soporte a la propagación de un poxvirus que es menos capaz o es incapaz de 5 
propagarse en la célula no modificada y en la que el genoma de la célula comprende además una 
secuencia codificante de D13L bajo el control de un promotor constitutivo. 

  
2.  Célula según la reivindicación 1, en la que el genoma de la célula comprende además una secuencia 

codificante de K1L bajo el control de un promotor. 10 
  
3.  Célula según la reivindicación 1 o 2, en la que la célula es una línea celular continua. 
  
4.  Célula según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la célula es una célula CHO. 
  15 
5.  Célula según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la célula es una célula humana, una célula 

de primate, una célula de hámster o una célula de conejo. 
  
6.  Célula según cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en la que la expresión del gen K1L se encuentra bajo 

el control de un promotor de mamífero constitutivo. 20 
  
7.  Célula según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la expresión del gen CP77 proporciona 

soporte a la propagación del virus, generando rendimientos víricos equivalentes a los observados en una 
línea celular permisiva. 

  25 
8.  Célula según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la expresión del gen CP77 proporciona 

soporte a una proporción de amplificación de la replicación vírica superior a 500. 
  
9.  Célula según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que CP77 se encuentra codificado por una 

secuencia contigua de nucleótidos de codones optimizados para la expresión en células de mamífero. 30 
  
10.  Procedimiento para la propagación de un ortopoxvirus que no se propaga en células CHO, en el que el 

procedimiento comprende propagar el poxvirus in vitro en una línea celular de mamífero, en la que la línea 
celular es modificada para codificar y expresar CP77 bajo el control de un promotor constitutivo y expresar 
D13L bajo el control de un promotor constitutivo. 35 

  
11.  Procedimiento según la reivindicación 10, en el que la línea celular modificada se modifica para codificar y 

expresar K1L bajo el control de un promotor. 
  
12.  Procedimiento según la reivindicación 10 o 11, en el que la línea celular modificada es una célula humana, 40 

una línea celular de primate, una línea celular de hámster o una línea celular de conejo. 
  
13.  Procedimiento según la reivindicación 12, en el que la línea celular es una línea celular CHO. 
  
 45 
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