ES 2670034 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 670 034
GDint. Ci.;

C12N 15/863

(2006.01)

C12N 5/071 (2010.01)
C12N 5/10 (2006.01)
C12N 7/00 (2006.01)
C12N 15/33 (2006.01)
® TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3
Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 03.11.2014  PCT/AU2014/050330
Fecha y numero de publicacion internacional: 07.05.2015 WO15061858
Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  03.11.2014  E 14858802 (3)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 28.02.2018  EP 3063278

Tl’tulo: Preparacion de vector virico

Prioridad:

01.11.2013 AU 2013904242

@ Titular/es:

SEMENTIS LIMITED (100.0%)

07.02.2014 AU 2014900370

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la
traduccion de la patente:
29.05.2018

9 Sing Crescent
Berwick, Victoria 3806, AU

@ Inventor/es:

HOWLEY, PAUL MICHAEL y
LIU, LIANG

Agente/Representante:
ISERN JARA, Jorge

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




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2670034 T3

DESCRIPCION
Preparacién de vector virico

Solicitudes relacionadas

La presente solicitud se encuentra asociada y reivindica la prioridad con respecto a la solicitud de patente
australiana n°® 2013904242, presentada el 1 de noviembre de 2013 y la solicitud de patente australiana n°
2014900370, presentada el 7 de febrero de 2014.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al desarrollo de células y lineas 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 preparacion de agentes terapéuticos o profilacticos.

ANTECEDENTES

Se listan al final de la memoria, los datos bibliograficos de las referencias en la presente memoria.

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 generacion) y el virus de la viruela del mono, y los virus Avipoxviridae, que comprende especies que
infectan las aves, tales como los virus de la viruela aviar y de la viruela del canario. Ademas de su utilizacion como
antigenos en vacunas de la viruela, existe gran interés en la utilizacion de virus basados en Vaccinia recombinantes
y en virus de la viruela aviar como vectores ‘esqueléticos’. Como vectores intracitoplasmaticos, los Orthopoxviridae
son capaces, entre otros, de transportar antigenos foraneos hasta el citoplasma del huésped y rutas de
procesamiento de antigenos que procesan los antigenos en péptidos para la presentacion sobre la superficie celular.
Dichos vectores que expresan antigenos foraneos se utilizan en el desarrollo de vacunas para enfermedades tales
como el SIDA, la tuberculosis, el paludismo y el cancer, que han demostrado ser dificiles de tratar con otras
estrategias de vacunacion.

Los Chordopoxvirinae presentan genomas de ADN de doble cadena lineal de tamafos comprendidos entre 130 kb
los parapoxvirus y mas 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 sintesis inicial del ARNm.
Sin embargo, las moléculas del huésped aparentemente son utilizadas para el inicio o la terminacion de la
transcripcion virica intermedia y tardia. Los poxvirus producen "factores de espectro de huéspedes" estructuralmente
diversos que reconocen y manipulan especificamente las rutas de sefalizacion del huésped, produciendo
condiciones celulares que permiten la replicacion virica. La mayoria de poxvirus pueden unirse e infectar células de
mamifero pero si la posterior infeccion es permisiva (capaz de producir viriones infecciosos) o no permisiva
(sustancialmente incapaz de producir viriones infecciosos) depende del poxvirus especifico y del tipo celular
especifico implicado. Actualmente se dispone de un conocimiento escaso al nivel molecular de las interacciones
entre poxvirus y huésped, en particular de los genes de espectro de huéspedes y qué factores resultan necesarios
para modular la relacién para facilitar la propagacion tanto virica como celular. Para una revision 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 utilizaciéon en vacunas de la viruela y
posteriormente como vectores viricos, desde principios de los afios 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 vy, por lo tanto, representan un riesgo para la salud, tal como el desarrollo de encefalitis virica. Con vistas a
desarrollar una vacuna mas segura, se ha subcultivado una cepa de Vaccinia de Ankara (denominada "CVA", por
sus siglas en inglés) mas de 500 veces en células no humanas. Durante dicho procedimiento, el genoma de
Vaccinia cambia sustancialmente, implicando el desarrollo de por lo menos seis deleciones mayores en comparacion
con el genoma original del CVA. El virus modificado era menos patogénico en el ser humano pero todavia era capaz
de producir una respuesta inmunolégica protectora. Dicho virus Vaccinia atenuado se denomina MVA (Vaccinia
Ankara modificado, por sus siglas en inglés) y también se clasifica segun el niumero de pases, ya que se ha
encontrado que los virus con diferente nimero de pases son genéticamente y fenotipicamente diferentes. Sin
embargo, alcanzado el niumero de pase 515, se consideré que MVA515 era genéticamente estable. A principios de
los afios noventa se observé que las cepas de MVA, tales como MVA572, y su derivado, MVA F6, eran capaces de
expresar proteinas de Vaccinia y proteinas heterdlogas (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 heterélogas de
interés, tales como las codificantes de antigenos para vacunas o la administracion de terapia.
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Mas recientemente, se han realizado intentos de producir un virus Vaccinia modificado con las cualidades dele MVA
mediante la introduccion de seis deleciones grandes conocidas de MVA en el CVA. Resulta interesante que ello no
resultdé en virus con cualidades atenuadas del MVA. Se ha propuesto que la ausencia de genes de espectro de
huéspedes podria ser responsable de la atenuacidén observada; sin embargo, esta hipétesis no ha sido contrastada
empiricamente (ver, por ejemplo, Meyer et al., Journal of General Virology 72:1031-1038, 1991).

Los poxvirus constituyen una gran familia de virus caracterizada por un genoma de ADNdc lineal de gran tamafio, un
sitio citoplasmatico de propagacién y una morfologia compleja del virién. El virus Vaccinia es el virus representativo
de este grupo de virus y el mas estudiado en cuanto a morfogénesis del virus. Los viriones del virus Vaccinia
presentan una apariencia de particulas unidas a membrana con ‘forma de ladrillo’ u ‘ovoides’, con una compleja
estructura interna que muestra un nucleo bicéncavo circundado de paredes y flanqueado por ‘cuerpos laterales’. La
ruta de ensamblaje del virion implica la fabricacion de precursores que contienen membranas que se desarrollan en
viriones inmaduros (V1) y después se desarrollan formando viriones maduros (VM). Se encuentran contenidos mas
de 70 productos génicos especificos dentro del virién del virus Vaccinia, de los que se describen a continuacion los
efectos de mutaciones en mas de 50 genes especificos sobre el ensamblaje del virus Vaccinia.

El virus Vaccinia entra en las células mediante la fusion de sus membranas superficiales con la membrana
plasmatica de la célula huésped, liberando el nucleo (y cuerpos laterales) al citoplasma y activando el programa
transcripcional del virus. Los nucleos del virién contienen el complemento completo de enzimas codificados por el
virus necesario para la sintesis y modificacion del ARNm temprano. Los genes tempranos codifican enzimas
necesarios para la propagacién del ADN vy, de esta manera, al alcanzar su maximo la expresién de los genes
tempranos, resulta la propagacion del ADN virico en sitios citoplasmaticos denominados "fabricas". Los genes
tempranos codifican ademas factores de transcripcion intermedios y los genes intermedios, a su vez, codifican
factores de transcripcion tardios, de manera que los genes intermedios y tardios se expresan en sucesion después
del inicio previo requerido de la propagacion del ADN virico. De esta manera, el complemento completo de genes
viricos se transcribe en una cascada temporal, diferenciandose las clases temprana, intermedia y tardia por los
promotores transcripcionales especificos de clase y los factores de transcripcion codificados viricamente. Ademas,
s6lo los genomas propagados son moldes competentes para la transcripcion intermedia y tardia. Estas dos clases
de genes juntos codifican proteinas estructurales del virién, enzimas del virién y factores de ensamblaje y resultan
necesarios para el ensamblaje de nuevas particulas de progenie virica.

Poco después de la incorporacion virica y la expresién temprana, se forman dominios citoplasmaticos especificos de
la infeccion dentro de la célula que son de densidad uniforme y en ocasiones se encuentran circundados por
cisternas derivadas de reticulo endoplasmatico (RE) que se incrementan en tamafio con el tiempo. Dichos dominios
representan sitios de propagacion del ADN virico y con frecuencia se denominan "fabricas viricas".

El ensamblaje virico se inicia con la formacion de estructuras rigidas en forma de media luna (ctpulas, en las tres
dimensiones) dentro de las fabricas viricas. En micrografias electrénicas de alta resolucién, la capa externa de
dichas estructuras con forma de media luna estd compuesta de proyecciones regularmemente espaciadas
denominadas "espiculas". Las medias lunas aparentemente crecen en longitud, manteniendo simultaneamente la
misma curvatura hasta convertirse en circulos 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 mas electron-densos que la fabrica circundante. A medida que se forman los VI, también tiene
lugar la incorporacion del ADN encapsidado: se observan en las micrografias electrénicas como subdominios
electrodensos redondos u ovoides dentro de los VI denominados "nucleoides". Los VI que contienen nucleoides de
ADN condensado con frecuencia se denominan "VIN". La maduracién de los precursores de varias proteinas del
virién mediante corte proteolitico resulta necesaria para la morfogénesis del VIN en viriones maduros (VM). La
mayoria de los viriones maduros se encuentra fuera de las fabricas y puede existir en grupos en la periferia de una
fabrica o aparentemente separados por una distancia significativa a la fabrica mas préxima.

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 mas simple del virus, son particulas con membranas que
contienen un nucleo bicéncavo que contiene ADN flanqueado por cuerpos laterales, que llenan las concavidades del
nucleo. Los MV normalmente se encuentran exclusivamente en el interior de las células y son liberados Unicamente
mediante la lisis celular. Los VEn consisten en VM que se encuentran circundados por dos bicapas lipidicas
adicionales derivadas de cisternas trans del Golgi. Los Ven, las membranas externas de los cuales contienen
proteinas viricas caracteristicas, son precursores de los VE y también se observan dentro de la célula. Los VE
consisten en VEn que han sido exocitados mediante fusion de la membrana del VEn mas externa con la membrana
plasmatica, dejando un VEn envuelto en una membrana adicional. Una fraccion 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
importantes para la extensién del virus dentro de un organismo.

La eliminacién de genes esenciales de los virus y la complementacion en células huésped es conocida de la técnica

como una estrategia propuesta general para la generacion de vectores viricos seguros y eficaces para el tratamiento
y la terapia. Existe una necesidad de vectores ortopox atenuados mejorados con una seguridad, expresion y/o
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inmunogenicidad mejoradas y una necesidad correspondiente de métodos de propagacion y preparacion de dichos
vectores ortopox de manera segura y econémica.

Se utilizan varias lineas celulares de mamifero para la preparacién de proteinas recombinantes con fines de
investigacion. Entre ellas se incluyen lineas celulares de conejo, hamster, primate y humanas, tales como, aunque
sin limitacién 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 fabricaciéon segun buenas practicas
de fabricacion (BPF) de la mayoria de proteinas terapéuticas recombinantes en células CHO, convirtiendo a esta
linea celular en la linea celular mejor estudiada y aprobada para la terapéutica en el ser humano. Las células CHO
pueden crecer a densidades muy elevadas en cultivos en suspensidn y los procesos posteriores para purificar
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 expresion de los genes de espectro de huéspedes viricos desde dentro del poxvirus bajo el control de promotores
viricos locales y la ARN polimerasa poxvirica es conocida de la técnica.

La expresion de determinados genes de espectro de huéspedes viricos del genoma de una célula de mamifero de
manera puntual para rescatar o permitir la replicacién virica y permitir la supervivencia de la célula huésped no ha
sido descrita anteriormente.

DESCRIPCION RESUMIDA

La presente memoria describe células de mamifero en cultivo in vitro transformadas para expresar un factor de
espectro de huéspedes poxvirico y un método para propagar vectores viricos, que comprende el cultivo de dichas
células.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una célula de mamifero 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 linea celular modificada proporciona soporte a la propagaciéon de un poxvirus que es menos capaz o
es incapaz de propagarse en la célula no modificada.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para propagar un ortopoxvirus que no
se propaga en células CHO, comprendiendo el procedimiento propagar el poxvirus in vitro en una linea celular de
mamifero, en la que la linea celular es modificada para codificar y expresar CP77 bajo el control de un promotor.

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 ortélogos funcionales y variantes funcionales.

DESCRIPCION DETALLADA DE REALIZACIONES PARTICULARES

La presente invencion no se encuentra limitada a procedimientos o agentes particulares, formulaciones especificas
de agentes y diversas metodologias médicas, ya que ellas pueden variar. La terminologia utilizada en la presente
memoria presenta el propdsito de describir realizaciones particulares unicamente y no pretende ser limitativa. A
menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en la presente memoria
presentan los mismos significados entendidos cominmente por el experto ordinario en la materia a la que se refiere
la presente invencion.

Cualesquiera materiales y métodos similares o equivalentes a los descritos en la presente memoria pueden utilizarse
para la practica o ensayo de la presente invencion. 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 n° 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,
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
memoria en la practica o ensayo de la presente invencion, se describen métodos y materiales preferentes. Para los
fines de la presente invencion se definen a continuacion los términos siguientes.

En la totalidad de la presente memoria, a menos que el contexto indique lo contrario, los términos "comprende" y
"comprendiendo" se entendera que implican la inclusién de una etapa, elemento o grupo de etapas o elementos
indicado pero no la exclusion de cualquier otra etapa, elemento o grupo de etapas o elementos. De esta manera, la
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utilizacién 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 invencion para atenuarlos mediante delecion de un gen esencial
de maduracion o ensamblaje; sin embargo, se encuentran comprendidas las modificaciones adicionales, tales como
para actuar como vector para un antigeno u otra proteina.

La expresion "que consiste en" pretende incluir, y se encuentra limitada a, lo que siga a la expresion "que consiste
en". De esta manera, la expresion "que consiste en" indica que los elementos listados resultan necesarios u
obligatorios y que no puede encontrarse presente ningun otro elemento. La expresion "que consiste esencialmente
en" pretende incluir cualesquiera elementos listados después de la expresion y limitada a otros elementos que no
interfieren o contribuyen a la actividad o accién especificada en la exposicion de los elementos listados. De esta
manera, la expresion "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 accién de los elementos listados.

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, asi como a dos o mas células; la referencia a "un organismo" incluye un
organismo, asi como dos o mas organismos, etc. En algunas realizaciones, "un" se refiere a "uno o mas de uno".

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 mas de los items listados asociados, asi como la falta de combinaciones en el caso de que
se interprete como alternativa (conjuncion ‘o’).

El término "atenuacion" o "atenuado" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una reduccion de la
virulencia del vector virico. La virulencia se define como la capacidad de un virus de provocar una enfermedad en un
huésped particular. Un vector poxvirico 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 condicién. Lo anterior resulta deseable ya que el vector transporta su proteina o acido nucleico hasta el
citoplasma de la célula huésped pero no dafia al sujeto.

La expresion "elemento de control" o "secuencia de control" se refiere a secuencias de &cidos nucleicos (por
ejemplo, ADN) necesarias para la expresion de una secuencia codificante operablemente ligada en un poxvirus,
vector, plasmido o célula particular. Entre las secuencias de control que resultan adecuadas para las células
eucaridticas se incluyen secuencias de control transcripcional, tales como promotores, sefales de poliadenilacion,
intensificadores de la transcripcion, secuencias de control traduccional, tales como intensificadores de la traduccion
y sitios internos de unién ribosémica (IRES), secuencias de acidos nucleicos que modulan la estabilidad del ARNm,
asi como secuencias directoras que dirigen un producto codificado por un polinucleétido transcrito a un
compartimiento intracelular dentro de una célula o al medio extracelular.

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 acidos
nucleicos que muestra una identidad de secuencia sustancial respecto a una secuencia de acidos 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,
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 acidos nucleicos de referencia) o una secuencia de aminoacidos que muestra una similitud o identidad de
secuencia sustancial respecto a una secuencia de aminoacidos 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
hasta 100% respecto a la totalidad o una parte de la secuencia de aminoacidos de referencia).

La expresién "cantidad eficaz", en el contexto del tratamiento o prevencidon de una condicién o para modular una
respuesta inmunoldgica a un antigeno u organismo diana, se refiere a la administracion de una cantidad de un
agente (por ejemplo, un vector ortopox atenuado tal como se indica en la presente memoria) o composicién que lo
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 prevencion de la aparicion de un sintoma, el control de dichos sintomas y/o el
tratamiento de los sintomas existentes de dicha condicion o para la modulacién de la respuesta inmunoldgica contra
el antigeno u organismo diana. La cantidad eficaz variara dependiendo de la salud y condicion fisica del individuo
que debe tratarse, del grupo taxondémico del individuo que debe tratarse, de la formulacién de la composicion, de la
evaluacion de la situacion médica y de otros factores relevantes. Se espera que la cantidad se encontrara
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 acido nucleico de proporcionar otro acido nucleico o un polipéptido. Por ejemplo, se dice que una
secuencia de acidos nucleicos "codifica" un polipéptido en el caso de que pueda ser transcrita y/o traducida para

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2670034 T3

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 acidos 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 transcripcién de una molécula de ADN, una proteina
resultante de la traduccion de una molécula de ARN, una proteina resultante de la transcripcion de una molécula de
ADN para formar un producto de ARN y la posterior traduccion del producto de ARN, o una proteina que resulta de
la transcripcion 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 traduccion del producto
de ARN procesado.

El término "enddgeno” se refiere a un gen o secuencia o segmento de acidos 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 nucleétidos en ARN y opcionalmente de traducir el ARNm para sintetizar un péptido o
polipéptido que proporciona una funcién bioldgica o bioquimica.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "gen" incluye una molécula de acido nucleico capaz de ser
utilizada para producir ARNm opcionalmente con la adicion de elementos para asistir en dicho procedimiento. Los
genes pueden ofrecer la posibilidad de ser utilizados o no para producir una proteina funcional. Los genes pueden
incluir tanto regiones codificantes como no codificantes (por ejemplo, intrones, elementos reguladores, promotores,
intensificadores, secuencias de terminacion y regiones 5’ y 3’ no traducidas).

Las expresiones "secuencia heteréloga de acidos nucleicos", "secuencia heteréloga de nucledtidos”, "polinucledtido
heterdlogo”, "polinucledtido foraneo", "polinucledtido exdgeno" y similares se utilizan intercambiablemente para
referirse a cualquier acido nucleico (por ejemplo, una secuencia de nucleétidos 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 condicién de que el gen introducido contenga alguna modificacion
(por ejemplo una mutacién puntual, delecidn, sustitucion o adicion de por lo menos un nucleétido, la presencia de un
sitio de corte de endonucleasa, la presencia de un sitio loxP, etc.) respecto a la secuencia genémica virica antes de
la modificacion.

Las expresiones ‘"polipéptido heterdlogo”, "polipéptido foraneo" y ‘"polipéptido exdgeno" se utilizan
intercambiablemente para referirse a cualquier péptido o polipéptido que se encuentra codificado por una "secuencia

heteréloga de acidos nucleicos", "secuencia heteréloga de nucleétidos”, "polinucleétido heterélogo”, "polinuclestido
foraneo" y "polinucledtido exégeno", tal como se ha definido anteriormente.

La expresién "células de mamifero" 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 realizacion, la célula es una linea celular
continua. Es menos imperativo que la célula modificada sea una linea celular capaz de dividirse continuamente.
Puede modificarse una célula de mamifero o eucariética superior segun la presente invencién y posteriormente
transformarla o inmortalizarla para convertirla en una linea celular en division continua. Sin embargo, la célula antes
de la modificacion convenientemente es una linea celular continua conocida de la técnica bien caracterizada, en
divisién continua y compatible con la biotecnologia. Dichas células se encuentran convenientemente disponibles de
organizaciones de depdsito, tales como la American Type Culture Collection (ATCC) o la European Collection of Cell
Cultures (ECACC).

Entre las lineas celulares de mamifero 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
encuentran disponibles de, por ejemplo, la ATCC.

Puede utilizarse cualquier método de ingenieria del genoma reconocida de la técnica para producir lineas celulares
modificadas que expresan genes heterdlogos. Se hace referencia a la utilizacion de tecnologia de transposones para
insertar genes en el genoma celular mediante la utilizacion de vectores piggyBac. Sin embargo, muchos métodos
estan reconocidos para la introduccion de genes en células, incluyendo, aunque sin limitacion, la transduccion de
retrovirus (por ejemplo MoMLYV, etc.), la transduccion de lentivirus, la transfeccion e integracion de plasmido, otros
sistemas viricos para la transduccién de lineas celulares, tales como los adenovirus, VAA (virus adenoasociado), el
VEB vy las técnicas de edicion del genoma para la insercidon especifica de sitio mediante recombinacion homéloga
con ADN lineal, meganucleasas manipuladas, nucleasas efectoras de tipo activador de la transcripcion (TAL-
nucleasa), las nucleasa de dedo de cinc (ZFN) y CRISPR.

En una realizacion, la célula de mamifero es una célula CHO. Las lineas de células CHO de la técnica anterior, que
no codifican genes del huésped virico, no permiten la preparacion de Vaccinia o derivados de Vaccinia
sustancialmente incapaces de propagarse en el ser humano. Tal como es conocido del experto en la materia, las
células de ovario de hamster chino (CHO) derivadas del ovario del hamster Cricetulus griseus, son las células de
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mamifero mas comunmente utilizadas para la produccidon bioindustrial y GMP de terapéuticos proteicos
recombinantes, incluyendo anticuerpos. La popularidad de las células CHO para este propésito se basa, en parte, en
su rapido crecimiento y elevada produccion de proteinas. En consecuencia, las lineas de células CHO han sido bien
caracterizadas. Entre las lineas de células CHO adecuadas se incluyen, aunque sin limitacion, las lineas A2, A2H,
XrS6, CHO-K1, CHO/dhfr, RR-CHO-K1, UT-I, P22, CHO-1C6, Lec1, Lec2, Lec8, Pro-5 y CDKXB1. La linea celular
CHO-K1 depositada en la ATCC con el nimero de acceso ATCC CLL-61 o ATCC CRL-9618 se utiliza con
frecuencia. La linea celular CHO-K1 se derivé como subclén de la linea celular parental CHO iniciada a partir de una
biopsia de un ovario de un hamster chino adulto por Puck T. (1957). La presente memoria describe células
modificadas diferentes de las células CHO modificadas.

En algunas realizaciones, la célula de mamifero es una célula humana, una célula de primate, una célula de hamster
0 una célula de conejo.

Las células pueden ser unicelulares o pueden cultivarse en cultivo de tejidos en forma de cultivos liquidos,
monocapas o similares. Las células huésped también pueden derivarse directa o indirectamente a partir de tejidos o
pueden existir dentro de un organismo, incluyendo animales.

Se entiende que "inducir" una respuesta inmunoldgica tal como se contempla en la presente memoria incluye
producir o estimular una respuesta inmunoldgica y/o potenciar una respuesta inmunoldgica preexistente.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién "sitio interno de entrada ribosémica" o "IRES", por sus
siglas en inglés, se refiere a una secuencia de nucledtidos virica, celular o sintética (por ejemplo recombinante) que
permite el inicio de la traduccidon de un ARNm en un sitio interno a una region codificante dentro del mismo ARNm o
en un sitio en el lado 3’ del extremo 5 del ARNm, con el fin de proporcionar la traduccién de una region codificante
operablemente ligada situada cadena abajo (es decir, en el lado 3’ de) el sitio interno de entrada ribosémica. Lo
anterior provoca que la traduccion sea independiente de la estructura de la caperuza 5’ e independiente del extremo
5’ del ARNm. Una secuencia de IRES proporciona las secuencias de accidn en cis necesarias que se requieren para
el inicio de la traduccion de una region codificante operablemente ligada.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "aislado" pretende describir una célula, un compuesto de
interés (por ejemplo un poxvirus recombinante, una molécula de acido 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.

La expresién "operablemente conectado" u "operablemente ligado" tal como se utiliza en la presente memoria se
refiere a una yuxtaposicién en la que los componentes indicados de esta manera se encuentran en una relacion 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 posicion y/o orientacion de la secuencia de control transcripcional
respecto a la secuencia codificante para permitir la expresion 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 posicion y/o orientacion del IRES respecto a la secuencia
codificante del virus ortopox para permitir la traduccién independiente de caperuza de la secuencia codificante del
virus ortopox.

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 aminoacidos
codificada entre los codones de inicio y terminacién de traduccion de una secuencia codificante. Las expresiones
"codon de inicio" (por ejemplo ATG) y "coddn de terminaciéon” (por ejemplo TGA, TAA o TAG) se refieren a una
unidad de tres nucleétidos contiguos (‘codon’) en una secuencia codificante que especifica el inicio y terminacion de
cadena, respectivamente, de sintesis de la proteina (traduccion del ARNm).

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "virus parental” se entiende que es una referencia a un
virus que se modifica para incorporar una secuencia heterdloga de acidos nucleicos para formar un virus
recombinante de la presente invencion.

Las expresiones "polinucledtido”, "secuencia polinucledtida”, "secuencia de nucledtidos", "acido nucleico" o
"secuencia de acidos nucleicos" tal como se utilizan en la presente memoria se refieren a ARNm, ARN, ARNc, ADNc
o ADN. Las expresiones tipicamente se refieren a una forma polimérica de los nucleétidos de por lo menos 10 bases
de longitud, ribonucledtidos o desoxirribonucleétidos o una forma modificada de cualquier tipo de nucleétido. El
término incluye formas de cadena sencilla o de doble cadena de ARN o ADN.

Las expresiones "polipéptido", "péptido", "proteina" y "molécula proteica" se utilizan intercambiablemente en la
presente memoria para referirse a moléculas que comprenden o consisten en un polimero de residuos aminoacidos
y a variantes y analogos sintéticos de los mismos. De esta manera, dichas expresiones se aplican a polimeros de
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aminoacidos en los que uno o mas residuos aminoacidos son aminoacidos no naturales sintéticos, tales como un
analogo quimico de un aminoacido natural correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos naturales.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "recombinante" tal como se aplica a "moléculas de acidos
nucleicos", "polinucledtidos” y similares se entiende que se refiere a estructuras artificiales de acidos nucleicos (es
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 acidos
nucleicos o polinucleétidos recombinantes pueden insertarse en un vector. Pueden utilizarse vectores no viricos,
tales como los vectores plasmido de expresion, o vectores viricos. El tipo de vectores y la técnica de insercion del
constructo de acidos nucleicos segun la presente invencidon son conocidos por el experto. Una molécula de acidos
nucleicos o polinucledtido segun la invencién no se observa en la naturaleza en la organizacién descrita por la
presente invencién. En otras palabras, una secuencia heter6loga de nucleétidos no se encuentra naturalmente
combinada con elementos de un genoma de virus parental (por ejemplo, un promotor, ORF, sefial de poliadenilacion
o ribozima).

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion "virus recombinante" se entendera que hace referencia a un
"virus parental" que comprende por lo menos una secuencia heterdloga de acidos nucleicos.

La expresion "identidad de secuencia" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a la medida en que las
secuencias son idénticas nucledtido a nucledtido o aminoacido a aminoacido dentro de una ventana de
comparaciéon. De esta manera, se calcula un "porcentaje de identidad de secuencia" mediante la comparacién de
dos secuencias Optimamente alineadas dentro de la ventana de comparacion, determinando el numero de
posiciones en las que se observa la base acido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G o |) o el residuo
aminoacido idéntico (por ejemplo, Ala, Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, lle, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn,
GIn, Cys y Met) en ambas secuencias, rindiendo el nimero de posiciones correspondientes, dividiendo el numero de
posiciones correspondientes por el nimero total de posiciones en la ventana de comparacioén (es decir, el tamafio de
la ventana) y multiplicando el resultado por 100 para proporcionar el porcentaje de identidad de secuencia. Para los
fines de la presente invencion, la expresion "identidad de secuencia" se entiende que se refiere al "porcentaje de
correspondencia”, calculado por el programa informatico DNASIS (version 2.5 para Windows, disponible de Hitachi
Software Engineering Co., Ltd., South San Francisco, California, USA) utilizando los valores por defecto tal como se
utilizan en el manual de referencia que acompana al software.

La expresion "secuencia de sefal" o "péptido de sefal" se refiere a un péptido corto (de una longitud de entre
aproximadamente 3 y aproximadamente 60 aminoacidos) que dirige el transporte cotraduccional o post-traduccional
de una proteina desde el citosol hasta determinados organulos, tales como el nucleo, la matriz mitocondrial y el
reticulo endoplasmatico, por ejemplo. Para las proteinas que presentan un péptido de sefial con diana en el RE, los
péptidos de sefial son tipicamente cortados a partir de la forma precursora por la peptidasa de sefal tras el
transporte de las proteinas al RE y las proteinas 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 expresion "péptidos de sefial con diana en el RE" tal como se utiliza en la presente memoria
incluye secuencias hidrofdbicas aminoterminales que habitualmente resultan eliminadas enzimaticamente tras la
insercion de parte o la totalidad de la proteina 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 sefial de una secuencia puede encontrarse presentes como
parte de una forma precursora de una proteina aunque generalmente se encontrara ausente de la forma madura de
la proteina.

El término "similitud" se refiere al nimero porcentaje de aminoacidos que son idénticos o constituyen sustituciones
conservadoras tal como se define en la Tabla A, posteriormente. La similitud puede determinarse utilizando
programas de comparacion 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
presente memoria pueden compararse mediante la insercion de huecos en la alineacion, determinando dichos
huecos, por ejemplo, mediante el algoritmo de comparacion utilizado por GAP.

TABLA A: sustituciones de aminoacidos conservadoras ejemplares

Residuo original Sustituciones ejemplares
Ala Ser

Arg Lys

Asn GIn, His
Asp Glu

Cys Ser

Gin Asn

Glu Asp

Gly Pro

His Asn, GIn
lle Leu, Val
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Leu lle, Val

Lys Arg, GIn, Glu
Met Leu, lle,

Phe Met, Leu, Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp, Phe

Val lle, Leu

La alineacién 6ptima de secuencia para la alineacién de una ventana de comparacion puede llevarse a cabo
mediante implementaciones computerizadas de algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de
software de Wisconsin Genetics, version 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI, USA) o
mediante inspeccion y alineacion optima (es decir, que resulte en el porcentaje de homologia mas alto dentro de la
ventana de comparacion) 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 analisis de secuencias en la unidad 19.3
de Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, 1994-1998, capitulo 15.

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 todavia mas particularmente a un sujeto
mamifero, para el que se desea la terapia o la profilaxis. Entre los animales vertebrados adecuados que se
encuentran comprendidos dentro del alcance de la invencion se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, cualquier
miembro del subfilum Chordata, incluyendo primates (por ejemplo, seres humanos, monos y simios, e incluye
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), asi como titis (especies del género Callithrix),
monos ardilla (especies del género Saimiri) y tamarinos (especies del género Saguinus), asi como especies de
simios, tales como chimpancés (Pan troglodytes), roedores (por ejemplo, ratones, ratas y cobayas), lagomorfos (por
ejemplo conejos v liebres), bovinos (por ejemplo vacas), ovinos (por ejemplo ovejas), caprinos (por ejemplo, cabras),
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 compafiia tales como canarios, periquitos, etc.),
mamiferos 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 condicién. Sin embargo, se entiende que
los términos anteriormente indicados no implican que se encuentran presentes sintomas.

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 mamifero o
un vector ortopox en el que se introduce o, de otro modo, conduce a un resultado terapéutico o diagnéstico deseado.

Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos "tratamiento", "tratar" y similares, se refieren a obtener un
efecto farmacoldgico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de evitar completa o
parcialmente una enfermedad o sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de una curacion parcial
o completa de una enfermedad y/o efecto adverso atribuible a la enfermedad. El término "tratamiento”, tal como se
utiliza en la presente memoria, cubre cualquier tratamiento de una enfermedad en un mamifero, en particular en un
ser humano, e incluye: (a) prevenir la aparicion de la enfermedad en un sujeto que puede presentar una
predisposicion a la misma pero que todavia no se le ha diagnosticado, (b) inhibir la enfermedad, es decir, detener su
desarrollo, y (c) aliviar la enfermedad, es decir, causar la regresion de la enfermedad.

Los términos "tipo salvaje", "natural", "nativo" y similar con respecto a un organismo, polipéptido o secuencia de
acido nucleico, se refieren a que el organismo, polipéptido o secuencia de acidos 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.

Entre las variantes se incluyen moléculas de acidos 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
hibridacion 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 nucledtidos que definen un factor de
espectro de huéspedes de poxvirus de referencia en una ventana de comparaciéon que comprende por o menos
aproximadamente 15 nucleétidos. Preferentemente, la region de hibridacion presenta una longitud de entre
aproximadamente 12 y aproximadamente 18 nucleobases o superior. Preferentemente, el porcentaje de identidad
entre una secuencia particular de nucledtidos y la secuencia de referencia es por lo menos aproximadamente 80%, o
85%, o mas preferentemente aproximadamente 90% similar o mas, tal como aproximadamente 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o superior. Los porcentajes de identidad de entre 80% y 100% se encuentran comprendidos. La longitud
de la secuencia de nucledtidos depende de su funcidn propuesta. Los homdlogos se encuentran comprendidos. Los
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términos "homodlogo”, "genes homologos" u "homodlogos" se refieren ampliamente a moléculas funcional y
estructuralmente relacionadas, incluyendo las de otras especies. Los homodlogos y ortdlogos son ejemplos de
variantes.

La identidad de secuencia de acidos nucleicos puede determinarse de la manera siguiente. La secuencia de acidos
nucleicos de la invencion se utiliza para la busqueda en una base de datos de secuencias de acidos nucleicos, tal
como la base de datos GenBank (accesible en el sitio de internet http://www.ncbi.nin.nih.gov/blast), utilizando el
programa BLASTM, version 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 filtracion por defecto para eliminar las homologias de
secuencia debido a regiones de baja complejidad. Se utilizan parametros por defecto de BLASTM.

La identidad de secuencia de amino4cidos puede determinarse de la manera siguiente. La secuencia del polipéptido
de la invencion se utiliza para la busqueda 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.nIn.nih.gov/blast/) utilizando el programa BLASTP.
El programa se utiliza en el modo sin huecos. Se utiliza la filtracion por defecto para eliminar las homologias de
secuencia debido a regiones de baja complejidad. Se utilizaron los parametros por defecto de BLASTP. La filtracion
para las secuencias de baja complejidad puede utilizar el programa SEG.

Las secuencias preferentes se hibridaran bajo condiciones restrictivas a una secuencia de referencia o su
complemento. La expresion "hibridacion bajo condiciones restrictivas" y equivalentes gramaticales de la misma se
refiere a la capacidad de una molécula de acidos nucleicos de hibridarse con una molécula diana de acidos
nucleicos (tal como una molécula diana de acidos nucleicos inmovilizada sobre una membrana con ADN o ARN, tal
como una transferencia southern o northern) bajo condiciones definidas de temperatura y concentracion salina. Con
respecto a las moléculas de acidos nucleicos de mas de aproximadamente 100 bases de longitud, las condiciones
tipicas de hibridacion restrictiva son una temperatura no mas de 25°C a 30°C (por ejemplo 10°C) inferior a la
temperatura de fusion (Tf) del duplex nativo (ver de manera general Sambrook et al. (supra); Ausubel et al., 1999).
La Tf para las moléculas de acidos nucleicos de mas de aproximadamente 100 bases pueden calcularse mediante la
férmula Tf=81,5 + 0,41% (G+C-log (Na")). Con respecto a las moléculas de &cidos nucleicos con una longitud inferior
a 100 bases, las condiciones ejemplares de hibridacion restrictiva son 5°C a 10°C inferiores a la Tf.

El término "delecion” en el presente contexto se refiere a la totalidad o parte de la region codificante del gen diana. El
término comprende ademas cualquier forma de mutacién o transformacion que anule la expresion génica del gen
diana o anule o regule negativamente de manera sustancial el nivel o actividad de la proteina codificada.

La referencia a "gen" incluye el ADN correspondiente a los exones o el marco de lectura abierta de un gen. La
referencia en la presente memoria a un "gen" también se considera que incluye: un gen gendmico clasico que
consiste en secuencias reguladoras de la transcripcion y/o traduccién y/o una regién 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 expresion "elemento regulador" o "secuencia reguladora" se refiere a secuencias de acidos nucleicos (por
ejemplo ADN) necesarias para la expresion de una secuencia codificante operablemente ligada en una célula
huésped particular. Las secuencias reguladoras que resultan adecuadas para las células procariéticas, por ejemplo,
incluyen un promotor y opcionalmente una secuencia de accién en cis, tal como una secuencia de operador y un
sitio de unién ribosémica. Entre las secuencias de control que resultan adecuadas para las células eucarioticas se
incluyen promotores, sefiales de poliadenilacién, intensificadores de transcripcion, intensificadores de traduccion,
secuencias lider o posteriores que modulan la estabilidad del ARNm, asi como secuencias de reconocimiento que
dirigen un producto codificado por un polinucleétido transcrito a un compartimiento intracelular dentro de una célula o
al medio extracelular.

Los constructos quiméricos adecuados para las presentes células de mamifero modificadas comprenden una
secuencia de acidos 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 seran compatibles para la expresion en la célula.
Tipicamente, entre las secuencias de control transcripcional y traduccional se incluyen, aunque sin limitacion, una
secuencia de promotor, una regidon 5 no codificante, una regién reguladora en cis, tal como un sitio de unién
funcional para una proteina reguladora de la transcripcion o proteina reguladora de la traduccién, un marco de
lectura abierta cadena arriba, secuencias de union ribosdmica, un sitio de inicio transcripcional, un sitio de inicio
traduccional y/o una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia lider, codon de terminacion, un sitio de
parada traduccional y una regién 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 hibridos que
combinan elementos de mas de un promotor.

Las secuencias de promotor contempladas pueden ser nativas de las células de mamifero o pueden derivarse de
una fuente alternativa, en la que la regién es funcional en el organismo seleccionado. La eleccion de promotor
diferira dependiendo de la célula huésped deseada. Por ejemplo, entre los promotores que podrian utilizarse para la
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expresion en células de mamifero se incluyen el promotor metalotioneina, que puede ser inducido en respuesta a
metales pesados, tales como el cadmio, el promotor B-actina, asi como promotores viricos, tales como el promotor
del antigeno 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
raton, el promotor tardio mayor de adenovirus (AdMLP, por sus siglas en inglés), el promotor del virus herpes
simplex y un promotor del VPH, en particular la regién reguladora cadena arriba (URR, por sus siglas en inglés) del
VPH, entre otros. La totalidad de dichos promotores se encuentra bien descrita y facilmente disponible de la técnica.

También pueden utilizarse elementos intensificadores en la presente memoria para incrementar los niveles de
expresion de los constructos de mamifero. 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
repeticion 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
intron A del CMV.

El constructo quimérico puede comprender ademas 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 sefal de poliadenilacién y
cualesquiera otras sefiales reguladoras capaces de intervenir en el procesamiento del ARNm o la expresion génica.
La sefal de poliadenilacion se caracteriza por afiadir segmentos de acido poliadenilico al extremo 3’ del precursor de
ARNm. Las sefales de poliadenilacion son comunmente reconocidas por la presencia de homologia respecto a la
forma canonica 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
terminacion transcripcional y traduccional ademéas de una sefial de poliadenilacion y cualesquiera otras sefiales
reguladoras capaces de intervenir en el procesamiento del ARNm o la expresion génica.

En algunas realizaciones, el constructo quimérico contiene ademas un gen marcador seleccionable para permitir la
seleccion de células que contienen el constructo. Los genes de seleccidén son bien conocidos de la técnica y son
compatibles para la expresion en la célula de interés.

En una realizacion, la expresién del gen estructural o de ensamblaje de ortopox se encuentra bajo el control de un
promotor. En una realizacién 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 expresion de un nivel suficiente de CP77 para
sostener la propagacion virica en ausencia de efectos toxicos significativos sobre la célula huésped. Los promotores
también pueden ser inducibles, tal como el promotor inducible celular MTH (de un gen de metalotioneina); también
se utilizan promotores viricos en las células de mamifero, tales como CMV, RSV, SV-40 y MoU3.

En un primer aspecto, la presente invencién proporciona una célula de mamifero 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 linea celular modificada proporcione soporte a la propagacion de un poxvirus que es menos capaz o
es incapaz de propagarse en la célula no modificada.

En un segundo aspecto, la presente invencion proporciona un procedimiento para propagar un ortopoxvirus que no
se propaga en células CHO, comprendiendo el procedimiento propagar el poxvirus in vitro en una linea celular de
mamifero, en la que la linea celular es modificada para codificar y expresar CP77 bajo el control de un promotor.

En una realizacion, el genoma de la célula comprende ademas una secuencia codificante de D13L bajo el control de
un promotor y/o comprende ademas una secuencia codificante de K1L bajo el control de un promotor.

En otra realizacion, la célula es una linea celular continua, preferentemente una célula CHO.

En otras realizaciones, la célula de mamifero puede ser una célula humana, una célula de primate, una célula de
hamster o una célula de conejo.

En otra realizacion, el gen CP77, el gen D13L y/o el gen K1L se encuentra bajo el control de un promotor de
mamifero.

En otra realizacion, la expresion del gen CP77 proporciona soporte a la propagacion del virus para generar
rendimientos viricos equivalentes a los observados en una linea celular permisiva y preferentemente proporciona
soporte a una proporcion de amplificacion de la replicacion virica superior a 500.

En otra realizacién, CP77, D13L y/o K1L se encuentra codificados por una secuencia contigua de nucleétidos, un
codon optimizado para la expresion en células de mamifero.

Un ejemplo de una secuencia de K1L se proporcionaenla SECIDn°6y SECIDn°7.
11
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La memoria se refiere ampliamente a células modificadas (recombinantes o transformadas) y a un procedimiento
para la preparacion in vitro de vectores viricos en células huésped eucaridticas superiores en cultivo, en la que la
célula se modifica genéticamente de manera que potencie o facilite la multiplicacién del vector virico dentro de una
poblacion o mediante una poblacion de las células in vitro. En una realizacién no limitativa, la memoria proporciona
la propagacioén de poxvirus basados en Vaccinia en células de ovario de hamster chino (CHO).

Tal como es conocido por el experto en la materia, las células de ovario de hamster chino (CHO) se derivan del
ovario del hamster. Cricetulus griseus es el origen mas comun de las células de mamifero utilizadas para la
produccién bioindustrial de y de GMP de terapéuticos de proteinas recombinantes, incluyendo anticuerpos. La
popularidad de las células CHO para este propdsito se basa, en parte, en su rapido crecimiento y elevada
produccién de proteinas. En consecuencia, las lineas de células CHO han sido bien caracterizadas. Entre las lineas
de células CHO adecuadas se incluyen, aunque sin limitacion, las lineas A2, A2H, XrS6, CHO-K1, CHO/dhfr, RR-
CHO-K1, UT-I, P22, CHO-1CB6, Lec1, Lec2, Lec8, Pro-5 y CDKXB1. La linea celular CHO-K1 depositada en la ATCC
con el nimero de acceso ATCC CLL-61 o ATCC CRL-9618 se utiliza con frecuencia. La linea celular CHO-K1 se
derivd como subclon de la linea celular parental CHO iniciada a partir de una biopsia de un ovario de un hamster
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 lineas celulares, tales como las células
CHO, al cultivo en suspension utilizando técnicas estandares. La referencia a una célula recombinante o modificada
incluye su progenie. Las células pueden comercializarse en cualquier forma, incluyendo la forma congelada o en
suspension liquida. 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 ortélogos funcionales y formas modificadas
de los mismos capaces segun se determina en la presente memoria de proporcionar soporte al crecimiento de los
poxvirus al expresarse en forma de gen heterdlogo en el genoma de una célula huésped de mamifero. La referencia
a "formas modificadas" incluye una variacién (tal como una delecion, sustitucion o adicién) de la secuencia de tipo
salvaje o de referencia. Se proporciona una secuencia de nucleétidos de referencia en la SEC ID n° 1. Las formas
modificadas comparten una identidad de secuencia de por lo menos 80% en la regién codificante o una o mas partes
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
expresion en un mamifero o en otras células eucaritticas superiores, incluyendo las células CHO. La referencia a
CP77 incluye ortdlogos, es decir, genes con la misma funcidon 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
VHR1, CHOhr y CPXV025. El gen CHOhr/CP77 en la cepa Western Reserve (WR) de Vaccinia se encuentra
sustancialmente fragmentado y no produce ningun 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 ortdlogos funcionales y variantes funcionales.
El término "funcional”" se refiere a la calidad de expresion indicada en la presente memoria (Es decir, la transcripcion
y la traduccion) dirigida a partir del genoma de mamifero de una célula en cultivo, para proporcionar soporte a la
propagacion del poxvirus dentro del citoplasma de la célula expresante. El término "propagar” incluye la propagacion
intracelular y la propagacion intercelular y comprende la produccion de particulas viricas maduras.

En una realizacién, una poblaciéon de las células modificadas sostiene la propagacion 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 transmision célula a célula o sujeto a sujeto tipicamente no ocurre.

La referencia a una "célula de control no modificada" incluye la célula modificada tal como existia antes de la
modificacién para codificar por lo menos un factor de espectro de huéspedes viricos 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, asi 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
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 propagacion de no soélo Vaccinia sino también de derivados de Vaccinia, tales como el
VMA. Tras la propagacion en el sujeto, las células CHO-CP77 modificadas, VMA y Vaccinia todavia son incapaces
de propagarse en las células CHO no modificadas o en otro control adecuado.

La referencia en la presente memoria a "poxvirus" incluye un vector poxvirus recombinante codificante de una
molécula heteréloga de interés (tal como un antigeno de interés) como medicamento, o agente profilactico,
diagnostico o terapéutico. Dichos vectores poxvirus recombinantes tipicamente se utilizan como vacunas contra
enfermedades o condiciones no inducidas por poxvirus. Ademas, el término poxvirus incluye poxvirus aislados y
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derivados de los mismos propuestos para la utilizacion como vacuna terapéutica o profilactica contra una infeccién
por poxvirus, tal como la viruela o la infeccién 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
VMA vy 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 mas genes. El término "modificacion" pretende referirse a una variacion (tal como
una delecion, sustitucion o adicion) 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
sujeto relevante en comparacion con una forma no atenuada del mismo virus. El término incluye ademas virus que
no son patogénicos en un sujeto.

En una realizacién, la célula es una linea celular continua. Es menos imperativo que la célula modificada sea una
linea celular capaz de dividirse continuamente. Puede modificarse una célula de mamifero o eucariética superior
segun la presente invencion y posteriormente transformarla o inmortalizarla para convertirla en una linea celular en
division continua. Sin embargo, la célula antes de la modificacion convenientemente es una linea celular continua
conocida de la técnica bien caracterizada, en division continua y compatible con la biotecnologia. Dichas células se
encuentran convenientemente disponibles de organizaciones de depésito, tales como la American Type Culture
Collection (ATCC) o la European Collection of Cell Cultures (ECACC).

Entre las lineas celulares de mamifero 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.

En una realizacién, la célula es una célula CHO. Las lineas de células CHO de la técnica anterior, que no codifican
genes del huésped virico, no permiten la preparacion de Vaccinia o derivados de Vaccinia sustancialmente
incapaces de replicarse en el ser humano.

En algunas realizaciones, la célula es una célula humana, una célula de primate, una célula de hamster o una célula
de conejo.

Los constructos quiméricos adecuados para las presentes células de mamifero modificadas comprenden una
secuencia de acidos nucleicos codificante de un factor de espectro de huéspedes de poxvirus, que se encuentra
operablemente ligado a una secuencia reguladora. La secuencia reguladora convenientemente comprende
secuencias de control transcripcional y/o traduccional, que seran compatibles para la expresion en la célula.
Tipicamente, entre las secuencias de control transcripcional y traduccional se incluyen, aunque sin limitacion, una
secuencia de promotor, una regiéon 5 no codificante, una regién reguladora en cis, tal como un sitio de unién
funcional para una proteina reguladora de la transcripcion o proteina reguladora de la traduccién, un marco de
lectura abierta cadena arriba, secuencias de union ribosdmica, un sitio de inicio transcripcional, un sitio de inicio
traduccional y/o una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia lider, codon de terminacion, un sitio de
parada traduccional y una regién 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 hibridos que
combinan elementos de mas de un promotor.

Las secuencias de promotor contempladas pueden ser nativas de las células de mamifero o pueden derivarse de
una fuente alternativa, en la que la regién es funcional en el organismo seleccionado. La eleccion de promotor
diferira dependiendo de la célula huésped deseada.l Por ejemplo, entre los promotores que podrian utilizarse para la
expresion en células de mamifero se incluyen el promotor metalotioneina, que puede ser inducido en respuesta a
metales pesados, tales como el cadmio, el promotor B-actina, asi como promotores viricos, tales como el promotor
del antigeno 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
raton, el promotor tardio mayor de adenovirus (AdMLP, por sus siglas en inglés), el promotor del virus herpes
simplex y un promotor del VPH, en particular la region reguladora cadena arriba (URR, por sus siglas en inglés) del
VPH, entre otros. La totalidad de dichos promotores se encuentra bien descrita y facilmente disponible de la técnica.

También pueden utilizarse elementos intensificadores en la presente memoria para incrementar los niveles de
expresion de los constructos de mamifero. 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
repeticion 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
intron A del CMV.

El constructo quimérico puede comprender ademas 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 sefal de poliadenilacién y
cualesquiera otras sefales reguladoras capaces de intervenir en el procesamiento del ARNm o la expresién génica.

La sefal de poliadenilacidon se caracteriza por afiadir segmentos de acido poliadenilico al extremo 3’ del precursor de
ARNm. Las sefales de poliadenilacion son comunmente reconocidas por la presencia de homologia respecto a la
forma candnica 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
terminacion transcripcional y traduccional ademas de una sefial de poliadenilacion y cualesquiera otras sefiales
reguladoras capaces de intervenir en el procesamiento del ARNm o la expresion génica.

En algunas realizaciones, el constructo quimérico contiene ademas un gen marcador seleccionable para permitir la
seleccion de células que contienen el constructo. Los genes de seleccién son bien conocidos de la técnica y son
compatibles para la expresion en la célula de interés.

En una realizacion, la expresion del gen de espectro de huéspedes viricos se encuentra bajo el control de un
promotor. En una realizacién 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 expresion de un nivel suficiente de CP77 para
sostener la propagacion virica en ausencia de efectos toxicos significativos sobre la célula huésped. Los promotores
también pueden ser inducibles, tal como el promotor inducible celular MTH (de un gen de metalotioneina); también
se utilizan promotores viricos en las células de mamifero, tales como CMV, RSV, SV4 y MoU3.

Convenientemente, en una realizacion, la expresion del gen de espectro de huéspedes viricos permite sostener la
propagacion del virus, generando rendimientos viricos equivalentes a los observados en lineas celulares permisivas.
La expresion del gen de espectro de huéspedes viricos, por ejemplo, proporciona soporte a una proporcion de
amplificacion de la replicacion virica superior a 500. La expresion del gen de espectro de huéspedes viricos
proporciona soporte a la propagacion virica en ausencia de toxicidad significativa para las células huésped. Una
toxicidad significativa para las células huésped se refiere a un nivel de expresién del factor de espectro de
huéspedes viricos que reduce el rendimiento virico debido a una muerte prematura o falta de division de la célula
huésped. Al experto en la materia le resultara familiares los métodos para evaluar cualitativa o cuantitativamente
parametros de la célula huésped, tales como la supervivencia y multiplicacion de las células huésped y parametros
viricos, tales como la expresion del gen de espectro de huéspedes viricos, la replicacion virica y el rendimiento
virico.

En una realizacion, el poxvirus es un virus cordopox diferentes del virus ortopox que codifica un CP77 u ortélogo de
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 bufalo, 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 ratén 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
parapoxvirus, avipoxvirus, capripoxvirus, leporipoxvirus, virus de la viruela porcina, molluscipoxvirus y yatapoxvirus.

En una realizacion, el poxvirus es el VMA o un derivado del VMA que es sustancialmente incapaz de replicarse en el
ser humano/un sujeto.

En una realizacion, el poxvirus es el virus Vaccinia o un derivado de Vaccinia que es sustancialmente no replicante
in vivo en el ser humano.

En otra realizacion, el poxvirus es adecuado para la utilizacidn como vacuna poxvirica.

En una realizacién adicional, el poxvirus es un vector poxvirico recombinante que codifica y expresa una molécula
heterdloga de interés, tal como un antigeno de interés médico, en el que el vector poxvirico recombinante es para la
utilizacion como agente diagnostico, terapéutico o profilactico en un sujeto.

En la presente memoria la referencia a K1L se refiere al gen descrito por Shisler y Jin (2004) y ortélogos o formas
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 ortdlogos o formas modificadas del mismo.

En algunas realizaciones, y para evitar cualquier duda, el presente proceso de propagacion virica mejorado no
requiere la adicién de genes al genoma poxvirico. Evidentemente, ello no excluye modificaciones de vectores viricos
con otros fines, tales como, aunque sin limitacion, para codificar moléculas heterélogas como antigenos de interés
con fines de vacunacion o para producir una respuesta inmunolégica en un sujeto.

La transcripcion del gen de espectro de huéspedes poxviricos dentro del nucleo de la célula huésped y la traduccion
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del producto codificado tiene lugar en la célula infectada y resulta suficiente para la propagacion poxvirica en el
citoplasma de la célula huésped. Aunque sin limitaciéon a ningin modo de accién particular, se propone que CP77 es
un agente de proteccion virica.

En una realizacion ilustrativa, el gen de espectro de huéspedes poxviricos expresado por la linea celular infectada es
CP77. Tal como se muestra en el Ejemplo 4, en el caso de que se modifique el nucleo de una célula CHO para
codificar y expresar CP77, es capaz de proporcionar sostén a la amplificacién virica como si fuese una linea celular
permisiva, tal como 143B. Tipicamente, se observan placas confluyentes dentro de los dos primeros dias desde la
infeccion.

En otra realizacion, el nivel de propagacion virica en la célula modificada proporciona una proporcion de
amplificacion de entre por lo menos 10 y 5.000. Las proporciones de amplificacion son, en algunas realizaciones, de
entre 500 y 3.000 o de entre 1.000 y 4.000.

En otra realizacién, el promotor que controla la expresion del gen de espectro de huéspedes poxviricos heterélogo
proporciona un nivel de expresion del gen heterdlogo de espectro de huéspedes poxviricos en la célula. El nivel de
expresion de CP77 puede ser similar o exceder el producido por el virus de la viruela vacuna en las células
permisivas.

En otra realizacién, el promotor que controla la expresion del gen heterélogo de espectro de huéspedes poxviricos
proporciona un nivel de expresion del gen heterdlogo en la célula suficiente para permitir la propagacion virica por lo
menos hasta el nivel de propagacion virica en una célula permisiva.

En una realizacién, la produccién poxvirica en una linea de células CHO es igual o excede el nivel de produccion
poxvirica en una célula de control positivo.

En una realizacion, el nivel de produccién del virus VMA en las células CHO es sustancialmente igual o excede el
nivel de produccién de virus VMA en las células CEF.

En una realizacién, CP77, K1L y/o SPI-1 se encuentran codificados por una secuencia contigua de nucleétidos de
codones optimizados para la expresion en células de mamifero.

Tal como se indica adicionalmente en la presente memoria, la secuencia de acidos nucleicos de codones
optimizados codificante de CP77 puede presentar una identidad de secuencia de nucleétidos inferior a 80% o inferior
a 75% respecto a la secuencia codificante de la proteina CP77 del virus de la viruela vacuna de la cepa Brighton
Red (UniprotKB/Swiss-Prot:P12932.1). En algunas realizaciones, la secuencia de codones optimizados presenta la
secuencia indicada en la SEC ID n° 1 o es una variante funcional que comprende una secuencia de acidos nucleicos
que presenta una identidad de secuencia de por lo menos 70% respecto a la secuencia indicada en la SEC ID n° 1.
En algunas realizaciones, el factor de espectro de huéspedes viricos CP77 presenta la secuencia de aminoacidos
indicada en la SEC ID n° 2 o presenta una identidad de secuencia de aminoacidos de por lo menos 70% respecto a
la secuencia de aminoacidos indicada en la SEC ID n° 2.

En algunas realizaciones, se encuentra contemplado un kit que comprende o que consiste esencialmente en una
poblacién, tal como una poblaciéon clonal, de células de mamifero 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
virus Vaccinia.

La presente descripcion describe ademas un procedimiento o método de preparacion de un poxvirus que no se
propaga en las células CHO, comprendiendo el procedimiento propagar el poxvirus in vitro en una linea celular de
mamifero en la que la linea celular ha sido modificada para codificar y expresar CP77 bajo el control de un promotor.
El procedimiento puede comprender ademas el aislamiento de las particulas viricas.

La linea celular es convenientemente una linea celular de mamifero que es conocido por el experto en la materia
que resulta adecuada para la preparacion de un medicamento o agente terapéutico, diagnostico o profilactico.

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 realizacion, la linea celular CHO modificada proporciona sostén a la propagacion de un virus que es menos
capaz de propagarse en una célula CHO de control no modificada que es una que no expresa CP77.

En una realizacién, 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
replicante in vivo en el ser humano/en un sujeto.
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En algunas realizaciones, el virus es el VMA.

En otra realizacion, la memoria proporciona un método de propagacion 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
replicante en el ser humano.

En otra realizacion, la memoria proporciona un método de propagacion 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
sustancialmente no replicante en el ser humano.

En otra realizacién, la memoria proporciona un método de propagacion 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.

En otra realizaciéon, la memoria proporciona un método de propagacién 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.

En ofra realizacion, la memoria proporciona un método de propagacion del VMA codificante de una proteina
heterdloga, en el que el método comprende: (i) cultivar una célula CHO que ha sido transformada para expresar
CP77 y D13L y/o K1L, e (i) infectar la célula CHO en cultivo de (i) con el VMA.

En otra realizacién, la memoria proporciona un método de propagacion de un derivado de Vaccinia que es una
proteina heteréloga 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.

En otra realizacion, la presente memoria proporciona un vector, polinucleétido o plasmido creado artificialmente que
comprende la secuencia de acidos nucleicos de un gen de espectro de huéspedes viricos operablemente conectado
a elementos reguladores, tales como un promotor para la expresion en una linea celular de mamifero. En algunas
realizaciones, el gen virico es el gen de la proteina CP77 que contiene dominio repetido de anquirina de la viruela
vacuna (UniProtKBSwiss-Prot P12932.1 [proteina CP77 025LBR]). En una realizacidon, el gen de espectro de
huéspedes viricos, tal como CP77, ha sido optimizado para sus codones para la expresidon en una linea celular de
mamifero. Los vectores y plasmidos adecuados son conocidos de la técnica.

En una realizacién, el polinucleétido codifica CP77. En algunas realizaciones, el polinucleétido comprende la
secuencia de nucleétidos indicada en la SEC ID n° 1 (de codones optimizados para la expresién en células de
mamifero tales como CHO). En algunas realizaciones, el polinucleétido aislado comprende la secuencia de
nucleodtidos indicada en la SEC ID n° 1 o una variante de la misma que codifica la secuencia de aminoacidos
indicada en la SEC ID n° 2.

En otra realizacién, la presente memoria describe un vector de trasposicién para la insercion estable de un gen de
espectro de huéspedes viricos en una célula de mamifero.

La presente descripcion proporciona ademas un método de transformacion de una célula en cultivo de mamifero 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.

En algunas realizaciones, el método incluye transfectar la célula con un vector capaz de dirigir la expresion de un
CP77 codificado bajo el control de un promotor de mamifero.

En algunas realizaciones, el vector es un vector de transposicion codificante de CP77 bajo el control de un promotor
de mamifero.

En una realizacion 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 expresion de un nivel suficiente de CP77 para sostener
la propagacion virica en ausencia de efectos toxicos significativos sobre la célula huésped. Los promotores también
pueden ser inducibles, tal como el promotor inducible celular MTH (de un gen de metalotioneina); también se utilizan
promotores viricos en las células de mamifero, tales como CMV, RSV, SV4 y MoU3.

En algunas realizaciones, la célula es una célula CHO.
En algunas realizaciones, el virus es un poxvirus.
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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 acompafan en su estado nativo. Por ejemplo, un "polinucleétido aislado" o un "polipéptido
aislado" y similares, tal como se utilizan en la presente memoria, se refieren al aislamiento y/o purificacién in vitro de
una molécula polinucleétida o polipeptidica respecto de su medio celular natural y de la asociaciéon con otros
componentes de la célula. Aunque sin limitacién, una composicion aislada, complejo, polinucleétido, péptido o
polipéptido puede referirse a una secuencia nativa que se aisla mediante purificacion o a una secuencia que se
produce mediante medios recombinantes o sintéticos.

Entre las variantes se incluyen moléculas de acidos 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
hibridacion 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 nucledtidos que definen un factor de
espectro de huéspedes de poxvirus de referencia en una ventana de comparaciéon que comprende por o menos
aproximadamente 15 nucleétidos. Preferentemente, la region de hibridacion presenta una longitud de entre
aproximadamente 12 y aproximadamente 18 nucleobases o superior. Preferentemente, el porcentaje de identidad
entre una secuencia particular de nucledtidos y la secuencia de referencia es por lo menos aproximadamente 80%, o
85%, o mas preferentemente aproximadamente 90% similar o mas, tal como aproximadamente 95%, 96%, 97%,
98%, 99% o superior. Los porcentajes de identidad de entre 80% y 100% se encuentran comprendidos. La longitud
de la secuencia de nucleétidos depende de su funcion propuesta. Los homdlogos se encuentran comprendidos. Los
términos "homodlogo", "genes homologos" u "homodlogos" se refieren ampliamente a moléculas funcional vy
estructuralmente relacionadas, incluyendo las de otras especies. Los homdlogos y ortdlogos son ejemplos de
variantes.

La identidad de secuencia de acidos nucleicos puede determinarse de la manera siguiente. La secuencia de acidos
nucleicos de la invencion se utiliza para la busqueda en una base de datos de secuencias de acidos nucleicos, tal
como la base de datos GenBank (accesible en el sitio de internet http://www.ncbi.nin.nih.gov/blast), utilizando el
programa BLASTM, version 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 filtracion por defecto para eliminar las homologias de
secuencia debido a regiones de baja complejidad. Se utilizan pardmetros por defecto de BLASTM.

La identidad de secuencia de aminoacidos puede determinarse de la manera siguiente. La secuencia del polipéptido
de la invencion se utiliza para la busqueda en una base de datos de secuencias de polipéptidos, tal como la base de
datos GenBank (accesible en el sitio de internet http://www.ncbi.nIn.nih.gov/blast/) utilizando el programa BLASTP.
El programa se utiliza en el modo sin huecos. Se utiliza la filtracion por defecto para eliminar las homologias de
secuencia debido a regiones de baja complejidad. Se utilizaron los parametros por defecto de BLASTP. La filtracion
para las secuencias de baja complejidad puede utilizar el programa SEG.

La expresién "hibridacion bajo condiciones restrictivas" y equivalentes gramaticales de la misma se refiere a la
capacidad de una molécula de acidos nucleicos de hibridarse con una molécula diana de acidos nucleicos (tal como
una molécula diana de acidos nucleicos inmovilizada sobre una membrana con ADN o ARN, tal como una
transferencia southern o northern) bajo condiciones definidas de temperatura y concentracion salina. Con respecto a
las moléculas de acidos nucleicos de mas de aproximadamente 100 bases de longitud, las condiciones tipicas de
hibridacion restrictiva son una temperatura que no es mas de 25°C a 30°C (por ejemplo 10°C) inferior a la
temperatura de fusion (Tf) del duplex nativo (ver de manera general Sambrook et al. (supra); Ausubel et al., 1999).
La Tf para las moléculas de &cidos nucleicos de méas de aproximadamente 100 bases pueden calcularse mediante la
férmula Tf=81,5 + 0,41% (G+C-log (Na")). Con respecto a las moléculas de acidos nucleicos con una longitud inferior
a 100 bases, las condiciones ejemplares de hibridacion restrictiva son 5°C a 10°C inferiores a la Tf.

El término "vector" se refiere a una molécula polinucleétida, convenientemente una molécula de ADN derivada, por
ejemplo, de un plasmido, bacteriéfago, levadura, virus, mamifero, ave, reptil o pez en la que puede insertarse o
clonarse un polinucleétido. Un vector preferentemente contiene uno o mas sitios de restriccion Unicos y puede ser
capaz de replicacion auténoma en una célula huésped definida, incluyendo una célula o tejido diana o una célula o
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 replicacién autbnoma, es decir, un
vector que existe en forma de una entidad extracromosémica, la replicacion del cual es independiente de la
replicacion cromosdmica, por ejemplo un plasmido circular lineal o cerrado, un elemento extracromosémico, un
minicromosoma o un cromosoma artificial. El vector puede contener cualesquiera medios para garantizar la
autorreplicacion. 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 unico vector o plasmido, dos o mas vectores o pldsmidos, que juntos contienen el ADN total
que debe introducirse en el genoma de la célula huésped, o un transposén. La eleccién del vector tipicamente
dependera de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la que debe introducirse el vector. El vector
puede incluir ademas un marcador de seleccion, tal como un gen de resistencia a antibidtico que puede utilizarse
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para la seleccion 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 gendmico clasico que consiste en secuencias reguladoras de la
transcripcion y/o traduccién y/o una regién 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 expresion "elemento regulador” o "secuencia reguladora" se refiere a secuencias de acidos nucleicos (por
ejemplo ADN) necesarias para la expresion de una secuencia codificante operablemente ligada en una célula
huésped particular. Las secuencias reguladoras que resultan adecuadas para las células procariéticas, por ejemplo,
incluyen un promotor y opcionalmente una secuencia de accién en cis, tal como una secuencia de operador y un
sitio de unién ribosémica. Entre las secuencias de control que resultan adecuadas para las células eucarioticas se
incluyen promotores, sefiales de poliadenilacién, intensificadores de transcripcion, intensificadores de traduccion,
secuencias lider o posteriores que modulan la estabilidad del ARNm, asi como secuencias de reconocimiento que
dirigen un producto codificado por un polinucledtido 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
"complemento” y "complementario" utilizados en relacién a una molécula de acidos nucleicos se refieren a la
secuencia complementaria de acidos nucleicos segun se determina mediante apareamiento de bases de Watson-
Crick. Por ejemplo, el complemento de la secuencia de acidos nucleicos 5CCATG3’ es 5’CATGG3'.

La expresién "que se hibrida especificamente a" y similares se refieren a la unién, formacién de duplex o hibridacion
de una molécula Unicamente a una secuencia de nucleétidos 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 todavia mas particularmente sujeto mamifero, para el que se
desea la terapia o la profilaxis. Entre los animales vertebrados adecuados que se encuentran comprendidos dentro
del alcance de la invencion se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, primates, aves, animales de ganaderia (por
ejemplo ovejas, vacas, caballos, burros y cerdos), animales de experimentacion de laboratorio (por ejemplo, conejos,
ratones, ratas, cobayas y hamsters), animales de compania (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
requiere tratamiento o profilaxis. Sin embargo, se entiende que los términos anteriormente indicados no implican que
se encuentran presentes sintomas.

Las diversas realizaciones proporcionadas en la presente memoria se describen en mayor detalle mediante los
ejemplos no limitativos a continuacion.

EJEMPLO 1

VACV-COP no consigue crecer en las células CHO

Materiales y reactivos

VACV-COP, VSS02, SEMI 20213, Titulo: 1,6x10° ufp/ml

Vero: WHO-VERO-MCB pase n° 141, 08/08/2005, Virax Holdings Limited
CHO: SA-Pathology 7.05.2004

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 linea celular. Se infectdé cada pocillo con 4x10* ufp de VACV-COP VSS02 durante 45 minutos a temperatura
ambiente y después se incubaron a 37°C/5% de CO,. De cada linea celular se recolecto el contenido de 2 pocillos y
se agrupo a las 24 h, 48 h y 72 después de la infeccién. Los extractos de virus se prepararon mediante congelacion-
descongelacion tres veces y almacenando a -80°C hasta el momento de las titulaciones. Cada extracto se tituld
utilizando células Vero tal como se indica en el Protocolo, descrito en el Ejemplo 4.

Tras la congelacion-descongelacion, puede utilizarse una sonda de homogenizacion para romper dichos grandes
agregados insolubles. Cada pocillo que debia recolectarse contenia 2 ml de MM. En cada punto temporal se
agruparon 2 pocillos, proporcionando un volumen total de 4 ml por cada punto temporal. Puede afiadirse tampén TE
hasta proporcionar un volumen total de 6 ml por punto temporal.
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Los resultados de titulacion, resultados de rendimiento de virus y rendimientos de produccién 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 produccioén virica se incrementa con el tiempo. VACP-COP es no permisiva en
células CHO.

EJEMPLO 2

Crecimiento en multiples etapas para VACV+PH22 [CP77] en CHO frente a VERO

CP77 es activo en VACV

Se determind el potencial de propagacion 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 comparacion con células Vero en un
estudio de crecimiento multietapa.

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 proteina 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 clond para crear pPH22, que también codifica para una proteina fluorescente roja, DsRed-
Express2. pPH22 es un vector de integracién que inserta el gen BR025L y el gen DsRed en ORF B19R de VACV-
COP, que codifica para la proteina receptora alfa/beta IFN soluble y de superficie celular. La insercion de BR025L y
DsRed en VACV-COP se llevd a cabo mediante recombinacién homéloga como resultado de la infeccion de CHO
con baja multiplicidad de VACV-COP vy la transfeccién con pPH22. Sdélo el virus que contenga el gen BR0O25L se
amplificara adicionalmente en las células CHO, lo que puede verificarse visualmente por la presencia de células
infectadas o placas fluorescentes rojas.

El virus extraido 3 dias después de la recombinacion homdéloga se amplificd tres veces en CHO y después se tituld
en células Vero antes de utilizacién en el presente estudio de crecimiento multietapa en células CHO.

Materiales y reactivos

— VACV-COP, VSS02, SEMI 20213, Titulo: 1,6X10° ufp/ml

— VACV-PH22 [CP77], Titulo: 8X10° ufp/mi

— Vero: WHO-VERO-MCB pase n° 141, 08/08/2005

— CHO: SA-Pathology 7.05.2004

— 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 linea celular. Se infectd 1
matraz de cada linea celular con 1x10° ufp de VACV-COP VSS02 y uno cada una con 1x10° ufp de VACV-PH22
durante 45 minutos a temperatura ambiente y después se incubaron a 37°C/5% de CO,. De cada linea celular se
recolectd el contenido de cada matriz 96 h después de la infeccidn. Los extractos de virus se prepararon mediante
congelacion-descongelacion tres veces y almacenando a -80°C hasta el momento de las titulaciones. Cada extracto
se tituld utilizando células Vero tal como se indica en el protocolo detallado en el Ejemplo 4, en formatos de placas
de 24 pocillos.

Las infecciones se realizaron en matraz T25, 2 matraces por cada linea celular en donde el matraz 1 era para la
infeccion por VACV-COP y el matraz 2, para la infeccion por VACV-PH22. La recoleccion sélo se llevo a cabo 96 h
después de la infeccion. Se muestran los resultados en la Tabla 2. En la Tabla 2 puede observarse que: las células
CHO no pueden proporcionar soporte a la produccion de progenie del virus VACV-COP. Lo anterior confirma los
resultados indicados en el Ejemplo 1. Ademas, VACV-COP era viable ya que la infeccién de una linea celular
permisiva, células Vero en el presente estudio, amplificé el nivel de inéculo a mas de 200 veces, por lo tanto los
resultados observados en CHO se debian a la restriccion de la célula huésped. Sin embargo, al expresar CP77 por
un virus Vaccinia recombinante, VACV-PH22, se consigui6é una amplificacion del indculo de aproximadamente 700
veces. La expresion de CP77 no limitaba el espectro de huéspedes de Vaccinia a solo las células CHO, ya que la
infeccion de las células Vero con VACV-PH22 también amplificé el indculo. Sin embargo, el nivel de amplificacion
podria no ser tan bueno como Vaccinia sin CP77. Debido a que los errores estandares de los resultados de titulacion
son tan grandes, la diferencia de rendimiento podria no ser significativa.

Estos resultados muestran que CP77 expresado a partir del genoma virico es mas que adecuado en posibilitar que
VACV-COP se amplifique en la linea celular CHO no permisiva mediante la produccion de rendimientos similares a
los esperados de un sustrato celular permisivo, tal como Vero.

Una posible funcién para la proteina CP77 durante la infeccion 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
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sintetizado situado en las fabricas viricas, permitiendo de esta manera que el ciclo vital de Vaccinia continte 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 encontraria disponible en las células CHO debido a la
unién y consiguiente "bloqueo" por HMG20a del genoma. Debido a que la funciéon de CP77 no resulta necesaria para
la amplificacién virica en lineas celulares permisivas, tales como Vero, se propone en la presente memoria que
existe una proteina equivalente alternativa, incluso una proteina celular, que presenta dicha funcién y que puede
encontrarse inactiva o ausente en por lo menos las células CHO pero activa o presente en lineas celulares
permisivas. La proteina alternativa podria suponer que CP77 no resulta necesaria y, de esta manera, durante la
evolucion de Vaccinia posteriormente resulté delecionada o reorganizada, ya que su pérdida de funcién no resulta
esencial para el amplio espectro de huéspedes.

EJEMPLO 3

Construccion de p-LLO7-CHO (linea celular policlonal gue expresa CP77)

Se construyd una linea celular CHO para expresar la proteina CP77. Un virus VACV-COP recombinante que
expresa una proteina fluorescente verde (EGFP, por sus siglas en inglés) forma placas que se desarrollan hasta
constituir una infeccion confluyente en unos pocos dias de infeccion.

Vaccinia-COP (SCV401C) es un virus Vaccinia recombinante de la cepa Copenhagen (VACV-COP) en el que se ha
insertado en el ORF A39R un casete de expresidén que consiste en un promotor temprano/tardio fuerte del virus
Vaccinia operablemente ligado a la secuencia codificante de proteina de la proteina fluorescente verde mejorada
(EGFP, por sus siglas en inglés) y terminado por la secuencia de parada transcripcional temprana de poxvirus. Con
la infeccion de las células no permisivas y permisivas, EGFP se expresara dentro de las células infectadas, que
podran visualizarse utilizando un microscopio fluorescente. En las células permisivas, la fluorescencia verde puede
observarse que se extiende de célula a célula a medida que el virus se extiende por la poblacién celular.

La secuencia codificante de la proteina CP77 ha sido sintetizada por GeneArt GmbH (Alemania) mediante la
recreacion (retrotraduccién o traduccion inversa) de la secuencia de ADN desde el aminoacido 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 codon
se optimizo para la expresion en células de mamifero (CHO). Ver la SEC ID n° 1 para la secuencia de nucleétidos de
codones optimizados para la expresion de la secuencia codificante de la proteina CP77.

La secuencia codificante de la proteina CP77 de codones optimizados de pPH51 (un plasmido de clonacion que
aloja la secuencia codificante de la proteina CP77 de codones optimizados) se amplificé por PCR utilizando
cebadores de PCR en los que se disefié el cebador 5’ para afiadir una secuencia de Kozak en proximidad al codén
de inicio y el cebador 3’ se disefié para afadir la secuencia de etiqueta Flag antes del coddn de parada. El producto
de PCR amplificado se subcloné en el vector del transposon piggybac pJ507-2 (Hyg+) obtenido de DNA2.0 Inc.
(USA) mediante el sitio de clonacion Bsal. La clonacién en Bsal sustituye eficazmente la secuencia codificante de
GPF cometa con la secuencia codificante de la proteina CP77, creando pLLO7. A continuacién, CP77 queda bajo el
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.

Transduccion de CHO por inserciéon estable ayudada por transposén de los casetes de expresion de CP77 y
resistencia a higromicina: Se sembraron células CHO en los pocillos de una placa de 6 pocillos de manera que tras
la incubacion durante la noche alcanzaran una confluencia de 50%. Utilizando el reactivo de transfeccion Effectene
de Qiagen, se transfecté 1 ug de pLLO7 en 1 pocillo de células CHO confluyentes al 50% siguiendo las instrucciones
del fabricante. A continuacioén, las células transfectadas se incubaron durante la noche en medio de crecimiento. Al
dia siguiente, se cambié el medio por medio de crecimiento que contenia 500 pg/ml de higromicina B para la
seleccion de las células transducidas. Se cambid el medio de seleccion cada 2-3 dias 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 expansion celular adicional.

Verificacion de la expresiéon de CP77 mediante transferencia western (etiquetado con Flag)

Cultivo de sueros de conejo anti-CP77: Se inyectd en conejos un péptido de 15 aminoacidos ligado a proteina KHL
que representaba una secuencia de aminoacidos interna corta de la proteina CP77. Dicha secuencia de
aminoacidos era: SGSDVNIRSNNGYTC - posiciones aminoacidas 481 a 495 de UniProtKBSwiss-Prot P12932.1
[proteina CP77 025LBR] SEC ID n° 2.

Se llevo a cabo un total de tres inyecciones, separadas por 1 mes, para generar anticuerpos contra dicha secuencia
de aminoacidos conjugada con KLH. Se someti6 a ensayo sangre procedente del conejo inyectado, mediante
transferencia western frente a proteina CP77 etiquetada con His N-terminal purificada con Ni-NTA y expresada en
bacterias. Se demostré que el suero de conejo anti-CP77 reconocia claramente la proteina CP77 recombinante.
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Ensayo para la expresion de CP77 por p-LLO7-CHO: Se sembraron dos matraces T25 con CHO y p-LLO7-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 ul. A lo anterior, se afiadieron
50 pl de 5X tampon de carga de SDS-PAGE a cada tubo de células resuspendidas y después se incubd a 98°C
durante 5 min. Se cargaron 15 pl de cada extracto de proteinas celulares en dos geles de SDS-PAGE al 10%, se
sometieron a electroforesis y después se transfiieron a membranas de nitrocelulosa Hybond ECL mediante
electrotransferencia.

A continuacién, las membranas electrotransferidas se trataron con leche en polvo desnatada al 5% disuelta en
Tween 20 que contenia solucién salina tampén Tris (TBST) durante 1 hora a temperatura ambiente para bloquear
todos los sitios de union a anticuerpo no especificos disponibles sobre la membrana. A continuacion, las membranas
se lavaron varias veces en TBST antes de sondear con anticuerpos. La membrana 1 se sondeé con una dilucién
1:5.000 de anticuerpo anti-etiqueta DDDDK [M2] conjugada con HRP (ab49763, Sapphire Bioscience) durante la
noche a 4°C. Se sonde6 la membrana 2 con una dilucién 1:100 de antisueros anti-CP77 durante la noche a 4°C, se
lavd 3 veces con TBST y después se sonded con anticuerpo secundario, dilucién 1:5.000 de anticuerpo anticonejo
conjugado con HRP (GE Healthcare) durante 2 horas. A continuacién, se lavaron ambas membranas 3 veces en
TBST vy se trataron con reactivos de deteccion de transferencia western ECL (GE Healthcare) y se expusieron a
pelicula 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 muiltiples placas de 6 pocillos
y se cultivaron hasta que las monocapas celulares eran confluyentes al 100%.

Para infectar las células se utiliz6 un virus Vaccinia recombinante (cepa Copenhagen) que alojaba un casete de
expresion de EGFP (proteina fluorescente verde) bajo el control de un promotor temprano/tardio de virus Vaccinia
(SCV401C). Debido a que el titulo de SCV401C era desconocido, en primer lugar, se diluyeron 10 ul del stock virico
en 1 ml de medio MM (Dil. 1: 1:100) y después se infectd cada pocillo con 500 pl del diluyente virico. El dia 1
postinfeccién, se observé una infeccidon de elevada m.o.i. en la que la mayoria de células mostraban fluorescencia
verde. Se decidié llevar a cabo una dilucion 1:20 adicional de Dil. 1 mediante la adiciéon de 100 pl de Dil. 1 en 2 ml de
medio MM (Dil. 2). A continuacion, se utilizé lo anterior para infectar cada pocillo con 500 pl de Dil. 2.

Las infecciones viricas se observaron bajo el microscopio fluorescente (Olympus 1X51) con filtro de GFP (n° de cat.
U-MGFPHQ, Olympus). La imagen se capturd utilizando el software de imagenes digitales cellSens (Olympus).

Se observo a partir de los resultados que VACV-COP expresante de proteina fluorescente verde (SCV401C) no se
propaga en células CHO tal como se esperaba. Las células individuales fluorescentes verdes son el resultado de la
entrada del virus en la célula, la expresion del gen que incluye EGFP pero que es incapaz de producir nuevas
particulas viricas infecciosas y, por lo tanto, incapaz de extender la infeccion a las células vecinas. Sin embargo, en
una linea 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 infeccion el dia 1 postinfeccion. Dichos focos de infeccion se
convierten en una infeccidn confluyente en los siguientes dos dias después de la infeccion, en donde alcanzado el
dia 3, la entera monocapa celular se encuentra infectada por SCV401C. Las células CHO que expresan la proteina
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 proteinas que contiene el dominio de caja HMG. Las proteinas HMG son
proteinas remodeladoras de cromosomas que reconocen estructuras de ADN distorsionadas, tales como los
cruciformes. También pueden inducir el doblado del ADN mediante la unién al surco menor del ADN. Por lo tanto, las
proteinas que contienen caja HMG se consideran importantes para el remodelado de los cromosomas durante la
replicacién, recombinacién o reparacién del ADN. Ademas, determinadas proteinas que contienen caja HMG pueden
afectar a la transcripcion génica mediante la interaccion con factores de transcripcion en el sitio de promotor.

El trabajo publicado por Hsiao et al., 2006, ha demostrado que CP77 se une a HMG20A en las células CHO-K1.
Dicha proteina de la célula huésped, HMG20A, aparentemente se une al ADN virico en las fabricas viricas de las
células CHO infectadas por Vaccinia y se ha planteado que dicha proteina de la célula huésped "bloquea" el ADN en
las fabricas viricas y evita de esta manera el siguiente estadio del ciclo vital de Vaccinia, evitando de esta manera la
produccién de progenie virica infecciosa. La expresion de CP77 por el virus de la viruela vacuna aparentemente
elimina HMG20A del huésped del ADN virico y permite que el ciclo vital virico se reinicie, con la produccién eventual
de particulas viricas de progenie infecciosa.

Sin embargo, con la expresion de CP77 en CHO en ausencia de una infeccién virica, se esperaria que dicha
proteina secuestrase el HMG20A recién sintetizado presente en el citoplasma antes de translocarse al nucleo. En
caso de ser asi, se perderia la funcion de HMG20A en el nucleo y, debido a que desempefia un papel crucial
durante la replicaciéon, recombinaciéon y reparacion del ADN mas su funciéon durante la transcripcién génica, se
esperaria que la expresién de CP77 perjudicaria la integridad de las células CHO durante la multiplicacion y
mantenimiento celulares. Lo anterior inesperadamente no ocurre, ya que la linea celular CHO que expresa CP77 se
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mantuvo facilmente como cultivo continuo sin efectos observables sobre su capacidad de replicacion durante
muchas generaciones en comparacion con la linea celular CHO parental.

EJEMPLO 4

Estudios multietapa de crecimiento

El estudio cinético multietapa de crecimiento se llevé a cabo en p-LLO7-CHO: Se evalué la naturaleza permisiva de
la linea celular CHO expresante del gen de espectro de huéspedes CP77 frente a la infeccion por virus Vaccinia y se
compar6 el nivel de produccién virica con los niveles de produccién alcanzados en una linea celular humana
naturalmente permisiva - 143B.

El objetivo era comparar la caracteristica de propagacién de VACV-COP en las lineas celulares p-LLO7-CHO, CHO y
143B. En el presente estudio, se sometié a ensayo la funcionalidad de CP77 expresado por p-LLO7-CHO mediante
el examen de la caracteristica de amplificacion de VACV-COP dentro de dicha linea celular en comparacién con su
caracteristica de amplificacion en células CHO (no permisivas) y 143B (permisivas).

Materiales y métodos:

Organizacioén de las lineas celulares

Configuracion de CHO: se sembré una placa de 6 pocillos (6WP) con células CHO vy se cultivé hasta la confluencia

en medio de crecimiento (RPMI+FBS al 10%).

Configuracion de 143B: se sembroé una placa de 6 pocillos (6WP) con células 143B y se cultivd hasta la confluencia

en medio de crecimiento (RPMI+FBS al 10%).

Configuracion de p-LLO7-CHO: se sembré una placa de 6 pocillos (6WP) con células p-LLO7-CHO vy se cultivo hasta

la confluencia en medio de crecimiento (RPMI+FBS al 10%+500 pug/ml de higromicina B).

Diluciéon de VACV-COP: cada pocillo de cada 6WP se infectd con 0 01 ufp en un volumen total de 500 pl. Se fij6 el

recuento celular por pocillo a una confluenma de 100% en 4x10° células. Para una tasa de |nfeCC|on de 0,01
ufp/pocillo, resultaron necesarios 4x10* ufp por pocillo de manera que se diluy6 el stock de virus a 8x10* ufp/ml en
medio de mantenimiento (RPMI/FBS al 2%).

Infecciones: se elimind el medio de cultivo de cada pocillo de cada placa, en la que se anadieron 500 ul de virus
diluido y se dejé bajo incubacién a temperatura ambiente durante 1 h para que las células adsorban el virus. A
continuacion, se extrajo el indculo virico y cada pocillo infectado se lavé una vez con 1 ml de PBS estéril y después
se incub6 en 2 ml de MM por pocillo a 37°C/5% de CO..

Recoleccién: se recolectaron dos juegos de pocillos de cada placa en los tiempos siguientes después de la
infeccion: 24 h, 48 h y 72 h. El dia de la recoleccion, se rasparon las células introduciéndolas en el medio de cultivo
en el que se agruparon dos juegos de pocillos de cada linea celular y las células se peletizaron mediante
centrifugacion a 1.000xg durante 5 min. Se resuspendié cada pellet celular en 1 ml de TrisHCI 10 mM, pH 8. A
continuacion, el pellet celular resuspendido se someti6 a tres ciclos de congelacidon-descongelacion y se almacené a
-80°C hasta el momento de la titulacion.

Las titulaciones se llevaron a cabo en células Vero y 143B cultivadas hasta el 100% de confluencia en placas de 24
pocillos.

Diluciones: los extractos viricos se sacaron del congelador, se descongelaron y se sonicaron para homogeneizar
cualesquiera agregados visibles. Los extractos viricos se diluyeron en serie hasta 10® en medio de mantenimiento.

Infecciones: se extrajo el medio de cultivo de cada pocillo y se |nfecto con 1 ml de cada dilucion (4 pocillos por
dilucién, una placa para cada virus, partiendo de la dilucién 10° ) durante 1 h a temperatura ambiente. Tras la
incubacién, se transfirid cada placa al incubador y se incub6 a 37°C/5% de CO- durante 3 dias para el desarrollo de
las placas.

Calculo de los titulos: dilucion que contenia 20 a 50 placas; se realizé el recuento de las placas y después se calculd
la media. Dichos recuentos medios se multiplicaron por el reciproco de la dilucién y debido a que se utilizé 1 ml para
la infeccidn, el numero resultante es el titulo en ufp/ml.

Calculo de los errores estandar: se calcul6 el error estandar (ES) con una confianza del 95% a partir de los 4 valores
de titulacién que constituian la media, utilizando la férmula a continuacién: 1,95 x (SD/\n), en la que: SD es la
desviacion estandar de una muestra pequeia; n es el numero de réplicas de titulacion (4 en el presente caso).
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Célculo de rendimientos: es la cantidad total de virus en el extracto virico que se titula: Titulacion media (ufp/ml) X
Volumen total de extracto virico = ufp.

Calculo de la proporcién de amplificacién: este nimero representa el factor de amplificacién respecto a la cantidad
utilizada como inéculo: Rendimiento en ufp/tamario de inéculo en ufp.

Se llevaron a cabo estudios multietapa de cinética del crecimiento en placas de 6 pocillos - dos pocillos por cada
linea celular y punto temporal. Se infecté cada pocillo con 4x10* ufp de VACV-COP vy para la recoleccion, se
recolectaron y agruparon 2 pocillos de cada linea celular y punto temporal y se preparé un extracto virico a partir de
cada agrupado. El extracto virico, volumen total 1 ml, que representa 2 infecciones agrupadas resultantes de un
tamario de inoculo de 8x10* ufp (4x‘|04 ufp X 2), seguidamente se tituld. La titulacion se llevé a cabo utilizando dos
lineas celulares indicadoras, 143B y Vero.

Los resultados de titulaciéon y rendimiento virico se muestran en las Tablas 3 y 4, respectivamente. VACV-COP no se
amplificd en las células CHO no permisivas, es decir, produjo menos virus que la cantidad utilizada en el in6culo de
entrada. Sin embargo, la amplificacién virica en la linea celular CHO que expresa el gen de espectro de huéspedes
CP77 era aproximadamente 2.000 veces superior al del inéculo de entrada (basado en los resultados de titulacion
con ceélulas 143B como linea celular indicadora). La amplificacion a partir de la célula permisiva fue
aproximadamente 3.000 veces superior que en el indculo de entrada. Debido a que los errores estandar se solapan,
la diferencia de amplificacidn entre las células p-LLO7-CHO y 143B no estadisticamente significativa.

Al comparar la amplificacion virica en las dos lineas celulares utilizando los resultados de titulacion de las células
indicadoras Vero, aparentemente la amplificacion resulté marginalmente superior en las células p-LLO7-CHO que en
las células 143B; sin embargo, este resultado no era estadisticamente significativo.

En el presente estudio se confirmé adicionalmente que el virus Vaccinia no era permisivo en las células CHO, ya que
el nivel de produccion virica era muy inferior que la cantidad de virus utilizada como inéculo. Sin embargo, en el caso
de que CHO exprese el gen de espectro de huéspedes del virus de la viruela vacuna codificante de la proteina
CP77, la célula se vuelve permisiva al virus Vaccinia y proporciona soporte a la producciéon de virus a los mismos
niveles observados en una linea celular permisiva. Ademas, cabe destacar que sélo se requiere la expresion de un
gen de espectro de huéspedes, CP77, para convertir dicha linea celular en un sustrato celular permisivo "utilizable"
para la producciéon de Vaccinia. La producciéon de Vaccinia a partir de CHO resulta muy deseable ya que CHO es
una linea celular de facil uso biotecnologico en el aspecto de que crece tan rapido como las bacterias, puede
cultivarse en medio de cultivo sintético definido sin el requisito de aditivos biologicos tales como el suero de feto
bovino y puede cultivarse en forma de suspensién celular en un biorreactor. CHO también presenta una historia de
produccién de productos medicinales bioldgicos; ha sido bien caracterizada y es conocida y apreciada por las
agencias de control biomédico tales como la FDA y EMEA.

Una linea celular CHO transgénica que expresa la proteina CP77 bajo el control de un promotor celular constitutivo
es permisiva a la replicacion y propagacion del virus Vaccinia a los mismos niveles observados en una linea celular
naturalmente permisiva que rinde niveles elevados de progenie virica.

EJEMPLO 5

Propagacion del VMA en células CHO-CP77

Propagacion de VMA+GFP en CHO, 143B y p-LL07-CHO

Materiales y métodos:

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

Observaciones sobre el cultivo de p-LLO7-CHO: la propagacion general y mantenimiento de la linea celular p-LLO7-
CHO se llevé a cabo en MC mas 500 pg/ml de higromicina-B aunque, sin embargo, para la siembra y cultivo en
placa hasta el 100% de confluencia antes de la infeccion, las células se cultivaron en MC sin higromicina-B.

Organizacion de las células: las células 143B, CHO y P-LLO7-CHO se sembraron en placas de 6 pocillos y se
cultivaron en medio de cultivo (MC) a 37°C/5% de CO; hasta que las monocapas celulares alcanzaron el 100% de
confluencia. Se cultivé una placa por linea celular.
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Infeccién

e Se utilizé un VMA recombinante que alojaba un casete de expresion de GFP (proteina fluorescente verde) para
infectar las células cultivadas en placas de 6 pocillos. Debido a que el titulo de VMA-GFP era desconocido, el virus
se diluyd en serie en medio de mantenimiento (MM) de la manera siguiente:

o Dil 1: 20 pl del stock de virus se diluyé en 2 ml de medio MM (diluciéon 1:100) y se mezclé mediante
agitacién vigorosa con vértex.

o Dil 2: Se afadieron 500 pl de Dil. 1 a 4,5 ml de MM (dilucién 1:103) y se mezclaron mediante agitacion
vigorosa con vortex.

o Dil 3: se afiadieron 500 pl de Dil. 2 a 4,5 ml de MM (dilucion 1:104) y se mezclaron mediante agitacion
vigorosa con vortex.

o Dil 4: Se afnadieron 500 pl de Dil. 3 a 4,5 ml de MM (dilucién 1:105) y se mezclaron mediante agitacion
vigorosa con vortex.

e Se infectd un pocillo de cada placa con 500 pl de las diluciones de virus siguientes: Dil. 2, Dil. 3 y Dil. 4.

e Se incubd cada placa durante un periodo de 5 dias y se examino para el desarrollo y extension 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 dias. Los pocillos no infectados de cada placa eran controles de la autofluorescencia.

Observacién bajo el microscopio

Se observo la infeccidn virica bajo el microscopio de fluorescencia (Olympus 1X51) con filiro de GFP (n° de cat. U-
MGFPHQ, Olympus). Se capturé la imagen utilizando software de imagenes digitales cellSens (Olympus).

Resultados

Los resultados demostraron que el VMA que expresaba proteina 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 expresion del gen que incluye GFP pero que es incapaz de producir nuevas particulas viricas
infecciosas y, por lo tanto, incapaz de extender la infeccion a las células vecinas. Sin embargo, en una linea celular
que expresa CP77, el VMA es capaz de producir nuevos virus infecciosos que se extienden a las células vecinas
formando focos de infeccion el dia 1 después de la infeccién, alcanzando un desarrollo adicional el dia 3.

EJEMPLO 6

Confirmacioén de la restriccion de espectro de huéspedes del VMA recolectado de la infeccion de p-LLO7-CHO

Organizacién de las células

Se sembraron células 143B, CHO y BHK-21 en mudltiples placas de 6 pocillos y se cultivaron en medio de cultivo
(MC) a 37°C/5% de CO; hasta que las monocapas celulares alcanzaron el 100% de confluencia. Se cultivd una
placa por linea celular.

Recoleccién de virus del Ejemplo 5

El VMA+GFP del pocillo infectado por P-LLO7-CHO Dil. 3 en el Ejemplo 5 se recolecté tras 5 dias de infeccion del
modo siguiente:

e Tanto sobrenadante como células se recolectaron del pocillo y se centrifugaron durante 5 min a 1.000xg para
peletizar las células infectadas.

e Se resuspendio el pellet celular en 500 pl de tampdn de Tris-HCI 100 mM, pH 8.

e El pellet celular resuspendido se congelé y descongeld por lo menos tres veces para liberar los virus de las
células infectadas.

Infeccién

e Debido al titulo desconocido del extracto virico en bruto, el virus se diluyé en serie en medio MM del mismo modo
que en el Ejemplo 5.

e Se infectd un pocillo de cada placa con 500 ul de las diluciones de virus siguientes: Dil. 2, Dil. 3 y Dil. 4.

e Se incubd cada placa durante un periodo de 5 dias y se examind para el desarrollo y extension 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 dias.
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Observacién bajo el microscopio

Se observo la infeccion virica bajo el microscopio de fluorescencia (Olympus 1X51) con filtro de GFP (n° de cat. U-
MGFPHQ, Olympus). Se capturé la imagen utilizando software de imagenes digitales CellSens (Olympus).

Resultados

El VMA recolectado a partir de la linea celular CHO que expresaba CP77 todavia mantenia su espectro de
huéspedes restringido, no siendo capaz de propagarse en las lineas celulares no permisivas CHO (hamster) y 143B
(humana). La falta de focos fluorescentes verdes durante el periodo de tres dias postinfeccién de las células CHO y
143B demuestra que no se produjo progenie virica infecciosa en estas lineas celulares. Sin embargo, dicho VMA
todavia mantenia su espectro de huéspedes para las células BHK21 (hamster) ya que pudieron observarse focos
fluorescentes verdes de infeccion el dia 1 después de la infeccidon que crecieron en tamafio durante los 3 dias
siguientes.

Conclusiones

e Las células CHO que expresan la proteina de espectro de huéspedes CP77 son permisivas a las infecciones por
VMA, al contrario que las células CHO parentales (nativas).

e El VMA propagado en una linea celular CHO que expresaba CP77 no incrementd su espectro de huéspedes a
lineas celulares no permisivas tales como CHO y 143B (humana).
EJEMPLO 7

Construccién de pLLO7

Informacion de antecedentes: El producto de PCR CP77 (CHO, de codones optimizados) CDS del molde de ADN
pPHS51 se clond en el sistema PiggyBac pJ507-2 (Hyg+) mediante el sistema de clonacion InFusion de Clontech
para crear pLLO7. La secuencia de CP77 etiquetada con Flag se insert6 en Bsal de pJ507-2, eliminando de esta
manera la secuencia cometa de GFP (SEC ID n° 3).

Pareja de cebadores de PCR utilizada para amplificar por PCR el gen CP77-CHO a partir del ADN del plasmido
pPH51.

AACACGTCTCGGGGGgecgecaccATGTTCGACTACCTGGAAAATGAGGAAGTG (SECIDn°4)y
CAGGAAGACGCTTTTtcaCTTGTCATCGTCATCCTTGTAATCCTGCTGCTCGAA GATCTTGTACT (SEC ID n°
5). Se muestra la secuencia de etiqueta Flag en negrita en el cebador Inf-LLO7-CPP7-Rv.

La configuracion de INSERCION/CASETE de plasmido era la siguiente: Se envié para la secuenciacién
Insercién/Casete Map.pLL7 clon n° 3.

Se introdujeron 15 ficheros de secuenciacion ABI junto con el fichero de referencia de pLLO7 "pLLO7_ref.sbd" en el
programa informatico DNAstar Segman de Lasergene y se ensamblaron en 1 céntigo de consenso. Las secuencias
de alineacion se recortaron para que correspondiesen con el inicio y final de la secuencia de referencia; después se
deleciond la secuencia de referencia de la alineaciéon para que no presentase influencia sobre el establecimiento de
la secuencia de consenso. Se guardo la secuencia de consenso del contigo en forma de un fichero de secuencia de
ADN con el nombre "pLLO7_#3 consensus.seq". La direccion de lectura del contigo se determiné y encontré que
representaba la misma direccion de lectura que la secuencia de referencia. Utilizando Megalign (DNAstar) se alined
manualmente "pLLO7_#3 consensus" a la secuencia de referencia "pLLO7_ref.sbd" para ayudar a identificar las
discrepancias entre la secuencia de referencia y la secuencia en pLLO7_#3. El ensamblaje de los ficheros 15AB1
para pLLO7 clon n°® 3 del AGRF-sequencing service utilizando Segman (parametros por defecto) resulté en un
contigo de consenso que cubria la longitud completa de la secuencia de referencia pLLO7insertion. No se observd
discrepancia entre la secuencia en pLLO7_#3 y la secuencia de referencia. Las secuencias insertadas en el contigo
de consenso pLLO7_#3 eran idénticas a la secuencia de referencia.

EJEMPLO 8

Expresion de G1L e I7L en células de mamifero

Se construyeron plasmidos de expresién codificantes de G1L etiquetado con Flag e I7L etiquetado con Flag y se
utilizaron para generar lineas celulares 143B transgénicas que expresaban dichas proteinas. Aunque dichas células
habian sido amplificadas en presencia de geneticina para seleccionar positivamente las células transducidas y el
analisis de PCR habia confirmado la presencia de dichas secuencias codificantes de proteina dentro de los
genomas de dichas lineas celulares, el analisis de transferencia western no consiguié detectar la presencia de
proteinas etiquetadas con Flag expresadas al sondear con un anticuerpo anti-DDDK.
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Las secuencias codificantes de proteina de COP-G1L y COP-I7L etiquetados con Flag C-terminales fueron
sintetizadas por GeneArt (Life Technologies) y subclonadas en el sitio Bsal de pJ503-2 (seleccién de piggyBac-
antibiético neomicina) obtenido de DNA2.0 Inc. (USA). Dicho procedimiento de clonacion intercambia GFP cometa
por las secuencias codificantes de proteina G1L o I7L etiquetada con Flag. Los clones resultantes se denominaron
pLLO8 para el vector piggyBac de G1L y pLL10 para el vector piggyBac de I7L.

Las caracteristicas principales de dichos dos vectores plasmido son: las secuencias codificantes de proteina
etiquetadas con Flag se encuentran bajo el control del promotor humano constitutivo E1Falfa; dicho casete de
expresion junto con el casete de expresion NPT Il (gen de resistencia a neomicina) se encuentran flanqueados por
limites de transposoén izquierdo y derecho formando un elemento transposoén artificial. Externo al elemento
transposoén artificial aunque contenido dentro del mismo plasmido se encuentra el casete de expresion del enzima
transposén que media en la integracion irreversible del elemento transposén en el genoma del huésped. Las células
portadoras de dichos elementos transposén pueden seleccionarse positivamente mediante la inclusion de G418
(geneticina) en el medio de cultivo celular.

El vector plasmido pLL08 (GIL etiquetado con Flag) y pLL10 (I7L etiquetado con Flag) se transfectaron en células
143B para crear dos lineas celulares transgénicas transducidas: G1L-143B (que contenia el casete de expresion de
G1L) e 17L-143B (que contenia el casete de expresion de 17L). Las células con integracion con éxito del transposon
se amplificaron hasta cantidades trabajables mediante la inclusién de geneticina en el medio de cultivo. Con el fin de
verificar que se habia producido la integracién con éxito, se extrajo el ADN celular total de dichas células
transgénicas utilizando el kit de extraccion de ADN DNeasy de Qiagen siguiendo las instrucciones en el manual del
kit. A continuacion, se utilizé el ADN extraido como molde para las reacciones de amplificacion de PCR utilizando
parejas de cebadores de PCR especificas para la amplificacién por PCR de G1L e I7L. Ambas lineas celulares eran
positivas para la presencia de secuencias de ADN de G1L e I7L en sus genomas.

Con el fin de someter a ensayo la expresion de G1L e I7L por dichas lineas celulares, se llevé a cabo un analisis de
transferencia western mediante la deteccion de la presencia de cada proteina etiquetada con Flag utilizando un
anticuerpo anti-etiqueta Flag [M2] conjugado con HRP (anticuerpo anti-DDDDK, Abcam n° ab49763). Los resultados
de dichos andlisis de transferencia western utilizando proteinas totales extraidas de las lineas celulares G1L-143B e
I7L-143B mostraron que el anticuerpo anti-etiqueta Flag no reconocia ninguna proteina extraida de 143B tal como se
esperaba y que si podia reconocer una proteina etiqueta Flag expresada en una linea celular CHO transgénica para
CP77-etiqueta Flag (CP77-CHO), confirmando que el anticuerpo anti-etiqueta Flag puede reconocer las proteinas
etiquetadas con Flag. Sin embargo, no pudo detectarse ninguna proteina G1L-etiqueta Flag en el extracto de
proteinas procedente de la muestra G1L-143B. La proteina I7L-etiqueta Flag de expresion bacteriana puede
detectarse mediante el anticuerpo anti-etiqueta Flag pero el anticuerpo no pudo detectar la expresion de 17L-etiqueta
Flag por la linea celular 17L-143B.

Debido a que los casetes de expresion de G1L e I7L pudieron detectarse en su linea celular respectiva, las
conclusiones podrian ser que las proteinas expresadas son rapidamente degradadas tras la sintesis en ausencia de
una infeccioén por Vaccinia, es decir, tanto la proteina G1 como 17 son enzimas especificamente viricos y podrian ser
inestables sin sus sustratos enzimaticos especificos de Vaccinia o el promotor que controla dichos dos casetes de
expresion es defectivo. Otra hipétesis es que la expresion de dichas proteinas en ausencia de una infeccion por
Vaccinia resulta "téxica" para las células y durante el procedimiento de seleccidon con geneticina, en las células en
las que se habian silenciado los casetes de expresion transgénicos G1L e I7L pero no el casete de expresion NPT Il
posibilitaba la amplificacion de las células resistentes a geneticina que no expresaban las proteinas G1L o I7L.
Debido a que el plasmido pJ503-2 piggyBac ha sido utilizado con éxito en el laboratorio de los presentes inventores
para la expresion de COP-D13l en células 143B, se propone que el promotor EF1alfa es funcional y que dichas
proteinas son inestables en ausencia de una infeccion por Vaccinia o que el promotor que regula la expresiéon de
dichas proteinas ha sido silenciado selectivamente, evitando la represion de proteinas "toxicas" durante la
amplificacion celular en presencia de geneticina.

EJEMPLO 9
D13L es un ejemplo de una proteina de maduracion o ensamblaje estructural esencial expresada por las células de

mamifero y que rescata Vaccinia con la delecién del gen D13L y Vaccinia con delecion de D13L expresa la proteina
en las células infectadas

Construccioén de linea celular de rescate de D13: a titulo de ejemplo de atenuacién de Vaccinia mediante el bloqueo
del proceso de ensamblaje/maduracion, el ORF de D13L de la cepa Copenhagen fue la diana para la delecion. De
esta manera, en primer lugar, debe construirse una linea celular que expresa dicha proteina de manera que pueda
propagarse un virus con delecion de COP-D13L. Para la construccion de la linea celular rescatada, se selecciond la
linea celular de ovario de hamster chino, con frecuencia denominada CHO, ya que esta linea celular se considera
‘de facil uso en biotecnologia’. Con el fin de rescatar el virus Vaccinia infeccioso con una delecion de COP-D13L,
dicha linea celular debe expresar la proteina D13 a partir de su genoma nuclear utilizando la maquinaria de
transcripcion de la célula y no del virus Vaccinia. La secuencia de aminoacidos en la célula expresaba proteina D13
que contenia una secuencia de aminoacidos 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 nucleétidos correspondiente.
La integracion estable de dicho casete de expresion de codones optimizados de D13L-CHO etiquetado consistente
en un promotor de mamifero y una secuencia de sefal de poliadenilaciéon de mamifero en el ADN nuclear se llevo a
cabo mediante tecnologia de integracion de transposoén del tipo informado por Urschitz et al. (2010) y Matasci et al.
(2011). La transduccion de CHO se llevo a cabo mediante la utilizacion del sistema de vector piggyBac obtenido de
DNA2.0 Inc. (USA).

Construccién de secuencia codificante de la proteina D13L: la secuencia codificante de la proteina D13L fue

generada mediante sintesis por GeneArt of Life Technologies mediante la recreacion de la secuencia de ADN de
aminoacidos de D13 codificada por ORF de D13L de la cepa Copenhagen del virus Vaccinia y de codones
optimizados para la expresion en células CHO. La secuencia codificante de la proteina del ORF de D13L en VACV-
COP se muestra en el Listado de secuencias.

Construccién de vector de transduccién celular de D13L: la secuencia codificante de la proteina D13 de codones

optimizados (D13LchoTagged) de pLL17 se amplificé por PCR y se subclon6 en el vector transposén piggyBac
pJ503-2 (vector de expresién de mamifero piggyBac pHULK con CometGFP y Neo") obtenido de DNA2.0 Inc. (n° de
cat. pJ503-2) mediante los sitios de clonacién Bsal para producir pLL19. La clonacion entre Bsal mediante clonacion
In-Fusion (Clontech: clonacion sin ligasas) elimina la secuencia codificante de GFP cometa y la sustituye por la
secuencia codificante de proteina D13 etiquetada mediante recombinacién homdloga in vitro. La secuencia
codificante de la proteina D13LchoEtiquetada se encuentra ahora bajo el control del promotor humano factor 1-alfa
de alargamiento (EF1a) y se coexpresara con el gen de resistencia a neomicina una vez ambos se hayan integrado
establemente en el genoma de las células transfectadas. La integracion estable en el genoma del huésped se
encuentra mediada por la integracion mediante transposon de la secuencia de ADN unida por los limites izquierdo y
derecho del transposo6n del vector piggyBac.

La amplificacion por PCR de la secuencia D13LchoTagged se llevd a cabo utilizando la pareja de cebadores
siguiente:

Secuencia de cebador directo:

Inf-LL19-D13LC-Fw: 5-~AACACGTCTCGGGGGgccgccaccATGAACAACACCATCATCAA-3'

La secuencia en mayuscula, negrita y subrayada representa la secuencia homologa al sitio Bsal cadena arriba
de GFP cometa en pJ503-2 (Neo+) necesaria para la clonacion In-fusion. La secuencia en mindscula, rojo y
subrayada es una secuencia de Kozak modificada. La secuencia en mayuscula y fuente normal es homdloga al
extremo 5’ de la secuencia de D13LchoTagged en pLL17.

Secuencia de cebador inverso:

Inf-LL19-D13LC-Rv: 5-CAGGAAGACGCTTTTTCACTTGTCGTCGTCGTCCTTGTAG- 3'

La secuencia en mayuscula, negrita y subrayada representa la secuencia homologa al sitio Bsal cadena abajo de
GFP cometa en pJ503-2 (Neo®) necesaria para la clonacion In-fusion. La secuencia en mayuscula y fuente normal
es homoéloga al extremo 3’ de la secuencia de D13LchoTagged en pLL17. El producto de PCR de 1.719 pb esperado
se cloné en pJ503-2 cortado con Bsal (Neo+), mediante clonacion InFusion (Clontech) siguiendo las instrucciones
del fabricante a fin de crear pLL19.

Construcciéon de una linea celular CHO que expresa proteina D13: se sembraron células CHO pLL19-CHO en
pocillos de una placa de 6 pocillos de manera que tras la incubacion durante la noche presentasen una confluencia
de aproximadamente el 50%. Utilizando el reactivo de transfeccion Effectene de Qiagen (n° de cat. 301425), se
transfectd 1 ug de pLL19 en 1 pocillo de células CHO confluyentes al 50% siguiendo las instrucciones del fabricante.
A continuacion, las células transfectadas se incubaron durante la noche en medio de cultivo (RPMI 1640/FBS al
10%/Glutamax 2 mM/Pen-Strep). Al dia siguiente, se cambio el medio por medio de cultivo que contenia 1.000 pg/ml
de geneticina para la seleccion de las células transducidas. El medio de seleccion se cambié cada 2 a 3 dias. Al
crecer las células transducidas a 90-100% de confluencia, se recuperaron utilizando TrypLE Select (Gibco-Invitrogen
Corp., n° de cat. 12563-029) y se sembraron en un matraz T25 para la expansién celular adicional.

Verificacion de la expresion de D13 mediante transferencia western - produccion de antisuero anti-D13 de conejo En
conejos se inyectd un péptido de 16 aminoacidos unido a proteina KLH que representaba el aminoacido C-terminal
de la proteina D13 nativa. Dicha secuencia de aminoacidos era: CYDQGVSITKIMGDNN. Se llevé a cabo un total de
tres inyecciones, separadas por 1 mes, para generar anticuerpos contra dicha secuencia de aminoacidos. Se
sometid a ensayo el suero del conejo inyectado, mediante analisis de transferencia western frente a los extractos
celulares siguientes: extracto de células 143B completas, extracto completo de la linea 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
especifica la proteina D13.
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Preparacion de células CHO transducidas - se cultivd la linea 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., n° de cat. 12563-029), se
peletizaron mediante centrifugacion a baja velocidad (300xg durante 5 minutos), se lavaron con PBS y se
resuspendieron en 200 ul de PBS.

Andlisis de transferencia western - se afiadieron 50 pl de 5x tampon de carga de SDS-PAGE a cada suspension
celular y después se incubaron a 98°C durante 5 min. Se cargaron 15 pl de cada extracto de proteinas celulares en
dos geles SDS-PAGE al 10%, se sometieron a electroforesis y después se transfirieron a nitrocelulosa Hybond ECL
mediante electrotransferencia. A continuacion, las membranas electrotransferidas se trataron con leche desnatada
en polvo al 5% disuelta en tampdn Tween-20 que contenia solucién salina Tris (TBST) durante 1 hora a temperatura
ambiente a fin de bloquear todos los sitios de unién a anticuerpo no especificos disponibles sobre la membrana. Las
membranas se lavaron varias veces en TBST antes de sondearlas con anticuerpos. La membrana 1 se sonded con
una dilucion 1:5.000 de anticuerpo anti-etiqueta DDDDK [M2] conjugada con HRP (Abcam, n° de cat. ab49763)
durante la noche a 4°C. La membrana 2 se sonde6 con una diluciéon 1:2.000 de antisuero de D13 de conejo durante
la noche a 4°C, se lavo 3 veces con TBST y después se sonded con anticuerpo secundario, diluciéon 1:5.000 de
anticuerpo anticonejo conjugado con HRP (Abcam, n° de cat. 96069) durante 2 horas. A continuacion, se lavaron
ambas membranas 3 veces en TBST y se trataron con reactivos de deteccion de transferencia western ECL (GE
Healthcare) y se expusieron a pelicula de rayos X siguiendo las instrucciones en el manual del usuario.

EJEMPLO 10

Atenuacién de VACV-COP mediante delecion de ORF de D13L

Para atenuar el virus Vaccinia, la secuencia de promotor tardio conservada junto con la mayoria de la secuencia
codificante de proteina del ORF COP-D13L se sefal6 para la delecion mediante recombinacion homdloga y en su
lugar, se inserté un casete de seleccion/informador de manera que pudiese seleccionarse la delecién con éxito
mediante recombinacion homaéloga en una linea celular CHO expresante de proteina D13 y en la que la infeccion
pudiese visualizarse como fluorescencia roja. El casete de seleccion/informador consistia en un gen de espectro de
huéspedes CHO que expresaba CP77 y la secuencia DsRed-Express2 bajo el control de un promotor de Vaccinia.

Construccién de vector de recombinacion homdloga por delecion de COP-D13L: para la delecion del ORF de D13L
de VACV-COP mediante recombinaciéon homodloga, se disefiaron dos brazos de recombinaciéon homdloga
flanqueando cada lado del ORF COP-D13L. Sin embargo, debido a que la secuencia de promotor de ORF COP-
D12L podria encontrarse préxima al extremo 3’ del ORF COP-D13L, se dejaron intactos aproximadamente 200 pb
desde el extremo 3’ del ORF COP-D13L.

Construccién de brazos de recombinacién homéloga F1 y F2: se amplificaron por PCR los brazos de recombinacion
homadloga del ADN gendmico 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
seleccion/informador y el pUC19 linearizado que se suministra en el kit In-Fusion de Clontech. La ligacién In-Fusion
resulta en el plasmido circularizado denominado pLLO09.

Pareja de cebadores de PCR utilizada para amplificar por PCR el brazo D13L-F1 del ADN de VAC-COP:

Inf-PCR-D13L-F1-Fw: 5'CGGTACCCGGGGATCACGAAAAATAATAGTAACCA -3'. EI texto en negrita y
subrayado (15 pb) representa la secuencia homdloga respecto al extremo izquierdo del plasmido 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
subrayado (15 pb) representa la secuencia homologa respecto al extremo 5’ del casete de seleccién/informador.
Tamafo 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:

Inf-PCR-D13L-Fw: 5-ATATTTAAATGCGCGCAATAATGGAACAAGAACCCT-3'. El texto en negrita y subrayado
(15 pb) representa la secuencia homdloga respecto al extremo 3’ del casete de seleccion/informador.

Inf-PCR-D13L-F2-Rv: 5-CGACTCTAGAGGATCGCGCTGAGGTCGGCAACTACG -3'. EIl texto en negrita y
subrayado (15 pb) representa la secuencia homoéloga respecto al extremo derecho del plasmido pUC19
linearizado que se suministra en el kit In-Fusion de ClonTech. Tamafo esperado del producto de PCR: 621p

Construccién del casete de seleccién/informador: el casete de expresion de seleccién/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 proteina fluorescente roja DsRed-Express2. Dicho casete de expresién fue generado
sintéticamente por Life Technologies GeneArt de manera que la secuencia codificante de la proteina CP77 se
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encontrase bajo el control de su promotor nativo (100 pb de secuencia cadena arriba del codén de inicio ATG de
CP77) y terminase con la secuencia de parada transcripcional temprana del poxvirus (TsNT). La secuencia
codificante de la proteina DsRed se encuentra bajo el control de un promotor temprano/tardio del virus Vaccinia y
también termina en la secuencia de parada transcripcional temprana del poxvirus.

Ensamblaje de pLL09: los productos de PCR D13L-F1 y D13L-F2 junto con el casete de seleccién/informador se
ensamblaron en pUC19, suministrado en el kit InFusion de ClonTech mediante clonacion In-Fusion siguiendo las
instrucciones del fabricante para producir pLL09.

Delecion de COP-D13L mediante recombinaciéon homdloga y purificacion de placas para producir SCV104: el ORF
COP-D13L se inactivd mediante delecion de la mayoria de la secuencia codificante de la proteina y el elemento
promotor tardio conservado "TAAAT". El ORF de COP-D13L se encuentra bajo el control de un promotor tardio del
virus Vaccinia en el que el elemento promotor tardio conservado resulta crucial para la actividad del promotor (Moss,
2007), la delecion del mismo resultara en el silenciamiento del ORF de COP-D13L. La delecién de la secuencia
codificante de la proteina y el elemento promotor conservado se lleva a cabo mediante recombinacién homaéloga
entre VACV-COP y pLL09, en donde el resultado de la recombinacién homéloga es la insercién del casete de
expresion CP77/DsRed en la region delecionada. La insercion de dicho casete de expresion permite que el virus
recombinante, ahora denominado SCV104, se propague en las células CHO pero sélo en células que expresan una
proteina D13 funcional, tal como p-LL19-CHO. Tras la recombinacion homoéloga se eliminé el virus parental de
contaminacion ‘cruzada’ (VACV-COP) mediante rondas sucesivas de purificacién de las placas. La presencia de
virus parental contaminante se monitorizé mediante analisis de PCR del sitio de insercién.

Recombinacién homdloga: se sembraron tres matraces T25 que contienen medio de cultivo (RPMI-1640/FCS al
10%/Glutamax 2 mM/Pen-Strep y 1.000 pg/ml de geneticina) con p-LL19-CHO y se cultivd hasta el 100% de
confluencia a 37°C/5% de CO.,. El dia de la infeccion, se infectaron dos matraces con VACV-COP a una m.o.i. de
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 indculos de virus y la monocapa de células se lavd dos veces con
PBS. Tras el lavado, se afiadieron 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 habia pasado por la misma etapa de lavado.

Se llevé a cabo la transfeccién utilizando el reactivo de transfeccion Effectene (Qiagen, n° de cat. 301425) y
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se afadieron 16 pl de intensificador a 2 ug de pLL09
linearizado en 150 pl de tampdén EC y se dej6é en reposo durante 5 minutos a temperatura ambiente tras mezclar
intensamente. A lo anterior se afadieron 25 pl de reactivo de transfeccion Effectene y se dejo en reposo a
temperatura ambiente durante 10 minutos. Finalmente, se afiadio 1 ml de MM (RPMI-1640/FCS al 2%/Glutamax 2
mM/Pen-Strep) a la mezcla y se mezcld por completo suavemente. A continuacion, dicha mezcla de transfeccion se
afadioé al matraz 1 que habia sido previamente infectado con VACV-COP.

Los matraces 1 (recombinacion homdloga), 2 (control de sélo infeccién) y 3 (control no infectado) se incubaron
durante la noche a 37°C/5% de CO. y al dia siguiente se cambié el medio de cada matraz por MM fresco, 5 ml cada
matraz, y se incubd adicionalmente a 37°C/5% de CO; hasta observar efectos citopaticos (ECP) macroscopicos en
el matraz 1 Unicamente. No deberian existir signos de infeccién en el matraz 2, ya que VACV-COP no es infeccioso
para las células CHO y la monocapa deberia presentar una apariencia sana en el matraz 3.

Tras la infeccion durante la noche, podian distinguirse claramente células fluorescentes rojas al examen bajo un
microscopio de fluorescencia invertido. Se decidié recolectar las células del matraz 1 mediante raspado de las
mismas al interior del medio de cultivo, seguido de la peletizacion mediante centrifugacion a baja velocidad (500xg
durante 5 minutos a temperatura ambiente) y resuspension del pellet celular en 1 ml de Tris-HCI 10 mM, pH 8. Se
prepard un extracto virico mediante multiples ciclos de congelacion y descongelacion y después se almacend a -
80°C listo para la etapa de purificacion de placas. El constructo virico se denominé SCV104.

Procedimiento de purificacion de placas. El esquema era diluir en serie el extracto de recombinacién homéloga y
utilizar cada dilucién 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 infeccién por pocillo y después buscar los pocillos que contenia Unicamente 1 placa
fluorescente tras aprox. 30 h de infeccién antes de la recoleccion.

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 contenia 1.000 ug/ml de geneticina a
37°C/5% de COs,.

Para la infeccién, se descongeld el extracto de recombinacion homdloga (SCV104) y se sonicé brevemente para
romper las masas y agregados. La dilucion en serie de diez veces hasta 10° del extracto virico se llevo a cabo
utilizando MM (RPMI/FBS al 2%/Glutamax/PenStrep) en volimenes de 1 ml. Para cada dilucién, se sembré una fila
de la placa de 48 pocillos con 500 pl de virus diluido tras eliminar el medio de cultivo de cada pocillo y lavarlo una
vez con PBS. La placa de 48 pocillos se dejé a temperatura ambiente durante 45 minutos para que se produjese la
adsorcion virica. Tras la adsorcion virica, se elimind cuidadosamente el inéculo virico de cada pocillo, del que se
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elimind el indculo residual mediante una etapa de lavado que consistia en 500 ul de PBS por pocillo. Tras el lavado,
se afiadieron 500 yl de MM (RPMI/FBS al 2%/Glutamax/PenStrep) a cada pocillo y después se incubo a 37°C/CO-
hasta observar claramente focos fluorescentes rojos bajo un microscopio de fluorescencia.

Para la recoleccion de sélo pocillos que contenian un Unico foco fluorescente, se selecciond la dilucion mas baja
posible. Se extrajo cuidadosamente el medio de los pocillos seleccionados y se afiadieron 100 pl de TrisHCI 10 mM,
pH 8. La placa se congel6-descongel6 tres veces y después se recuperé el contenido de los pocillos seleccionados.
Para cada placa recuperada se repitio el procedimiento de purificacion de placas otras cinco veces.

A continuacion, un clon seleccionado se amplifico adicionalmente mediante la infeccion de 1 pocillo de una placa de
6 pocillos que contenia células p-LL19-CHO a una confluencia de 100% mediante la eliminacién del medio de cultivo
del pocillo y la adicién de 10 pl del extracto virico diluido a 500 yl en PBS. Tras 45 min a temperatura ambiente, se
afadieron 2 ml de MM al pocillo y se incubaron adicionalmente a 37°C/5% de CO, durante 3 dias hasta que la
mayoria de las células emitia 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
peletizadas se resuspendieron en 500 ul de TrisHCI 10 mM, pH 8, y se sonicaron brevemente para preparar un
extracto virico.

Verificacion mediante PCR de la insercion del casete de expresion de CP77/DsRed en el ORF D13L del SCV104. Se
llevd a cabo el andlisis de PCR para determinar si después de la recombinacion homologa y la purificacion de
placas, ORF D13L habia sido sustituido de hecho por el casete de expresién de CP77/DsRed. Se disefié una pareja
de cebadores de PCR para unirse fuera de la region de los dos brazos flanqueantes de recombinacién homdéloga de
manera que se uniesen a la secuencia de ADN "nativa" y no al ADN "introducido". El disefio de la pareja de
cebadores de esta manera implica que dicha pareja de cebadores podria utilizar VACV-COP y SCV104 como
moldes de ADN para la amplificacion por PCR y el tamafio de los productos de PCR sera indicativo de la insercion
del casete de expresion en el ORF de D13L o la deteccion del virus sin insercion, es decir, VACV-COP. El presente
ensayo de PCR no solo indica la presencia de insercion sino que también puede identificar se todavia se encuentra
presente virus parental contaminante residual (VACV-COP) tras multiples rondas de purificacion de las placas. La
presencia de contaminacién 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 atenuacion de
SCV104.

Extracciones de ADN utilizando el kit de tejidos DNeasy de Qiagen (n° de cat. 69504). Se extrajo el ADN virico a
partir de 200 pl del virus amplificado SCV104 anteriormente indicado, utilizando el kit de tejidos DNeasy siguiendo
las instrucciones del fabricante. Brevemente, lo anterior se llevd a cabo mediante la adiciéon de 20 pul de proteinasa K
a 200 ul de extracto virico y mezclando bien. A lo anterior, se afiadieron 200 ul de tampdén AL y se mezclaron por
completo antes de incubar a 56°C (bloque térmico) durante 10 minutos. Tras la incubacion, se afiadieron 200 pl de
etanol al 100% y se mezclaron bien y después se afiadio el volumen total a una columna de centrifugacion. El liquido
se pasoO por la columna de centrifugacion mediante centrifugaciéon siguiendo las instrucciones en el manual de
usuario del fabricante, seguido de lavados por la columna de centrifugacién con los tampones AW1 y AW2. EI ADN
unido a la columna de centrifugacion se eluy6 con 100 ul dos veces de tampén AE. El ADN eluido se agrupé en un
unico tubo listo para el analisis de PCR o para el almacenamiento a 4°C hasta un analisis posterior de PCR.

Amplificacion por PCR. Se utilizé el ADN extraido del SCV104 (ver la seccion 4.2.3.1, anteriormente) como molde
para la amplificacion por PCR con el fin de determinar si la insercion habia tenido lugar en el ORF de D13L. Los
cebadores de PCR indicados posteriormente se unen a secuencias flanqueantes del ORF de D13L de manera que
la amplificacion a partir del ADN del SCV104 deberia 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 analisis de PCR mostr6é que los clones
purificados de la 6a placa del SCV104 sélo amplificaban un producto correspondiente a mas de 4.000 pb y menos
de 5.000 pb, indicando que el SCV104 contenia el casete de CP77/DsRed en el ORF de D13L. La falta de un
producto de PCR de aproximadamente 3.000 pb implica que no existen niveles detectables de contaminacion por
virus parental en los stocks de SCV104 amplificado.

Datos de las parejas de cebadores

ID_D12L_LLO4_Fw: 5'-TACAAAATCAAATAATGGTCGAAAC-3'
ID_A2L_LLO4_Rv: 5-TGCCAAGAAAACACTCCTTCTAAGACAAT-3'
EJEMPLO 11

Ensayo de SCV104 para la atenuacién mediante ensayos de infectividad de placas

Debido a que la proteina codificada por el ORF de D13L resulta esencial para el ensamblaje del virus, se esperaria
que la entrada celular de un virus SCV104 rescatado no podria producir progenie de viriones infecciosos en células
normales permisivas de virus Vaccinia y, por lo tanto, una incapacidad de la infeccion inicial de extenderse a células
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vecinas para formar focos en expansion continua de la infeccion. Con el fin de confirmar lo anterior, el virus con
delecién de D13L descrito en la presente invencién (SCV104) se diluyé en serie hasta el punto en que pudiese
utilizarse un numero bajo de unidades formadoras de placa para infectar células cultivadas en una placa de 6
pocillos de manera que la extension célula a célula del virus infectante pudiese monitorizarse durante un periodo de
dias. En el presente estudio se analizaron tres lineas celulares: las células 143B, que son permisivas del virus
Vaccinia, células CHO que no son permisivas del virus Vaccinia pero que pueden serlo en el caso de que el virus
Vaccinia exprese proteina CP77 y p-LL19-CHO, que es una linea celular recombinante que expresa la proteina
D13L. El virus descrito en la presente invencion en el que se ha insertado un casete de expresion de CP77/DsRed
en el ORF de D13L de manera que no puede expresarse funcidon de la proteina D13 soélo deberia formar focos
infecciosos de infeccion en la linea celular p-LL19-CHO. La presencia de focos de infeccion dentro de la monocapa
de células 143B indica la presencia de virus Vaccinia contaminantes dentro de la mezcla de poblaciones viricas ya
que el contaminante proporciona ayuda de D13L en trans. La presencia de focos de infeccién dentro de la
monocapa de CHO significa que la insercion del casete de CP77/DsRed no ha inactivado el ORF de D13L.

Organizacion de las células. Se sembraron las células 143B, CHO y p-LL19-CHO en multiples placas de 6 pocillos y
se cultivaron en medio de cultivo (RPMI-1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/pen-strep y sélo para p-LL19-CHO, 1.000
ug/ml de geneticina) a 37°C/5% de CO; hasta que las monocapas celulares alcanzasen el 100% de confluencia.

Infeccion. Se utilizé el extracto virico purificado a partir de la 3a placa amplificada para infectar las células. Debido al
titulo desconocido de dicho virus, se llevé a cabo la diluciéon en serie de 10 veces del stock de virus hasta 10* de la
manera siguiente: en primer lugar, se diluyeron 60 pl de stock virico en 6 ml de medio MM (Dil. 1:1, dilucién 1:100) y
después se prepararon diluciones adicionales mediante la adicion de 800 pl de dilucion 1 a 7,2 ml de medio MM
(dilucién 2: dilucion 10'3) y después se repitieron para preparar una dilucion 10™. Para la infeccion, se afiadieron 500
ul de cada dilucidon a cada pocillo de una placa de 6 pocillos - una placa por cada linea celular utilizada. Se llevé a
cabo la adsorcion virica a temperatura ambiente durante 45 min, eliminando después el indculo virico de cada pocillo
y lavando cada pocillo con PBS antes de afiadir MM a razén de 2 ml por pocillo. Las placas se incubaron a 37°C/5%
de CO; y se observaron diariamente bajo un microscopio de fluorescencia. La dilucion 102 produjo la mejor tasa de
infeccion virica para la observacion.

Observacion bajo el microscopio. Se observo la infeccién virica bajo el microscopio de fluorescencia (Olympus 1X51)
con filtro de DsRed (n° de cat. U-MRFPHQ, Olympus). Se capturd la imagen utilizando software de imagenes
digitales CellSens (Olympus).

Resultados. La infeccion a una dilucion de 107 produjo los mejores resultados para observar la infeccion inicial de
células individuales y la extension de la infeccidén a células vecinas. El examen de las células 143B muestra la
presencia de infecciones de células individuales el dia 1, en el que el virus fue incapaz de extenderse a células
vecinas los dias 2 y 3, indicando que la entrada del virus en células individuales debia de ocurrir pero que no se
habia producido progenie virica infecciosa hasta los dias 2 y 3. Lo mismo era cierto para las células CHO
individuales infectadas, es decir, no se produjo progenie virica infecciosa a partir de las infecciones iniciales de
células individuales.

El examen de la linea celular p-LL19-CHO muestra que la infeccién inicial de células individuales habia producido
progenie virica infecciosa en forma de pequefios focos de infeccion el dia 1. Dichos focos de infeccion se habian
incremento en tamafio rapidamente hasta los dias 2 y 3, indicando que estaba teniendo lugar la amplificacién virica
con el tiempo.

De acuerdo con lo anterior, la eliminacion de una secuencia codificante de proteina de andamiaje de precursor de
Vaccinia funcional de cualquier virus Vaccinia atentia en gran medida este virus. Aunque este virus no es capaz de
producir progenie virica infecciosa tras la infeccion inicial, la expresién de esta proteina, especialmente de DsRed,
no ocurre en las células individualmente inicialmente infectadas, tal como pone de manifiesto la fluorescencia roja
observable. Dicho virus puede rescatarse de una linea celular que expresa la proteina de andamiaje de precursor de
Vaccinia de manera independiente de la infecciéon por virus Vaccinia. La expresion constitutiva de la proteina de
andamiaje de precursor de Vaccinia por la linea celular transgénica no presenta efectos adversos sobre el
crecimiento o la fisiologia de dicha linea celular.

EJEMPLO 12

Construccion de linea celular C11-LL19-HelLa expresante de D13L

Con el fin de titular un SCV no fluorescente con una delecion de D13L, se preparé una linea celular de rescate que
expresa la proteina D13 que consistia en una linea celular permisiva de Vaccinia que proporciona soporte a la
formacién de placas liticas. En las células CHO, el virus Vaccinia que expresa CP77 o la expresién por una linea
celular de CP77 no proporciona soporte a la formacion de placas liticas que pueden tefiirse con cristal violeta y
contarse a ojo desnudo. Con el fin de crear una linea celular de titulacion, se transdujeron células HelLa para
expresar la proteina D13 mediante integracion estable de un casete de expresion que consistia en un promotor de
mamifero constitutivo, secuencia codificante de la proteina D13 que contenia la secuencia de Kozak en torno al
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codon de inicio y que terminaba en una secuencia de sefal de poliadenilacion. A continuacion, se cloné dicho casete
en un vector plasmido que permitia la transferencia génica estable en el ADN gendmico de la célula huésped y la
seleccion de integracion con éxito mediante seleccién con antibidtico. Seguidamente las células transducidas se
amplificaron mediante la utilizacién de la seleccidon con antibiético para seleccionar las células que contenian el
casete de expresion de D13 y después se llevd a cabo un ensayo de placas con SCV104 (delecion de ORF de
D13L) mediante la infeccién de monocapas de células a una m.o.i. de 0,001 ufp por célula y la seleccién de un clon
de linea celular que produjese el tamafio de placa mas grande durante un periodo de 3 dias. Se sustituy6 el ORF de
D13L del SCV104 por dos casetes de expresion: uno para la expresion de la proteina CP77 y el otro para la
expresion de una proteina fluorescente roja. La infeccion de una linea celular HeLa expresante de la proteina D13
por SCV104 resulté en placas liticas fluorescentes rojas.

Construccién de pLL19 - vector transductor celular de D13: la construccién de pLL19 se ha descrito anteriormente.
En dicho plasmido la secuencia codificante de la proteina 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
gendmico celular se encuentra mediada por transposicion. La transposicién también inserta un casete de expresion
de seleccion con antibidtico neomicina, de manera que las células transducidas pueden seleccionarse positivamente
mediante la adicién de G418/geneticina al medio de cultivo.

Insercion estable del casete de expresion etiguetado con D13-Flag en células HelLa mediante transducciéon con
pLL19: se sembraron células HelLa 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 transfeccion
Effectene de Qiagen (n° de cat. 301425), se transfecté 1 pg de pLL19 en el matraz T25 con células Hela
confluyentes al 50% siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacién, las células transfectadas se
incubaron durante la noche en medio de cultivo (RPMI 1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/Pen-Strep). Al dia
siguiente, se cambid el medio por medio de cultivo que contenia 1.000 pg/ml de geneticina para la seleccion de las
células transducidas. Al morir la mayoria de las células, se recuperaron las remanentes desprendiéndolas de la
superficie del matraz con TrypLE Select (Gibco-Invitrogen Corp., n° de cat. 12563-029) y se separaron las células
individuales a placas de 96 pocillos que contenian medio de cultivo y 1.000 ug/ml de geneticina. Se incubaron dichas
placas a 37°C/5% de CO; hasta la observacion de colonias de células en cada pocillo. Se cambié el medio de
seleccién cada 2 a 3 dias. Se recuperd cada colonia de células y se expandié en serie mediante el cultivo de la
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 proporcion de divisién 1:5 hasta encontrarse listo para preparar un stock celular congelado.

Cribado para una linea celular monoclonal que proporcione soporte dptimo a la formacién 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
vacuna mas ORF que codifica la proteina CP77 y un casete de expresion de proteina fluorescente roja (DsRed
Express2). La expresion de CP77 no resulta importante o necesaria para la formacion de placas en las células HelLa
pero este virus no se propaga en ausencia de expresion en la linea celular de proteina D13. Sin embargo, en la linea
celular HelLa que expresa proteina D13, el SCV104 deberia ser capaz de amplificarse y extenderse a otras células
vecinas y de esta manera formar placas liticas fluorescentes rojas en la monocapa celular. Se utilizé dicho virus en
un estudio de formacion de placas en lineas celulares HelLa-LL19 clonales para seleccionar el clon que
proporcionaba soporte 6ptimo a la formacion de placas.

Organizacion de las lineas celulares: se sembraron varios clones de la linea celular LL19-HeLa en pocillos de placas
de 6 pocillos y se cultivaron en medio de cultivo que contenia 1.000 pg/ml de geneticina hasta una confluencia de
100% a 37°C/5% de COa.

Infeccidn virica: se utiliz6 SCV104 para infectar las células a 0,001 ufp por célula mediante dilucién del virus en MM
(RPMI-1640/FBS al 2%/Glutamax 2 mM/pen-strep) hasta 10° ufp/ml. Se anadié 1 ml de virus diluido a cada pocillo
para la infeccion. Cada pocillo de una placa de 6 pocillos contenia aproximadamente 1x10° células en confluencia;
por lo tanto, 1 ml de 10° ufp/ml resulta en una m.o.i. de 0,001. Una m.o.i. de 0,001 garantizara la formacién 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 afadid 1 ml de MM a cada pocillo y
seguidamente se incubaron todas las placas a 37°C/5% de CO; estimulando la entrada virica sincrona en las células
seguido de la amplificacion virica, resultando en la extension célula a célula con el tiempo. Se observé diariamente la
formacion de placas fluorescentes rojas bajo un microscopio de fluorescencia.

Observacién al microscopio: se observé la infeccion virica y la formacién de placas durante un periodo de tres dias
bajo el microscopio de fluorescencia (Olympus 1X51) con filiro de DsRed (n° de cat. U-MRFPHQ, Olympus). Se
capturd la imagen utilizando software de imagenes digitales CellSens (Olympus).

Resultados: el dia 1 después de la infeccién todas las infecciones habian resultado en pequefios focos esporadicos
de fluorescencia roja. El dia 3 todas las lineas celulares clonales produjeron placas liticas fluorescentes rojas de
tamafo considerable en las que el clon 11 (C11) produjo tamafios de placa significativamente mas grandes de todos
los clones sometidos a ensayo.
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Conclusién: estos resultados demuestran que el clon C11 (C11-LL19-HeLa) expresaba suficiente proteina D13 para
proporcionar soporte a la mayor formacién de placas de todos los clones sometidos a ensayo con una infeccion de
SCV104. Este clon de linea celular (C11) resulta excelente para cuantificar un virus Vaccinia con delecién de D13L
utilizando el método de recuento de placas liticas de titulacion, utilizado comiunmente para titular el virus Vaccinia.

EJEMPLO 13

Construccion de la linea celular p-LLO7-LL29-CHO expresante de CP77 y D13L

Con el fin de rescatar un virus VACV-COP con una delecion de ORF de D13L en las células CHO, resulté necesario
construir una linea celular CHO que expresase las proteinas D13 y CP77. Lo anterior se llevé a cabo mediante la
construccion de un casete de expresion de mamifero de D13 y un casete de expresion de mamifero de CP77 que
consistia en un promotor de mamifero para controlar la expresion, una secuencia de ADN codificante de codones
optimizados preferente para CHO para la proteina D13 o CP77 seguido de una secuencia de sefial de
poliadenilacién. A continuacién, se clonaron dichos casetes en vectores plasmido que permiten la transferencia
génica estable al ADN gendémico de la célula huésped y la seleccion de integracion con éxito mediante seleccién con
antibiético. Seguidamente, se amplificaron las células transducidas mediante la utilizacién de la seleccion con
antibidtico para seleccionar las células que contenian ambos casetes de expresion, de D13 y de CP77. Con el fin de
verificar la expresion de CP77, se utilizdé un virus Vaccinia que expresaba proteina fluorescente verde mejorada
(SCV505) para infectar la linea celular transgénica en la que se monitorizé el desarrollo de placas fluorescentes
durante un periodo de 4 dias. El tamafio de las placas fluorescentes verdes en expansion continua durante el
periodo de 4 dias confirmé la expresion de CP77 por la linea celular. Para verificar la expresion de la proteina 013 y
un virus Vaccinia con delecion de 013L que expresaba CP77 (SCV104) se utilizé la proteina fluorescente DsRed
para infectar la linea celular transgénica, de la que se monitorizé el desarrollo de las placas durante un periodo de 4
dias. El tamafio de las placas fluorescentes rojas en expansion continua durante el periodo de 4 dias confirmoé la
expresion de la proteina D13 por la linea celular.

Construccion de pLLO7, plasmido de transferencia del gen de CP77

Construccién de la secuencia codificante de la proteina CP77: la secuencia codificante de la proteina CP77 fue
sintetizada por GeneArt GmbH (Alemania) mediante la recreacién (retrotraduccién o traduccion inversa) de la
secuencia de ADN a partir de la secuencia de aminoacidos 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
expresion en células de ovario de hamster chino (CHO).

Construccién de vector transductor celular de CP77: la secuencia codificante de proteina CP77 de codones
optimizados de pPH51 (un plasmido de clonacidon que alojan la secuencia de la proteina CP77 de codones
optimizados) se amplificé por PCR utilizando una pareja de cebadores de PCR en la que el cebador 5’ se disefid
para afiadir una secuencia de Kozak en torno al codén de inicio y el cebador 3’ se disefi¢ para afiadir la secuencia
de etiqueta Flag antes del coddn de parada. El producto de PCR amplificado se subcloné en el vector transposon
piggyBac pJ507-2 (Hyg") obtenido de DNA2.0 Inc. (USA) mediante el sitio de clonacién Bsal. La clonacién en los
sitios Bsal sustituye eficazmente la secuencia codificante cometGFP por la secuencia codificante de la proteina
CP77, creando pLLO7. A continuacion, 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 integracion estable en el genoma del huésped se encuentra
mediada por la integracion mediante transposén de la secuencia de ADN unida por los limites izquierdo y derecho
del transposoén del vector piggyBac.

Pareja de cebadores de PCR utilizada para amplificar por PCR el gen CP77-CHO a partir del ADN del plasmido
pPH51.

Secuencia de cebador directo:

AACACGTCTCGGGGGgeegecaccATGTTCGACTACCTGGAAAATGAGGAAGTG (SEC ID n° 4).

Secuencia de cebador inverso:

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

Construcciéon de pLL29, plasmido de transferencia del gen de D13

La secuencia codificante de la proteina D13 de codones optimizados para CHO se amplificé 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 clonacién en pJ503-02 (vector de expresion de mamifero piggyBac pHULK con
CometGFP y Neo®) obtenido de DNA2.0 Inc. (N° de cat. pJ503-2) mediante los sitios de clonacién Bsal.
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Construccién de vector de transduccién de células D13L-HA: la secuencia codificante de proteina D13 de codones
optimizados sin la secuencia de etiqueta Flag C-terminal se amplificé por PCR a partir de pLL19 y se subcloné en el
vector transposoén piggyBac pJ503-2 (vector de expresion de mamifero piggyBac pHULK con CometGFP y Neo+)
obtenido de DNA2.0 Inc. (n° de cat. 1503-2) mediante los sitios de clonacion Bsal para producir pLL29. La clonacion
entre sitios Bsal mediante clonacion In-Fusion (Clontech: clonacién sin ligasas) elimina la secuencia codificante de
GFP cometa y la sustituye por la secuencia codificante de proteina D13 nuevamente etiquetada con HA mediante
recombinacion homéloga in vitro. La secuencia codificante de la proteina D13Lcho-Tagged se encuentra ahora bajo
el control del promotor humano factor 1-alfa de alargamiento (EF1a) y se coexpresara con el gen de resistencia a
neomicina una vez ambos se hayan integrado establemente en el genoma de las células transfectadas. La
integracion estable en el genoma del huésped se encuentra mediada por la integracion mediante transposén de la
secuencia de ADN unida por los limites izquierdo y derecho del transposén del vector piggyBac. A continuacién, se
muestra un mapa plasmidico de pLL29.

La amplificacion por PCR de la secuencia D13Lcho-etiqueta HA se llevd a cabo utilizando la pareja de cebadores
siguiente:

Secuencia de cebador directo:

Inf-LL19-D13LC-Fw: 5-AACACGTCTCGGGGGGCCGCCACCATGAACAACACCATCATCAA -3'

Secuencia de cebador inverso:

Inf-LL27-D13L-Ry;
F-CAGGAAGACGCTTT T AGCATAATCTGGAACATCATATGOATAGTTGT TATCGCCC

ATGATCT - ¥

La secuencia subrayada representa la secuencia codificante de HA, "tta" representa el codén de parada.

La doble insercion estable de los casetes de expresion de CP77-etiqueta Flag y de D13-etiquetado con HA en las
células CHO mediante transduccién simultanea con pLLO7 y pLL29.

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 transfeccion Effectene
de Qiagen (n° de cat. 301425), se transfectd 1 ug de pLLO7 y 1 yg de pLL29 en el matraz T25 de células CHO
confluyentes al 50% siguiendo las instrucciones del fabricante. A continuacion, las células transfectadas se
incubaron durante la noche en medio de cultivo (RPMI 1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/Pen-Strep). Al dia
siguiente se cambi6 el medio por medio de cultivo fresco que contenia 500 pg/ml de geneticina y 250 pg/ml de
higromicina-B para la seleccion de las células transducidas. Se cambié el medio de seleccion cada 2 a 3 dias hasta
la muerte y desprendimiento de la mayoria de las células, dejando colonias de las células que se habian derivado de
células individuales. Al crecer las células transducidas a 90-100% de confluencia, se recuperaron utilizando TrypLE
Select (Gibco-Invitrogen Corp., n° de cat. 12563-029) y se sembraron en un matraz T75 para la expansion celular
adicional. Dicha nueva linea celular policlonal se denominé p-LL07-LL29-CHO.

Verificacion de la expresiéon de D13 y CP77 mediante rescate del virus Vaccinia y virus Vaccinia con delecion de
ORF de D13L

SCV505 es un virus Vaccinia que expresa proteina fluorescente verde mejorada (EGFP) y sdlo se propaga en
células CHO en presencia de proteina CP77. Se utilizé dicho virus en un estudio de infectividad de placas en p-
LLO7-LL29-CHO para verificar la expresion de CP77 por dicha linea 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 mas ORF que codifica la
proteina CP77 y un casete de expresion de proteina fluorescente roja (DsRed Express2). Dicho virus no se propaga
en ausencia de expresion en la linea celular de la proteina D13. Se utilizé dicho virus en un estudio de infectividad
de placas en p-LLO7-LL29-CHO para verificar la expresién de D13 por dicha linea celular.

Estudio de la infectividad de placas en la linea celular p-LLO7-LL29-CHO

Se utilizaron diversas lineas celulares en el presente estudio para ayudar a valorar la expresion de D13 y CP77 por
p-LLO7-LL29-CHO debido a la infeccién por SCV505 (D13* CP77" EGFP") y SCV104 (D13" CP77" DsRed"). Los
resultados esperados en las lineas celulares siguientes eran los siguientes:

Vero: Esta linea celular es normalmente permisiva a la infecciéon por virus Vaccinia. La formacién de placas que
indica la extension célula a célula del virus amplificado con el tiempo segun deteccién mediante fluorescencia verde
de infeccion por SCV505, ya que este virus es normalmente infeccioso en dicha linea celular. Sin embargo, la falta
de formacion de placas detectada por la falta de fluorescencia roja o fluorescencia roja de sélo células individuales

34



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2670034 T3

debido a infeccidon por SCV104 debe considerarse que indica que no se produce extension célula a célula del virus
amplificado con el tiempo debido a la falta de expresién de proteina D13 por la linea celular o el virus.

C11-LL19-HelLa: es una linea celular permisiva de virus Vaccinia que expresa la proteina D13 mediante
transduccion de pLL19. Se espera la formacién de placas debido a la infeccién por SCV505, indicando extension
célula a célula del virus amplificado con el tiempo segun deteccién de fluorescencia verde con independencia de la
expresion en la linea celular de D13. Se espera la formacion de placas debido a la infeccion por SCV104 ya que este
virus ahora puede amplificarse en dicha linea celular debido a la expresion de proteina D13.

CHO: es una linea celular no permisiva de la infeccién por virus Vaccinia. No se espera formacién de placas por las
infecciones por SCV505 y SCV104 detectada por la falta de fluorescencia roja o verde o de sélo células individuales.
Lo anterior indica que no se produce extension célula a célula del virus amplificado con el tiempo debido a la falta de
expresion de proteina D13 por la linea celular necesaria para rescatar SCV104, aunque este virus puede expresar
CP77, y debido a la falta de expresion de proteina CP77 por la linea celular necesaria para rescatar SCV505.

p-LLO7-LL29-CHO: es una linea celular CHO que expresa ambas proteinas, D13 y CP77. Se espera la formacién de
placas debido a la infeccion por SCV505, indicando extension célula a célula del virus amplificado con el tiempo
segun deteccion de fluorescencia verde, que indica expresion en la linea celular de proteina CP77. Se espera la
formacion de placas debido a la infeccidon por SCV104, indicando extension célula a célula del virus amplificado con
el tiempo segun deteccion de fluorescencia verde, que indica expresion en la linea celular de proteina D13.

Organizacion de las lineas celulares: Se sembraron las lineas celulares Vero, CHO, C11-LL19-HelLa y p-LL07-LL29-
CHO en dos juegos de multiples placas de 6 pocillos (uno para la infeccion por SCV505 y el otro para la infeccion
por SCV104) y se cultivaron en medio de cultivo correspondiente (tal como se indica a continuacion) hasta el 100%
de confluencia a 37°C/5% de COs.

e Vero, CHO: RPMI-1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/pen-strep
e C11-LL19-Hela: RPMI-1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/pen-strep, mas 1.000 pug/ml de geneticina

e p-LLO7-LL29-CHO: RPMI-1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/pen-strep, mas 500 ug/m de geneticina y 250 pg/ml
de higromicina B

Infeccion virica: Se utilizé SCV104 y SCV505 para infectar las células a 0,001 ufp por célula mediante dilucion del
virus en MM (RPMI-1640/FBS al 2%/Glutamax 2 mM/pen-strep) hasta 10° ufp/ml. Un virus por placa: se afadio 1 ml
de virus diluido a cada pocillo para la infeccidon. Cada pocillo de una placa de 6 pocillos contenia aproximadamente
1x10° células en confluencia; por lo tanto, 1 ml de 10° ufp/ml resulta en una m.o.i. de 0,001. Una m.o.i. de 0,001
garantizara la formacion 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 afiadi6é
1 ml de MM a cada pocillo y seguidamente se incubaron todas las placas a 37°C/5% de CO, estimulando la entrada
virica sincrona en las células seguido de la amplificacion virica, resultando en la extension célula a célula con el
tiempo. Se observo la formacion de placas fluorescentes diariamente bajo un microscopio de fluorescencia.

Observacion al microscopio: se observo la infeccion virica y la formacion de placas durante un periodo de cuatro
dias bajo el microscopio de fluorescencia (Olympus 1X51) con filtro de DsRed (n° de cat. U-MRFPHQ, Olympus) para
el virus SCV104 y con el filtro de GFP (n° de cat. U-MGFPHQ, Olympus) para el virus SCV505. Se captur6 la imagen
utilizando software de imagenes digitales CellSens (Olympus).

Resultados:

Infeccion de células CHO por SV104 y SCV505 a una m.o.i. de 0,001: el dia 1 después de la infeccion sélo podia
observarse fluorescencia esporadica de células individuales, indicando que ambos virus habian entrado en las
células pero que todavia no se habian amplificado para extender la infeccién a las células vecinas. Sin embargo, lo
anterior se mantuvo entre los dias 2 y 4 después de la infeccion, es decir, sdlo se observaban infecciones de células
individuales y no la extensién virica a células vecinas con el tiempo.

Infeccién de células Vero por SCV104 y SCV505 a una m.o.i. de 0,001: la infecciéon por SCV505 era la esperada, se
formaron placas minusculas el dia 1 después de la infeccion, la totalidad de las cuales se incrementd en tamario
hasta un punto en el que todas las placas se fusionaron en una infeccion confluyente de las monocapas celulares el
dia 4. Lo anterior indicaba que el virus amplificado a partir del dia 1 habia extendido la infeccion hasta el total el dia
4 después de la infeccion. Sin embargo, lo anterior fue completamente diferente con la infeccion por SCV104. El dia
1 después de la infeccidn soélo podia observarse fluorescencia esporadica de células individuales, que se mantuvo
durante los siguientes 3 dias. Lo anterior indica que SCV104 no pudo amplificarse ni propagarse en dicha linea
celular, ya que el virus no poseia ORF de D13L y no podia iniciar el ensamblaje virico después de la replicacion del
genoma del virus y ademas dicha linea celular no expresaba la proteina D13 que ayuda a rescatar la amplificacion
virica.
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Infeccion de células ClI-LL19-Hela (linea de células HeLa que expresa la proteina D13) con SCV104 y SCV505 a
m.o.i. de 0,001: la infeccién por SV505 fue tal como se esperaba, se formaron placas pequefias el dia 1 después de
la infeccion, que se agrandaron hasta el punto en que todas las placas se fusionaron formando una infeccion
confluyente de las monocapas celulares el dia 4. Lo anterior indicaba que el virus amplificado a partir del dia 1 habia
extendido la infeccion hasta el total el dia 4 después de la infeccion. La infeccién por SCV104 también produjo los
mismos resultados, demostrando que la proteina D13 producida por dicha linea celular complementaba la falta de
ORF de D13L en SCV104 y la cantidad producida por dicha linea celular era suficiente para proporcionar soporte a
la amplificacion virica y la extensién de la infeccién de manera comparable a SCV505, que presentaba un ORF de
D13L intacto.

Infeccion de células p-LLO7-LL29-CHO (linea celular CHO que expresa ambas proteinas, D13 y CP77) con SCV104
y SCV505 a una m.o.i. de 0,001: para tanto SCV104 como SCV505 se observaron focos mintsculos de infeccion el
dia 1 después de la infeccion. A lo largo de los siguientes 3 dias, dichos focos de infeccidon se expandieron formando
placas de tamafio creciente que finalmente se fusionaron en infecciones confluyentes el dia 4 después de la
infeccion. Lo anterior demuestra que CP77 se estaba expresando, ya que proporciona soporte a la amplificacion y
propagacion de SCV505 y que también se expresaba la proteina D13, ya que proporciona soporte a la amplificacion
y propagacion de SCV104.

Conclusién: Estos resultados demuestran que puede utilizarse una linea celular CHO que expresa las proteinas
CP77 y D13 como sustrato celular para la produccién y generacién de un virus Vaccinia con delecién de D13L.
Durante la infeccion de células permisivas normales, un virus con delecién de D13L no seria capaz de iniciar el
ensamblaje virico y, por lo tanto, no completaria su ciclo vital infeccioso, convirtiéndolo de esta manera en un
excelente vector de administracion de vacuna virica para las vacunas de seres humanos y animales en términos de
seguridad. Sin embargo, dicho vector Vaccinia altamente atenuado puede generarse en la linea celular de facil uso
biotecnolégico CHO en el caso de que esta linea celular exprese la proteina de espectro de huéspedes de CHO
(CP77) y la proteina de ensamblaje faltante (la proteina D13).

EJEMPLO 1.4

Andlisis de la expresién de las proteinas D13 y CP77 de la linea celular p-LLO7-LL29-CHO mediante transferencia
western

Informacion de los antecedentes

Las proteinas D13 y CP77 expresadas por p-LLO7-LL29-CHO se encuentran etiquetadas y pueden detectarse
utilizando un anticuerpo que reconoce especificamente la secuencia de la etiqueta de aminoacidos en los extremos
C-terminales de las proteinas D13 y CP77. En ausencia de anticuerpos que reconozcan especificamente las
proteinas D13 y CP77, puede llevarse a cabo el andlisis de transferencia western utilizando dichos anticuerpos anti-
etiqueta para confirmar la expresion de las proteinas D13 y CP77 en la linea celular p-LLO7-LL29-CHO. EIl extremo
C-terminal de la proteina D13 contiene la secuencia de aminoacidos de la etiqueta de HA "YPYDVPDYA", en la que
el extremo C-terminal de la proteina CP77 contiene la secuencia de aminoacidos de etiqueta Flag "DYKDDDDK".

Metodologia de analisis de transferencia western

Se sembraron las lineas celulares siguientes en matraces T75 y se cultivaron hasta el 100% de confluencia en
medio de cultivo (RPMI 1640/FBS al 10%/Glutamax 2 mM/Pen-Strep) que contenia los antibidticos de seleccién
apropiados. CHO sin antibiéticos de seleccion, p-LLO7-LL29-CHO con 500 pg/ml de geneticina y 250 ug/ml de
higromicina-B, p-LLO7-CHO con 250 pg/ml de higromicina-B y C11-LL19-HeLa con 1.000 pug/ml de geneticina. Se
desprendidé la monocapa celular confluyente y se digiri6 para formar una suspension de células individuales con
TrypLE Select a 37°C durante 10 min. Se recuperaron las células de cada matraz y se peletizaron mediante
centrifugacion a 300xg durante 5 minutos y se lavaron dos veces con PBS. Tras el lavado final, los pellets celulares
se resuspendieron en 500 ul de PBS. Se afiadié 4* tampon de carga SDS-PAGE al extracto de proteinas,
proporcionando una concentracion final de 1"y se calentd a 98°C durante 2 a 3 minutos. Las muestras de proteinas
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 proteinas separadas se
transfirieron a membrana de nitrocelulosa mediante electrotransferencia durante 1 hora a 100 V.

Para la deteccion de las proteinas, la membrana de nitrocelulosa se incubé en leche desnatada en polvo al 5% en
PBS durante 1 hora a temperatura ambiente para bloquear los sitios de union de anticuerpo no especificos. Para la
deteccidn de las proteinas etiquetadas con HA, la membrana se incubd a una dilucién 1: 1.000 de anticuerpo anti-HA
conjugado con HRP (Abcam, n°® de cat. AB1265) en tampdn de bloqueo durante la noche a 4°C. Para la deteccion de
las proteinas etiquetadas con Flag, se incubé una membrana separada de nitrocelulosa de electrotransferencia en
una dilucién 1:1.000 de anticuerpo anti-Flag conjugado con HRP (Abcam, n° de cat. AB49763) en tampodn de
bloqueo durante la noche a 4°C. A continuacién, 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
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western, n° de cat. 32106) durante un par de minutos antes de obtener la imagen utilizando un sistema BioRad XRS
gel doc.

Resultados

Deteccion de proteina D13 mediante la deteccidn de la etiqueta HA: el anticuerpo anti-etiqueta HA fue capaz de
detectar una proteina del tamafo esperado a partir de un extracto completo de proteinas celulares preparado a partir
de p-LLO7-LL29-CHO pero sin proteinas procedente de un extracto completo de proteinas celulares preparado a
partir de células CHO. Lo anterior indicé claramente que p-LLO7-LL29-CHO estaba expresando la proteina D13.

Deteccion de proteina CP77 mediante la etiqueta Flag: el anticuerpo anti-etiqueta Flag fue capaz de detectar una
proteina del tamafio esperado de entre un extracto completo de proteinas celulares preparado a partir de p-LLO7-
LL29-CHO y p-LLO7-CHO (linea celular CHO que expresa CP77) pero ninguna proteina de un extracto completo de
proteinas celulares preparado a partir de células CHO. Lo anterior indica claramente que p-LLO7-LL29-CHO y p-
LLO7-CHO estaban expresando la proteina CP77.

Deteccion de proteina D13 mediante deteccién de la etiqueta Flag: La proteina D13 expresada por C11-LL19-HelLa
expresaba la proteina D13 con una etiqueta Flag C-terminal y en una transferencia western del extracto completo de
proteinas celulares preparado a partir de dicha linea celular, el anticuerpo anti-etiqueta Flag fue capaz de detectar
una proteina del tamafo esperado. Lo anterior indicé claramente que C11-LL19-HelLa estaba expresando la proteina
D13.

Muchas modificaciones resultaran evidentes para el experto en la materia sin apartarse del alcance de la presente
invencion.

TABLA A
Resumen de identificadores de secuencia
SECUENCIA DESCRIPCION
ID n°
1 Secuencia de nucleétidos de CP77 de codones optimizados para la expresion en células de
mamifero (CHO)
2 Secuencia de aminoacidos de CP77 codificada por SEC ID n° 1
3 Secuencia de nucledtidos de pLLO7
4 Cebador directo para el gen de CP77-CHO del plasmido pPH51
5 Cebador inverso para el gen de CP77-CHO del plasmido pPH51
6 Secuencia de nucledtidos del gen K1L de Vaccinia Copenhagen (extracto de GenBank
M35027.1)
7 Secuencia de aminoacidos de Vaccinia Copenhagen K1L (extracto de GenBank M35027.1)
codificada porla SEC ID n° 6
8 VACV-COP-D13L-ORF
9 Secuencia de nucledtidos codificante de SEC ID n° 1 de codones optimizados para la
expresion en células de hamster con etiqueta Flag C-terminal (DYKDDDK)
10 Cebador directo de Inf-LL19-D13LC
11 Cebador inverso de Inf-LH9-D13LC
12 Proteina etiqueta Flag
13 Péptido de proteina 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 expresion de CP77+DsRed 2.903 pb
19 Casete de expresion de CP77+DsRed
20 Cebador directo para ID_D12L-LL04
21 Cebador inverso para ID A2L LL04
22 Vector de recombinacion homadloga pLL09 para la delecion de D13L de VACV-COP con
CP77/selecciéon con DsRed
23 pLL19 vector transductor mediado por transposén de codones optimizados para CHO
etiqgueta-D13L para la integracién estable en el ADN gendmico nuclear de la célula.
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TABLA 1
Resultados de
titulacion
24h 48h 72h
CHO 53 ufp/ml 0 0
Vero 8,5 x 10° ufp/ml 14,25 x 10° ufp/ml 27,7 x 10° ufp/ml

Rendimientos viricos (salida)

La cantidad de virus utilizada para la infeccion (entrada) fue de 4x10* ufp/ml. Para ayudar a la comparacion, los
rendimientos se expresan en multiplos de 10, 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 x10* ufp 0 0
Vero 0,255 x 10% ufp 4275 x 10% ufp 8310 x 10" ufp

Rendimiento de produccién (proporcion producido/introducido)

La tabla a continuacién muestra el rendimiento de virus producido superior al nivel de entrada de cada linea celular
en cada punto temporal de recoleccion, es decir, la proporcion PRODUCIDO/INTRODUCIDO.

24 h 48 h 72 h
CHO 0,004 0 0
Vero 0,06 1069 2078
TABLA 2
Resultados de titulacién en ufp/ml
Virus/linea celular Dil. Recuento Titulo
0
10 0
VACV-COP/CHO 0 0 ufp/ml
0
Media 0
2
107 2
VACV-COP/Vero 4 2,8X107 ufp/ml +/- 34%
3
Media 2,8
8
10° S
VACV-PH22/Vero 12 0,75X10’ ufp/ml +/- 43%
5
Media 7,5
6
107 9
VACV-PH22/CHO 8 7,3X107 ufp/ml +/- 20%
6
Media 7,3

Produccién media de virus de la infeccién por pocillo (rendimiento)

El volumen de extracto de virus por matraz era de 1 ml. El volumen de siembra en placa para la titulacion era de 1
ml. Por lo tanto, el rendimiento virico es igual a la titulacién en ufp/ml multiplicado por 1 ml (volumen de siembra en
placa)-

Virus Linea Rendimiento por matraz
celular
VACV-COP CHO 0 ufp
Vero 2,8X10" ufp
VACV-PH22 Vero 0,75X10" ufp
CHO 7,3X10" ufp
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Rendimiento por ufp de inéculo, es decir, ufp totales producidas a partir de 1 ufp de inéculo

Tamafio de inéculo por matraz: 1x10° ufp

TABLA 3
Virus Linea celular | Rendimiento por ufp de inéculo
VACV-COP | CHO ufp producidas/upf introducidas
Vero 280 ufp/ufp introducidas (280 ufp producidas por cada ufp utilizada para la
inoculacién)
VACV-PH22 | Vero 75 ufp/ufp introducidas (ufp producidas por cada ufp utilizada para la
inoculacién)
CHO 730 ufp/ufp introducidas (730 ufp producidas por cada ufp utilizada para la
inoculacion)

Esta es la titulacion de cada 1 ml de extracto virico.

TABLA 4
Sustrato Linea celular indicadora
celular 143B Vero
Titulacion ufp/ml SE SE % Titulacion ufp/ml SE SE %
CHO 5,38E+03 5,74E+02 10,70% 7,25E+02 2,17E+02 30,00%
p-LLO7-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%
La Tabla 4 proporciona la cantidad total de virus por cada 1 ml de extracto virico.
Sustrato celular Linea celular indicadora
143B Vero
Rendimiento ufp SE Rendimiento ufp SE

CHO 6,38E+03 5,74E+02 7,35E+02 2,17E+02

p-LLO7-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 Proteina

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
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Sementis Limited

<120> PREPARACION DE VECTOR VIRICO

<130> 35226179/WJP

<160> 11

<170> Patentln versiéon 3.5

<210> 1
<211> 2031
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de nucleotidos de CP77 de codones optimizados para la expresion en células de mamifero (CHO)

<400> 1
atgttcgact

gaccgggace
tttaacgagce
cacctgeaca
ggcaaagtga
aacgacttca
gtgctggtgg
gagaactacg
ggctgetoeg
cactceccaga
atctcccace
tgecectgateca
cagtactaca
atcgacaaca
gacgactace
ctgttectgg
aacgacaaag
atcctgateg
gaatacggcg
gactcctaca

gacgacggcg

acctggaaaa
ccaacgacac
actgcaacaa
agaactggeg
acaaggatat
acatctteac
aacacggctt
tgatgaccga
tgatctacga
acgacgacta
tgtactccga
accacggcat
tcaagtecte
cegectacag
tgaacagega
aaaacggcaa
agacaatctc
agtacatcac
ctgtggtcaa
ccatgaagta

agatccceat

tgaggaagtyg
ccggaaccag
cgtggaagtg
gecagetgace
cgccatggtg
ctacatgaag
cgacttctce
cgacccegtg
ggacgaggac
ccagocccgg
gagcgactce
caaccectee
ccacatcgac
ctacategac
ctacoggtac
gcctcocacgge
cctgatectg
cttctecgat
caaagaggcc
cctgetgaaa

cggecacctyg

gccctggacg
ttcaagaaca
gtcaagctge
ccectgggeg
ctgctggaag
tccaagaacg
gtgaagtgeg
cctgagatca
gacgagtacg
aactgcggca
cggtcttgeg
agcatcgata
atcgatateg
gacctgacct
aacaaggacg
atcatgtgcet
aaaaccatga
atcgacatct
atccacggct
aaagagggcyg

tgcaagagca

agctgaagca
acgecctgca
tgctggactce
agtacaccaa
ctaccggcta
tggacatecga
agaagcacca
tegacctgtt
gctacgecta
ccgtgctgea
tgaacccecga
agaactactg
tgaagctget
gctgeacecg
tggacctgga
ccatcgtgce
acteccgacgt
ctctggtcga
acttcaagaa
gegacgeegt

actacggecg

40

gatgctgcgyg
cgoectaccktg
cggcaccaac
cteceggeac
ctccaacatc
cctgatcaag
ctcogtgate
catcgagaac
cgaggaatac
cctgtacatc
ggtggtcaag
caccgecctg
gatgaagggce
gggcatcatg
totggtcaaa
cctgtggegg
geotgeagecat
gtacatgctg
catcaacatc
caaccacctyg

gtacaacttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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tacacegaca cctaccggea gggettecgg gacatgtcet acgectgece catcctgtec
accatcaaca tctgcctgcc ctacctgaag gacatcaata tgatcgataa gocggggcgag
acactgctge acaaggccgt gegetacaac aagcagtcce tggtgtcect getgetggaa
ageggcetcoeg acgtgaacat coggtceccaac aacggcetaca ccotgtatege tatcgecate
aacgagtceee ggaacatcga goetgetgaat atgetgetgt geocacaagece taccctggac
tgegtgateg actccctgeg cgagatcagc aacatcgtgg acaacgcecta cgccatcaag
cagtgcatca gatacgeccat gattatcgac gactgcatct cctecaagat ceccecgagtec
atctccaagec actacaacga ctacattgac atctgcaacc aggaactgaa cgagatgaag
aaaatcatcg tgggcggcaa caccatgttc agectgatct tcaccgatca cggegcecaag
atcatccacc gctacgccaa caaccccgag ctgcgggcct actacgagtce caagcagaac
aagatctacqg tcgaggtcta cgacatcatc agcaacgcca tcgtgaagca caacaagatt
cacaagaaca tegagtccogt ggacgacaac acctacatcet ccaacctgece ctataccatce
aagtacaaga tettcegagea geaggattac aaggatgacyg atgacaagtg a
<210> 2
<211> 676
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> Secuencia de aminoacidos de CP77 codificado por la SEC ID n° 1
<400> 2
Met Phe Asp Tyr Leu Glu Asn Glu Glu Val Ala Leu Asp Glu Leu Lys
1 5 10 15
Gln Met Leu Arg Asp Arg Asp Pro Asn Asp Thr Arg Asn Gln Phe Lys
20 25 30
Asn Asn Ala Leu His Ala Tyr Leu Phe Asn Glu His Cys Asn Asn Val
35 40 45
Glu Val Val Lys Leu Leu Leu Asp Ser Gly Thr Asn Pro Leu His Lys
50 55 60
Asn Trp Arg Gln Leu Thr Pro Leu Gly Glu Tyr Thr Asn Ser Arg His
65 70 75 80
Gly Lys Val Asn Lys Asp Ile Ala Met Val Leu Leu Glu Ala Thr Gly
85 90 95
Tyr Ser Asn Ile Asn Asp Phe Asn Ile Phe Thr Tyr Met Lys Ser Lys

41

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2031



Asn

Phe

Met

145

Gly

Tyr

Gly

Asp

Vval

Ser

130

Thr

Cys

Glu

Thr

Ser
210

Asp

115

Val

Asp

Ser

Glu

val

195

Arg

100

Ile

Lys

Asp

val

Tyr

180

Leu

Ser

Asp

Cys

Pro

Ile

165

His

His

Cys

Leu

Glu

val

150

Tyr

Ser

Leu

Val

Ile

Lys

135

Pro

Glu

Gln

Tyr

Asn
215

Lys

120

His

Glu

Asp

Asn

Ile

200

Pro
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105

val

His

Ile

Glu

Asp

185

Ile

Glu

Leu

Ser

Ile

Asp

170

Asp

Ser

Val

Val

Val

Asp

155

Asp

Tyr

His

Val

Glu

Ile

140

Leu

Glu

Gln

Leu

Lys
220

His

125

Glu

Phe

Tyr

Pro

Tyr

205

Cys

110

Gly

Asn

Ile

Gly

Arg

190

Ser

Leu

Phe

Tyr

Glu

Tyr

175

Asn

Glu

Ile

Asp

val

Asn

160

Ala

Cys

Ser

Asn

His

225

G1ln

Leu

Thr

Arg

Asn

305

Asn

Val

Gly

Tyr

Met

Cys

Tyr

290

Gly

Asp

Leu

Ile

Tyr

Lys

Cys

275

Asn

Lys

Lys

Gln

Asn

Ile

Gly

260

Thr

Lys

Pro

Glu

His
340

Pro

Lys

245

Ile

Arg

Asp

His

Thr

325

Ile

Ser

230

Ser

Asp

Gly

val

Gly

310

Ile

Leu

Ser

Ser

Asn

Ile

Asp

295

Ile

Ser

Ile

Ile

His

Thr

Met

280

Leu

Met

Leu

Glu

Asp

Ile

Ala

265

Ala

Asp

Cys

Ile

Tyr
345

Lys

Asp

250

Tyr

Asp

Leu

Ser

Leu

330

Ile

Asn

235

Ile

Ser

Tyr

val

Ile

315

Lys

Thr

Tyr

Asp

Tyr

Leu

Lys

300

Val

Thr

FPhe

42

Ccys

Ile

Ile

Asn

285

Leu

Pro

Met

Ser

Thr

val

Asp

270

Ser

Phe

Leu

Asn

Asp
350

Ala

Lys

255

Asp

Asp

Leu

Trp

Ser

335

Ile

Leu

240

Leu

Leu

Tyr

Glu

Arg

320

Asp

Asp



Ile

Glu

Met

385

Asp

Arg

Ser

Leu

Lys
465

Ser

Ala

370

Lys

Asp

Tyr

Tyr

Lys

450

Ala

Leu

355

Ile

Tyr

Gly

Asn

Ala

435

Asp

val

Val

His

Leu

Glu

Phe

420

Cys

Ile

Arg

Glu

Gly

Leu

Ile

405

Tyr

Pro

Asn

Tyr

Tyr

Tyr

Lys

3380

Pro

Thr

Ile

Met

Asn
470

Met

Phe

375

Lys

Ile

asp

Leu

Ile

455

Lys

Leu

360

Lys

Glu

Gly

Thr

Ser

440

Asp

Gln

Glu

Asn

Gly

His

Tyr

425

Thr

Lys

Ser
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Tyr

Ile

Gly

Leu

410

Aryg

Ile

Arg

Leu

Gly

Asn

Asp

395

Cys

Gln

Asn

Gly

val
475

Ala

Tle

380

Ala

Lys

Gly

Ile

Glu

460

Ser

Val

365

Asp

val

Ser

Phe

Cys

445

Thr

Leu

Val

Ser

Asn

Asn

Arg

430

Leu

Leu

Leu

Asn

Tyr

His

Tyr

415

Asp

Pro

Leu

Leu

Lys

Thr

Leu

400

Gly

Met

Tyr

His

Glu
480

Ser

ala

Leu

Tle

Tyr

545

Ile

Asn

Ile

Gly

Ile

Cys

Ser

530

Ahla

Ser

Glu

Fhe

Ser

Ala

His

515

Asn

Met

Lys

Met

Thr
5985

Asp

Ile

500

Lys

Ile

Tle

His

Lys

580

Asp

Val

485

Asn

Pro

Val

Ile

Tyr

565

Lys

His

Asn

Glu

Thr

Asp

Asp

550

Asn

Ile

Gly

Ile

Ser

Leu

Asn

535

Asp

Asp

Ile

Ala

Arg

Arg

Asp

520

Ala

Cys

Tyr

val

Lys
600

Ser

Asn

505

Cys

Tyr

Ile

Ile

Gly

585

Ile

Asn

490

Ile

Val

Ala

Ser

Asp

570

Gly

Ile

Asn

Glu

Ile

Ile

Ser

555

Ile

Asn

His

Gly

Leu

Asp

Lys

540

Lys

Cys

Thxr

Arg

43

Tyr

Leu

Ser

525

Gln

Tle

Asn

Met

Tyr
605

Thr

Asn

510

Leu

Cys

Pro

Gln

Phe

530

Ala

Cys

495

Met

Arg

Ile

Glu

Glu

575

Ser

Asn

Ile

Leu

Glu

Arg

Ser

560

Leu

Leu

Asn
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Pro Glu
610

Glu Vval
625

His Lys

Pro Tyr

Asp Asp

<210> 3
<211> 11742
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de pLL0O7

<400> 3
tcagaattgg

caaatatgta
ggaagaatat
atgetgattt
tctategett
gcgttgeccaa
cactteocgac
cgatcecccgg
ttgttgatge
cttttaacag
tggttgatge
aagaaatgca
cacttgataa
tcggaatcge
ctectteatt
aattgcagtt

gtgagttacg

Leu

Tyr

Asn

Thr

Asp
675

Arg Ala

Asp Ile

615

630

Ile Glu
645

Ile Lys
660

Lys

ttaattggtt
tcecgetecatg
gagccatatt
atatgggtat
gtatgggaag
tgatgttaca
catcaagcat
aaaaacagcg
getggcagtg
cgatcgegta
gagtgatttt
taaacttttg
cettattttt
agaccgatac
acagaaacgg
tcatttgatg

cgogegtaegt

gtaacactga
agacaataac
caacgggaaa
aaatgggete
ccecgatgege
gatgagatgg
tttatcegta
ttccaggtat
ttectgegee
tttegecteg
gatgacgage
cecatteteac
gacgagggga
caggatcttg
ctttttcaaa
ctcgatgagt

teocactgage

ES 2670034 T3

Tyr Tyr Glu Ser Lys Gln

Ile Ser Asn Ala Tle Val

635

Ser Val Asp Asp Asn Thr

650

Tyr Lys Ile Phe Glu Gln
665

cccctatttg
cctgataaat
cgtegaggee
gegataatgt
cagagttgtt
tcagactaaa
catecetgatga
tagaagaata
ggttgeacte
cteaggegea
gtaatggetg
aggattcagt
aattaatagg
ccatcctatg
aatatggtat
ttttctaact

gteagacced

Asn Lys Ile Tyr Val

620

Lys His Asn Lys Ile

640

Tyr Ile Ser Asn Leu

655

Gln Asp Tyr Lys Asp
670

tttattttte
gcttcaataa
gegattaaat
cgggeaatca
tctgaaacat
ctggctgacg
tgcatggtta
tcectgattca
gattcctgtt
atcacgaatg
gacetgttgaa
cgtcacteat
ttgtattgat
gaactgcecte
tgataatect
catgaccaaa

gtagaaaaga

44

taaatacatt
tattgaaaaa
tocaacatgg
ggtgcgacaa
ggcaaaggta
gaatttatge
ctcaccactg
ggtgaaaata
tgtaattgtc
aataacggtt
caagtctgga
ggtgatttet
gttggacgag
ggtgagtttt
gatatgaata
atceccttaac

traaaggate

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020



ttecttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgetgecagt
taaggcgeag
gacctacacc
agggagaaag
ggagecttcca
acttgagcgt
caacgcoggec
tgegttatce
tctcaatatt
tattggecat

ccaatatgac

cottttttte
gtttgtttge
gcgragatac
tctgtagcac
ggegataagt
cggtcggget
gaactgagat
gcoggacaggt
gggggaaacyg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattctyg
ggccattagc
tgecatacgtt

cgeecatgttg

tgcgcegtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtettac
gaacggggayg
acctacagcg
atceggtaag
cotggtatet
gatgctcgtc
teoctggectt
tggataaccyg
catattattc
gtatctatat

gcattgatta
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ctgetgettg
gctaccaact
tettetagtg
cctegetetg
cgggttggac
ttogtgeaca
tgagctatga
cggoagggte
ttatagteoct
aggggggcgg
ttgectggect
tattaeccgec
attggttata
cataatatgt

ttgactagtt

caaacaaaaa
ctttttccga
tagococgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagcet
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtegggtttc
agcctatgga
tttgctecaca
tttgagtgag
tagcataaat
acatttatat

attaatagta

aaccaccgcet
aggtaactgg
tagcccacca
taccagtgge
agttacegga
tggagegaac
cgcttceccga
agegeacgag
gocacectetg
aaaacgccag
tgttetttec
ctgatacege
caatattggc
tggctecatgt

atcaattacg

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

cogectgget
atagtaacgc
gcccacttgg
gacggtaaat
tggcagtaca
accaatgggc
gtcaatggga
cecgecaegt
gcetegtttag
attgctaacg
cectgetgea
acgtgteega
aagtgcagec
ctggecagete

agaacaagca

gaccgcccaa
caatagggac
cagtacatca
ggccocgectyg
tctacgtatt
gtggatagcg
gtttgttttg
tgacgcaaat
tgaaccgtca
cagtcaggcc
gagcgacgac
ggacgacgtg
taccagcagce
cctggecage

ctgotggtece

cgacceecge
tttccattga
agtgtatcat
gcattatgece
agtcateget
gtttgactca
gcaccaaaat
gggcggtagy
gatcactaga
aacatgggct
gaactggtgy
cagtccgaca
ggctccgaga
aacagaatce

acctcocaaga

ccattgacgt
cgtcaatggyg
atgccaagtc
cagtacatga
attaccatge
cggggatttc
caacgggact
cgtgtacggt
agectttattg
ctagcectgga
gegaggacag
ccgaggaage
tectggacga
tgacecetgee

goaccaggag

caataatgac
tggagtattt
cgcccectat
ccttacggga
tgatgeggtt
caagtctcca
ttccaaaatg
gggaggtcta
cggtagttta
cgacgagcac
cgacagegag
cttecatcgac
gcagaacgtg
ccagagaacc

gagcagagtg
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gtatgttcece
acggtaaact
tgacgtcaat
ctttectact
ttggeagtac
ccccattgac
tcgtaataac
tataagcaga
tcacagttaa
atcctgagcg
gtcagegace
gaggtgcacg
atcgagcage
atcagaggca

tecgeectga

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880
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acatcgtgcg gagccagagg ggccccacca gaatgtgcag aaacatctac gaccceccoctge 2940
tgtgcttcaa gctgttcttc accgacgaga tcatcagcga gatcgtgaag tggaccaacg 3000
ccgagatcag cctgaagagg cgggagagca tgaccagcge caccttcaga gacaccaacg 3060
aggacgagat eotacgectte tteggeatee tggtgatgac cgeegtgaga aaggacaace 3120
acatgagcac cgacgacctg ttcgacagat ccctgagcat ggtgtacgtg tccgtgatga 3180
gcagagacag attcgacttc ctgatcagat gcctgagaat ggacgacaag agcatcagac 3240
ccaccctgecg ggagaacgac gtgttcaccce cogtgeggaa gatctgggac ctgttcatce 3300
accagtgcat ccagaactac acceoctggeg cccacctgac catcgatgag cagetgetgg 3360
gcttcagagg cagatgccce ttcagagtgt acatccccaa caagcccagce aagtacggcea 3420
tcaagatcct gatgatgtgce gacageggceca ccaagtacat gatcaacgge atgcocctacce 3480
tgggcagagg cacccagaca aacggeogtge coctgggoga gtactacgtg aaagaactga 3540
gcaagcctgt gecatggcagc tgcaggaaca tcacatgcga caactggttc accagcatce 3600
ccctggocaa gaacctcoctg caggaaccct acaagetgac catcgtggge accgtgcegga 3660
gcaacaagcg ggagatccca gaggtgctga agaacagcag atccagacct gtgggaacaa 3720
gcatgttetg cttcgacggc cocctgaccee tggtgtccta caagcccaag cccgocaaga 3780
tggtgtacct cctgtccage tgcgacgagg acgccagcat caacgagagc accggcaagce 3840
cccagatggt gatgtactac aaccagacca agggcggcgt ggacaccctg gaccagatgt 3900
gcagcgtgat gacatgcagc agaaagacca acagatggcc tatggcecctg ctgtacggea 3960
tgatcaatat cgcctgcatc aacagettceca tcatctacag ccacaacgtg tccageaagg 4020
gcgagaaggt gcagagcoegg aagaaattea tgeggaacet gtacatgage ctgaccteca 4080
gcttcatgag aaagagactg gaagccccca ccctgaagag atacctccgg gacaacatca 4140
gcaacatcct gcccaaggaa gtgcoccaggaa caagcgacga cagcaccgag gaacccgtga 4200
tgaagaagag gacctactgc acctactgtc ccagcaagat cagaagaaag gccaacgcca 4260
getgcaagaa atgcaaaaaa gtgatetgec gggagecacaa catcgacatg tgecagaget 4320
gtttctgatt cagacatgat aagatacatt gatgagtttg gacaaaccac aactagaatg 4380
cagtgaaaaa aatgctttat ttgtgaaatt tgtgatgcta ttgectttatt tgtaaccatt 4440
ataagetgea ataaacaagt taacaacaac aattgeatte attttatgtt teaggtteag 4500
gyggagatgt gggaggtttt ttaaagcaag taaaacctet acaaatgtgg taagcaggtt 4560
taaccctaga aagatagtct gegtaaaatt gacgcatgca ttcttgaaat attgctctct 4620
ctttetaaat agegogaate cgtegetgtg catttaggac atcetcagteg cegettggag 4680
ctoccegtgag goegitgettgt caatgoeggta agtgtcactg attttgaact ataacgaceg 4740
cgtgagtcaa aatgacgcat gattatcttt tacgtgactt ttaagattta actcatacga 4800
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taattatatt
gttatagata
aaatattcag
agaatccaga
acaaaggaac
acgagtgetg
gacggecgeg
gattgagteg
ctgatagagt
aagctccgga
ccteocagaag
gtcaatgacc
gtgcacgagyg
ctgecgagacg

atcagcaatc

gttatttcat
tctttcttta
aaataattta
tgctcaagge
ctttaataga
gggcgteggt
cttetgeggyg
catcagaceoct
tggtcaagac
tgccteoceget
aagatgttgg
gctgttatge
tgccggactkt
gacgcactga

gcgecatatga

gttctactta
tgttttaaat
aatacatcat
cctteoataat
aattggacag
ttccactate
cgatttgtgt
gogoadaage
caatgeggag
cgaagtagcg
cgacctegta
ggccattgte
cggggeagtc
cggtgtegte

aatcacgcca

ES 2670034 T3

cgtgataact
gcactgacct
tgcaatgaaa
atceccececagt
caagaaageqg
ggegagtact
acgcccgaca
tgoateatag
catatacgee
cgtctgctgce
ttgggaatce
cgtcaggaca
ctcggecccaa
catcacagtt

tgtagtgtat

tattatatat
cccacattcc
ataaatgttt
ttagtagttg
agetattect
tctacacage
gtceceggete
aaattgeoogt
cggagoecgeg
tccatacaag
ccgaacatcg
ttgttggage
agcatcagct
tgccagtgat

tgaccgattc

atattttett
ctttttagta
tttattagge
gacttaggga
ttgeectegg
categgtecca
cggatcggac
caaccaagetb
goegatectge
ccaaccacgg
cctegeteca
cgaaatcege
catcgagagc
acacatgggg

cttgeggtece

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

cgegacegge
ctgtgcacgyg
ttccggaatce
accateggeg
agcacgagat
gatcagaaac
aaggcccgga
gaatgceggyg
cocageccecyg
ctattggeccg
cacgagacta
g9cg999999
gaacggagec
tgtgtagege

aagegectca

tgcagaacag
cgggagatgce
gggagcgcgg
cagctattta
tettegecct
ttctcgacag
gatgaggaag
cctecggagy
gacccaceee
ctgcccocaaa
gtgagtegtg
aacttcctga
ggttggegee
caagtgecca

cctacceggt

cgggcagtte
aataggtcag
ccgatgcaaa
cacgoaggac
ccgagagetg
acgtcgcecggt
aggagaacag
acctteggge
ttceccagect
ggcctacceg
ctacttecat
ctaggggagyg
taccggtgga
geggggctge

agagaaactt

ggtttcagge
gctctegetg
gktgccgataa
atatcecacge
catcaggteg
gagttecagge
cgoggeagac
geecgeoceg
ctgageccag
ctteccattge
ttgtcacgte
agtagaaggt
tgtggaatgt
taaagegecat

gatctgtege

agatcttgea
aattccccaa
acataacgat
cctoctacat
gacacgetgt
tttttcatgg
gtgegetttt
cocctgagee
aaagcgaagyg
tcagcggtgce
ctgoacgacy
ggcgcgaagyg
gtgcgaggec
gctecagact

cgcaattcecaa
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acgtgacacc
tgtcaagcac
ctttgtagaa
cgaagctgaa
cgaactttte
tggcggacga
gaagcgtgca
cgcecctgag
agcaaagctg
tgtccatectg
cgagetgegy
ggccaccaaa
agaggccact
gecttgggaa

gettegtgag

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660
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gctccggtge cegtcagtga cctgctatac tctggagacg gcacatcgecce cacagtccec 6720
gagaagttgg gaggggtcgg caattgaacc ggtgecctaga gaaggtggceg cggggtaaac 6780
tgggaaagtg atgtcgtgta ctggctcocge ctttttcceqg agggtggggg agaaccgtat 6840
ataagtgeag tagteogeegt gaadgttett tttegeaacg ggtttgecge cagaacacag 6900
gtaagtgccg tgtgtggttc ccgecgggecct ggocctcocttta cgggttatgg ccettgegtg 6960
ccttgaatta cttcocacctg getccagtac gtgattettg atccegaget ggageccaggg 7020
gcgggccttg cgetttagga geococcttege ctegtgettg agttgaggec tggectggge 7080
getggggeoecg cogegtgega atctggtgge accttegege ctgtcectogeot getttegata 7140
agtctctagc catttaaaat ttttgatgac gtgctgcgac gctttttttc tggcaagata 7200
gtcttgtaaa tgcgggcocag gatctgcaca ctggtattte ggtttttggg coccecgeggocog 7260
gogacgggge cogtgegtee cagegeacat gttoggoegag goaggggoctyg cgagaegoegge 7320
caccgagaat cggacggggg tagtctcaag ctggeccggec tgectetggtg cctggecteg 7380
cgocgocgtg tatcgococceog cococtgggogg caaggetgge ccocggtcggea ccagttgogt 7440
gagcggaaag atggccgett ccoccggecctg ctccaggggg ctcaaaatgg aggacgoggc 7500
gctcgggaga gogggcgggt gagtcaccca cacaaaggaa aagggecttt ccogtcctcag 7560
ccgtcgettc atgtgactcc acggagtacc gggcgccgtc caggcacctce gattagitct 7620
ggagcttttg gagtacgtecg tctttaggtt ggggggaggg gttttatgeg atggagttte 7680
cccacactga gtgggtggag actgaagtta ggccagecttg geocacttgatg taattctcect 7740
tggaatttgg ccotttttgag tttggatott ggttcattct caagectcag acagtggtte 7800
aaagtttttt tettccattt caggtgtegt gaacacgtet cggggggeeg ccaccatgtt 7860
cgactacctg gaaaatgagg aagtggccct ggacgagctg aagcagatgc tgcgggaccg 7920
ggaccccaac gacacccgga accagbtcaa gaacaacgcc ctgcacgcocct acctgtttaa 79380
cgagcactgec aacaacgtgg aagtggtcaa gctgeotgetg gactccggeca ccaaccecct 8040
gcacaagaac tggcggcage tgaccecccect gggegagtac accaactecc ggecacggcaa 8100
agtgaacaag gatatcgcca tggtgctget ggaagctace ggctactcca acatcaacga 8160
cttcaacatc ttcacctaca tgaagtccaa gaacgtggac atcgacctga tcaaggtget 8220
ggtggaacac ggettegact teteegtgaa gtgegagaag caccactecg tgatcegagaa 8280
ctacgtgatyg accgacgace coegtgoectga gatcatcegac ctgttcateg agaacggetg 8340
ctccgtgatc tacgaggacyg aggacgacga gtacggctac gecctacgagg aataccactc 8400
ccagaacgac gactaccage cceggaactg cggcaccgtg ctgeaccetgt acatcatcete 8460
ceacctgtac tecgagageg acteocoggte ttgegtgaac ceocegaggtgg tcaagtgeoct 8520
gatcaaccac ggcatcaacc cctccagcat cgataagaac tactgcaccg ccctgcagta 8580

48



ctacatcaag
caacaccgcc
ctacctgaac
cctggaaaac
caaagagaca
gatcgagtac
cggcgetgtg
ctacaccatg
cggcgagate
cgacacctac
caacatctge
gctgcacaag
ctccgacgtg
gtcceggaac

gatcgactece

tcctecocaca
tacagctaca
agcgactacc
ggcaagccte
atcteceotga
atcaccttet
gtcaacaaag
aagtaccotgoe
ccecateoggece
cggcagggct
ctgcectace
gccegtgeget
aacatccggt
atcgagetge

ctgegocgaga

tcgacatcga
tcgacgacct
ggtacaacaa
acggcatcat
tectgaaaac
cagatatega
aggccatcca
tgaaaaaaga
acctgtgecaa
tccgggacat
tgaaggacat
acaacaagca
ccaacaacgg
tgaatatget

tcagcaacat
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tatecgtgaag
gacctgctge
ggacgtggac
gtgcteccate
catgaacteo
catctetetg
cggctactte
gggeggegac
gagcaactac
gtcctacgec
caatatgatc
gtecectggtg
ctacacctgt
gcetgtgecac

cgtggacaac

ctgctgatga
acccggggcea
ctggatctgg
gtgcecectgt
gacgtgetge
gtocgagtaca
aagaacatca
googteoaace
ggcoggtaca
tgcceccatcece
gataageggy
tececetgetge
atcgctatcg
aagcctacce

gcctacgeca

agggcatcga
tcatggccga
tcaaactgtt
ggcggaacga
agcatatoct
tgctggaata
acatcgactc
acctggacga
acttttacac
tgtccaccat
gcgagacact
tggaaagcgg
ccatcaacga
tggactgegt

tcaagcagtg

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

caagcactac
catcgtgggc
ccaccgctac
ctacgtegag
gaacatcgag
caagatcttc
gttctcatca
cttttaatat
agtttctcat
gttttatttt
tactggggty
taattttaaa
taggactttyg
attattttet

tttttttgtg

aacgactaca
ggcaacacca
gccaacaacc
gtctacgaca
tccgt ggacqg
gagcagcagg
catcatatca
ttctctaatt
gtgtaatgat
ttactgattt
ttgcaaatat
aataagtctt
agtcataaga
aaaagattta

tgtatggtat

ttgacatectyg
tgttcagect
ccgagctgeg
teoatcagcaa
acaacaccta
attacaagga
aggttatata
tagtgtatat
tatttagagt
gtaagacttc
tttetgteat
aatattcatg
aatttticte
aagttttgece

gacatatggg

caaccaggaa
gatcttcacc
ggcctactac
cgocategtg
catecteccaac
tgacgatgac
ccatcaatat
gcaatgatag
ttoctetttea
tttttataat
tetatggecet
caatctaatt
tacactgaag
ttecteeattt

tteocetttta

ctgaacgaga
gatcacggcg
gagtccaagc
aagcacaaca
ctgecectata
aagtgaaaaa
tgccacagat
ttetotgatt
tectgttoaaa
ctgcatatta
gacttttett
aacaatcttt
tcatgatgge
agacttataa

ttttttacat
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tgaagaaaat
ccaagatcat
agaacaagat
agattcacaa
ccatcaagta
gegtettect
gttacttagc
tetgagattg
tttttgtcta
caattctectt
aatggttttt
tetttgtggt
atgettectat
ttcactggaa

ataaatatat

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440
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15

20

25

ttecctgttt
ttttcatagg
agcctecactyg
acattcttte
tacattttga
agattgactg
atgcectttgt
teetggttge
tgecactgtgt
cttteoeggga
cttgeccoeget
gggaaatcat
acgtcecttcet
ctgecggete
ctttgggcceg
tgccccacce
tcattttatt
gaggggcaaa
ttttgagttt
tattattagt
aacctegata

gtacgtcaca

<210> 4
<211> 54
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

ttctaaaaaa
tcacttacat
tctatccecca
ccattttgtt
aatgaggttyg
gtattcttaa
atcatgctat
tgtoatettta
ttgetgacge
ctttogettt
gcetggacagg
cgtcotttee
gctacgtcce
tgeggectet
cctccecegea
caccccccag
aggaaaggac
caacagatgg
ttgttttttt
atgtaagtgt
tacagaccga

atatgattat

gaaaaagatc
atatcaatgg
cacatctcat
ctacaagaat
acaagttaat
ctatgttget
tgcttcecgt
tgaggagttyg
aacccccact
cccectecct
ggcteggetg
ttggetgete
ttcggeecte
tccgectcett
tcgectgcta
aatagaatga
agtgggagtyg
ctggcaacta
ttaataaata
aaatataata
taaaacacat

ctttotaggyg
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atcattttec
gtctgtttet
gctttgectet
atttttgtta
aatcaaccte
ccttttacge
atggctttca
tggacagttyg
ggttggggea
attgecacygy
ttgggcactg
geetgtgttg
aatccagcgg
cgecttegee
ttgtcttgece
cacctactca
gcaccttcca
gaaggcacat
aataaacata
aaacttaata
gagtcaattt

ttaagaagac

cattgtaaaa
gagctctact
aaatcttgat
ttgtetttgg
tggattacaa
tatgtggata
ttttctecte
tcaggeaacy
ttgccaccac
cggaacteat
acaattcegt
ccacctggat
accttcette
ctcagacgag
aatcctcccce
gacaatgcga
gggtcaagga
ttgttacttt
aataaattgt
tctattcaaa
tacgcatgat

tg

<223> Cebador directo para el gen de CP77-CHO del plasmido pPH51

<400> 4

aacacgtctc ggggggcecgc caccatgttc gactacctgg aaaatgagga agtg

<210>5
<211>65
<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador inverso para el gen de CP77-CHO del plasmido pPH51

<400> 5

tgccatattt
ctattttatc
atttagtgga
getttetata
aatttgtgaa
cgetgettta
cttgtataaa
tggegtggtyg
ctgtecagete
cgecgeotge
ggtgttgtceg
teotgegeggg
ccgeggectg
tecggatctec
cttgctgtcc
tgcaatttcc
aggcacgggg
atagaagaaa
ttgttgaatt
ttaataaata

tatcetttaac

54

caggaagacg ctttttcact tgtcatcgtc atccttgtaa tcctgetgect cgaagatctt

gtact

50

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

109880

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11742

60

65



10

15

20

<210>6
<211> 855
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de nucledtidos del gen de K1L de Vaccinia Copenhagen (extracto de Genbank M35027.1)

<400> 6
atggatctgt

aaagatacat
aataacgtgc
aatgaatttc
ctattcagtg
goggttgata
atgttctatg
gtaagtattg
cttagttgta
gactatatga
gctatagata
tactotgtta
gaaaagcatg
aataaattgg

gtaaagaaaa

<210>7
<211> 284
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de aminoacidos de K1L de Vaccinia Copenhagen (extracto de Genbank M35027.1) codificada por

laSEC ID n°6

<400>7

cacgaattaa
ttaaggcgga
gtctagtatg
cattacatca
gaatggatga
gtggtaacat
ggaaaactgg
tatcatactt
ttcacaccac
cgtcgacaaa
ataaagacat
atctggaaaa
ttgaatacaa
atgaaataat

actaa

tacttggaag
tgtccatgga
tacgttgttyg
ggcagccaca
ttcacaattt
gcaaacggtyg
atggaaaact
tectttcagaa
tataaaaaat
caccaataat
tgagatgtta
tgtactattyg
gtctgactce

tagcaaaaac
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tctaagecage
catagtgcet
aacgctggag
ttagaagata
gatgacaaag
aaactgtttg
tcattttate
ataccatcta
ggacacgtgg
tcccttetet
caggctctgt
gatgatgeeg
tatacaaaag

aaggaactcea

tgaaaagctt
tgtattatgc
cattgaaaaa
ccaaaatagt
gaaacaccgc
ttaagaaaaa
atgeccgteat
cttttgatct
atatgatgat
tcattccgga
tcaaatacga
aaataactaa
atctcgatat

gactcatgta

tctetetagte
aatagctgat
tcttctagag
aaagattttyg
attgtattat
ttggagactyg
gcttaatgat
ggctattctc
tctecttgete
cattaaattyg
cattaatatc
gatgattata
cgtcaagaat

cgtcaattgt

Met Asp Leu Ser Arg Ile Asn Thr Trp Lys Ser Lys Gln Leu Lys Ser

1

5

10

51

15

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

855



10

Phe

Ala

Leu

Leu

65

Leu

Ala

Phe

Lys

Leu

Leu

Leu

His

Phe

Leu

val

Thr
130

Ser

Tyr

35

Asn

Gln

Ser

Tyr

Lys

115

Ser

Ser

20

Tyr

Ala

Ala

Gly

Tyr

100

Lys

Phe

Lvs

Ala

Gly

Ala

Met

85

Ala

Asn

Tyr

Asp

Ile

Ala

Thr

70

Asp

Val

Trp

His

Thr

Ala

Leu

Leu

Asp

Asp

Arg

Ala
135

Phe

Asp

40

Lys

Glu

Ser

Ser

Leu

129

val

Lys

25

Asn

Asn

Asp

Gln

Gly

105

Met

Met
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Ala

Asn

Leu

Thr

Phe

90

Agn

Phe

Leu

Asp

Val

Leu

Lys

75

Asp

Met

Tyr

Asn

Val

Arg

Glu

Ile

Gln

Gly

Asp
140

His

Leu

45

Asn

Vval

Lys

Thr

Lys

125

Val

Gly

30

Val

Glu

Lys

Gly

Val

110

Thr

Ser

His

Cys

Phe

Ile

Asn

95

Lys

Gly

Ile

Ser

Thr

Pro

Leu

80

Thr

Leu

Trp

val

Ser

145

Leu

Ile

Leu

Met

Leu

225

Glu

Ile

Leu

Tyr

Ser

Leu

Phe

Leu

210

Glu

Lys

val

Arg

<210> 8

<211> 551

Phe

Cys

Leu

Ile

195

Gln

Asn

His

Lys

Leu
275

<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> VACV-COP-D13L ORF

Leu

Ile

Leu

180

Pro

Ala

Vval

Val

Asn
260

Ser

His

165

Asp

Asp

Leu

Leu

Glu

245

Asn

Glu

150

Thr

Tyr

Ile

Phe

Leu

230

Tyr

Lys

Ile

Thr

Met

Lys

Lys

215

Asp

Lys

Leu

Pro

Ile

Thr

Leu

200

Tyr

Asp

Ser

Asp

Ser

Lys

Ser

185

Ala

Asp

Ala

Asp

Glu
265

Thr

Asn

170

Thr

Ile

Tle

Glu

Ser

250

Ile

Fhe

155

Gly

Asn

Asp

Asn

Ile

235

Tyxr

Ile

Asp

His

Thr

Agn

Ile

220

Thr

Thr

Ser

Leu

Val

Asn

Lys

205

Tyr

Lys

Lys

Lys

Met Tyr Val Asn Cys val Lys Lys Asn

280

52

Ala

Asp

Asn

190

Rsp

Ser

Met

Asp

Asn
270

Ile

Met

175

Ser

Ile

val

Ile

Leu

255

Lys

Leu

160

Met

Leu

Glu

Asn

Ile

240

Asp

Glu



<400> 8

Met

Lys

Met

Asp

Ala

Met

His

Glu

Ser

hAsn

145

Pro

Lys

Asn

Arg

Pro

Asn

Leu

Gly

val

Glu

Gly

130

Asp

Phe

Ile

Asn

Ser

Gln

35

Gln

Asn

Arg

Ser

Leu

115

Tyr

Thr

Asp

Thr

Thr

Asn

20

Tyr

Ala

His

FPhe

Ile

100

Tyr

Ser

Ile

val

val
180

Ile

val

Ile

Ile

Leu

Gly

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

165

Thr

Ile

Phe

Ser

Ala

Val

Tyr

Ser

Asn

Glu

Glu

150

Asp

val

Asn

Ala

Leu

Ser

55

Leu

Val

Cys

Cys

Leu

135

Pro

Thr

Thr

Ser

val

Ser

410

Phe

Ser

Pro

Asn

Ile

120

Asn

Ser

Phe

Phe

ES 2670034 T3

Leu

Asp

25

Gly

Glu

Leu

Tyr

Gly

105

bhsn

Asp

Thr

Ser

Asn
185

Ile

10

Ser

val

Tle

Glu

Val

val

Aszsn

Ile

Val

Ser

170

Pro

Gly

Gln

Met

Arg

Leu

Gly

Ile

Thr

Ser

Tyr

155

Leun

val

Gly

Ile

Thr

Asp

Pro

Tyr

Trp

Ile

Ile

140

val

Lys

Ser

53

Asp

Pro

Asn

45

Gln

Glu

Lys

Glu

Ala

125

Gly

Tyr

Leu

Asp

Asp

Thr

30

Asp

Tyr

val

Cys

Ile

110

Leu

Leu

Ile

Ser

Ile
190

Ser

15

Leu

Gly

Ile

Lys

Ile

95

Glu

Lys

Thr

Lys

Asp

175

val

Ile

Tyr

Pro

Thr

Gly

Asn

Gly

His

Pro

Thr

160

Ser

Ile



Arg

Val

Lys

225

Gln

val

Tyr

Ser

Gly
305

Asp

Pro

210

Pra

Pro

Tyr

Pro

Arg

290

Tyr

Ser

195

Glu

Ser

Thr

Thr

Gly

275

Leu

Pro

Ser

Leu

Phe

Ala

Lys

260

Tyr

Leu

Glu

Phe

Ser

Ile

Thr

245

Pro

Ser

Asp

Ser

Asp

Phe

Glu

230

val

Tyr

Gln

Asp

Ala
310

Phe

Ile

215

Lys

Thr

Tyr

Asp

Leu

295

Glu

Glu

200

Gly

Pro

Glu

Gly

Glu

280

val

Ile

Thr

Tyr

Arg

Val

Asn

265

Lys

Ile

val

ES 2670034 T3

Phe

Met

Arg

His

250

Thr

Asp

val

Glu

Asn

Val

val

235

Ala

Asp

Tyr

Ser

val
315

Lys

Lys

220

Ile

Ala

Asn

Ile

Asp

300

Pro

Glu

205

Asn

Gly

Thr

Lys

Asp

285

Gly

Glu

Phe

Val

Gln

Ser

Phe

270

Ala

Pro

Asp

Val

Gln

Ile

Leu

255

Ile

Tyr

Pro

Gly

Tyr

Ile

Asn

240

Ser

Ser

Val

Thr

Ile
320

Val

Asp

Arg

Thr

Ser

385

Thr

Lys

Phe

Ser

Asn

Lys

Gly

370

His

Ser

Ala

Lys

Ile

Met

Asn

355

Thr

Ser

Gln

Lys

Asn
435

Gln

Ser

340

Ser

Tyr

Ile

Arg

Asp

420

Lys

Asp

325

val

Phe

Ser

Asn

Asn

405

Leu

Thr

Ala

Tyr

Ile

Asp

Ile

390

Val

Phe

Asp

Asp

Leu

Tyr

Ala

375

Ile

Tyr

Ile

Ile

Val

His

Asn

360

Thr

Asp

Asn

Asn

Ile
440

Tyr

Thr
345

Ile

Lys

Thr

Gly

Asp

425

Ser

Val

330

Asn

Ser

Arg

Ser

Asp

410

Pro

Arg

Lys

Leu

Lys

Thr

Tle

395

Asn

Phe

Leu

Ile

Leu

Lys

Ile

380

Pro

Arg

Ile

Glu

54

Asp

Met

FPhe

365

Phe

Vval

Ser

Lys

Val
445

Asn

Phe

350

Ser

Ala

Ser

Ala

Gly
430

Arg

Val

335

Gly

Ala

His

Len

Glu

415

Ile

Phe

Pro

Thr

Ile

Ile

Trp

490

Ser

Asp

Gly



10

Asn Asp Val

450

Glu
465

Leu Leu

Phe Thr Pro

Ser Arg Gly

Val Asn

515

Asp

Asn
530

Cys Asp

Lys Ile Met

545

<210>9
<211> 1680
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

Leu Tyr

Thr Lys

Ser

Ser

Glu
455

Asn

Asn Asn

470

Ile
485

Lys

Lys
500

Asp
His Pro
Leu

Tyr

Gly Asp

Phe

Lys

ILle

Lys

Asn

Phe Arg

Leu Ser

Tyr Tyr

520

Val
535

Ser

Asn

550

Val

val

ES 2670034 T3

Gly Pro Ile

Gly Thr Arg

475

Thr
490

Pro Thr

Arg val

505

Gln Lys

Tyr Asp Gln

Ser Ile

460

Arg

Thr Leu

ITle Thr

Val Tyr

510

Gln Leu Vval

525

Gly Val

540

Thr

Ala

Ser

Ser

Tyr Asn

Phe Asn

480

Asn Val

495

Thr Met

val

val

Ile Thr

<223> Secuencia de nucleodtidos de codones optimizados para CHO codificante de SEC ID n° 1

<400>9

atgaacaaca
gtgttcgeeg
ggcgtgatga
cagtacatca
atgggcagat
tccagetgea
aacaacacaa
ggcctgaccce
cccttcgacg
accegtgacet
acattcaaca

aacgtgcaga

ccatcatcaa
tggactccca
ccaacgacgqg
ccgccctgaa
tcggctacgt
acggcgtgat
tcgecctgaa
ccaacgacac
tggaagatac
tcaaccectgt
aagaatttgt

tcaageccag

ctcectgate
gatccccacce
cecctgacaac
ccacctggtg
gccctacgtg
ctgggaaatc
gcactccgge
catcaaagaa
cttctccage
gtcocgacate
gtacgtgeee

ctteategag

ggeggcgacg
ctgtacatgce
caggctatcg
ctgtcecctgg
ggctacaagt
gagggcgagg
tactccteeg
ccctccaccg
ctgaagctgt
gtgatcceggg
gagcetgtect

aagcctegga

actccatcaa
cccagtacat
cctecttcga
aactgcccga
gcatcaacca
aactgtacaa
agctgaacga
tgtacgtgta
ccgactccaa
actccagett
tcateggeta

gagtgategy

55

gecggtecaac
ctccctgtee
gatccgggat
agtgaagggc
cgtgtccatc
caactgcatt
catctccatc
catcaagacc
gatcaccgtg
cgacttegag
catggtcaag

ccagatcaac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

15

20

25

30

35

cagcctaceqg
ccctactacg
aaggactaca
ggcecaccta
gtcagecatec
gtgtacctge
atctccaaga
tteoegoccaca
acctctcaga
ctgttecatca
tcecggetgg
cggatctaca
tttacccceca
gacaagetga
gtgcagaaac

gtgtcecatta

<210>10
<211>44
<212> ADN

ccaccgtgac
gcaacaccga
tagacgecta
caggcetacec
aggacgccga
acaccaacct
agttcteege
tetoccacag
gaaacgtgta
acgacceoctt
aagtgcgett
acgagctget
agatcttett
gegtgegggt
agctggtggt

ccaagatcat

<213> cebador sintético

<400> 10

agaggtgcac
caacaagttc
cgtgtcocgg
tgagtctgee
tgtgtatgtg
gotgatgtte
catcaccggc
catcaacate
caacggcgac
catcaagggc
cggcaacgac
gaccaagtcce
ccggoccace
ggtgtactcee
cgtgtgcaac

gggcgataac

ES 2670034 T3

gcegecacat
atctectace
ctgetggacg
gagatcgtgg
aagatcgaca
ggcaccagga
acctacteccg
ateogacaccot
aacagatccg
atecgactteca
gtgctgtact
aacaacggca
accatcacecg
accatggacg
gatctgtaca

aacgactaca

aacacgtctc ggggggcecgc caccatgaac aacaccatca tcaa

<210> 11
<211>40
<212> ADN

<213> cebador sintético

<400> 11

caggaagacg ctttttcact tgtcgtcgtc gtccttgtag

<210>12
<211> 8
<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> proteina etiqueta Flag

<400> 12

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

1

<210> 13
<211> 16
<212> PRT

5

<213> Artificial

<220>

<223> péptido D13L

40

ccctgagegt
ccggctacag
acctegtgat
aagtgccega
acgtgccaga
agaattcett
acgccaccaa
ccatcccegt
ccgagtccaa
agaacaagac
ccgagaacgg
ccagaaccect
ctaacgtgte
tgaaccacce
aggtgtccta

aggacgacga

44

56

gtacaccaag
ccaggacgag
cgtgtctgat
ggacggcatc
caacatgtcc
catctacaac
goggaccatc
gtooctgtgg
ggccaaggac
cgacatcatc
cocctatcage
gacctttaac
cagaggcaaqg
catctactac
cgaccagggc

cgacaagtga

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



ES 2670034 T3

<400> 13
Cys Tyr Asp Gln Gly Val Ser Ile Thr Lys Ile Met Gly Asp Asn Asn
1 5 10 15

10

15

20

25

30

35

40

45

<210> 14

<211> 35

<212> ADN

<213> cebador sintético

<400> 14
cggtacccgg ggatcacgaa aaataatagt aacca

<210> 15

<211> 38

<212> ADN

<213> cebador sintético

<400> 15
aatttagtgt gcgcgtggaa aaagcttaca ataaactc

<210> 16

<211> 36

<212> ADN

<213> cebador sintético

<400> 16
atatttaaat gcgcgcaata atggaacaag aaccct

<210> 17

<211> 36

<212> ADN

<213> cebador sintético

<400> 17
cgactctaga ggatcgcgct gaggtcggca actacg

<210> 18
<211> 668
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> proteina CP77 que cmprende la secuencia de CPXV-125L Brighton Red

<400> 18

Met Phe Asp Tyr Leu Glu Asn Glu Glu Val Ala Leu Asp Glu Leu Lys

35

38

36

36

57



Gln

Asn

Glu

Asgn

65

Gly

Tyr

Asn

Met

Asn

val

50

Trp

Lys

Ser

Val

Leu

Ala

val

Arg

Val

Asn

Asp
115

Arg

20

Leu

Lys

Gln

Asn

Ile

100

Ile

Asp

His

Leu

Leu

Lys

85

Asn

Asp

Arg

Ala

Leu

Thr

70

Asp

Asp

Leu

Asp

Tyr

Leu

55

Pro

Ile

Phe

Ile

Pro

Leu

40

Asp

Leu

Ala

Asn

Lys
120

ES 2670034 T3

Asn

25

Phe

Ser

Gly

Met

Ile

105

Val

10

Asp

Asn

Gly

Glu

Val

90

Phe

Len

Thr

Glu

Thr

Tyr

15

Leu

Thr

Val

Arg

His

Asn

60

Thr

Leu

Tyr

Glu

Asn

Cys

45

Pro

Asn

Glu

Met

His
125

Gln

30

Asn

Leu

Ser

Ala

Lys

110

Gly

15

Phe

Asn

His

Arg

Thr

95

Ser

Phe

Lys

Val

Lys

Hisg

80

Gly

1ys

Asp

Phe

Met

145

Gly

Tyr

Gly

Asp

His

225

Gln

Ser

130

Thr

Cys

Glu

Thr

Ser

210

Gly

Tyr

val

Asp

Ser

Glu

val

195

Arg

Ile

Tyr

Lys

Asp

val

Tyr

180

Leu

Ser

Asn

Ile

Cys

Pro

Ile

165

His

His

Cys

Pro

Lys
245

Glu

Val

150

Tyr

Ser

Leu

Val

Ser

230

Ser

Lys

135

Pro

Glu

Gln

Tyr

Asn

215

Ser

Ser

His

Glu

Asp

Asn

Ile

200

Pro

Ile

His

His

Ile

Glu

Asp

185

Ile

Glu

Asp

Ile

Ser

Ile

Asp

170

Asp

Ser

Val

Lys

Asp
250

val

Asp

155

Asp

Tyr

His

val

Asn

235

Ile

Ile

140

Leu

Glu

Gln

Leu

Lys

220

Tyr

Asp

58

Glu

Phe

Tyr

Pro

Tyr

205

Cys

Cys

Ile

Asn

Ile

Gly

Arg

130

Ser

Leu

Thr

Val

Tyr

Glu

Tyr

175

Asn

Glu

Ile

Ala

Lys
255

val

Asn

160

Ala

Cys

Ser

Asn

Leu

240

Leu



Leu

Thr

Arg

Asn

305

Asn

val

Ile

Glu

Met

Cys

Tyr

290

Gly

Asp

Leu

Ser

Ala
370

Lys

Cys

275

Asn

Lys

Lys

Gln

Leu

355

Ile

Gly

260

Thr

Lys

Pro

Glu

His

340

val

His

Ile

Arg

Asp

His

Thr

325

Ile

Glu

Gly

Asp

Gly

val

Gly

310

Ile

Leu

Tyr

Tyr

Asn

Ile

Asp

285

Ile

Ser

Tle

Met

Phe
375

Thr

Met

280

Leu

Met

Leu

Glu

Leu

360

Llys

Ala

265

Ala

Asp

Cys

Ile

Tyr

345

Glu

Asn

ES 2670034 T3

Tyr

Asp

Leu

Ser

Leu

330

Ile

Tyr

Ile

Ser

Tyr

val

Ile

315

Lys

Thr

Gly

Asn

Tyr

Leu

Lys

300

val

Thr

Phe

Ala

Ile
380

Ile

Asn

285

Leau

Pro

Met

Ser

val

365

Asp

Asp

270

Ser

Phe

Leu

Asn

Agp

350

Val

Ser

Asp

Asp

Leu

Trp

Ser

335

Ile

Asn

Tyr

Leu

Tyr

Glu

Arg

320

Bsp

Asgp

Lys

Thr

Met

385

Asp

Arg

Ser

Leu

Lys

465

Ser

Ala

Lys

Asp

Tyr

Tyr

Lys

450

Ala

Gly

Ile

Tyr

Gly

Asn

Ala

435

Asp

val

Ser

Ala

Leu

Glu

Phe

420

Cys

Tle

Arg

Asp

Ile
500

Leu

Ile

405

Tyr

Pro

Asn

Tyr

val

485

Asn

Lys

390

Prc

Thr

Ile

Met

Asn

470

Asn

Glu

Lys

Ile

Asp

Leu

Ile

455

Lys

Ile

Ser

Glu

Gly

Thr

Ser

440

Asp

Gln

Arg

Arg

Gly

His

Tyr

425

Thr

Lys

Ser

Ser

Asn
505

Gly

Leu

410

Arg

Ile

Arg

Leu

Asn

490

Ile

Asp

395

Cys

Gln

Asn

Gly

val

475

Asn

Glu

Ala

Lys

Gly

Ile

Glu

460

Ser

Gly

Leu

59

Val

Ser

Phe

Cys

445

Thr

Leu

Tyr

Leu

Asn

Asn

Arg

430

Leu

Leu

Leu

Thr

Asn
510

His

Tyr

415

Asp

Pro

Leu

Leu

Cys

495

Met

Leu

400

Gly

Met

Tyr

His

Glu

480

Ile

Leu
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ES 2670034 T3

Leu Cys His Lys Pro Thr Leu Asp Cys Val Ile Asp Ser Leu Arg Glu
515 520 525
Ile Ser Asn Ile Val Asp Asn Ala Tyr Ala Ile Lys Gln Cys Ile Arg
530 535 540
Tyr Ala Met Ile Ile Asp Asp Cys Ile Ser Ser Lys Ile Pro Glu Ser
545 550 555 560
Ile Ser Lys His Tyr Asn Asp Tyr Ile Asp Ile Cys Asn Gln Glu Leu
565 570 575
Asn Glu Met Lys Lys Tle Ile Val Gly Gly Asn Thr Met Phe Ser Leu
580 585 590
Ile Phe Thr Asp His Gly Ala Lys Ile Tle His Arg Tyr Ala Asn Asn
595 600 605
Pro Glu Leu Arg Ala Tyr Tyr Glu Ser Lys Gln Asn Lys Ile Tyr val
610 615 620
Glu Val Tyr Asp Ile Ile Ser Asn Ala TIle Val Lys His Asn Lys Ile
625 630 635 640
His Lys Asn Ile Glu Ser Val Asp Asp Asn Thr Tyr Ile Ser Asn Leu
645 650 655
Pro Tyr Thr Ile Lys Tyr Lys ILle Phe Glu Gln Gln
660 665
<210>19
<211> 2903
<212> ADN
<213> Atrtificial
<220>
<223> secuencia del casete de expresion de CP77+DsRed
<400> 19
gcgcgcacac taaattattt tttattaata attgtacaag tttttgatct ggtataaata
cattcaaaaa tgataattta atgacattag ttgtgecgggt gtatagagtt cacagtaget
cattcacttc tattcagtca aaatgtttga ttatctggaa aatgaggagg tggctctega
tgaacttaaa cagatgttga gagatagaga tcctaatgat accaggaacc aattcaagaa
taatgetcta catgcatacce ttttcaatga gecactgtaat aatgttgagg ttgtcaaact
actactagac agtggtacta atccattaca caaaaattgg agacagctta ctccattagg
ggaatacaca aatagtagac atggtaaagt taataaggat atagcgatgg ttctactaga

60

60

120

180

240

300

360

420



agctactgga
tgtagatatt
cgaaaaacat
tattgattta
cggatacgeg
tacagtatta
tgtgaacccg
taaaaactat
cgttaaattg
atgttgtact
tgtagattta
tagtattgta
gaactcggat
cteotctagtyg

atactttaaa

tatagcaaca
gacttgataa
cattcagtta
ttcatagaaa
tatgaagaat
catctgtata
gaagttgtta
tgtacagote
ttaatgaaag
cgaggaatta
gatttggtca
ccactatgga
gtcctccaac
gaatacatgt

aatattaata

taaatgactt
aggtattggt
tagaaaatta
atggatgcag
atcactcaca
tcatetetea
aatgtctgat
ttcaatatta
gaatagataa
tggctgatta
aattgttttt
gaaatgataa
atatactaat
tggaatatgg

ttgattctta

ES 2670034 T3

taatatatte
agaacatgga
tgtaatgaca
tgttatttat
aaatgacgat
tetgtattea
taatcatgga
tattaagtca
cacggettat
tctaaatagt
ggagaatgga
ggaaaccatc
tgagtatata
agetgtggta

cacgatgaaa

acctatatga
tttgatttta
gatgatcctg
gaggacgagg
tatcaaccac
gagtcggatt
atcaacccat
tcteoatatag
tcatatatag
gattatagat
aaaccgcacy
tctttgatat
acattcagcg
aataaagagg

tatctactaa

aatccaaaaa
gtgttaaatg
ttcctgaaat
atgatgagta
gaaattgegg
cgagatcatg
cttctataga
atatagacat
acgatctaac
acaataaaga
gaataatgtyg
tgaaaacaat
atatcgatat
ctattcacgg

aaaaggaagg

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

caactatgga
ttatgcttge
catgattgac
totagtgtet
tacatgtata
atgtcataaa
agataatgcc
atcgtctaag
tcaagaattg
atttactgat
gtattatgag
gatagtgaag
ttctaatttg
caaaaaattg

acgtcatcaa

cgttataatt
ccaattctta
aaacgaggag
ttactgetag
gecattgeaa
cctacattag
tatgctataa
attccagagt
aacgagatga
catggagcta
tcaaaacaaa
cataataaaa
ccttatacca
aaattttatt

goecctteatyg

tctacactga
gtactataaa
aaacacttct
aatcoggtte
tcaacgaate
attgtgtgat
aacaatgtat
ccataagtaa
aaaaaataat
aaattattca
ataaaatata
ttcataaaaa
tcaaatacaa
tttttttttt

cgctteaagg

tacatacaga
catttgccta
tcacaaggct
agatgtcaac
tagaaacatt
tgattcattg
tagatatgcce
acactataat
agtgggagge
tcggtatgec
cgtggaagta
catagaatca
aatattcgag
ggaatataaa

tgeacatgga

cagggtttte
ccttatctta
gttagatata
attagatcaa
gaactgetga
agagaaatat
atgattatag
gattatatag
aacactatgt
aataateccag
tatgatatta
gttgatgaca
caacaataag
taatatggat

gggatoegty

61

gtgatatgte
aagacattaa
ataaacaatc
ataacggata
acatgetatt
ctaacatagt
atgactgtat
atatttgcaa
tctecattaat
aattacgtgc
tttecaatge
atacctacat
tattttttat
agcactgaga

aacggeocacy

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

20490

2100

2160

2220

2280



10

15

20

25

30

<223> vector de recombinacion homdloga pLL09 para la delecién de D13L de VACV-COP con CP77/seleccién con

agttcgagat cgagggcgag ggcgagggca
tgecaggtgac caagggcggce cccctgecct
agtacggetc caaggtgtac gtgaagcacc
cckbteccega gggetteaag tgggagoegeyg
cogtgacocca ggactccetca ctgecaggacyg
gegtgaactt ceccctecgac ggececegtaa
ccaccgageg cetgtaccoce cgegacggeg
agctgaaggg cggceggccac tacctggtgg
ccegtgaaget gececggetac tactacgtgg
aggactacac cgtggtggag cagtacgaac
agtttttata tttaaatgeg cgc

<210> 20

<211> 25

<212> ADN

<213> cebador sintético

<400> 20

tacaaaatca aataatggtc gaaac 25
<210> 21

<211> 29

<212> ADN

<213> cebador sintético

<400> 21

tgccaagaaa acactccttc taagacaat 29
<210> 22

<211> 6809

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

DsRed

<400> 22

tcgegegttt cggtgatgac ggtgaaaacc
cagecttgtet gtaagcggat gcoccgggagea
ttggcgggtyg tcggggectgg cttaactatg
accatatgcg gtgtgaaata ccgcacagat
attecgeocatt caggctgege aactgttggg
tacgccaget ggcgaaaggg ggatgtgetg

ES 2670034 T3

agccctacga
tecgectggga
cegcocgacat
tgatgaactt
gcacctteat
tgcagaagaa
tgetgaaggyg
agttcaagtc
actccaagcet

gcgccgaggce

tctgacacat
gacaagcccg
cggcatcaga
gcgtaaggag
aagggcgatc

caaggcgatt

gggcaccecag
catecctgtec
cccocogactac
cgaggacgge
ctaccacgtyg
gactectggge
cgagatccac
aatctacatg
ggacatcacc

ccgccaccac

gcagctececcg
tcagggcgcyg
gcagattgta
aaaataccgc
ggtgegggec

aagttgggta

62

accgccaagc
ccccagttee
aagaagetgt
ggcgtggtga
aagttcateg
tgggagcccet
aaggegetga
gccaagaage
tcccacaacg

ctgtteccagt

gagacggtca
tcagegggtg
ctgagagtge
atcaggcgcc
tettegetat

acgccagggt

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2903

60

120

180

240

300

360
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tttccecagte acgacgttgt aaaacgacgg ccagtgaatt cgagctcecggt acccggggat 420
cacgaaaaat aatagtaacc aattagtatg ggaaaacttt ttagcacata tgagatctaa 480
aaaacgtgtt actatggtag aggattatgg acacgagtac gtttttgtag atgagaggtt 540
ttetacttge toattagaag tataaaaaaa tagttecgta attaaatgge taagegagta 600
agccttccag atgtggttat ttcagcacct aaagcagtct ttaagcccgce taaagaagaa 660
gcactcgett gtatactacc aaagtattat aaatctatgg cagatgtgtc tattaagaca 720
aatagtgtaa ttgataagtg ttggttttgt aatcaagatt tggtttttag acctattagt 780
attgagacat acaagggtgg tgaagtaggg tatttcoctgtt ctaaaatatg tagggatteg 840
ttggcocttcta tggttaagtc tcacgtagct cttagagaag aaccaaaaat ttctttgttg 900
cctttagtat tctatgaaga taaggaaaag gttataaata caataaactt actaagagat 960
aaagacggeg tttacggaag ctgttacttt aaggaaaact cacaaattat agatatttet 1020
ctacggagtt tattgtaagc tttttccacg cgcacactaa attatttttt attaataatt 1080
gtacaagttt ttgatctggt ataaatacat tcaaaaatga taatttaatg acattagttg 1140
tgcgggtgta tagagttcac agtagctcat tcacttctat tcagtcaaaa tgtttgatta 1200
tctggaaaat gaggaggtgg ctctcgatga acttaaacag atgttgagag atagagatcc 1260
taatgatacc aggaaccaat tcaagaataa tgctctacat gcataccttt tcaatgagca 1320
ctgtaataat gttgaggttg tcaaactact actagacagt ggtactaatc cattacacaa 1380
aaattggaga cagcttactc cattagggga atacacaaat agtagacatg gtaaagttaa 1440
taaggatata gcgatggttc tactagaagc tactggatat agcaacataa atgactttaa 1500
tatattcace tatatgaaat ccaaaaatgt agatattgac ttgataaagg tattggtaga 1560
acatggattt gattttagtg ttaaatgcga aaaacatcat tcagttatag aaaattatgt 1620
aatgacagat gatcctgttc ctgaaattat tgatttattc atagaaaatg gatgcagtgt 1680
tatttatgag gacgaggatg atgagtacgg atacgcgtat gaagaatatc actcacaaaa 1740
tgacgattat caaccacgaa attgeggtac agtattacat ctgtatateca tetectecatet 1800
gtattcagag tcggattcga gatcatgtgt gaacccggaa gttgttaaat gtctgattaa 1860
tcatggaatc aacccatctt ctatagataa aaactattgt acagctcttc aatattatat 1520
taagtceatct catatagata tagacatcegt taaattgtta atgaaaggaa tagataacac 1980
ggcttattca tatatagacg atctaacatg ttgtactega ggaattatgg ctgattatcet 2040
aaatagtgat tatagataca ataaagatgt agatttagat ttggtcaaat tgtttttgga 2100
gaatggaaaa ccgcacggaa taatgtgtag tattgtacca ctatggagaa atgataagga 2160
aaccatctet ttgatattga aaacaatgaa cteggatgte ctecaacata tactaattga 2220
gtatataaca ttcagcgata tcgatatctc tctagtggaa tacatgttgg aatatggage 2280

63



tgtggtaaat
gatgaaatat
gatceccgatt
atacagacag
ttgectacet
caaggetgtt
tgtcaacatt
aaacattgaa
ttecattgaga
atatgccatg
ctataatgat
gggaggcaac
gtatgccaat
ggaagtatat

agaatcagtt

aaagaggcta
ctactaaaaa
ggacacctat
ggttttegtyg
tatcttaaag
agatataata
agatcaaata
ctgotgaaca
gaaatatcta
attatagatg
tatatagata
actatgttet
aatccagaat
gatattattt

gatgacaata

ttcacggata
aggaaggggyg
gtaaatccaa
atatgtectta
acattaacat
aacaatctet
acggatatac
tgotattatyg
acatagtaga
actgtatatc
tttgcaatca
cattaatatt
tacgtgcgta
ccaatgegat

cctacattte
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ctttaaaaat
agatgccgtc
ctatggacgt
tgcttgecea
gattgacaaa
agtgtettta
atgtatagcce
tcataaacct
taatgecctat
gtctaagatt
agaattgaac
tactgatcat
ttatgagtca
agtgaagcat

taatttgcct

attaatattg
aatcatctcg
tataatttct
attcttagta
cgaggagaaa
ctgctagaat
attgcaatca
acattagatt
gctataaaac
ccagagtcca
gagatgaaaa
ggagctaaaa
aaacaaaata
aataaaattc

tataccatca

attcttacac
atgatggaga
acactgatac
ctataaacat
cacttettea
cocggttcaga
acgaatctag
gtgtgattga
aatgtattag
taagtaaaca
aaataatagt
ttattecatcg
aaatatacgt
ataaaaacat

aatacaaaat

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

attoegageaa caataagtat tttttateaa anaattgaaa ttetatbbtt ttEttetgga — 3240

atataaataa
acatggaggyg
cctacgaggyg
cctgggacat
cogacatece
tgaacttcga
cctteatcta
agaagaagac
tgaagggega
tcaagtcaat
ccaagetgga
ccgaggeceg
caagaaccct
ccaatgtatce

tcaaccatce

tatggatage
ctccgtgaac
cacccagacc
cotgtoccce
cgactacaag
ggacggcggc
ccacgtgaag
tetgggetgyg
gatccacaag
ctacatggec
catcacctec
ccaccacetg
aacttttaac

tagggggaaa

aatctattat

actgagaacyg
ggccacgagt
gccaagctge
cagtteccagt
aagetgteoct
gtggtgaccg
ttcatcggceg
gagcccteca
gegetgaage
aagaagcccg
cacaacgagyg
ttcocagtagt
tttacaccaa
gataaactat

gtacaaaaac

tcatcaageo
tcgagatcga
aggtgaccaa
acggctccaa
tecceegaggg
tgacccagga
tgaacttccce
ccgagegect
tgaagggegyg
tgaagctgece
actacaccgt
ttttatattt
agatattctt
ctgttegagt

aattggtagt

cttcatgege
gggcgagyggc
gggcggecce
ggtgtacgtg
cttcaagtgg
ctcctceactg
ctccgacgge
gtaccccege
cggecactac
cggctactac
ggtggageag
aaatgecgege
taggccgaca
agtttattee

tgtatgtaat

64

ttcaaggtge
gagggcaagc
ctgccetteg
aagcaccocayg
gagegegtga
caggacggca
cccgtaatge
gacggcgtge
ctggtggagt
tacgtggact
tacgaacgey
aataatggaa
actattacgg
accatggatg

gacctgtata

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140
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aggtatctta cgatcaaggg gtaagtatta ccaagattat gggagataat aactaataat 4200
aatgaaaaca aactatagag ttgtaaatgg atgaaattgt aaaaaatatc cgggagggaa 4260
cgcatgtcecct tcttccattt tatgaaacat tgcoccagaact taatctgbct ctaggtaaaa 4320
goccattace tagtotggaa tacggageta attactttet tcagatttet agagttaatg 4380
atctaaatag aatgccgacc gacatgttaa aactttttac acatgatatc atgttaccag 4440
aaagcgatct agataaagtc tatgaaattt taaagattaa tagcgtaaag tattatggga 4500
ggagtactaa agcggacgcc gtagttgccg acctcagege gatcctctag agtcgacctg 4560
caggcatgca agettggegt aatcatggtce atagetgttt cctgtgtgaa attgttatcee 4620
gctcacaatt ccacacaaca tacgagccgg aagcataaag tgtaaagcct ggggtgccta 4680
atgagtgagce taactcacat taattgegtt gegetcactg ccegetttec agtcecgggaaa 4740
cotgtegtge cagoetgeatt aatgaatogg ccaacgagog gggagaggeg gtttgegtat 4800
tgggcgetcet teocgettect cgetcactga ctegetgege tcggtegttc ggetgeggeg 4860
agcggtatca gotcactcaa aggoggtaat acggttatcc acagaatcag gggataacgco 4920
aggaaagaac atgtgagraa aaggccagca aaaggccagg aaccgtaaaa aggccgogtt 4380
gctggogttt ttccataggce tccgccccoe tgacgagcat cacaaaaatc gacgctcaag 5040
tcagaggtgg cgaaacccga caggactata aagataccag gecgtttcccc ctggaagcete 5100
cctegtgege tcoctectgtte cgaccctgec gettaccgga tacctgteceg ccotttetcecce 5160
ttegggaagc gtggcgcttt ctcatagctc acgectgtagg tatctcagtt cggtgtaggt 5220
cgttcgetee aagetggget gtgtgeoacga accccccegtt cageeoccgacc gotgcegeckt 5280
atccggtaac tategtettg agteccaacce ggtaagacac gacttatcge cactggecage 5340
agccactggt aacaggatta gcagagcgag gtatgtaggc ggtgctacag agttcttgaa 5400
gtggtggecct aactacggct acactagaag gacagtattt ggtatctgeg ctetgctgaa 5460
gccagttace ttcggaaaaa gagttggtag ctecttgatce ggcaaacaaa ccaccgetgg 5520
tageggtggt ttttttgttt gecaagecagea gattacgege agaaaaaaag gatctcaaga 5580
agatcctttg atcttttcta cggggtctga cgctcagtgg aacgaaaact cacgttaagg 5640
gattttggtc atgagattat caaaaaggat cttcacctag atccttttaa attaaaaatg 5700
aagttttaaa tcaatctaaa gtatatatga gtaaacttgg tcetgacagtt accaatgett 5760
aatcagtgag gcacctatet cagegatetg tetatttogt tecatcecatag ttgoctgact 5820
ccccgtegtg tagataacta cgatacggga gggcttacca tctggecccca gtgctgcaat 5880
gataceogega gaccecacget caceggetoe agatttatca geaataaace agecagecqgg 5940
aagggoogag cgcagaagtg gtectgeaac tttatcegoe teocatccagt ctattaattg 6000
ttgccgggaa getagagtaa gtagttcgec agttaatagt ttgcgcaacg ttgttgecat 6060

65
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tgetacagge
ccaacgatca
cggtecteeg
agcactgcat
gtactcaace
gtcaatacgg
acgttctteg
acccactegt
agcaaaaaca
aatactcata
gagcggatac
teccccgaaaa

aaataggcgt

<210> 23
<211> 11161
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> pLL19 vector transductor mediada por transposén de codones optimizados para CHO etiqueta-D13L para la

atcgtggtgt
aggcgagtta
atcgttgtea
aattctctta
aagtcattet
gataataccg
gggcgaaaac
gcacccaact
ggaaggcaaa
ctctteccttt
atatttgaat
gtgccacctg

atcacgaggce

cacgctegte
catgatcccc
gaagtaagtt
ctgtecatgec
gagaatagtg
cgccacatag
tctcaaggat
gatcttcage
atgccgcaaa
ttcaatatta
gtatttagaa
acgtctaaga

cetttegte

ES 2670034 T3

gtttggtatg
catgttgtge
ggccgeagtg
atccgtaaga
tatgeggega
cagaacttta
cttaccgctg
atcttttact
aaagggaata
ttgaagcatt
aaataaacaa

aaccattatt

integracion en el ADN gendmico nuclear de la célula

<400> 23
tcagaattgg

caaatatgta
ggaagaatat
atgctgattt
tctatcgett
gcgttgeccaa
cacttccgac
cgatccccgg
ttgttgatgce
cttttaacag
tggttgatge

aagaaatgca

ttaattggtt
tccgetcatg
gagccatatt
atatgggtat
gtatgggaag
tgatgttaca
catcaagcat
aaaaacagcg
getggeagtyg
cgatcgegta
gagtgatttt

taaacttttg

gtaacactga
agacaataac
caacgggaaa
aaatgggctc
cccgatgege
gatgagatgg
tttatccgta
ttccaggtat
ttcectgegee
tttegeeteg
gatgacgage

ccattctcac

ccectatttg
cctgataaat
cgtcgaggec
gcgataatgt
cagagttgtt
tcagactaaa
ctcctgatga
tagaagaata
ggttgcactc
ctecaggcegea
gtaatggctg

cggattcagt

gcttcattca
aaaaaagcygyg
ttatcactca
tgottttotg
ccgagttget
aaagtgctca
ttgagatcca
ttcaccageg
agggcgacac
tatcagggtt
ataggggttc

atcatgacat

tttattttte
gcttcaataa
gcgattaaat
cgggcaatca
tctgaaacat
ctggctgacyg
tgcatggtta
tcctgattca
gattcctgtt
atcacgaatg
gcctgttgaa

cgtcactcat

66

gcteceggtte
ttagctectt
tggttatgge
tgactggtga
cttgeecgge
tcattggaaa
gttcgatgta
tttetgggtyg
ggaaatgttg
attgtctcat
cgcgcacatt

taacctataa

taaatacatt
tattgaaaaa
tccaacatgg
ggtgcgacaa
ggcaaaggta
gaatttatge
ctcaccactg
ggtgaaaata
tgtaattgtc
aataacggtt
caagtctgga

ggtgatttet

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6809

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720
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cacttgataa ccttattttt gacgagggga aattaatagg ttgtattgat gttggacgag 780
tcggaatcge agaccgatac caggatcttg ccatecctatg gaactgcctc ggtgagtttt 840
ctccttecatt acagaaacgg ctttttcaaa aatatggtat tgataatcct gatatgaata 900
aattgeagtt teatttgatg ctegatgagt ttttotaact catgaccaaa atecettaac 960
gtgagttacg cgcgcgtcgt tccactgagc gtcagacccc gtagaaaaga tcaaaggatc 1020
ttcttgagat ccttttttte tgecgegtaat ctgetgettg caaacaaaaa aaccacceget 1080
accagcggtg gtttgtttge cggatcaaga gctaccaact ctttttccga aggtaactgg 1140
cttcagroaga gogcagatac caaatacktgt tctteotagbtg tagcegtagt tageoccaccea 1200
cttcaagaac tctgtagcac cgcctacata cctcogcotctg ctaatccotgt taccagtgge 1260
tgectgeocagt ggcgataagt cgtgtcettac cgggttggac tcaagacgat agttaccegga 1320
taaggegeag cggtoggget gaacgggggyg ttegtgeaca cageecaget tggagegaac 1380
gacctacacc gaactgagat acctacagcg tgagctatga gaaagegcocca cgettcccga 1440
agggagaaag goggacaggt atccggtaag cggcagggbtc ggaacaggag agcgcacgag 1500
ggagcttcca gggggaaacyg cctggtatct ttatagtcct gtegggtttc goccacctctg 1560
acttgagogt cgatttttgt gatgcectcogte aggggggcgg agcectatgga aaaacgccag 1620
caacgcggec tttttacggt tcocctggoctt ttgoctggect tttgctcaca tgttetitceo 1680
tgecgttatcc cctgattctg tggataaceg tattaccgec tttgagtgag ctgataccge 1740
tctcaatatt ggccattagc catattattc attggttata tagcataaat caatattggce 1800
tattggocat tgcatacgtt gtatctatat cataatatgt acatttatat tggotcatgt 1860
ccaatatgac egecatgttg geattgatta ttgactagtt attaatagta atcaattacg 1920
gggtcattag ttcatagccc atatatggag ttccgcgtta cataacttac ggtaaatgge 1980
ccgecctggot gaccgcocccaa cgacccocecgce ccattgacgt caataatgac gtatgttcce 2040
atagtaacgc caatagggac tttccattga cgtcaatggg tggagtattt acggtaaact 2100
geccacttgg cagtacatca agtgtatcat atgecaagbte cgececcctat tgacgtcaat 2160
gacggtaaat ggcccgcctg geattatgec cagtacatga ccttacggga ctttcctact 2220
tggcagtaca tctacgtatt agtcatcgcet attaccatge tgatgeggtt ttggcagtac 2280
accaatggge gtggatageg gtttgactea cggggattte caagteotceca coccattgac 2340
gtceaatggga gtttgttttg geaccaaaat caacgggact ttecaaaatg tegtaataac 2400
ccecgeccegt tgacgcaaat gggcggtagg cgtgtacggt gggaggtcta tataagcaga 2460
getegtttag tgaaccgtea gatcactaga agetttattg cggtagttta tcacagttaa 2520
attgctaacg cagtcaggee aacatggget ctagectgga cgacgageac atcectgageg 2580
ccctgotgeca gagcgacgac gaactggtgg gcgaggacag cgacagcgag gtcagcgacce 2640
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acgtgtccga
aagtgcagcc
ctggcagctce
agaacaagca
acatcgtgeg
tgtgcttecaa
ccgagatcag
aggacgagat
acatgagcac
gcagagacag
ccaccctgeyg
accagtgeat
gcttcagagg

tcaagatect

tgggcagagg

ggacgacgtg
taccagcagc
cctggeocage
ctgctggtece
gagcecagagg
getgttette
cctgaagagg
ctacgootte
cgacgacctyg
attcgacttc
ggagaacgac
ccagaactac
cagatgcccce
gatgatgtge

cacccagaca

cagtcecgaca
ggctccgaga
aacagaatcc
acctccaaga
ggecccacea
accgacgaga
cgggagagca
tteggoateoce
ttcgacagat
ctgatcagat
gtgttcacce
accoctggeg
ttcagagtgt
gacagoggea

aacggcgtge
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ccgaggaagco
tcctggacga
tgaccectgec
gcaccaggcg
gaatgtgeag
tcatcagcga
tgaccagcgce
tggtgatgac
cootgageat
gcctgagaat
ccegtgeggaa
cccacectgac
acatccccaa
ccaagtacat

ccctgggoga

cttcatcgac
gcagaacgtg
ccagagaacc
gagcagagtg
aaacatctac
gatogtgaag
caccttcaga
cgoecgtgaga
ggtgtacgtg
ggacgacaag
gatctgggac
catcgatgag
caagcccagc
gatcaacgge

gtactacgtg

gaggtgcacg
atcgagcagc
atcagaggca
tcegeecetga
gaceecetge
tggaccaacg
gacaccaacg
aaggacaacc
tccgtgatga
agcatcagac
ctgttecatce
cagectgectgg
aagtacggca
atgeccctace

aaagaactga

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

coctggecaa
gcaacaagcg
gcatgttctg
tggtgtacct
cccagatggt
gcagcgtgat
tgatcaatat
gcgagaaggt
gettcatgag
gcaacatcct
tgaagaagay
getgcaagaa
gtttctgatt
cagtgaaaaa

ataagetgea

gaacctectg
ggagatccca
cttcgacgge
cctgteocage
gatgtactac
gacatgcagc
cgcctgeatce
gcagagecgyg
aaagagactg
gcccaaggaa
gacctactge
atgcaaaaaa
cagacatgat
aatgectttat

ataaacaagt

caggaaccct
gaggtgctga
cccecectgacce
tgcgacgagyg
aaccagacca
agaaagacca
aacagcttca
aagaaattca
gaagcccoca
gtgccaggaa
acctactgte
gtgatctgee
aagatacatt
ttgtgaaatt

taacaacaac

acaagctgac
agaacagcag
tggtgtccta
acgccagcat
agggeggegt
acagatggcc
tcatctacag
tgeggaacct
cectgaagag
caagcgacga
ccagcaagat
gggagcacaa
gatgagtttg
tgtgatgcta

aattgecatte

catecgtgggce
atccagacct
caagcccaag
caacgagagce
ggacaccetg
tatggccctg
ccacaacgtg
gtacatgage
atacctcegg
cagcaccgag
cagaagaaag
catcgacatg
gacaaaccac
ttgetttatt

attttatgtt
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accgtgegga
gtgggaacaa
cccgccaaga
accggcaage
gaccagatgt
ctgtacggca
tccagcaagg
ctgaccteca
gacaacatca
gaacccgtga
gocaacgaca
tgccagaget
aactagaatg
tgtaaccatt

tcaggttecag

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500
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ggggagatgt gggaggtttt ttaaagcaag taaaacctct acaaatgtgg taagcaggtt 4560
taaccctaga aagatagtct gogtaaaatt gacgcatgca ttcttgaaat attgctcectcet 4620
ctttctaaat agecgcgaatc cgtogetghtg catttaggac atctecagtcecg ccocgettggag 4680
etocogtgag gogtgettgt caatgeggta agtgtcactg attttgaact ataacgaceg 4740
cgtgagtcaa aatgacgcat gattatcttt tacgtgactt ttaagattta actcatacga 4800
taattatatt gttatttcat gttctactta cgtgataact tattatatat atattttcett 4860
gttatagata tctttcttta tgttttaaat gcactgacct cccacattce ctttttagta 4920
aaatattcag aaataattta aatacatcat tgcaatgaaa ataaatgttt tttattagge 4980
agaatccaga tgctcaagge ccttcataat atccccoccagt ttagtagttg gacttaggga 5040
acaaaggaac ctttaataga aattggacag caagaaagcg agtcagaaga actcgtcaag 5100
aaggcogatag aaggogatge gotgegaate gggageggeg atacegtaaa goacgaggaa 5160
gcggtcagec cattcgcecge caagttcttc agcaatatca cgggtagcoca acgetatgte 5220
ctgatagocgg toccgccacac ccagccggoc acagtcgatg aatccagaaa agcecggccatt 5280
ttccaccatg atattcggca agcaggcatc gccatgggbtc acgacgagat cctcgcegtce 5340
gggcatgege gecttgagec tggoegaacag ttoggoctggce geogagecccoct gatgttette 5400
gtccagatca tcoctgatcga caagaccgge ttccatccga gtacgtgectc getcgatgeg 5460
atgtttegect tggtggtcga atggacaggt agccggatca agecgtatgca gccgeccgceat 5520
tgcatcagecc atgatggata ctttctcgge aggagcaagg tgagatgaca ggagatcctg 5580
ccccggecact tcgecccaata gecagccagtce cettecceget tcagtgacaa cgtcegageac 5640
agctgegecaa ggaacgcecg tegtggcocag ccacgatage cgegetgect egtecetgeag 5700
ttcattcagg gcaccggaca ggtcggtctt gacaaaaaga accgggcgcc cctgcgctga 5760
cagccggaac acggcggcat cagagcagcec gattgtctgt tgtgcccagt catagccgaa 5820
tagccteoctece acccaagegy ccggagagec tgogtgcaat ccatettgtt caatcatggt 5880
ggcggacgaa aggcccggag atgaggaaga ggagaacagce gcoggcagacyg tgegettttg 5940
aagcgtgcag aatgccggge ctcecggagga ccttegggeg ceecgcccecge ccctgageeoe 6000
gccectgage cogceccocogg acccaccect tcccagecte tgagcocccaga aagcegaagga 6060
geaaagetge tattggecoge tgoeccaaag gectaccege ttecattget cageggtget 6120
gtecatotge acgagactag tgagtegbge tacttecatt tgtcacgtec tgecacgacge 6180
gagctgoggy goggggggga acttcctgac taggggagga gtagaaggtg gocgcgaaggyg 6240
gccaccaaag aacggageceq gttggegect acceggtggat gtggaatgtg tgegaggeca 6300
gaggccactt gtgtagegec aagtgeccag cggggotget aaagegeatg ctcocagactg 6360
ccttgggaaa agcgcctcce ctacccggta gagaaacttg atctgtcgoc gcaattcaag 6420
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cttegtgagg
acagtccccg
ggggtaaact
gaaccgtata
agaacacagyg
cettgegtge
gagccagggyg
ggaotgggeg
cttteogataa
ggcaagatag
cogeggecgy
gagcgceggeoc
ctggcctcge
cagttgegtyg

ggacgcggcg

cteceggtgece
agaagttggg
gggaaagtga
taagtgecagt
taagtgecgt
cttgaattac
cgggccttge
ctggggecge
gtctctagee
tcttgtaaat
cgacggyggec
accgagaatc
gccgecgtgt
agcggaaaga

ctcgggagag

cgtcagtgac
aggggtcgge
tgtegtgtac
agtcgecegtg
gtgtggttece
ttccacctgg
gctttaggag
agaegtgogaa
atttaaaatt
gcgggcecagg
cgtgegtcoce
ggacgggggt
atcgcececcge
tggcegette

cgggcgggtyg
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ctgctatact
aattgaaccg
tggcteogec
aacgttcttt
cgagggectg
ctocagtacg
ccecttegece
tetggtggea
tttgatgacg
atctgcacac
agecgecacatg
agtcteaagce
cctgggegge
ccggeectge

agtcacccac

ctggagacgg
gtgcctagag
tttttecega
ttcgcaacgg
gectetttac
tgattettga
tcgtgcttga
ccttegegea
tgectgegacyg
tggtatttcg
tteggegagy
tggccggect
aaggctggcecc
tccaggggge

acaaaggaaa

cacatcgecce
aaggtggcge
gggtggggga
gtttgecegee
gggttatgge
teccegagetyg
gttgaggcct
tgtetoegetyg
ctttttttet
gtttttgggc
cggggcetge
gctetggtge
cggtcggecac
tcaaaatgga

agggecttte

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

71260

7320

attagttetg
tggagtttcc
aattctcctt
cagktggttca
cacccatgaa
ccaacgtgtt
tgtcecggegt
gggatcagta
agggcatggg
ccatctcecag
gcattaacaa
ccatcggect
agaccecett
cegtgacegt

tcgagacatt

gagettttgyg
ccacactgag
ggaatttggce
aagttttttt
caacaccatce
cgccegtggac
gatgaccaac
catcaccgec
cagattegge
ctgcaacggc
cacaatcgec
gacccccaac
cgacgtggaa
gaccttecaac

cdaacCaaagaa

agtacgtegt
tgggtggaga
ctttttgagt
ctteocattte
atcaactece
tecccagatce
gacggccectg
ctgaaccace
tacgtgeect
gtgatctggg
ctgaagcact
gacaccatca
gataccttet
cctgtgtecyg

tttgtgtacyg

ctttaggttg
ctgaagttag
ttggatcttg
aggtgtegtg
tgateggegg
ccaccctgta
acaaccaggc
tggtgetgte
acgtgggcta
aaatcgaggg
ceggetacte
aagaacccte
ccagectgaa
acategtgat

tgecegagot

g9999a9999g
goccagcettgg
gttcattectc
aacacgtcetc
cgacgactee
catgccccag
tatcgectcee
cctggaactg
caagtgcate
cgaggaactg
ctecgagety
caccgtgtac
gctgtccgac
ccgggactee

gtcatteate
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ttttatgcga
cacttgatgt
aagcctcaga
ggggggccge
atcaageggt
tacatctccc
ttcgagatcc
cccgaagtga
aaccacgtgt
tacaacaact
aacgacatct
gtgtacatca
tccaagatca
agcttegact

ggctacatgg

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280
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tcaagaacgt gcagatcaag cccagcttca tcgagaagcc tcggagagtg atcggccaga 8340
tcaaccagecce taccgccacc gtgacagagg tgcacgccgce cacatccctg ageogtgtaca 8400
ccaagcccta ctacggoaac accgacaaca agttcatctc ctaccccgge tacagccagg 8460
acdgagaagga otacateogac gectacgtgt cceggetget ggacgacete gtgategtgt 8520
ctgatggeccc ccctaccgge taccctgagt ctgccgagat cgtggaagtg cccgaggacg 8580
gcatcgtcag catccaggac gccgatgtgt atgtgaagat cgacaacgtg ccagacaaca 8640
tgtccgtgta cctgcacacc aacctgctga tgttcocggecac ccggaagaat tccttcatct 8700
acaacatcte caagaagttc tcegecatca ccggeaccta cteocgacgec accaagegga 8760
ccatcttcge ccacatctcc cacagcatca acatcatcga cacctccatc ccegtgtccce 8820
tgtggaccte tcagagaaac gtgtacaacg gcegacaacag atccgccgag tccaaggcca 8880
aggacctgtt catcaacgac cocttcatea agggeatoga cttcaagaac aagaccegaca 8940
tcatcteoccg getggaagtg cgettcggea acgacgtget gtactccgag aacggcecta 9000
tcagccggat ctacaacgag ctgctgacca agtccaacaa cggcaccaga accctgacct 3060
ttaactttac ccccaagatc ttcttccgge ccaccaccat caccgectaac gtgtccagag 9120
gcaaggacaa gctgagcgtg cgggtggtgt actccaccat ggacgtgaac caccccatct 9180
actacgtgca gaaacagctg gtggtcgtgt gcaacgatct gtacaaggtg tcctacgacce 3240
agggcgtgtc cattaccaag atcatgggeg ataacaacga ctacaaggac gacgacgaca 9300
agtgaaaaag cgtcttcctg ttctecatcac atcatatcaa ggttatatac catcaatatt 9360
gccacagatg ttacttageoe ttttaatatt totctaattt agtgtatatg caatgatagt 9420
teotetgattt ctgagattga gtttetcatg tgtaatgatt atttagagtt totettteat 9480
ctgttcaaat ttttgtctag ttttattttt tactgatttg taagacttct ttttataatc 9540
tgcatattac aattctcttt actggggtgt tgcaaatatt ttctgtcatt ctatggectg 9600
acttttctta atggtttttt aattttaaaa ataagtctta atattcatgc aatctaatta 9660
acaatectttt ctttgtggtt aggactttga gtcataagaa atttttetet acactgaagt 9720
catgatggca tgcttctata ttattttcta aaagatttaa agttttgect tctccattta 9780
gacttataat tcactggaat ttttttgtgt gtatggtatg acatatgggt tcccttttat 9840
tttttacata taaatatatt tcocetgtttt tetaaaaaag aaaaagatca teattttece 3900
attgtaaaat gocatatttt tttcataggt cacttacata tatcaatggg teotgttteotg 9960
agctctactc tattttatca geoctcactgt ctatccccac acatctcatg ctttgctcta 10020
aatcttgata tttagtggaa cattetttee cattttgtte tacaagaata tttttgttat 10080
tgtetttggyg ctttetatat acattttgaa atgaggttga caagttaata atcaacetet 10140
ggattacaaa atttgtgaaa gattgactgg tattcttaac tatgttgctc cttttacgct 10200

71



atgtggatac
tttctectece
caggcaacgt
tgeccaccace
ggaactcate
caattccgtg
cacctggatt
ccttcettee
tcagacgagt
atecteccee
acaatgcgat
ggtcaaggaa
tgttacttta
ataaattgtt
ctattcaaat
acgcatgatt

g

getgotttaa
ttgtataaat
ggcgtggtgt
tgtcagectece
goeogoctgeo
gtgttgtcgg
ctgcogeggga
cgcggectge
cggatctece
ttgotgteet
gcaatttecet
ggcacggygg
tagaagaaat
tgttgaattt
taataaataa

atctttaacg

tgcetttgta
cotggttget
gcactgtgtt
ttteoecgggac
ttgocegetg
ggaaatcatc
cgtecttetg
tgccggetcet
tttgggecge
gocecacece
cattttatta
aggggcaaac
tttgagtttt
attattagta
acctegatat

tacgtcacaa
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tcatgectatt
gtctectttat
tgctgacgea
tttogettte
ctggacaggg
gtecctttect
ctacgtaect
geggectcett
ctececgeat
accccoccaga
ggaaaggaca
aacagatgge
tgtttttttt
tgtaagtgta
acagaccgat

tatgattatc

gctteccegta
gaggagttgt
acceccacty
ccecteecta
gcectoggetgt
tggctgeteg
teggecctea
ccgectette
cgectgetat
atagaatgac
gtgggagtgg
tggcaactag
taataaataa
aatataataa
aaaacacatg

tttectagggt
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tggectttcat
ggccogttgt
gttggggecat
ttgccacgge
tgggeactga
cctgtgttge
atccagegga
gececttegeee
tgtettgeca
acctactcag
cacctiecag
aaggcacatt
ataaacataa
aacttaatat
cgtcaatttt

taagaagact

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10820

10880

11040

11100

11160

11161
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REIVINDICACIONES

Célula de mamifero 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 linea celular
modificada proporciona soporte a la propagacion de un poxvirus que es menos capaz o es incapaz de
propagarse en la célula no modificada y en la que el genoma de la célula comprende ademas una
secuencia codificante de D13L bajo el control de un promotor constitutivo.

Célula segun la reivindicacion 1, en la que el genoma de la célula comprende ademas una secuencia
codificante de K1L bajo el control de un promotor.

Célula segun la reivindicacion 1 o 2, en la que la célula es una linea celular continua.
Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que la célula es una célula CHO.

Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la célula es una célula humana, una célula
de primate, una célula de hamster o una célula de conejo.

Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, en la que la expresion del gen K1L se encuentra bajo
el control de un promotor de mamifero constitutivo.

Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que la expresion del gen CP77 proporciona
soporte a la propagacion del virus, generando rendimientos viricos equivalentes a los observados en una
linea celular permisiva.

Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que la expresion del gen CP77 proporciona
soporte a una proporcion de amplificacion de la replicacion virica superior a 500.

Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que CP77 se encuentra codificado por una
secuencia contigua de nucleotidos de codones optimizados para la expresiéon en células de mamifero.

Procedimiento para la propagacion de un ortopoxvirus que no se propaga en células CHO, en el que el
procedimiento comprende propagar el poxvirus in vitro en una linea celular de mamifero, en la que la linea
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.

Procedimiento segun la reivindicacion 10, en el que la linea celular modificada se modifica para codificar y
expresar K1L bajo el control de un promotor.

Procedimiento segun la reivindicacion 10 o 11, en el que la linea celular modificada es una célula humana,
una linea celular de primate, una linea celular de hamster o una linea celular de conejo.

Procedimiento segun la reivindicacion 12, en el que la linea celular es una linea celular CHO.
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