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DESCRIPCION

Uso de un vector viral mutado para la generacién in vitro de lineas celulares estables.
Campo de la invencion

La presente invencion se puede englobar dentro del campo de la ingenieria genética. Concretamente la invencion
se refiere al uso de vectores virales mutados para la generacion in vitro de lineas celulares estables y la produccién de
protefnas de forma constitutiva.

Antecedentes de la invencion

Se han desarrollado vectores de expresion de alfavirus a partir de diferentes virus, que incluyen el virus Sindbis
(SIN) (34), el virus del Bosque de Semliki (SFV) (18) y el virus de la encefalitis equina venezolana (VEE) (25).
Normalmente, los vectores de alfavirus estdn basados en replicones de ARN en los que los genes estructurales se han
sustituido por un gen heter6logo. El replicon del alfavirus contiene una ORF que codifica la replicasa (Rep) virica
en su extremo 5’°, que se traduce cuando el ARN se transfecta en células eucariotas. La Rep se expresa como una
poliproteina que se procesa, posteriormente, en cuatro subunidades (nsps 1 a 4) (30). La Rep sin procesar puede copiar
el vector de ARN en una cadena negativa de ARN, un proceso que sélo tiene lugar durante las primeras 3 a 4 horas
tras la transfeccion o infeccidon. Una vez procesada, la Rep utilizard el ARN de cadena negativa como molde para
sintetizar mas moléculas del replicon. La Rep procesada también puede reconocer una secuencia interna en el ARN de
cadena negativa, o promotor subgenémico, a partir del cual sintetizard un ARN de cadena positiva subgenémico que
corresponde al extremo 3’ del replicon. Este ARN subgendémico se traducird para producir la proteina heteréloga en
grandes cantidades. E1 ARN del replicn también se puede empaquetar en particulas viricas mediante la cotransfeccién
de las células con uno o mas ARN auxiliares que son capaces de proporcionar las proteinas estructurales viricas en
trans (2, 4, 8, 25, 29) o utilizando lineas celulares estables empaquetadoras (24). La replicacién de los vectores de
alfavirus es citopdtica en la mayoria de las células de mamifero debido a mecanismos que todavia no se comprenden
del todo (3, 9, 13). El efecto citopético inducido por estos vectores estd mediado por apoptosis independiente de p53
y, normalmente, se produce entre las 48-72 horas después de la transfeccion o infeccién (14). Se sospecha que la nsp2,
uno de los 4 componentes de la replicasa viral, podria tener un papel importante en la induccién de la apoptosis (11,
12). Los vectores citopaticos de alfavirus se han utilizado en una serie de aplicaciones que incluyen la produccién y
caracterizacion de proteinas in vitro (33), asi como en estudios sobre vacunacién y en terapia génica del cancer (19,
26). Sin embargo, un inconveniente importante de los vectores originales es el hecho de que no se puedan utilizar
en aplicaciones en las que se desea una expresion duradera del transgén. Para solventar este problema, varios grupos
han identificado una serie de mutaciones en la replicasa de los alfavirus que pueden convertir estos vectores en no
citopdticos, lo que permite una expresiéon mds duradera de los productos recombinantes expresados por el vector.
Estos estudios han conducido a la generacién de vectores no citopaticos derivados de SIN (7, 22), SFV (20-22) vy,
mas recientemente, de VEE y EEE (virus de la encefalitis equina oriental) (23). La mayoria de las mutaciones no
citopdticas detectadas en los alfavirus se han localizado en la subunidad nsp2 de la Rep. Esta proteina contiene un
dominio helicasa en el extremo amino y un dominio proteolitico en el extremo carboxilo, estando éste tltimo implicado
en el procesamiento de la Rep en sus cuatro subunidades (30). Se ha demostrado que las mutaciones no citopaticas
descritas para nsp2 afectan bien al dominio proteolitico de nsp2 o bien a posiciones préximas a los sitios de escisién
entre nsp1/2 o nsp2/3, alterando, de este modo, el procesamiento de la Rep. Un mutante no citopatico aislado en SIN,
que contenia un sélo cambio de aminodcido (P por L) en la posicién 726 en nsp2, mostrd un hiperprocesamiento de la
Rep (7). Este mutante fue capaz de establecer replicacion continua en células BHK de manera eficaz. La introduccién
de diferentes cambios de aminodcidos en la misma posicién en este mutante demostré que existe una fuerte correlacién
positiva entre el nivel de replicacién del ARN y la citopatogenicidad del vector. Este vector no citopético de SIN se
ha utilizado ampliamente in vitro, ya que es capaz de proporcionar una expresion duradera del transgén con buenos
niveles de estabilidad y niveles de expresion que eran aproximadamente el 4% de los descritos para el vector de SIN
original (1).

Descripcion de la invencion
Breve descripciéon de la invenciéon

Los vectores de alfavirus pueden expresar niveles elevados de proteinas recombinantes en diferentes tipos de
células. Sin embargo, esta expresion es transitoria debido a la naturaleza citopética de la replicacién virica. Para
adaptar estos vectores para estudios a largo plazo, se aislaron mutantes no citopdticos del virus Sindbis (SIN), del virus
del Bosque de Semliki (SFV) y del virus de la encefalitis equina venezolana (VEE). La mayoria de estos mutantes
contenfan cambios en nsp2, una subunidad de la replicasa virica. Para generar nuevos vectores no citopéticos de SFV,
se introdujeron las mutaciones descritas para crear el vector SIN no citopatico, en una posicién conservada en SFV.
Curiosamente, se encontré que un replicon de SFV que contenia la mutacién P718T en nsp2 y portaba el gen LacZ
como gen heterélogo (SFV-LacZ), a pesar de que aparentemente era incapaz de replicarse en la mayoria de las células,
daba lugar a variantes no citopdticas que formaban colonias que expresaban §-galactosidasa (8-gal) sin aplicarles
seleccion. Se emitid la hipétesis de que las variantes no citopdticas se debian a mutaciones adaptativas secundarias.
Para aislar estas variantes, se introdujo el gen de la puromicina N-acetil-transferasa (pac) en el mutante SFV-P718T
y se seleccionaron los clones de las células BHK que eran resistentes a la puromicina. A partir de uno de los clones
seleccionados se rescaté un replicén no citopatico que contenia una segunda mutacioén en la sefial de localizacién
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nuclear de nsp2 (R649H). Este doble mutante (SFV-S2-9) se replicaba a unos niveles que eran 60 veces menores
que los del vector de SFV silvestre, hecho que correlacionaba con la ausencia de citopatogenicidad en las células
transfectadas con el vector de la invencion. Se observé un nivel similar de expresion de 5-gal en células transfectadas
con SFV-S2-9-LacZ y SFV-LacZ a las 24 horas de la transfeccién, que estaba en el rango de 15 pg/célula (figura 6).

Sorprendentemente el vector, en adelante vector de la invencidn, fue capaz de generar lineas celulares estables
capaces de expresar $-gal durante al menos 10 pases en cultivo (el porcentaje de células que expresaban la §-gal,
determinado en cada pase mediante la tincién con X-gal, varié entre el 70% y el 90% segun el pase, pero estaba
por encima del 85% en el pase 10, lo que indicé una gran estabilidad de la expresion del transgén en presencia
de la seleccién, como puede comprobarse en la figura 7), siendo ademds la expresién constitutiva pues aumento
con el tiempo en las células transfectadas con SFV-S2-9-LacZ, alcanzando una estabilizacién a aproximadamente
30 pg de B-gal/célula a las 48 horas de la transfeccion. Es decir, mediante la transfeccién con el vector mutado se
consiguié cuantitativamente el doble de expresion al logrado a las 24 horas de post-transfecciéon cuando las células
eran transfectadas con el vector silvestre.

El vector de la invencién fue también capaz de generar lineas celulares estables capaces de expresar, de forma cons-
titutiva, cardiotrofina 1 de rata a niveles similares a los obtenidos con el vector silvestre sin las mutaciones, que eran
de aproximadamente 4.3 pg/célula. En las lineas analizadas se observo una alta estabilidad del vector, manteniéndose
los niveles de expresion de cardiotrofina 1 durante al menos 10 pases.

Por otro lado la presente invencidn, tal y como se puede comprobar en el ejemplo 8, rompe un prejuicio establecido
en el estado de la técnica al demostrar, que vectores mutados de SFV presentes en el estado de la técnica y definidos
como no citopaticos, mantienen las caracteristicas de citopatogenicidad.

Tal y como se expresa en la presente invencion el término “linea celular estable” se refiere a lineas celulares donde
el porcentaje de células que expresan la proteina heteréloga en el pase 10 es superior al 85%, pudiendo mantenerse o
superarse dicho porcentaje en pases sucesivos o posteriores.

Por otro lado, el término “expresion constitutiva” se refiere a la capacidad adicional, que sorprendentemente pre-
sentan las lineas celulares estables arriba citadas, de expresar la proteina heter6loga a un nivel cuantitativamente alto
(superior al 50% respecto al conseguido a las 24 horas de post-trasduccién cuando las células se transducen con el
vector silvestre).

Tal y como se conoce en el estado de la técnica, un replicon de ARN es una secuencia que se replica de forma
unitaria utilizando como intermedio un ARN complementario que sirve como molde para producir mas moléculas
del ARN original. Para ello generalmente son necesarias secuencias especificas en los extremos del ARN. El replicén
citado en la presente invencién comprende el extremo 5’ necesario para la replicacién de SFV, la secuencia codificante
de la encima replicasa de SFV con las mutaciones P718T y R649H en la regién nsp2, un promotor subgenémico viral
de SFV, genes de seleccidn, genes heter6logos o de interés y el extremo 3’ necesario para la replicacién de SFV que
contiene una secuencia terminal de poliadeninas (Poli A).

Descripcion de la figuras

Figura 1. Evaluacién de la citopatogenicidad de los vectores de SFV que llevan mutaciones derivadas de SIN.
Los plasmidos pSFV-LacZ que contienen mutaciones P718T (pSFV-S2-LacZ) y P718F (pSFV-S3-LacZ) en nsp2 se
construyeron tal y como se describe en los ejemplos. Se transcribié el ARN in vitro a partir de cada uno de estos
pladsmidos asi como del pSFV3-LacZ original y se electroporé en células BHK que se sembraron en placas de 35 mm
de didmetro con una confluencia baja y se tifieron con X-gal después de cultivarse durante los tiempos indicados. En
el caso de SFV-S2-LacZ o SFV-S3-LacZ, se dio un pase 1:5 a las células transfectadas con dichos vectores después
de 96 horas en cultivo. Se muestra una representacion esquematica del ARN de cada vector encima de cada conjunto
de imagenes. Cap: circulo en el extremo izquierdo de los vectores; nsp: proteinas no estructurales; flecha horizontal:
promotor subgendémico del SFV; An: poli A.

Figura 2. Células BHK resistentes a puromicina seleccionadas después de ser electroporadas con diferentes ARNSs.
Las células BHK se electroporaron con los vectores de ARN de SFV indicados o sin ARN (no RNA), se sembraron
en placas de 35 mm de didmetro y se dejaron recuperar durante 24 horas antes de afiadir la puromicina a 5 ug/ml. Las
placas se tifieron con violeta de metilo en los tiempos indicados después de la transfeccion.

Figura 3. Localizacién intracelular de nsp2 en las células transfectadas con ARN del SFV. Las células BHK se
electroporaron con los vectores de ARN de SFV o sin ARN (no RNA) y se analizaron mediante inmunofluorescencia
a las 24 horas de la transfeccién. Como anticuerpos primarios se utilizaron anticuerpos monoclonales de ratén espe-
cificos de las formas nucleares (ansp2-n) o citopldsmicas (ansp2-c) de nsp2, y como anticuerpo secundario se utilizé
un suero policlonal de conejo especifico para IgGs de ratén conjugado con FITC. Los nicleos tefiidos con dapi de las
mismas células se visualizaron con un filtro de UV (Dapi).

Figura 4. Andlisis de los ARN de SFV en las células BHK transfectadas. Se extrajo el ARN total de una linea
celular estable de BHK obtenida después de la electroporacion del replicon SFV-S2-9-pac y de la seleccién con
puromicina (calle 1) o de las células BHK electroporadas con SFV-S2-9-pac (calles 2-4), SFV-pac (calle 5), SFV-
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LacZ (calle 6) o coelectroporadas con los replicones SFV-S2-9-pac y SFV-pac (calle 7) y se analizé a las 24 horas
(calles 2, 5 a 7), 48 horas (calle 3) o 72 horas (calle 4) de la electroporacién. La presencia de los ARNs genémico
(g) y subgenémico (sg) de SFV se analizé mediante transferencia Northern con un oligonucleétido marcado con **P
especifico del promotor subgenémico de SFV. Los niimeros en la parte inferior de los geles indican la proporcion de
ARN subgendmico/gendmico (sg/g) en cada caso. En la calle 7, se refieren a la proporcién sg/g de SFV-S2-9-pac
(pac) o de SFV-LacZ (LacZ), respectivamente. La parte izquierda del gel se expuso durante 72 horas mientras que la
parte derecha se expuso durante 1 hora.

Figura 5. Expresion in vitro e in vivo de las proteinas no estructurales. A) El ARN de SFV-pac original (tipo
silvestre) o los ARN de SFV-pac que contienen las mutaciones indicadas se tradujeron en lisados de reticulocitos de
conejo en presencia de [*°S]-metionina y [*3S]-cisteina, y se analizaron mediante SDS-PAGE en geles al 8% y luego
se autorradiografiaron. Dos geles que contenian las mismas muestras se corrieron tiempos diferentes para obtener una
mejor separacion de las bandas de peso molecular elevado (gel superior, migraciéon mds larga) y para detectar los
mondmeros nspl y 3 de peso molecular més pequefio (gel inferior, migracion mas corta). B) Andlisis de la expresién
de la replicasa en las células transfectadas. Los lisados de las células BHK control, de una linea celular estable de BHK
obtenida después de la electroporacién con el replicon SFV-S2-9-pac y seleccién con puromicina (S2-9) o de células
electroporadas con los ARN de SFV-pac original (tipo silvestre) o del mutante SFV-RHR-pac (RHR) se analizaron
mediante inmunotransferencia utilizando un antisuero policlonal de conejo especifico contra nsp2 (gel superior) o
contra nsp3 (gel del centro). Como control interno, se analizaron las mismas muestras con un anticuerpo especifico
contra la B-actina.

Figura 6. Andlisis de la expresion de 8-gal. Se electroporaron células BHK con los ARNs indicados y se determiné
el nivel de expresion de B-gal por célula a los tiempos indicados después de la electroporacion. En el eje de abscisas
se representa el tiempo post-transfeccion en horas y en el eje de ordenadas los picogramos de 8-gal por célula.

Figura 7. Estabilidad de la expresion de 3-gal en las células transfectadas con el vector SFV-S2-9-LacZ-pac. Las
células BHK se electroporaron con ARN de SFV-S2-9-LacZ-pac y se seleccionaron en presencia de puromicina a
5 pg/ml. Las células seleccionadas se pasaron cada 2-3 dias con o sin puromicina y se determiné el porcentaje de
células que expresaban S-gal en cada pase mediante tincién con X-gal. Los datos corresponden a la media de tres
experimentos diferentes, mostrdndose la desviacién estdndar. La figura muestra un campo tipico de células BHK que
contienen el vector SFV-S2-9-LacZ-pac pasadas 10 veces en presencia de puromicina y tefiidas con X-gal. En el eje
de abscisas se representa el niimero de pases y en el eje de ordenadas se representa el porcentaje de células tefiidas de
azul.

Figura 8. Representacién esquematica de 3 ejemplos de realizaciones, en forma de ARN, del vector viral para la
generacion de lineas celulares estables y produccion de proteinas estables. El replicon SFV estd flanqueado por las
secuencias 5’ y 3’ necesarias para la replicacién de SFV, donde la secuencia 3’ incorpora una secuencia terminal de
poliadeninas (Poli A). Dentro del replicon se incluye la replicasa con las subunidades nspl a nsp4 y el promotor sub-
gendmico de SFV solapado con nsp4 (SG1). Sobre nsp2 se representan las mutaciones R649H y P718T caracteristicas
de la replicasa del vector. El replicén incorpora también un gen de selecciéon (PAC) y un gen de interés (GOI) que
codifica la proteina recombinante que interesa producir de forma constitutiva. En los ejemplos A y C el replicén in-
corpora también un segundo promotor subgenémico (SG2) de manera que la expresién de PAC y GOI esta controlada
por un promotor SG distinto, indistintamente SG1 o SG2 segtin la construccién A o C elegida. En el ejemplo B la
expresion de PAC y GOI estd controlada por el mismo promotor SG1, produciendo una proteina hibrida que es cortada
por proteasas en un sitio especifico intercalado entre PAC y GOLI. cap: estructura cap.

Figura 9. Evaluacion del efecto citopético de SFV-LacZ. Se transcribié ARN in vitro a partir del plasmido pSFV-
LacZ (vector silvestre) y se electropord en células BHK. Las células se distribuyeron en placas de 35 mm a baja
confluencia y se fijaron y tifieron con X-gal a los tiempos indicados (d, dia).

Figura 10. Evaluacion del efecto citopatico de SFV-SF2A-LacZ. Se transcribié ARN in vitro a partir del plasmido
pSFV-SF2A-LacZy se electroporé en células BHK. Las células se distribuyeron en placas de 35 mm a baja confluencia
y se fijaron y tifieron con X-gal a los tiempos indicados (d, dfa). Las células fueron pasadas 1:5 cuatro dias tras la
transfeccion.

Figura 11. Evaluacion del efecto citopatico de SFV-SF2C-LacZ. Se transcribié ARN in vitro a partir del pldsmido
pSFV-SF2C-LacZ y se electropor6 en células BHK. Las células se distribuyeron en placas de 35 mm a baja confluencia
y se fijaron y tifieron con X-gal a los tiempos indicados (d, dfa). Las células fueron pasadas 1:5 cuatro dias tras la
transfeccion.

Figura 12. Evaluacidn del efecto citopatico de SFV-PD-LacZ. Se transcribié ARN in vitro a partir del plasmido
pSFV-PD-LacZ y se electroporé en células BHK. Las células se distribuyeron en placas de 35 mm a baja confluencia
y se fijaron y tifieron con X-gal a los tiempos indicados (d, dia).

Figura 13. Evaluacién del efecto citopatico de SFV-S2-LacZ. Se transcribio ARN in vitro a partir del pldsmido
pSFV-S2-LacZ y se electroporé en células BHK. Las células se distribuyeron en placas de 35 mm a baja confluencia
y se fijaron y tifieron con X-gal a los tiempos indicados (d, dia). Las células fueron pasadas 1:5 cuatro dias tras la
transfeccion. Este mutante S2 fue capaz de dar lugar a la formacién de colonias de células que expresan -gal.
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Figura 14. Evaluacién del efecto citopético del vector SFV-S2-9-LacZ que lleva las mutaciones P718T y R649H.
Se transcribié ARN in vitro a partir del pldsmido pSFV-S2-9-LacZ, pSFV-S2-LacZ o pSFV-LacZ y se electropor6 en
células BHK. Las células se distribuyeron en placas de 35 mm a baja confluencia y se fijaron y tifieron con X-gal a los
tiempos indicados (d, dia).

Figura 15. Analisis de la expresion de cardiotrofina 1 de rata (CTr). A) Esquema de los dos vectores de SFV no
citopdticos que portan el gen pac y el gen de la CTr. nsp, subunidades de la replicasa; SG, promotor subgenomico;
2A, autoproteasa 2A del virus FMDV. B) Anilisis de la expresién de CTr. Se electroporaron células BHK con ARN
de SFV-S2-9-CTr-pac (CTr-pac), SFV-S2-9-pac2A-CTr (Pac-2A-CTr) o SFV-S2-9-pac (S2-9-pac) como control ne-
gativo y se seleccionaron en presencia de puromicina a 5 ug/ml. Las células seleccionadas se lisaron y se analiz6 la
expresion de CTr mediante inmunotransferencia utilizando un anticuerpo especifico para cardiotrofina (gel superior).
Como control de cantidad las mismas muestras se analizaron con un anticuerpo frente a actina (gel inferior). wtCT, li-
sado de células BHK transfectadas con SFV-CTr obtenido a las 24 h postransfeccion y utilizado como control positivo.
M, marcadores de peso molecular (kDa).

Figura 16. Andlisis de la estabilidad de la expresién de CTr en células BHK electroporadas con ARN de SFV-S2-9-
pac2A-CTr (pac2A-CTr) y seleccionadas en presencia de puromicina a 5 pg/ml. Las células seleccionadas se pasaron
cada 2-3 dias hasta 10 pases sucesivos (pl a p10), y en cada pase se analiz6 la expresién de CTr en lisados celulares
mediante inmunotransferencia con un anticuerpo especifico para cardiotrofina. Como control de cantidad se utilizaron
varias cantidades de CTr recombinante purificada (recCT). Se muestra un experimento representativo de dos realizados
que dieron el mismo resultado de expresion y estabilidad. S2-9-pac, control negativo de células electroporadas con el
vector SFV-S2-9-pac. M, marcadores de peso molecular (kDa).

Descripcion detallada de la invencion

Los vectores de alfavirus presentan varias ventajas, como niveles elevados de expresion del transgén, amplio tropis-
mo y facil manipulacién. La citopatogenicidad que estos vectores producen en la mayoria de las células de vertebrados
puede ser ventajosa en algunas aplicaciones, como la vacunacién o la terapia génica del cancer, en la que la apoptosis
de las células transducidas puede conducir a la liberacién de antigenos que podrian ser captados por las células inmu-
nitarias, lo que favoreceria una respuesta inmune contra el antigeno recombinante expresado o contra los antigenos
tumorales, respectivamente (19). Sin embargo, el uso de estos vectores en aplicaciones en las que se necesita una
expresion duradera del transgén estd obstaculizado por su naturaleza citopdtica. La posibilidad de adaptar los vectores
de alfavirus para expresion a largo plazo ha sido explorada por laboratorios diferentes, lo que ha conducido al aisla-
miento de variantes no citopdticas de SIN, SFV, VEE y EEE (7, 20-23). En la mayoria de los casos, las mutaciones
no citopaticas se han aislado utilizando vectores que llevan un gen heterélogo que codifica una proteina que confiere
resistencia a un antibidtico eucaridtico, como la puromicina o el G418. Cuando las células transfectadas con este tipo
de vector se incubaron en presencia del antibidtico, s6lo se seleccionaron las que albergaban replicones no citopaticos
mutantes que expresaban el gen de la resistencia. Aunque la mayoria de los mutantes de alfavirus que se han descrito
llevan mutaciones en nsp2, estas mutaciones alteran diferentes residuos de la proteina en diferentes virus, a pesar de
existir un elevado grado de homologia de secuencia entre los diferentes alfavirus. Tomando como base esta homologia
de secuencia, se investigo el efecto de una mutacion no citopdtica bien caracterizada de SIN, que afectaba el residuo
726 de nsp2 en este virus, en el contexto de SFV. Las mutaciones P726L y P726T han sido descritas como no citopé-
ticas por Frolov y col. (7) y Perri y col. (22), respectivamente. En el primer estudio, el residuo 726 también se mut6
a todos los otros posibles amino 4cidos, lo que generd una coleccién de mutantes de SIN con diferentes grados de
citopatogenicidad. Frolov y col. pudieron establecer una correlacion entre el nivel de replicacién del ARN vy la cito-
patogenicidad, llegando a la conclusién de que cambios en el residuo 726 de nsp2 que reducian los niveles de ARN
a menos del 5% de los niveles observados en el vector silvestre producian un fenotipo no citopético (7). Se eligieron
dos cambios diferentes, P726T y P726F, que habian sido capaces de reducir los niveles de ARN en SIN al 5,1% y
al 1,6% de los niveles silvestres, respectivamente, y se introdujeron las correspondientes mutaciones en la posicién
718 de nsp2 de SFV, generandose los mutantes S2 y S3, respectivamente. Ninguno de estos cambios fue capaz de
producir un fenotipo no citopatico en SFV por si mismo. Los estudios realizados transfectando células BHK con estos
mutantes en los que se habia incorporado el gen indicador LacZ demostraron que sélo un pequefio porcentaje de las
células transfectadas podian mantener la replicacién del vector. El mutante S2 (P718T) parecia ser mas estable que el
S3 (P718F), y dio lugar a colonias grandes de células que expresaban $-gal en ausencia de seleccion. Por lo tanto se
intuyé que estas colonias contenian replicones con mutaciones adaptativas adicionales. Para seleccionar estas colonias
e identificar las posibles mutaciones secundarias presentes en los replicones, se clon el gen de la N-acetil-transferasa
(pac) en el mutante S2 de SFV y se aislaron las colonias de las células cultivadas en presencia de puromicina. En uno
de los clones analizados, se encontré una segunda mutacién en la posicién 649 de nsp2 (R649H) que, en combinacién
con la mutacién P718T, fue capaz de proporcionar un fenotipo no citopdtico para el vector SFV. La mutacién R649H
afecta la sefal de localizacién nuclear **RRR del SFV que se ha descrito que es la responsable del transporte parcial
de nsp2 al niicleo de la célula (27). El cambio de Arg por Hys en la posicién 649 constituye un cambio muy conserva-
dor, que podria explicar el hecho de que no se observara ningtn efecto evidente sobre el transporte al nicleo de nsp2
ni en el doble mutante S2-9 ni en el mutante sencillo R649H. El dltimo mutante no mostrd ninguna reduccién en la
citopatogenicidad al compararse con el vector SFV original, lo que indicé que ambas mutaciones en las posiciones 649
y 718 eran necesarias para eliminar el efecto citopatico. Fazakerley y col. habian descrito un cambio mas drastico en la
posicién 649 (R649D), que condujo a la atenuacién de la neurovirulencia de SFV en el contexto de un genoma virico
completo (6). En ese caso, la mutacion R649D interrumpié completamente el transporte de nsp2 al nicleo, aunque no
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suprimio el efecto citopético del virus sobre las células BHK. Todos estos datos sugieren que la secuencia **RRR de
nsp2 podria estar implicada en la citopatogenicidad del SFV.

El mutante S2-9 pudo replicarse a niveles que eran aproximadamente 60 veces mas bajos que los observados para
el vector SFV de tipo silvestre, lo que podria explicar la ausencia de citopatogenicidad de este vector. El nivel del ARN
subgendmico en S2-9 era sélo 30 veces mds bajo que el del vector SFV de tipo silvestre, lo que indic6 que la proporcién
de los ARN subgenémico/genémico habia aumentado aproximadamente dos veces en el mutante no citopdatico. Esta
proporcién fue incluso mayor al poco tiempo de la transfeccion, lo que sugiere que la sintesis del ARN genémico
en el vector no citopdtico podria estar retrasada en relacién con la del ARN subgendmico. Tanto la disminucién de
la cantidad de ARN como el aumento de la proporcién de los ARNs subgendémico/genémico observados para S2-9
fueron muy similares a los descritos en los vectores de SIN que contienen mutaciones no citopdticas en la posicién
726 de nsp2 (7, 22). Sin embargo, estos resultados se contradecian con los descritos por Perri y col. para los mutantes
de SFV no citopético, en los que la cantidad de los ARNs mutantes era mayor que la del virus de tipo silvestre, y
en el que también disminuyeron las proporciones de los ARN subgenémico/genémico (22), lo que sugiere que en
los mutantes de SFV aislados por este grupo podrian estar implicados mecanismos diferentes para el establecimiento
de la replicacién duradera. El menor nivel de replicacién del ARN en S2-9 no se debia a un efecto en cis de las
mutaciones presentes en la secuencia del ARN, ya que una replicasa de tipo silvestre aportada en trans por el vector
original de SFV permitia recuperar los niveles de los ARNs gendmico y subgendémico de S2-9 hasta valores préximos
a los del vector SFV de tipo silvestre. Varios estudios realizados con los mutantes de alfavirus han demostrado que las
mutaciones no citopdticas en nsp2 pueden alterar la actividad proteolitica de esta proteina, lo que conduce, bien a un
hiperprocesamiento de la replicasa (7), o bien a un procesamiento mds lento de esta poliproteina (22). En la presente
invencion no se detectaron diferencias claras en el procesamiento de la replicasa entre el mutante S2-9 y el vector de
tipo silvestre, ni mediante traduccion in vitro, ni mediante analisis por inmunotransferencia.

A pesar de los bajos niveles de replicacion del mutante S2-9, la cantidad de S-galactosidasa (5-gal) producida
por el vector SFV-S2-9-LacZ a las 24 horas de la transfeccion fue muy similar a la obtenida con un vector de SFV
de tipo silvestre que expresa el mismo transgén. El nivel de expresién de S2-9 aument6 aproximadamente dos veces
a tiempos mds tardios tras la transfeccion, lo que correlaciona con el aumento observado en los niveles de ARN.
El nivel de expresién de la proteina recombinante en otros vectores no citopaticos descritos ha mostrado una gran
variabilidad, que oscila desde sélo el 4% de la expresion de tipo silvestre en el caso del mutante de SIN P726L (1)
al 1000% en el caso del doble mutante SFV-PD desarrollado por Lundstrom et al (21). Sin embargo, el cardcter no
citopdtico de este vector quedé cuestionado cuando los mismos autores mostraron que la expresiéon de 5-gal o GFP
en células BHK infectadas con un vector SFV-PD que porta LacZ o GFP como gen marcador alcanza un maximo a
las 48 horas para después disminuir dristicamente en los 3-4 dias subsiguientes (20). En este aspecto cabe afiadir que
el ejemplo 8 de la presente invencién rompe un prejuicio en el estado de la técnica al demostrar que el vector SFV-
PD desarrollado por Lundstrom et al (21) es citopatico. Algunos mutantes adicionales descritos por este grupo que
contienen mutaciones termosensibles también fueron capaces de expresar niveles elevados de proteinas recombinantes,
pero solamente a la temperatura permisiva (20, 21). La razén por la que el mutante S2-9 podia expresar mayores
cantidades de la proteina recombinante que el vector de tipo silvestre que tiene unos niveles de ARN mucho mas
bajos podria estar relacionada con la fuerte inhibicién de la sintesis de proteinas inducida por este dltimo vector.
Dos publicaciones recientes sefialan que la fosforilacién de elF2alfa es el mecanismo mediante el cual los alfavirus
inducen una inhibicién de la traduccién en la célula hospedadora a tiempos tardios durante la infeccién (15, 31).
Al mismo tiempo, estos autores demuestran que el elemento potenciador de la traduccidén presente en el extremo
5’ del gen de la cdpsida permite una traduccidn eficaz de la poliproteina estructural viral en presencia del elF2alfa
fosforilado. Se ha demostrado que cuando el potenciador de la traduccién de la cdpsida se fusiona en fase con el
extremo amino de una proteina recombinante en el vector de SFV o de SIN, aumenta el nivel de expresion de la proteina
recombinante unas 8 veces (10, 28). Este efecto no se observé en el contexto del vector S2-9, probablemente porque
en las células transfectadas con este vector no se estaba produciendo inhibicién de la traduccién por fosforilacién de
elF2alfa. La ausencia de inhibicién de la sintesis de proteinas en las células transfectadas con el vector S2-9 podria ser
la responsable de que se generen niveles de expresion elevados con unos niveles de ARN mds bajos que los alcanzados
con el vector de SFV silvestre.

La eficacia de empaquetamiento del mutante S2-9 era aproximadamente 6 logaritmos mds baja que la del vector
de SFV silvestre que lleva el mismo transgén. Esto se podria deber o bien a los bajos niveles de replicacion del ARN
o a una deficiencia en el empaquetamiento del doble mutante de SFV. Los experimentos de empaquetamiento en los
que se replic6 el ARN de S2-9 a niveles casi normales mediante la cotransfeccion de las células con un vector de SFV
de tipo silvestre fueron sélo capaces de aumentar unas 15 veces el titulo de las particulas viricas de S2-9, lo que indicé
que los bajos niveles de ARN eran responsables sélo parcialmente de la baja eficacia de empaquetamiento de este
vector. El vector del SFV que contiene sélo la mutacién R649H se empaquet6 a los niveles del SFV silvestre, mientras
que el vector de SFV que contiene solamente la mutacién P718T (SFV-S2) se empaquet6 de forma deficiente. Aunque
el hecho de que el vector SFV-S2 no sea capaz de replicarse en la mayoria de las células transfectadas podria ser el
factor responsable de esta baja eficacia de empaquetamiento, todo indica que esta mutacion sola o en combinacién con
la mutacién R649H afecta a la encapsidacién del ARN del SFV en particulas viricas. Las sefiales de empaquetamiento
del SFV se han cartografiado en una region del genoma que comprende los nucledtidos 2767 a 2824 (32), y que no
se superpone con ninguna de las mutaciones presentes en S2-9, localizadas en las posiciones 3643 (R649H) y 3849-
51 (P718T). Sin embargo, no se puede descartar que estas mutaciones pudieran afectar a la estructura secundaria
del ARN gendmico, alterando la accesibilidad de las sefiales de empaquetamiento. Serdn necesarios mds estudios de
mutagénesis para determinar la funcion precisa de estas secuencias en el empaquetamiento del SFV.
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Se demostré también que el vector SFV-S2-9 se podia utilizar eficazmente para generar lineas celulares estables
BHK que expresen proteinas recombinantes de forma constitutiva. Para ese propdsito, el vector debe contener, ademas
de las mutaciones P718T y R649H, el transgén deseado y un gen de resistencia a un antibiético ttil para la seleccién
de las células que han sido eficazmente transducidas. Utilizando LacZ como el transgén indicador y el gen pac como
gen de seleccidn, generamos una linea celular que mostraba una estabilidad muy elevada, expresando 5-gal aproxima-
damente el 85% de las células después de 10 pases en el cultivo, y con unos niveles de expresion que eran similares a
los del vector SFV silvestre. Esto contrasta con lo que se habia observado en una linea celular similar generada con un
vector de SIN no citopatico que llevaba la mutacién P726L en nsp2 y el gen LacZ como gen indicador y que expresaba
[B-gal a niveles aproximadamente 25 veces mds bajos que el vector SIN silvestre (1). En este dltimo caso, la expresion
de LacZ se perdi6 en el 45% de las células después de 5 pases, aunque se podia alcanzar una mayor estabilidad con
este sistema si la linea celular se derivaba de una poblacién clonada de células que expresaban la 5-gal.

El vector SFV-S2-9 también fue capaz de generar lineas celulares estables que expresaban cardiotrofina 1 de rata
(CTr) de forma constitutiva. En particular, el vector SFV-S2-9-pac2A-CTr, en el que el gen pac y el gen que codifica
la CTr estdn fusionados en fase usando la proteasa 2A del virus de la fiebre aftosa (FMDV) como conector, dio lugar
a la generacion de lineas estables que mantuvieron una expresion de cardiotrofina elevada, y similar a la obtenida con
un vector de SFV silvestre, durante al menos 10 pases en cultivo.

El vector SFV-S2-9-pac puede utilizarse para la generacion rdpida de lineas estables de células de mamifero
capaces de producir proteinas recombinantes en grandes cantidades.

Por lo tanto, en un primer aspecto la presente invencion se refiere al uso de un vector viral basado en el virus
del Bosque de Semliki (SFV) para la generacion in vitro de lineas celulares estables con capacidad de expresar cons-
titutivamente proteinas heter6logas. Dicho vector viral contiene un replicén de SFV cuya replicasa comprende las
mutaciones P718T y R649H en la subunidad nsp2.

Cada una de estas mutaciones afecta a un triplete de nucledtidos, situados ambos en la secuencia que codifica para
la subunidad o proteina no estructural nsp2 de la replicasa. La mutacién P718T indica que la Prolina (P), situada en
la posicién 718 de la secuencia de la proteina nsp2 codificada por el vector salvaje, es sustituida por una Treonina
(T) en la proteina nsp2 codificada por el vector mutado. Del mismo modo, la mutacién R649H indica que la Arginina
(R) situada en la posicién 649 es sustituida por una Histidina (H) en la subunidad nsp2 que codifica el vector mutado.
Ambas posiciones 718 y 649 se refieren a la posicion del aminodcido sustituido en la secuencia de la subunidad nsp2
ya cortada y procesada.

En una realizacion concreta de la invencidn, se utiliza un vector viral que comprende la SEQ ID NO: 1 y la SEQ
ID NO: 2:

e La SEQ ID NO: 1 incluye el extremo 5’ necesario para la replicacién de SFV, la replicasa de SFV con las
mutaciones P718T y R649H en nsp2 y, solapado con la replicasa, un promotor subgendémico viral de SFV;

e La SEQ ID NO: 2 incluye el extremo 3’ necesario para la replicacion de SFV que contiene una secuencia
terminal de poliadeninas (Poli A).

Estas dos secuencias conjuntamente constituyen el esqueleto del vector y entre ellas se intercalan los genes de
seleccion y los genes heter6logos que codifican para las proteinas de interés.

En una realizacion particular, el vector de SFV utilizado para la generacién in vitro de lineas celulares estables
comprende:

a) el gen de interés (GOI) que codifica para la proteina heter6loga, cuya expresioén estd controlada por un
promotor subgenémico de SFV; y preferentemente también

b) un gen de seleccidn, y cuya expresion estd controlada también por un promotor subgenémico de SFV, que
puede ser el mismo promotor que controla la expresion del gen de seleccidn u otro distinto.

El gen de seleccidén y el gen de interés GOI estan situados dentro del replicén de SFV, entre el promotor subgené-
mico solapado en la replicasa y el extremo 3’ necesario para la replicacién de SFV (Figura 8).

En una realizacién particular el gen de interés GOI se sitda corriente abajo del promotor subgenémico (SG1)
solapado en la replicasa y su expresion estd controlada por dicho promotor SG1. A continuacién se incorpora otro
promotor subgendmico SG2 que controla la expresién del gen de seleccion, que se sitia corriente abajo de SG2
(Figura 8A).

En otra realizacién particular, el vector se construye también con los mismos 2 promotores subgenémicos SG1
y SG2 pero permutando las posiciones del gen de interés y del gen de seleccién, de manera que SG1 controla la
expresion del gen de seleccion y SG2 la expresion del gen de interés GOI (Figura 8C).
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En otra realizacién particular alternativa, corriente abajo del promotor subgenémico SG1 se introduce una cons-
truccién que comprende: el gen de seleccién y el gen de interés GOI, fusionados en fase con un conector interpuesto
de DNA que corresponde a la secuencia que codifica un sitio de corte autoproteolitico post-traduccional (Figura 8B).
Este conector de DNA con una secuencia codificante del sitio de corte autoproteolitico puede derivarse de un virus,
por ejemplo un picornavirus. En una realizacién mas particular codifica la regién 2A de la poliproteina del virus de
la fiebre aftosa (FMDV). De esta manera se produce la cotraduccién de ambos genes (de selecciéon y GOI) en una
tnica poliproteina, que después de la traduccidén es cortada rapidamente mediante rotura en el sitio de corte auto-
proteolitico produciendo la proteina de seleccion y la proteina heteréloga de interés. La utilizacién de estos sitios de
rotura autoproteolitica postraduccional ha sido descrita previamente en EPO0736099 y también por Ryan y Drew (35),
particularmente la utilizacién de la secuencia codificante de la regién 2A de FMDYV, cuyo contenido se incluye en su
integridad por referencia.

En una realizacion particular, el vector de la invencién incluye como gen de seleccién el gen pac, que codifica para
el enzima puromicina N-acetil-transferasa, cuya expresion confiere a las células portadoras del vector resistencia al
antibidtico puromicina. De esta manera, afiadiendo al medio puromicina serd posible seleccionar las células portadoras
del vector de entre aquellas que no han sido transfectadas o que lo han perdido.

El gen pac podria ser sustituido por cualquier otro gen que confiera resistencia a un antibidtico téxico para células
de mamifero, como por ejemplo el gen que confiere resistencia a higromicina (hph) o el gen que confiere resistencia a
neomicina (neoR). Podria sustituirse también por otro gen que permita sintetizar un nutriente esencial que sea omitido
en el medio de cultivo, o por cualquier otro gen que ofrezca una ventaja selectiva a las células transfectadas.

El gen de interés podria ser cualquier gen o 4cido nucleico que codifica una proteina indicadora (8-gal,...), 0 una
proteina terapéutica, o cualquier otra proteina o polipéptido recombinante de interés.

En una realizacién particular, el gen de interés codifica para una proteina terapéutica seleccionada entre el factor
de crecimiento semejante a la insulina I (IGF-I), la cardiotrofina 1 (CT1), la oncostatina M (OSM), el interferén alfa
(por ejemplo IFNa5), la anfiregulina (AR), el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), el receptor endotelial de
la proteina C/proteina C activada (EPCR) o anticuerpos de interés terapéutico o diagnéstico.

De esta manera, el conjunto “replicasa mutada -gen de interés- gen de seleccién” flanqueado por las secuencias 5’
y 3’ necesarias para la replicacién forma un replicén de ARN que es capaz de autoamplificarse dentro de la célula.

El vector de la invencion puede ser utilizado en forma de ARN o también en forma de ADN.

Cuando se utiliza en forma de ARN, el vector se completa con la adicién de una estructura de cap en su extremo
5.

Cuando se utiliza en forma de ADN, el vector completo incluirfa un promotor eucariético, por ejemplo el promotor
CMYV, la secuencia del replicon de SFV en cualquiera de las realizaciones definidas previamente, y una secuencia sefial
de la terminacidn de la transcripcién, por ejemplo una secuencia sefial derivada de SV40. De esta manera, el vector se
transcribe a ARN dentro de las células transfectadas donde se autoamplificara.

Las construcciones de ARN o ADN para la preparacién del vector de la invencién pueden obtenerse mediante
métodos convencionales de biologia molecular, recogidos en manuales generales de laboratorio, por ejemplo en “Mo-
lecular cloning: a laboratory manual” (Joseph Sambrook, David W. Russel Eds. 2001, 3* ed. Cold Spring Harbor,
Nueva York) o en “Current protocols in molecular biology” (F. M. Ausubel, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J.
A. Smith, J. G. Seidman y K. Struhl Eds, vol. 2. Greene Publishing Associates y Wiley Interscience, Nueva York, N.
Y.. Actualizado hasta Septiembre 2006.

En un segundo aspecto la invencién se refiere a una linea celular estable con capacidad de expresar constitutiva-
mente proteinas heterélogas o recombinantes, caracterizada porque es una linea celular transfectada con un vector
viral de la invencidn, que contiene un replicén de SFV cuya replicasa comprende las mutaciones P718T y R649H en
la subunidad nsp2, en cualquiera de las realizaciones descritas anteriormente al definir el vector de la invencidn.

En una realizacion particular es una linea celular estable que estd transfectada con un vector de la invencién cuyo
replicén de SFV comprende las secuencias SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2.

En un aspecto adicional la invencidn se refiere a un método para la generacion in vitro de lineas celulares estables
con capacidad de sintetizar proteinas heter6logas de forma constitutiva que comprende:

I. transfectar células con un vector viral que contiene un replicén de SFV cuya replicasa comprende las
mutaciones P718T y R649H en la subunidad nsp2, por ejemplo una replicasa que comprende las secuencias
SEQID NO: 1y SEQ ID NO: 2;

II. seleccionar las células estables, generadas en el paso [; y

II. crecer y mantener las células estables.
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La célula que se transfecta es una linea celular eucariética que permite la replicacion del vector. Estd linea celular
puede ser una linea procedente de mamifero. En una realizacién particular, es una linea celular derivada de fibroblastos
de rifién de hamster, por ejemplo la linea BHK-21.

La transfeccion de las células se realiza mediante cualquier procedimiento convencional, fisico o quimico, que per-
mita la introduccién del vector viral de la invencién en las células, por ejemplo por electroporacién o por conjugacién
del material genético con lipidos catiénicos. Estos procedimientos servirian para la transfeccion del vector como ARN
y como ADN.

En una realizacién particular la transfeccién se realiza por electroporacién (“Current protocols in molecular bio-
logy”’; Ausubel FM et al.; citado supra).

La seleccion de las células estables se realizard de manera distinta en funcién del gen de seleccién incorporado en
el vector SFV con el que se transfectan las células. Como ya se ha explicado anteriormente, la expresion del gen de
seleccion confiere a las células transfectadas una ventaja que permite su seleccion. Bastard con someter a las células
a las condiciones selectivas para las células transfectadas. Cuando se utiliza el gen pac como gen de seleccidn, su
expresion en las células transfectadas las hace resistentes a la puromicina. En este caso, bastard con afiadir puromicina
al medio de cultivo para eliminar las células no transfectadas o que hayan perdido el vector.

Las células estables se crecen y mantienen en medios y condiciones convencionales de cultivo, en funcién del tipo
celular transfectado, y manteniéndolas bajo el estimulo selectivo para las células transfectadas (por ejemplo en pre-
sencia de puromicina). Cuando las células son BHK-21 se crecen en las condiciones ya descritas (“Current protocols
in molecular biology”’; Ausubel FM et al.; citado supra).

En otro aspecto la invencidn se refiere al uso de esta linea celular estable, transfectada con el vector de la invencion,
para la produccion in vitro de proteinas.

En otro aspecto adicional la invencién se refiere también a un método para la produccién in vitro de proteinas
recombinantes que comprende:

I. transfectar células con un vector viral que contiene un replicon de SFV cuya replicasa comprende las
mutaciones P718T y R649H en la subunidad nsp2, por ejemplo una replicasa que comprende las secuencias
SEQID NO: 1y SEQ ID NO: 2;

II. seleccionar las células estables, generadas en el paso I;
III. crecer y mantener las células estables; y
IV. extraer la proteina.

Los pasos I, IT y III corresponden propiamente a la generacién de la linea celular estable que expresa constitu-
tivamente la proteina recombinante de interés. En este caso, la célula se transfectard con un vector viral SFV de la
invencion que incluya como gen de interés el gen que codifica la proteina recombinante que queremos producir. Co-
mo ya se ha indicado anteriormente, este gen estd insertado en el vector en una posicién tal que su expresién esta
controlada por un promotor subgenémico de SFV.

La proteina recombinante a producir puede ser una proteina indicadora (8-gal.,...), o una proteina terapéutica, o
cualquier otra proteina o polipéptido recombinante de interés.

En una realizacién particular, es una proteina terapéutica seleccionada entre el factor de crecimiento semejante a
la insulina I (IGF-I), la cardiotrofina 1 (CT1), la oncostatina M (OSM), el interfer6n alfa (por ejemplo, IFNa5), la
anfiregulina (AR), el factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF), el receptor endotelial de la proteina C/proteina
C activada (EPCR) o anticuerpos de interés terapéutico o diagndstico.

Los pasos para la generacién de la linea celular estable se realizardn como se ha descrito anteriormente en el
método para la generacién de lineas celulares estables.

La extraccion de la proteina se realiza a partir de un lisado celular cuando la proteina recombinante sea intracelular,
o a partir del sobrenadante de las células estables cuando se trate de proteinas recombinantes de secrecion.

Para la extraccién puede utilizarse cualquier procedimiento convencional de extraccion y purificacién de proteinas
adecuado para la extraccion de la proteina concreta que se desea producir, dependiendo de la naturaleza de la proteina.
Entre otros, podrian utilizarse procedimientos de separacién por tamafio y/o carga eléctrica (precipitacién en sulfato
amonico, filtracion en gel, ultracentrifugacion, electroforesis, electroenfoque,...), por inmunopurificacién (columna de
afinidad, inmunoprecipitacion,...), separacion por unién a un ligando especifico.

Los siguientes ejemplos tienen el objetivo de ilustrar la invencién sin pretender ser limitantes de la misma.
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Ejemplos de la invencion
Ejemplo 1
Construccion y caracterizacion de vectores de SFV que llevan mutaciones no citopdticas derivadas del SIN

Un posible enfoque para generar nuevos vectores no citopaticos de alfavirus es introducir las mutaciones previa-
mente descritas en otros alfavirus, aprovechdndose de la homologia de secuencia compartida por los diferentes virus
de este género. Siguiendo este enfoque, se evalud el efecto de las mutaciones no citopaticas descritas en el virus SIN
en un vector de expresion derivado de SFV. Previamente, se habia demostrado que las mutaciones que afectaban el
residuo 726 de la subunidad nsp2 de la Rep de SIN reducen considerablemente la citopatogenicidad de este virus,
hecho que correlacionaba con un menor nivel de replicaciéon del ARN en los mutantes (7, 22). Dos mutaciones que
afectaban a este residuo, P726T y P726F, que se habian descrito como parcialmente citopdticas y no citopdticas para
el SIN, respectivamente, se introdujeron en el residuo homdélogo de nsp2 en el vector pSFV-1, lo que generé los mu-
tantes pSFV-S2 y pSFV-S3, que llevaban las mutaciones P718T o P718F en nsp2, respectivamente. Para evaluar la
citopatogenicidad de estos nuevos vectores, se cloné el gen indicador LacZ a continuacién del promotor subgenémico
viral, lo que generd los vectores pSFV-S2-LacZ y pSFV-S3-LacZ. Se sintetiz6 el ARN in vitro para cada uno de estos
plasmidos y se electroporé en células BHK-21, que se cultivaron y en las que se analizé la expresion de 5-gal mediante
tincién con X-gal a diferentes tiempos tras la transfeccion (figura 1). A diferencia de las células electroporadas con el
ARN del SFV-LacZ control en las que, a las 24 horas de la transfeccidon, mas del 95% de las células expresaron S5-gal
y mostraron un fenotipo citopético, s6lo un pequefio porcentaje de las células transfectadas con los ARNs de SFV-S2-
LacZ o de SFV-S3-LacZ expresaron 3-gal a las 24 horas tras la transfeccion, sin mostrar una morfologia citopdtica.
En el caso de SFV-S2-LacZ, el nimero de células positivas aumentd con el tiempo, siendo capaces de formar grandes
colonias de células que expresaban S-gal 5 dias después de la electroporacion. Este efecto fue mucho mds atenuado
en SFV-S3-LacZ, con el que nunca se observaron colonias azules a dia 5 después de la tincién con X-gal. Estos datos
sugieren que las mutaciones P718T y P718F podrian estar bloqueando la replicacion virica o la expresion del transgén,
pero que dan lugar a variantes no citopdticas con una frecuencia relativamente elevada que podrian ser el resultado de
mutaciones adaptativas secundarias durante la transcripcion in vitro o la replicacion del SFV.

Ejemplo 2
Seleccion y cartografia de los replicones derivados de SFV-S2 que contienen mutaciones adaptativas nuevas

Para seleccionar las poblaciones de células que contienen replicones no citopéticos de SFV, se sustituy6 el gen
indicador LacZ en el plasmido pSFV-S2-LacZ por el gen que codifica el marcador de seleccién dominante puromicina
N-acetil-transferasa (pac) que confiere resistencia a la puromicina, lo que gener6 el plasmido pSFV-S2-pac. Utilizando
este pldsmido como molde, se sintetizO ARN in vitro y se electroporé en células BHK-21. A las 24 horas de la
electroporacion, se afiadi6 puromicina a 5 pg/ml, lo que condujo a la seleccién de colonias resistentes al farmaco que,
posteriormente, se expandieron. Para identificar las posibles mutaciones adaptativas en los replicones presentes en
las células seleccionadas, se extrajo el ARN total de clones individuales, y se amplificé por RT-PCR con cebadores
especificos un fragmento de 3,9 kb de la replicasa de SFV que comprende la secuencia completa de nsp2. Se eligié
amplificar la regién nsp2 de la replicasa porque en esta regién se habian cartografiado la mayoria de las mutaciones no
citopdticas descritas en los alfavirus. El fragmento de ADNc rescatado de cada clon se subclond en el pldsmido pSFV-
pac original sustituyendo la secuencia de la nsp2 de tipo silvestre. Para comprobar si se habian rescatado mutaciones no
citopdticas, se sintetizd6 ARN in vitro de cada uno de los nuevos plasmidos y se utilizé para electroporar células BHK-
21. A las 24 horas de la transfeccién, se afiadié la puromicina a 5 pg/ml y se tifieron las células con violeta de metilo
a diferentes tiempos para comparar su crecimiento con el observado en las células transfectadas con el mutante SFV-
S2-pac inicial o con el SFV-pac original. Uno de los clones, el SFV-S2-9-pac, mostr6 un claro fenotipo no citopdtico,
ya que confiri6 resistencia a la puromicina a la mayoria de las células transfectadas (figura 2). Otros clones probados
mostraron un patrén similar al del SFV-S2 y no se analizaron mds en este estudio. Las células transfectadas con el
SFV-pac original mostraron un claro efecto citopatico y la mayoria de ellas murieron antes del dia 4. La secuenciacion
del fragmento de nsp2 de pSFV-S2-9-pac mostré que, ademds de la mutacién original P718T, habia una segunda
mutacién adaptativa en la posicion 649 de nsp2 en la que se habia sustituido Arg por Hys. Esta nueva mutacién afecta
la sefial de localizacién nuclear “RRR (27) de la nsp2 de SFV que, en SFV-S2-9, cambia a “*RHR.

Ejemplo 3
Efecto de la mutacion R649H sobre la citopatogenicidad y sobre la localizacion nuclear de nsp2

Para comprobar el efecto de la mutacién R649H por si misma sobre la citopatogenicidad de SFV, se introdujo esta
mutacién en el plasmido pSFV-pac, generdndose de esta forma el plasmido pSFV-RHR-pac. Se transcribi6é el ARN
de este pldsmido y se electropor en células BHK-21, que se dejaron recuperar durante 24 horas. Entonces se afiadié
la puromicina a 5 ug/ml y se analizé el crecimiento de las células a diferentes tiempos tifiendo las células con violeta
de metilo tal y como se describi6 anteriormente (figura 2, columna derecha). El SFV-RHR-pac mostré un patrén muy
similar al observado para el vector original SFV-pac, induciendo un fuerte efecto citopético temprano que condujo a
la muerte de la mayoria de las células antes del dia 4. Estos resultados sugieren que la ausencia de citopatogenicidad
del vector SFV-52-9 se debia a la combinacién de las mutaciones P718T y R649H. Para comprobar el efecto de la
mutacién R649H sobre la localizacién nuclear de la nsp2, se transfectaron células BHK-21 con el ARN de los vectores
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que contenian esta mutacién (SFV-S2-9-pac y SFV-RHR-pac) o con vectores que no la contenian (SFV-pac y SFV-
S2-pac) y se analizaron mediante inmunofluorescencia con anticuerpos monoclonales especificos de la forma nuclear
o de la forma citopldsmica de nsp2 de SFV, respectivamente (figura 3), En todos los casos, se detecté nsp2 tanto
en el niicleo como en el citoplasma de las células transfectadas, lo que sugiere que la mutacién RHR no afectaba el
transporte al nicleo de esta proteina.

Ejemplo 4
Replicacion del ARN en las células transfectadas con SFV-S2-9-pac

Para determinar el nivel de replicacion del ARN del doble mutante no citopdtico de SFV, se electroporaron células
BHK-21 con ARN de SFV-52-9-pac, se extrajo el ARN total a las 24, 48 y 72 horas de la electroporacién y se analiz6
mediante transferencia “Northern” con un oligonucleétido marcado con **P especifico de la secuencia del promotor
subgenémico de SFV, que estd presente tanto en el ARN gendémico como en el ARN subgendmico (figura 4, calles
2 a 4). La cantidad de los ARNs genémico y subgendmico de SFV-S2-9-pac, asi como la proporcién entre ellos, se
compard con la obtenida en células transfectadas con ARN de SFV-pac a las 24 horas de la electroporacién (figura
4, calle 5). Los ARNs genémicos y subgenémicos de SFV-S2-9-pac aumentaron con el tiempo y parecieron alcanzar
un pico a las 48 horas de la electroporacién. Se observaron unos niveles de ARN similares en una linea celular de
BHK resistente a la puromicina obtenida con el vector SFV-S2-9-pac (figura 4, calle 1). En todos los casos, los ARNs
de SFV-S2-9 se produjeron en mucha menor cantidad que la obtenida en células transfectadas con ARN del SFV-
pac original (obsérvese que la calle 5 estuvo expuesta 72 veces mds que las calles 1 a 4). La proporcion de los ARNs
subgendmico/gendmico observada en las células transfectadas con SFV-S2-9-pac y seleccionadas con puromicina
fue aproximadamente 1,5 veces mayor que la observada en células transfectadas con SFV-pac (figura 4, nimeros de
la parte inferior). Sin embargo, en las células transfectadas con SFV-S2-9-pac no seleccionadas esta proporcion fue
considerablemente mayor, especialmente a las 24 horas después de la transfeccién, pero disminuyé con el tiempo,
lo que indicé que la sintesis del ARN gendémico en el doble mutante podria estar retrasada en relacién con la del
ARN subgenémico. También se detectaron dos bandas adicionales de ARN con un tamafio intermedio entre los ARNs
gendmicos y subgendmicos en las células transfectadas con SFV-S2-9-pac (figura 4, calles 1 a 4). Estas bandas no se
caracterizaron pero podrian corresponder a ARNs defectivos interferentes que pueden aparecer durante la replicacién
del doble mutante de SFV. Finalmente, para determinar si se podian recuperar los bajos niveles de replicacién del
ARN de SFV-S2-9-pac con una replicasa de tipo silvestre suministrada en trans, se electroporaron las células BHK-
21 simultdneamente con los ARNs de SFV-S2-9-pac y de SFV-LacZ (vector silvestre). Después de 24 horas, se
extrajo el ARN total de las células coelectroporadas y se analizé mediante transferencia “Northern” (figura 4, calle
7). Los ARNSs de las células electroporadas con el SFV-pac original (figura 4, calle 5) y SFV-LacZ (figura 4, calle
6) se analizaron en el mismo gel y se utilizaron como marcadores de tamafio molecular para cada uno de los ARNs
gendmicos y subgendmicos. Los ARNs genémicos y subgenémicos de SFV-LacZ y SFV-S2-9-pac se detectaron
facilmente en las células coelectroporadas después de exponer el gel durante 1 hora, lo que indic6 que la replicasa de
tipo silvestre era capaz de, al menos parcialmente, recuperar la replicacién del doble mutante. Sin embargo, aunque la
cantidad de ambos ARNs subgendmicos era muy similar, el ARN gendémico de SFV-LacZ se produjo a unos niveles
aproximadamente 2-3 veces mayores que los del mutante SFV-S2-9-pac.

Ejemplo 5
Procesamiento de la replicasa en el mutante SFV-52-9

La menor cantidad de ARN detectada en las células transfectadas con el replicén de SFV-S2-9-pac se podria deber
a una alteracion en el procesamiento de la replicasa. La replicasa de SFV se sintetiza como la poliproteina nsp1234
que, con posterioridad, se escinde en sus componentes monoméricos maduros mediante la actividad proteasa presente
en el dominio del extremo carboxilo de nsp2 (30), en el que se han cartografiado las mutaciones P718T y R649H. Para
examinar el efecto de estas mutaciones sobre el procesamiento de la replicasa, los ARNs de SFV-S2-9-pac, SFV-RHR-
pac y SFV-S2-pac sintetizados in vitro se tradujeron mediante incubacién con lisados de reticulocitos de conejo en
presencia de [*S]-metionina y [**S]-cistefna. Se compard el patrén de procesamiento de la replicasa en estos mutantes
con el obtenido para el ARN SFV-pac original mediante SDS-PAGE seguida de autorradiografia (figura 5A). No se
observé ninguna diferencia en el procesamiento de la replicasa entre los tres mutantes analizados y la replicasa de
tipo silvestre, lo que dio lugar a una acumulacién similar de los mondmeros nsp en todos los casos. Para determinar
si el procesamiento de la replicasa resultaba afectado in vivo, los lisados de una linea celular BHK-21 resistente a la
puromicina portadora del vector SFV-S2-9-pac o de células BHK-21 transfectadas con ARN de SFV-pac original o
con ARN de SFV-RHR-pac obtenidos a las 24 horas de la electroporacién se analizaron mediante inmunotransferencia
con un antisuero de conejo especifico contra nsp2 (figura 5B, panel superior) o contra nsp3 (figura 5B, panel central)
como anticuerpos primarios, respectivamente. En ambos casos, las muestras derivadas de SFV-pac y de SFV-RHR-
pac mostraron un patrén muy similar, pues expresaban cantidades comparables de los mondmeros nsp2 y nsp3. La
cantidad de nsp2 y nsp3 en la linea celular resistente a puromicina BHK-SFV-52-9-pac fue aproximadamente 1,5
veces mds baja, lo que se podia deber a la menor replicacién de este vector. Aunque sélo se detectaron cantidades
insignificantes de productos de alto peso molecular en las muestras analizadas, se podian observar algunas bandas
diferenciales entre SFV-S2-9 y los otros dos vectores con el antisuero contra nsp2, lo que podria indicar una pequefia
alteracion del procesamiento de la replicasa de S2-9 in vivo.
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Ejemplo 6
Expresion del transgén y empaquetamiento del replicon SFV-52-9

Para determinar el nivel de expresién del gen heter6logo en el mutante SFV-S2-9, se clon el gen indicador Lac-
Z a continuacion del promotor subgenémico de SFV en este vector, lo que gener6 el pldsmido pSFV-S2-9-Lac-Z. Se
sintetiz6 in vitro ARN a partir de este plasmido y se utilizé para electroporar células BHK-21, en las que se analizé la
expresion de 5-gal a diferentes tiempos después de la electroporacion. Se transfectaron células también con ARN del
vector SFV-LacZ original, pero sélo se analizaron a las 24 horas tras la electroporacién, debido al efecto citopatico
inducido por este vector. Se observé un nivel similar de expresién de 8-gal en las células transfectadas con SFV-S2-9-
LacZ y SFV-LacZ a las 24 horas de la transfeccion, siendo éste de aproximadamente 15 pg/célula (figura 6). Este nivel
de expresion aument6 con el tiempo en las células transfectadas con SFV-S2-9-LacZ, alcanzando una estabilizacion
a aproximadamente 30 pg de 5-gal/célula a las 48 horas de la transfeccion. Para determinar la eficacia de empaqueta-
miento del doble mutante SFV-S2-9, se coelectroporaron células BHK-21 con ARN de SFV-S2-9-LacZ y los ARNs
auxiliares SFV-helper-S2 y SFV helper-C-S219A tal y como esta descrito (29). Se recogieron los sobrenadantes de
las células a las 24 horas de la electroporacion y se titularon sobre monocapas de células BHK-21 mediante tincién
con X-gal. E1 ARN de SFV-S2-9-LacZ se empaquet6 con poca eficacia, lo que proporcioné unos titulos de 7 x 10°
pv/ml, que eran mucho més bajos que los obtenidos con el SFV-LacZ original (5 x 10° pv/ml). Para comprobar si la
presencia de la replicasa de tipo silvestre podria aumentar la eficacia de empaquetamiento del doble mutante S2-9, se
coelectroporaron las células BHK-21 con los ARNs de SFV-52-9-LacZ, SFV-pac y ambos ARNs SFV auxiliares. En
este caso, se observo que el vector SFV original era capaz de aumentar con moderacién la produccién de particulas
de SFV-S2-9-LacZ, que alcanzaron un titulo de 1 x 10° pv/ml a las 24 horas de la electroporacién, que se determiné
mediante la tincién con X-gal de las células BHK infectadas. El empaquetamiento del ARN SFV-pac original dis-
minuy6 aproximadamente 5 veces en las células en las que este vector se coelectroporé con SFV-S2-9-LacZ (2,6 x
10® pv/ml), en comparacion con los titulos obtenidos cuando el SFV-pac se empaquet6 solo (1,2 x 10° pv/ml), lo que
se determiné mediante inmunofluorescencia indirecta de las células infectadas utilizando un antisuero policlonal de
conejo especifico contra la nsp2 del SFV como anticuerpo primario. Para determinar el efecto que cada una de las
dos mutaciones individuales presentes en SFV-S2-9 tienen sobre el empaquetamiento, se coelectroporaron las células
BHK-21 con ambos ARNs auxiliares de SFV y con los ARNs de SFV-RHR-pac o SFV-S2-pac, y se titularon las par-
ticulas viricas tal y como se describi6 anteriormente para SFV-pac. SFV-RHR-pac se empaqueté con titulos elevados
(6,5 x 10® pv/ml) mientras que SFV-S2-pac mostré una eficacia muy baja de empaquetamiento (2 x 10* pv/ml).

Ejemplo 7
Produccion de una linea celular estable que expresa LacZ utilizando el vector SFV-52-9

Tal y como se ha demostrado en este estudio, se puede utilizar el vector SFV-S2-9-pac para seleccionar las células
que son capaces de mantener el replicon en presencia de puromicina. Para estudiar si era posible utilizar este tipo
de vector para generar lineas celulares estables que expresen otros transgenes, se introdujo el gen indicador LacZ en
pSFV-S82-9-pac, lo que generd el plasmido pSFV-S2-9-LacZ-pac, en el que los genes pac y LacZ estdn colocados
cadena abajo de promotores subgenémicos independientes. Se sintetiz6 in vitro el ARN de este pldsmido y se electro-
pord en las células BHK-21. A las 24 horas de la electroporacion, se afiadié puromicina a 5 ug/ml y, cuando las células
seleccionadas alcanzaron la confluencia, se realizaron diez pases en presencia del antibidtico durante un periodo de 30
dias. El porcentaje de células que expresaban -gal, determinado en cada pase mediante tincién con X-gal, vari6 entre
el 70% y el 90% segun el pase, pero estaba por encima del 85% en el pase 10, lo que indic6 una gran estabilidad de la
expresion del transgén en presencia de seleccion (figura 7). Cuando las células seleccionadas se pasaron sin puromici-
na, el porcentaje de las células que expresaban $-gal disminuyé muy rapidamente, estando por debajo del 5% después
de 3 pases. El nivel de la expresion de 5-gal en las células seleccionadas con puromicina se determiné después de 6 y
8 pases, alcanzando 13 y 18 pg/célula, respectivamente. Estos valores son muy similares a los obtenidos en las células
transfectadas con el vector SFV-LacZ original a las 24 horas de la transfeccion, lo que indica que las lineas celulares
generadas con el vector SFV-S2-9 se podian utilizar para expresar proteinas recombinantes en grandes cantidades.

Ejemplo 8
Evaluacion de otros mutantes no citopdticos de SFV previamente definidos
Las mutaciones que habian sido descrito previamente como no citopaticas para SFV se introdujeron en el gen de la
subunidad nsp2 de la replicasa de SFV, en el pldsmido pSFV-1, que contiene la secuencia del vector. Estas mutaciones
incluyeron:
- L1 OT (cambio de TTG por ACC): mutante SF2A (22).
- L713P (cambio de CTA por CCT): mutante SF2C (22).

Ademas, el plasmido pSFV-PD que contiene la secuencia del vector de SFV con las mutaciones S259P y R650D
en nsp2 fue cedido amablemente por el Dr. K. Lundstrom (21).
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De esta forma se generaron (u obtuvieron) los plasmidos pSFV-SF2A, pSFV-SF2C y pSFV-PD, en los que se
cloné el gen LacZ bajo el control del promotor subgenémico viral, obteniéndose los plasmidos: pSFV-SF2A-LacZ,
pSFV-SF2C-LacZ y pSFV-PD-LacZ, respectivamente.

Estos plasmidos se utilizaron para sintetizar ARN in vitro, que fue electroporado en células BHK-21. Tras la
electroporacién las células fueron distribuidas en diferentes placas que se fijaron y tifieron con X-gal a diferentes
tiempos posttransfeccion. La tincién con X-gal produce una coloracién azul en las células que estdn expresando 5-gal
a partir del gen LacZ, lo cual nos permite determinar el nimero de células que portan el vector y que han sobrevivido
a diferentes tiempos asi como analizar la morfologia de las mismas, que es un indicador de citopatogenicidad. En este
experimento se utiliz6 como control negativo células electroporadas con ARN de SFV-LacZ, que es citopatico para
las células BHK. Asimismo se utilizé como control positivo ARN de SFV-S2-LacZ, que lleva la mutacién P718T en
nsp2 y da lugar a un fenotipo no citopético en un cierto porcentaje de las células.

Como puede observarse en las figuras 10 y 12 los mutantes SFV-SF2A y SFV-PD mostraron un fenotipo muy
similar al del vector silvestre de SFV, induciendo un fuerte efecto citopético en las células transfectadas, que se tradujo
en la aparicién de numerosos cuerpos apoptdticos a partir del dia 3 y en una casi total ausencia de expresién a tiempos
largos (7 dias). Los datos referentes al cardcter citopético del vector SFV-PD estdn ademds apoyados por resultados
publicados posteriormente por el propio K. Lundstrom en los que se muestra como la expresién de S-gal o GFP en
células BHK infectadas con un vector SFV-PD que porta LacZ o GFP como gen marcador alcanza un médximo a las
48 horas para después disminuir drasticamente en los 3-4 dias subsiguientes (20, ver figura 2 de esta referencia). El
mutante SFV-SF2C mostré un fenotipo algo menos citopatico, pero a dia 3 aparecen muchos cuerpos apoptéticos y
aunque aparentemente a dia 4 hay niveles altos de expresion, esta desaparece casi completamente a dia 7, indicando
que probablemente este mutante permita expresiones algo mas prolongadas que el vector silvestre, pero sin dejar de
ser citopdtico. El vector SFV-S2 es el tnico que no da lugar a la aparicidon de cuerpos apoptéticos y que permite
mantener la expresion durante al menos 7 dias dando lugar a la aparicién de colonias. El vector SFV-S2-9 que porta
las mutaciones P718T y R649H se seleccioné a partir de una de las colonias obtenidas con SFV-S2 cuando el gen
LacZ se sustituy6 por el gen pac en dicho vector. En la figura 14 se incluyen fotos de células transfectadas con ARN
del vector SFV-S2-9-LacZ y tefiidas a diferentes tiempos con X-gal. El vector S2-9 no produjo efecto citopatico en
las células transfectadas, que fueron capaces dividirse.

Ejemplo 9
Construcciones de pldsmidos

Previamente se han descrito los plasmidos pSFV-1 y pSFV3-LacZ, que fueron proporcionados amablemente por
el Dr. P. Liljestrom (Instituto Karolinska, Estocolmo) (18). Para construir los plasmidos pSFV-S2 y pSFV-S3, un
fragmento de 3,5 kb que contenia el drea de la nsp2 a mutagenizar se extrajo de pSFV-1 con Sacl/Xhol y se subcloné
en el plasmido pBluescript SK (Stratagene, La Jolla, EE. UU.) digerido con las misma enzimas, lo que generé el
plasmido Blu-nsp2. Se introdujeron las mutaciones P718T y P718F en la nsp2 en este plasmido mediante PCR de
entrecruzamiento. Se combinaron en secuencia los cebadores externos SF3669-VS (SEQ ID NO: 3) y SF4096-RS
(SEQ ID NO: 4) con los pares de oligonucledtidos disefiados para introducir las respectivas mutaciones. Para S2, el
par de oligonucleétidos internos utilizados fue mutS2-VS (SEQ ID NO: 5) y mutS2-RS (SEQ ID NO: 6) que se solapan
en 25 nucleétidos y en los que el codén CCC que codifica la Pro 718 en nsp2 se ha mutado a ACG que codifica Thr
(subrayada). Para S3, los oligonucleétidos internos utilizados fueron mutS3-RS (SEQ ID NO: 7) y mutS3-RS (SEQ
ID NO: 8) que se solapan en 25 nucledtidos y en los que el codén CCC que codifica la Pro 718 de la nsp2 se ha
mutado a TTT que codifica Phe (subrayada). La PCR de entrecruzamiento se realizé con la Pfu y produjo fragmentos
de ADN de 430 pb que se digirieron con Eagl/Narl y se clonaron en Blu-nsp2 después de digestion parcial con Eagl
y digestidn total con Naul, lo que gener6 los plasmidos Blu-nsp2-S2 o Blu-nsp2-S3, respectivamente. Se confirmé la
presencia de las mutaciones S2 o S3 en estos plasmidos por secuenciacién. Finalmente, un fragmento Sacl/Xhol de
3,5 kb que contenia la nsp2 mutada se extrajo de Blu-nsp2-S2 o de Blu-nsp2-S3 y se subcloné en pSFV-1 digerido
con las mismas enzimas, lo que generé los pldsmidos pSFV-S2 y pSFV-S3, respectivamente. Para clonar LacZ en
estos plasmidos, un fragmento de ADN de 3,86 kb que contenia este gen se extrajo con Xbal/Xmal de pSFV3-LacZ
y se clond6 en pSFV-S2 o pSFV-S3 digeridos con las mismas enzimas, lo que gener6 los pldsmidos pSFV-S2-LacZ y
pSFV-S3-LacZ, respectivamente.

Para generar el pldsmido p.SFV-pac, un fragmento de ADN de 0,95 kb que contenia el gen de la puromicina N-
acetil-transferasa (pac) se extrajo del plasmido pBSpac (5) (amablemente proporcionado por el Dr. J. Ortin, CNB,
Madrid, Espana) mediante digestion con Notl y Hpal. Después de hacer romo el extremo Notl con Klenow, se clond
este fragmento en pSFV-1 digerido con Smal, lo que generé pSFV-pac. El plasmido pSFV-S2-pac se generd al sustituir
el fragmento Sacl/Xhol de 3,5 kb que contenia la mayor parte de la nsp2 en pSFV-pac por el mismo fragmento
obtenido de Blu-nsp2-S2, que contiene la mutacién S2.

El plasmido pSFV-S2-9-LacZ se generd al sustituir el fragmento RsrIl/Xhol de 3,2 kb en pSFV3-LacZ por el
mismo fragmento obtenido de pSFV-S2-9-pac que cubre el drea de la replicasa que contiene las mutaciones P718T
y R649H de nsp2. Para generar el doble vector pSFV-S2-9-LacZ-pac, un casete de 1,9 kb que contenia el promotor
subgenémico de SFV seguido del gen pac se extrajo de pSFV-pac con Mscl/Spel, y se cloné en pSFV-S2-9-LacZ
digerido con Smal/Spel.
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Para generar pSFV-RHR-pac, primero se introdujo la mutacién R649H de nsp2 en Blu-nsp2 por PCR. Brevemente,
se obtuvo un fragmento de PCR de 1,67 kb con los oligonucleétidos SF1947-VS (SEQ ID NO: 9) y SF3623-S29-RS
(SEQ ID NO: 10) con la Pfu utilizando el pSFV-1 como molde. En el dltimo oligonucledtido se ha sustituido el
codén CGC por CAC, lo que conduce a la mutacién R649H en nsp2 (subrayada; adviértase que el cebador contiene
la secuencia reversa). La secuencia de este oligonucledtido abarca el sitio Narl de nsp2 préximo a la mutacién R649H
(sefialado en cursiva). El fragmento de PCR se digiri6 con BstEII/Narl, lo que dio lugar a un fragmento de ADN
de 1,36 kb que se cloné en Blu-nsp2 digerido con las mismas enzimas, lo que generd, de este modo, Blu-nsp2-RHR.
Finalmente, un fragmento Sacl/Xhol de 3,5 kb que contenia la nsp2 mutada se extrajo del Blu-nsp2-RHR y se subcloné
en pSFV-pac digerido con las mismas enzimas, lo que generd el pldsmido pSFV-RHR-pac.

Ejemplo 10
Transcripcion y transfeccion del ARN

Los ADN plasmidicos purificados se hicieron lineales mediante digestién con Spel y se transcribieron en presencia
de un andlogo de cap (New England Biolabs, EE. UU.) utilizando la polimerasa SP6 (Amersham-Pharmacia). Los
ARN s sintetizados in vitro se transfectaron en células BHK-21 mediante electroporacién tal y como se describié
previamente (17).

Ejemplo 11
Empagquetamiento de los replicones

El empaquetamiento del ARN recombinante de SFV en particulas viricas (pv) se realizé mediante la coelectropo-
racién de las células BHK-21 con el ARN recombinante y con ambos ARNSs auxiliares SFV helper-S2 y helper-C-
S219A tal y como estd descrito (29). Las particulas de SFV que llevaban LacZ como gen indicador se titularon por
tincién con X-gal de las células BHK-21 infectadas con diluciones seriadas del virus. Para las particulas de SFV que
llevaban el gen pac, la titulacién se realiz6 mediante inmunofluorescencia indirecta de las células BHK-21 infecta-
das con un antisuero policlonal de conejo especifico contra la nsp2 de SFV como anticuerpo primario (E. Casales,
resultados sin publicar).

Ejemplo 12
Seleccion y pases de las lineas celulares resistentes a la puromicina

Se prepararén una solucién de puromicina (Sigma, St. Louis, EE. UU.) 1 mg/ml en MEM, se filtrd, alicuoted y
se guardd a -20°C. Después de la transfeccion de las células BHK con los ARNs recombinantes de SFV que llevaban
el gen pac, se permitié que las células se recuperaran durante 24 horas antes de afiadir la puromicina a 5 ug/ml. Para
seleccionar las células resistentes a la puromicina, se reemplazé el medio cada 2 a 3 dias por un medio nuevo que
contenia puromicina. Tras la seleccién, siempre se hacian los pases de las células en presencia de puromicina a la
concentracion indicada. En el caso de las células transfectadas con SFV-S2-pac, se clonaron focos individuales, se
expandieron y se guardaron congelados en nitrégeno liquido. El medio utilizado para crecer las células fue BHK-21
Glasgow MEM (Invitrogene, EE.UU.) suplementado con de suero fetal bovino al 5%, medio triptosa fosfato (Invitro-
gene, EE.UU.) al 10%, glutamina 2 mM, HEPES 20 mM, estreptomicina a 100 pg/ml y penicilina a 100 IU/ml (medio
BHK completo).

Ejemplo 13
Cartografia de las mutaciones adaptativas

El ARN celular total de las células resistentes a la puromicina obtenidas después de la transfeccion con el ARN del
SFV-S2-pac se aislé con el kit RNeasy (Qiagen, Alemania). Se utilizaron 5 ug de ARN de cada clon para sintetizar un
ADNTCc con la transcriptasa inversa de M-MLV (Promega, Madison, EE. UU.) utilizando un oligonucleétido de sentido
negativo complementario a los nucleétidos 4977 a 5010 del SFV (SEQ ID NO: 11) como cebador. Después de la
transcripcién inversa, se amplificaron los ADNc mediante 30 ciclos de PCR con Taq Plus Long (Stratagene, La Jolla,
EE. UU.), con el mismo cebador de sentido negativo y un oligonucleétido de sentido positivo complementario a los
nucleétidos 1040 a 1074 de SFV (SEQ ID NO: 12). El fragmento resultante de 3971 pb se digirié con Bcll (1106)
y Bsu36I (4916) y se cloné en los correspondientes sitios de pSFV-pac. E1 ADN plasmidico derivado de cada clon
individual se hizo lineal y se utiliz6 como molde para sintetizar el ARN in vitro, que se transfecté posteriormente
en las células BHK-21 para determinar su capacidad para conferir resistencia a la puromicina. Cuando la subregién
comprendida entre las posiciones 1106 a 4916 fue capaz de permitir la supervivencia y la divisién de las células
en presencia de puromicina, como fue el caso del clon S2-9, se secuencié completamente a partir de dos clones
plasmidicos independientes.
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Ejemplo 14
Andlisis del ARN

Se extrajo el ARN total de las células transfectadas o de determinadas lineas celulares utilizando un minikit de
RNeasy (Qiagen, Alemania) y se analizé mediante transferencia Northern. Se fraccionaron por tamarfio 3 ug de ARN
total en un gel de agarosa al 1,2% con formaldehido, se transfirié a una membrana de nitrocelulosa (Hybond-N+,
Amersham) y se hibridé con un oligonucleétido marcado con *2P especifico del promotor subgenémico de SFV (SEQ
ID NO: 13). Se determinaron las cantidades relativas de los ARNs genémicos y subgenémicos de SFV utilizando un
Phosphorlmager (Cyclone, Packard, EE. UU.) y el software Optiquant (version 4.0, Packard).

Ejemplo 15
Andlisis de la expresion y el procesamiento de la replicasa

Para los experimentos de la traduccidn in vitro, los ARNs de SFV primero se transcribieron in vitro tal y como se
describid previamente, se purificaron con el kit RNeasy (Qiagen, Alemania), se mezclaron con lisados de reticulocitos
de conejo tratados con nucleasa (Promega) en presencia de una mezcla de [*>S]-metionina y [*°S]-cisteina (Amersham,
EE. UU.) y se incubaron durante 90 minutos a 30°C segun las instrucciones del fabricante. Cada reaccion de traduc-
cion contenia 2,3 ug de ARN transcrito purificado. Las reacciones de traduccion se finalizaron al afadir el tampén de
carga de Laemmli y se analizaron por SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 8% seguido de una autorradiografla.
Para los experimentos de andlisis por inmunotransferencia, se obtuvieron lisados de las células BHK-21 transfectadas
con los vectores de SFV mediante incubacién en un tampdn que contenia Igepal al 1% (Sigma, EE. UU.), Tris HC1
a 50 mM, pH 7,6, NaCl a 150 mM, EDTA a 2 mM y PMSF a 1 ug/ml (Sigma, St. Louis, EE. UU), se clarificaron
por centrifugacién durante 6 minutos a 6000 rpm en una microcentrifuga refrigerada y se cuantificaron mediante un
andlisis de Bradford. Los lisados se analizaron mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 8%, se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con antisueros policlonales de conejo especificos contra la nsp2, la
nsp3 de SFV (E. Casales, resultados sin publicar) o actina (Sigma, St. Louis, EE. UU.) como anticuerpos primarios,
respectivamente. Se utilizé un antisuero de oveja especifico para inmunoglobulinas de conejo conjugado con HRP
como anticuerpo secundario. Se visualizaron las protefnas utilizando Western Lightning Chemiluminiscence Reagent
Plus (Perkin Elmer Life Sciences, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para los estudios de lo-
calizacion nuclear, se realiz6 la inmunofluorescencia indirecta de las células transfectadas utilizando como anticuerpo
primario un Acm especifico contra la nsp2 citopldsmica de SFV (amablemente proporcionado por W. Bodemer) o un
Acm especifico contra la nsp2 nuclear de SFV (amablemente proporcionado por el Dr. L. Kaariainen) (16).

Ejemplo 16
Andlisis de la expresion de 3-gal

Se lisaron las células transfectadas tal y como se describi6 anteriormente y se midi6 la actividad total de la S-gal
presente en el lisado tal y como estd descrito (17), o se tifieron a los tiempos indicados con X-gal. La cantidad de la
proteina producida por cada célula se obtuvo al dividir la cantidad media de 8-gal detectada por placa entre la cantidad
media de las células transfectadas en cada placa.

Ejemplo 17

Obtencion de lineas celulares estables productoras de cardiotrofina 1 utilizando el vector SFV-S2-9: construccion de
pldsmidos

Con objeto de generar lineas celulares estables que expresen constitutivamente cardiotrofina, proteina de interés
terapéutico, se generaron plasmidos basados en SFV-S2-9-pac incorporando el gen de la cardiotrofina de rata (CTr)
seglin 2 realizaciones distintas:

- el plasmido pSFV-S2-9-CTr-pac, en el que los genes pac y CTr estdn colocados cadena abajo de promotores
subgendmicos independientes (Figura 15A); y

- el plasmido pSFV-52-9-pac2A-CTr, construido siguiendo la estructura general descrita en la Figura 8B,
que contenia el gen pac y el gen CTr fusionados cadena abajo de un dnico promotor subgendémico (figura
15A).

En este segundo plasmido se introdujo entre los dos genes la secuencia de la autoproteasa 2A de FMDV (SEQ ID
NO:14) (35) para permitir la liberacién de la cardiotrofina de la proteina de fusion (Figura 15-A).

Para construir el pldsmido pSFV-S2-9-CTr-pac previamente se generé el vector de clonaje pSFV-S2-9-mcs-pac,

que contiene la replicasa de SFV-S2-9, un primer promotor subgenémico seguido de un sitio multiple de clonaje y un
segundo promotor subgendmico seguido del gen pac.
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Brevemente se hibridaron los oligonucleétidos SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16, generdndose un fragmento de
DNA sintético con extremos 5° protuberantes compatibles con BamHI, y cuya secuencia contiene un sitio multiple de
clonaje con dianas para los enzimas Avrll, Apal, Nrul y BstBI, tres codones de terminacién de la traduccién en las tres
posibles fases de lectura y la secuencia del promotor subgenémico de SFV. Este fragmento se clond en el sitio BamHI
de pSFV-52-9-pac generdndose el plasmido pSFV-S2-9-mcs-pac.

En una segunda etapa se sintetizé un fragmento de PCR de 645 pb que contenia el gen de la cardiotrofina de
rata a partir del plasmido pRSET-CTr (36) utilizando los oligonucleétidos SEQ ID NO: 17 y SEQ ID NO: 18, que
hibridan con el comienzo y el final del gen CTr respectivamente y contienen sitios BamHI en los extremos para
facilitar el clonaje. El fragmento de PCR se digiri6 con BamHI y se cloné en el sitio BamHI de pSFV-S2-9-mcs-pac,
obteniéndose el plasmido pSFV-S2-9-CTr-pac. De una manera similar el mismo fragmento de PCR fue clonado en
pSFV-1 digerido con BamHI, generandose el plasmido pSFV-CTr.

Para construir el plasmido pSFV-S2-9-pac2A-CTr se generd previamente el vector de clonaje pSFV-S2-9-pac2A,
que contiene la secuencia del vector SFV-S2-9-pac en la que el gen pac estd fusionado en fase en su extremo 3’ con la
secuencia de la proteasa 2A del virus de la fiebre aftosa (FMDV) (35), conteniendo al final de esta secuencia el sitio
de clonaje Smal/Xmal. Brevemente, utilizando el plasmido pSFV-S2-9-pac como molde se hizo una PCR cruzada
con los oligonucleédtidos externos: SEQ ID NO: 19 y SEQ ID NO: 20, e internos: SEQ ID NO: 21 y SEQ ID NO:
22, generdndose un fragmento de ADN de 842 pb que se digiri6 con BamHI y Xmal y se cloné en pSFV-S2-9-pac
digerido con los mismos enzimas, obteniéndose de esta forma el plasmido pSFV-S2-9-pac2A. La PCR cruzada se hizo
con el doble objetivo de introducir la secuencia 2A-Xmal en el extremo 3’ del gen pac y simultdneamente eliminar un
sitio Xmal presente en el interior de ese gen.

Finalmente para generar pSFV-S2-9-pac2A-CTr se sintetiz6 un fragmento de PCR de 645 pb que contenia el gen
de la cardiotrofina de rata a partir del plasmido pRSET-CTr (36), utilizando los oligonucleétidos: SEQ ID NO: 23 y
SEQ ID NO: 24, que hibridan con el comienzo y el final del gen de CTr respectivamente y contienen sitios Xmal en
los extremos para facilitar el clonaje. El fragmento de PCR se digirié con Xmal y se cloné en el sitio Xmal de pSFV-
S2-9-pac2A, obteniéndose el pldsmido pSFV-S2-9- pac2A-CTr.

Ejemplo 18

Obtencion de lineas celulares estables productoras de cardiotrofina utilizando el vector SFV-52-9: obtencion de las
lineas celulares y andlisis de la expresion de cardiotrofina

El ARN de cada plasmido sintetizado in vitro (ejemplo 17) se electropor6 en células BHK-21. A las 24 horas de la
electroporacion, se afiadié puromicina a 5 ug/ml y, cuando las células seleccionadas alcanzaron confluencia, se analiz6
la expresion de cardiotrofina en los lisados celulares mediante inmunotransferencia con un anticuerpo especifico para
cardiotrofina (Figura 15B).

Para los experimentos de andlisis por inmunotransferencia, se obtuvieron lisados de las células BHK-21 transfec-
tadas con los vectores de SFV mediante incubacién en un tampén que contenia Igepal al 1% (Sigma, EE. UU.), Tris
HC1 a 50 mM, pH 7,6, NaCl a 150 mM, EDTA a 2 mM y PMSF a 1 ug/ml (Sigma, St. Louis, EE. UU), se clarificaron
por centrifugacion durante 6 minutos a 6000 rpm en una microcentrifuga refrigerada y se cuantificaron mediante un
analisis de Bradford. Los lisados se analizaron mediante SDS-PAGE en geles de poliacrilamida al 12%, se transfirie-
ron a una membrana de nitrocelulosa y se incubaron con un antisuero policlonal especifico contra cardiotrofina CT-1
murina (R&D Systems) o actina (Sigma, St. Louis, EE. UU.) como anticuerpos primarios, respectivamente. Se utilizé
un antisuero de cabra u oveja especifico para inmunoglobulinas de rata o conejo, respectivamente, conjugado con HRP
como anticuerpo secundario. Las protefnas se visualizaron utilizando Western Lightning Chemiluminiscence Reagent
Plus (Perkin Elmer Life Sciences, EE. UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Para cuantificar los niveles de CTr se analizaron por inmunotransferencia diferentes cantidades de lisados de las
células que expresaban CTr y se compararon con cantidades conocidas de cardiotrofina recombinante, utilizando par
ello el programa Imagequant TL (Amersham).

Los niveles de expresion de cardiotrofina en las lineas generadas con cada uno de los vectores eran similares a los
obtenidos en células electroporadas con ARN del vector con la replicasa silvestre SFV-CTr (figura 15B). La expresion
de CTr en las lineas seleccionadas era aproximadamente de 4,3 pg/célula. En las lineas generadas con el vector SFV-
S2-9-pac2A-CTr se observé que la mayor parte de la CTr se habia liberado de la proteina de fusién, aunque habia una
fraccién no digerida que también se detectaba por inmunotransferencia.

Para valorar la estabilidad del vector en las células transfectadas se realizaron diez pases sucesivos de las células
que lo contenian, en presencia de puromicina durante un periodo de unos 20 dfas. Se determind la expresién de CTr
en cada pase en lisados celulares mediante inmunotransferencia, y se observé que la expresion de la CTr se mantenia
estable en todos los pases (Figura 16).
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REIVINDICACIONES
1. Uso de vectores virales para la generacién in vitro de lineas celulares estables con capacidad de expresar consti-
tutivamente proteinas heter6logas donde dichos vectores contienen un replicén del virus del Bosque de Semliki (SFV)
que codifica la enzima replicasa viral la cual comprende las mutaciones P718T y R649H en la subunidad nsp2.

2. Uso de vectores virales, segtn las reivindicacion 1, donde la proteina heter6loga expresada de forma constitutiva
es la cardiotrofina 1.

3. Uso de vectores virales, segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el replicén de SFV comprende
las secuencias SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, entre las cuales se intercalan genes de seleccion y genes heter6logos.

4. Uso de vectores virales, segiin la reivindicacién 3, donde el gen heterélogo intercalado entre las secuencias SEQ
ID NO: 1y SEQ ID NO: 2 es el gen que codifica la proteina cardiotrofina 1.

5. Lineas celulares estables con capacidad de expresar constitutivamente proteinas heter6logas, caracterizadas
porque son lineas celulares transfectadas con vectores virales que contienen un replicén de SFV que codifica la enzima
replicasa viral la cual comprende las mutaciones P718T y R649H en la subunidad nsp2.

6. Lineas celulares estables con capacidad de expresar constitutivamente proteinas heter6logas, segun la reivindi-
cacién 5, donde la proteina heteréloga expresada de forma constitutiva es la cardiotrofina 1.

7. Lineas celulares estables, segun las reivindicaciones 5 6 6, donde las lineas celulares han sido transfectadas con
vectores virales que contienen un replicon de SFV que comprende las secuencias SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2,
entre las cuales se intercalan genes de seleccion y genes heter6logos.

8. Lineas celulares estables, segtn las reivindicacién 7, donde el gen heter6logo intercalado entre las secuencias
SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO: 2 es el gen que codifica la proteina cardiotrofina 1.

9. Método para la generacidn in vitro de lineas celulares estables con capacidad de sintetizar proteinas heterélogas
de forma constitutiva que comprende:

I. transfectar células con vectores virales que contienen un replicén de SFV que codifica la enzima replicasa
viral la cual comprende las mutaciones P718T y R649H en la subunidad nsp2;

II. seleccionar las células estables generadas en el paso I; y
III. crecer y mantener las células estables.

10. Método, segun la reivindicacion 9, donde la proteina heterdloga sintetizada de forma constitutiva es la cardio-
trofina 1.

11. Método para la generacion in vitro de lineas celulares estables, segtin las reivindicaciones 9 6 10, donde las
células son transfectadas con vectores virales que contienen un replicén de SFV que comprende las secuencias SEQ
ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2, entre las cuales se intercalan genes de seleccion y genes heter6logos.

12. Método, segtin la reivindicacién 11, donde el gen heterélogo intercalado entre las secuencias SEQ ID NO: 1y
SEQ ID NO: 2 es el gen que codifica para la proteina cardiotrofina 1.

13. Uso de lineas celulares estables, segiin cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, para la produccion in vitro de
proteinas recombinantes.

14. Uso de lineas celulares estables, segtin las reivindicacién 13, donde la proteina recombinante producida de
forma constitutiva es la cardiotrofina 1.

15. Método para la produccién in vitro de proteinas recombinantes que comprende:

I. transfectar células con vectores virales que contienen un replicén de SFV que codifica la enzima replicasa
viral la cual comprende las mutaciones P718T y R649H en la subunidad nsp2;

II. seleccionar las células estables, generadas en el paso I;
II. crecer y mantener las células estables; y

IV. extraer la proteina.
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16. Método, segiin la reivindicacién 15, donde la proteina recombinante sintetizada de forma constitutiva es la
cardiotrofina 1.

17. Método para la produccién in vitro de proteinas recombinantes, segin la reivindicaciones 15 6 16, donde las
células son transfectadas con vectores virales que contienen un replicon de SFV que comprende las secuencias SEQ
ID NO: 1y SEQ ID NO: 2, entre las cuales se intercalan genes de seleccidn y genes heterélogos.

18. Método segun la reivindicacién 17 donde el gen heterélogo intercalado entre las secuencias SEQ ID NO: 1y
SEQ ID NO: 2 es el gen de la cardiotrofina 1.
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FIG. 11
SFV-PD-LacZ S-259-P + R-650-D
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> PROYECTO DE BIOMEDICINA CIMA S.L.

<120> USO DE UN VECTOR VIRAL MUTADO PARA LA GENERACION IN VITRO DE LINEAS CELULARES

ESTABLES
<130> FIMA06022
<160> 24
<170> PatentIn version 3.3

<210>1

<211> 7382

<212> DNA

<213> Semliki Forest virus

<220>

<221> 5’UTR

<222> (1)..(86)

<223> Extremo 5’ UTR no traducido que incluye las secuencias necesarias para la replicacién

<220>

<221> misc_feature

<222> (87)-(89)

<223> Triplete de inicio de la traduccién de la replicasa

<220>

<221> misc_feature

<222> (3642)..(3644)

<223> Triplete correspondiente a la mutacién R649H

<220>

<221> misc_feature

<222> (3849)..(3851)

<223> Triplete correspondiente a la mutaciéon P718T

<220>

<221> misc_feature

<222> (7351)..(7374)

<223> Promotor subgendémico viral solapado

<220>

<221> misc_feature

<222> (7380)..(7382)

<223> Triplete de terminacién de la traduccién de la replicasa
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<400> 1

gatggcggat
gctacgcgag

acagcccatt
aggtcacacc

tcgagcagga
gaatgatgtc
aaaggctcga
agatcgcagg
ctaccttttg
aggacgtgta
gaacggcgta
cgtatccaac
gactgtgtgc
agcaattgaa
gcagaaagct
cctttacctg
ctatgtgccc
gattcctagt
gcacctacgt
caccggagga
gaacacagcg
ttagcaagtg
gagagaggtc
tgtacaagaa
tcatcccgag
ttttggccaa
atgctgaaca
ccctegtecece
agtatcacgce
agccgaacga
gctccaagtt
ggagggccgg
cggccattcc
aaagggagtt

ccgacgagga

acgtagataa

gtgtgacata
agattaacca
catcaagtct
aaatgaccat

gactgacaaa
tacgcacaaa
tagctacgca
aaaaatcacc
cctgcataca
tgctgtacat

ttggattggg

ctacgccaca
agcatccttg
accttgcgac
actgaggagc
taggtgcgat
cggcctgtac
gtgcaagacc
cccctcaacce
cgcacagaag
aaacactaac
ggcgagggaa
acttacttgc
accagacacc
cctatggtct
gaagaccaag
agaggagaag
catcgcgecg
aggtgcaggg
cgtactacta
ggcccceegtg
cggttaccag
ggtccctgag
cgtcaacagg

gaactacgag

aaaatgctgc
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cacgacgcca
cccacgatgg

ttgcagaagg
gcaaatgcca

gacacactca
taccactgcg
aagaaactgg
gacctgcaga
gacgtcacgt
gcaccaacat
tttgacacca
aactgggccg
actgagggaa
acagtcatgt
tggcacttac
accatcgtat
ggtaaaacgg
acagacactg
atctgtgatc
ttgttagtgg
acgatgaaga
tacaaggcag
tgctgcttgt
cagacaatag
acaggcctceg
cgagagttaa
gagaggttgg
gcggagacgg
gtcgtggaaa
ggaaattacg
caccctctag
gtcgacggat
tttcaagctt
aaactatacc
aaagtcagag

gtcaagagag

aaagattttg
ccgccaaagt
catttccegtce
gagcattttc
tcttggatat

tatgccctat
cagcggectce

ccgtcatggc
gtcgtacgge
cgctgtacca
cceecgtttat
acgagcaggt
gactcggcaa
tctcggtagg
cctcegtatt
catgtgaagg
tagggtacgc
tcaaaggaga
aaatgactgg
gattgaatca
actatctgct
accttgatga
gggcatttaa
tgaaggtgcce
caatcccagt
tacctgttct
aggccgagcet
gagtcgtcga
cacctcgcag
tagttctgtce
cagagcaggt
atgacggcag
tgagcgagag
atattgccgt

ctgaaagaac

aggaagcgtc

ttccagctcce
gcatgttgat

gttcgaggtg
gcacctggct
cggcagtgeg
gcgcagcgca
cgggaaggtg
tacgccagac
agccgaagtg
tcaggcgatg
gtttgacgcg
gttacaggcc
actgtccatt
atctacattg
ccacctgaaa
gtacgtagtt
cgtgacgtat
aagagtctca
catactagcg
gaggatagtt
tccgattgtg
tgaaaaacct
aacgaggaag
ttcagagttt
cagatcacgc
cgacgcgtcg
gactagagaa
cgtcgacgtt
cgcgttgaaa
cccgcagacce
gaaaataata
ggtcctacta
cgccactatg
tcacggaccg
tgacgccgag
gggtttggtg

tgccacctce
attgaggctg
gagtcattgc
accaaattga

ccttccagga
gaagaccccg
ctggatagag
gctgaatctc
gccgtatacce
aaaggtgtca
ctagcaggcg
aggaacatag
ctccgcaaga
tacactgaga
ggtaaacaat
aagaaaatca
cacgcggagg
ttccctgtat
accgacgtca
gtgaacggaa
gcecgtegeat
ctgggtgtcc
atgcacacca
aactcgttcg
attaagatgc
tcagccaggg
gccttaccac
gaagaactag
gtcaccgcac
gtgctcaaga
acacataacg
ccatgtggat
gtgtacaacg
tcgctgaaca
tacgtgttcg
ttggtgggag

60
120

180
240
300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100
2160
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agctaaccaa
caccatataa
ttattaagag
aggaaatagt
actccatcct
tcgcttgeca
tggtgttatg
acttcaacca
gtccagtcac
cgtgcaacaa
tcgtgttaac
aagtcatgac
agaaggtgaa
cgcgcactga
tatcaaacat
acaaaataat
cgaacgtgtg
cagcagagga
tggtggcctt
tttctgccee
gaaggatgta
tgaaggggca
tttctgtget
agtacaagac
acgtcctgcet
caccgctgaa
acgccggcag
accagcagtg
tgctaaaagc

ccgttgttte

cccececegtte
gactacagta
cctecgtgacce
taacgacgtg
gctaaacggg
ttccggtact
cggagacccc
caacatctgc
ggccatcgtg
acccataatc
atgcttccga
agcagcagca
tgaaaatccc
ggataggctg
tccacagggt
gaaggtgatt
ttgggcgaaa
gtggagcacc
gaatgaaatt
gaaggtgtcc
tggattcaat
gtggcatacg
ggacaatgta
ggttaaaggc
ggtgagtgag
tgtcacaggc
gttcgacttg
tgtcgaccac

gggcggcatc

ctccttaagce
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catgaattcg
gtaggagtct
aaacacgatc
aagaagcacc
tgtcgtcgtg
ctgectggcecece
aagcaatgcg
actgaagtat
tctacgttgce
atagacacca
ggctgggcaa
tctcagggce
ttgtatgccc
gtgtggaaaa
aactttacgg
gaaggaccgg
agcctggtgce
ataattacag
tgcaccaagt
ctgtattacg
gccgcaacag
ggcaagcagg
attcctatca
agtagggttg
tacaacctgg
gccgataggt
gtctttgtga
gccatgaagc
ttgatgagag

agaaagttct

cctacgaagg
ttggggttcce
tggtcaccag
gcgggaaggg
ccgtggacat
taattgctct
gattcttcaa
gtcataaaag
actacggagg
caggacagac
agcagctgca
tcacccgceaa
ctgcgtcgga
cgctggecegg
ccacattggea
ctgcgectgt
ctgtcctgga
catttaagga
actatggagt
agaacaacca
ctgccaggct
cagttatcgc
accgcaggct
agtggctggt
ctttgcctcg
gctacgacct
acattcacac
tgcagatgct
cttacggata

cgtctgcaag

gctgaagatc
gggatcaggc
cggcaagaag
gacaagtagg
cctatatgtg
tgttaaacct
tatgatgcag
tatatccaga
caagatgcgc
caagcccaag
gttggactac
aggggtatac
gcacgtgaat
cgatccctgg
agaatggcaa
ggacgcgttc
cactgccgga
ggacagagct
tgacctggac
ctgggataac
ggaagctaga
agaaagaaaa
gccgcacgcec
caataaagta
acag¢agggtc
aagtttagga
ggaattcaga
tgggggagat
cgccgataaa

agtgttgcecgce

aggccgtcegg
aagtctgcta
gagaactgcc
gaaaacagtg
gacgaggctt
cggagcaaag
cttaaggtga
cgttgcacgce
acgaccaacc
ccaggagaca
cgtggacacg
gccgtaaggce
gtactgctga
attaaggtcc
gaagaacacg
cagaacaaag
atcagattga
tactctccag
agtggcctgt
agacctggtg
cataccttcc
atccaaccgce
ctggtggctg
agagggtacc
acttggttgt
ctgccggcetg
atccaccact
gcgctacgac
atcagcgaag

ccggattgtg

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960
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tcaccagcaa
ctacgctaca
cggccgggatg
cggctgtggt
tggcgaagaa
cagtcatgtg
ctgaagcgga
acagactgtc
gaagagatag
ctgacgtgac
acatgaggac
gagtgcacce
tgtactcgta
tgacgttgtg
aaacaatgga
ccaggacagt
ggtcacacca
tagatggggt
cagtggttag
gagggtttga
tacccagttt
tgacggctga
ctgaaccegce
ctgcatacct
ctgccccaag
acgaggtcga
taggccgcege
aatccgttag
tgtacccgcee

acccatcgga

cggtggtgga

tacagaagtg
ccagatgaat
tgcaccatcce
taacgcagct
atggccgtca
cgéctcgtac
aggggaccge
actgagcagc
gctgcagcaa
catctactgc
ggctgtggag
ggacagcagc
ctttgaaggt
gcccagactg
caacatcaga
gcecectgectg
agttaaaagc
gcagaaggta
tcecgeggaag
cttggactgg
gcagtcgtgt
cgtacaccct
agaccatgtg
tgccteccge
gactgcgttt
tgcgttggcee
gggtgcatat
gcagcacaat
aaaattggat
ggctaataag

caggctcaca
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ttcttgetgt
accaagctga
tacagagtta
aacgccegtg
gcctttaagg
ccecgtcatcece
gaattggccg
gtagccatcc
tccctcaacce
agagacaaaa
ttgctcaatg
ctggtgggte
acgaaattca
caagaggcaa
tccaaatgtc
tgcecgctacg
atggtggttt
aagtgcgaga
tatgccgceat
accaccgact
gacatcgact
gaacccgcag
gacctcgaga
gcggeggage
aggaacaagc
tccgggatta
attttctect
ctccagtgeg
actgagaggg
agtcgatacc

tcgggggcecea

tctccaactt
gtgccgtgta
agagagcaga
gaactgtagg
gagcagcaac
acgctgtagce
ctgtctaccg
cgctgetgte
atctattcac
gttgggagaa
atgacgtgga
gtaagggcta
accaggctgce
acgaacagat
cggtgaacga
caatgacagc
gctcatcttt
aggttctcct
ctacgacgga
cgtcttccac
cgatctacga
gcatcgcgga
acccgattee
gaccggtgcece
tgcctttgac
ctttcggaga
cggacactgg
cacaactgga
agaagctgtt
agtctcgcaa

gattgtacac

tgacaacgga
tgceggagaa
catagccacg
ggatggcgta
accagtggge
gcctaattte
ggcagtggcec
cacaggagtg
agcaatggac
gaaaatccag
gctgaccaca
cagtaccact
tattgatatg
atgcctatac
ttccgattca
agaacggatc
tccecteceg
gttcgacceg
ccactcagat
tgccagcgat
gccaatggcet
cctggcggea
tccaccgege
ggcgccgaga
gttcggcgac
cttcgacgac
cagcggacat
tgcggtccag
gctgctgaaa
agtggagaac

gggagcggac

aagagaccct
gccatgcaca
tgcacagaag
tgcagggccg
acaattaaaa
tctgccacga
gccgaagtaa
ttcageggeg
gccacggacg
gaagccattg
gacttggtga
gacgggtcgce
gcagagatac
gcgctggacg
tcaacacctc
gcecgectta
aaataccatg
acggtacctt
cggtcgttac
accatgtcge
cccatagtag
gatgtgcacc
ccgaagagag
aagccgacgc
tttgacgagce
gtcctgcegac
ttacaacaaa
gaggagaaaa
atgcagatgce
atgaaagcca

gtaggccgca

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820
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taccaacata cgeggttcgg tacccccgee ccgtgtactce cectaccgtyg atcgaaagat 5880
tctcaagcce cgatgtageca atcgcagegt gcaacgaata cctatccaga aattacccaa 5940
cagtggcgtc gtaccagata acagatgaat acgacgcata cttggacatg gttgacgggt 6000
cggatagttg cttggacaga gcgacattct gecccggegaa gctccggtge tacccgaaac 6060
atcatgegta ccaccagccyg actgtacgca gtgccgtceec gtcacccttt cagaacacac 6120
tacagaacgt gctagcggee gccaccaaga gaaactgcaa cgtcacgcaa atgcgagaac 6180
tacccaccat ggactcggca gtgttcaacg tggagtgett caagcgctat gectgetecg 6240
gagaatattg ggaagaatat gctaaacaac ctatccggat aaccactgag aacatcacta 6300
cctatgtgac caaattgaaa ggcccgaaag ctgcetgectt gttcgetaag acccacaact 6360
tggttccget geaggaggtt cccatggaca gattcacggt cgacatgaaa cgagatgtca 6420
aagtcactcc agggacgaaa cacacagagg aaagacccaa agtccaggta attcaagcag 6480
cggagccatt ggecgaccget tacctgtgeg geatccacag ggaattagta aggagactaa 6540
atgotgtgtt acgecctaac gtgcacacat tgtttgatat gtcggecgaa gactttgacg 6600
cgatcatcge ctctcactte cacccaggag acccggttct agagacggac attgcatcat 6660
tcgacaaaag ccaggacgac tccttggete ttacaggttt aatgatcctc gaagatctag 6720
gggtggatca gtacctgctg gacttgatcg aggcagcctt tggggaaata tccagcectgtce 6780
acctaccaac tggcacgcge ttcaagttcg gagctatgat gaaateggge atgtttctga 6840
ctttgtttat taacactgtt ttgaacatca ccatagcaag cagggtactg gagcagagac 6900
tcactgactc cgcctygtgeg gecttcateg gecgacgacaa catcgttcac ggagtgatct 6960
ccgacaaget gatggcoggag aggtgcgegt cgtgggteaa catggaggtg aagatcattg 7020
acgctgtcat gggcgaaaaa cccccatatt tttgtggggg attcatagtt tttgacagcg 7080
tcacacagac cgcctgecgt gtttcagacc cacttaageg cctgttcaag ttgggtaagce 7140
cgctaacage tgaagacaag caggacgaag acaggcgacyg agcactgagt gacgaggtta 7200
gcaagtggtt ccggacagge ttgggggeceg aactggaggt ggcactaaca tctaggtatg 7260
aggtagaggg ctgcaaaagt atcctcatag ccatggcecac cttggecgagyg gacattaagg 7320
cgtttaagaa attgagagga cctgttatac acctctacgg cggtectaga ttggtgegtt 7380
aa 7382

<210>2

<211> 841

<212> DNA

<213> Semliki Forest virus
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<220>
<221> 3’UTR

<222> (1)..(841)

ES 2304 880 B1

<223> Extremo 3’ no traducido de SFV que incluye las secuencias necesarias para la replicacion

<220>

<221> misc_feature
<222> (772)..(841)

<223> Cola de poli-adeninas (Poli A)

<400> 2

attacatccc
cttggeegtt
tgcagcaact
ctaggcctec
agaagatcaa
agaagaaacc
tatgcggceta
gtgcagaaaa
gtggtcactt
agaaaattga
ttgtaacaaa
ggggcaactc
gacgaataat
aaaaaaaaaa

a

<210>3
<211>21
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

tacgcaaacg
gcaggccact
catcagcgee
caaaccaaag
cggaaaaacg
cggaaaaaga
gccacagtaa
tectegggtagg
gcattggget
aaacagaaaa
gcgcaacaag
atattgacac
tggattttta

adaaaaaaaa

<223> Cebador SF3669-VS

<400> 3

ttttacggece
ccggtggetce
gtaaatgcge
aagaagaaga
cagcagcaaa
gaaagaatgt
cgtagtgttt
tectgggggee
ccgecagataa
agttagggta
acctgcgcaa
attaattggc
ttttattttyg

aaaaaaaaaa

aatgtcacag gcgccgatag g

gccggtggeg
ccgtegtece
tgacaatgag
caaccaaacc
agaagaaaga
gcatgaagat
ccagacatgt
ttcgcaateg
gttagggtag
agcaatggca
ttggceceegt
aataattgga
caattggttt

agaaaaaaaa

ccegegeecyg
cgacttccag
acagaacgca
aaagccgaaa
caagcaagcec
tgaaaatgac
cgggcaccge
gcgctatcet
gcaatggcat
tataaccata
ggtcecgeete
agcttacata
ttaatatttc

aaaaadaaaa

gcggeecgtce
gcccagcaga
attgctcecctg
acgcagccca
gacaagaaga
tgtatctteg
actatcatgg
ggtgectggtt
tgatatagca
actgtataac
acggaaactce
agcttaattce
caaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

841

21
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<210>4
<211>21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador SF4096-RS

<400> 4

ggtgcacacc cggcegtgtg ¢

<210> 5

<211> 37
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador mutS2-VS

<400> 5

gactgctaaa aacgggcggce agcctcttga tgagage

<210> 6

<211> 38
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador mutS2-RS

<400> 6

aagaggctgc cgecccgtttt tagcagtcgt agcgcatce

<210>17

<211> 37
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador mutS3-VS

<400> 7

gactgctaaa atttggcgge agcctcecttga tgagage

21

37

38

37
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<210> 8

<211> 38
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador mutS3-RS

<400> 8

ES 2304 830 B1

aagaggctgc cgccaaattt tagcagtcgt agegcatc 38

<210>9

<211> 18
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador SF1947-VS

<400> 9

cggtcectga gtttcaag

<210> 10
<211>171
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador SF3623-S29-RS

<400> 10

18

agcacctatc ggcgcctgtg acattcageg gtgacaacca agtgaccctg tgtcgaggea 60

aagccaggtt g

<210> 11
<211> 34
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11

71

tctcgcactt taccttetge accccatcta catg 34
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<210> 12
<211> 35
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12

cacagacact gtcaaaggag aaagagtctc attcc

<210> 13
<211>21
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13

gaattctgtg tattaacgca c

<210> 14

<211> 51

<212> DNA
<213> Aphthovirus

<400> 14

aattttgacc ttcttaagct tgcgggagac gtcgagtcca accctgggec c

<210> 15
<211>92
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15

gatcctaggg ccctcgegat tcgaataatt gattaattat acacctctac ggcggtccta

gattggtgcg ttaatacaca gaattctgat tc

<210> 16
<211>92
<212> DNA
<213> Artificial

35

21

51

60

92
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<220>
<223> Cebador

<400> 16

gatcgaatca gaattctgtg tattaacgca ccaatctagg accgccgtag aggtgtataa

ttaatcaatt attcgaatcg cgagggccct ag

<210> 17
<211> 36
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17

gggggatcct agcaccatga gccagaggga gggaag

<210> 18
<211> 34
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18

gggggatcca catatgtcag gcaacgccec ctgg

<210> 19
<211>20
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19

ttggcgaggg acattaaggce

<210> 20
<211>91
<212> DNA
<213> Artificial

10

60

92

36

34

20
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<220>
<223> Cebador

<400> 20

cactggatat ctcacccggg cccagggttg gactcgacgt ctcccgeaag cttaagaagg

tcaaaattgg caccgggett gcgggtcatg ¢

<210> 21
<211> 41
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 21

ggcgagggtg cgtacggccce gegggacgte gtcgegggtyg g

<210> 22
<211> 40
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 22

gccacccgceg acgacgtcecce gcgggccgta cgcacecteg

<210> 23
<211> 36
<212> DNA
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23

cgtatacgta cccgggatga gccagaggga gggaag

<210> 24
<211> 34
<212> DNA
<213> Artificial

11

60

91

41

40

36
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<220>
<223> Cebador

<400> 24

cgtatacgta cccgggtcag gcaacgeccc ctgg

12

34
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