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DESCRIPCIÓN

Líneas celulares aviares inmortalizadas para la producción viral.

La presente invención se refiere a líneas celulares aviares inmortalizadas adecuadas para la producción de bio-
lógicos o virus para vacunación. En particular, las líneas celulares son derivadas de células primarias las cuales son
transformadas con al menos dos genes virales o celulares, uno de ellos causa progresión del ciclo celular mientras
el otro interfiere con los mecanismos de protección innata de la célula inducido por la replicación no regulada de la
replicación. La invención se refiere además a la producción de dichas líneas celulares inmortalizadas y su empleo para
la producción de biológicos o virus para vacunación.

Antecedentes

Los huevos embrionados de pollo todavía son uno de los principales sustratos para la producción de vacunas
humanas. Ellos son capaces de sostener la replicación de una amplia variedad de virus humanos y animales. Este
espectro incluye virus atenuados, esto es virus defectuosos que tienen el potencial afectado para replicarse en humano
o células mamíferas y pueden así ser empleados como vacunas. La atenuación puede ser generada o mantenida por
pasajes continuos en huevos embrionados. Los huevos de pollo empleados para la producción de vacunas humanas
deben estar certificados de ser libres de un conjunto definido de contaminación viral y bacteriana (libre de patógeno
específico o SPF). Los huevos SPF están disponibles por los suministradores comerciales. La extensa aplicabilidad y
el largo camino internacional sin precedentes ha conservado esta estrategia vigente a pesar de las desventajas:

Colonias de pollos y huevos embrionados SPF son caras y pueden constituir hasta el 40% del costo de las vacunas.
Además, es difícil el mantenimiento continuo de colonias SPF completamente libres de patógenos lo cual es eviden-
ciado por brotes periódicos de enfermedad en las colonias SPF. El lote de vacuna no puede ser liberado hasta que el
suministrador verifique que los pollos parentales de los huevos embrionados empleados para la producción del lote de
vacuna estaban completamente libres de cualquier enfermedad. Esta incertidumbre añade un costo significativo a la
preparación de estas vacunas. En situaciones pandémicas con necesidad repentina por una vacuna en particular (por
ejemplo, influenza) el suministro de huevos SPF puede ser severamente limitado. Además, los procesos a gran escala
para infectar huevos y mantener el crecimiento viral son consumidores de tiempo y a veces incompatibles entre los
diferentes lotes de vacunas.

Con el desarrollo de las técnicas de cultivo celular los productores de vacuna han sustituido los huevos embrionados
por los fibroblastos embrionarios aislados de pollo. Si bien el empleo de cultivos celulares primarios potencia el perfil
de seguridad, eficiencia y fiabilidad del proceso de producción, también incrementa más los costos: fibroblastos de
pollo son preparados a partir de huevos SPF por embriones afectados para establecer y amplificar células viables.
Típico de células animales primarias los fibroblastos sufren senescencia: el tiempo de duplicación incrementa con el
pasaje y eventualmente todas las células mueren. Este proceso ocurre después de aproximadamente 20 pasajes, mucho
antes que para roedores o algunos sustratos celulares humanos actualmente empleados en la producción de vacuna
(como el MRC-5 o WI-38). Los cultivos de fibroblastos tienen que ser mantenidos en presencia de suero fetal bovino 5-
10%, añadiendo factores de riesgos adicionales al proceso de producción. Ellos también requieren una superficie sólida
para la propagación y no crecen en suspensión, un estado preferido para las aplicaciones de birreactores. Incluso con el
empleo de fábricas de células multicapas se limita sustancialmente los procedimientos a gran escala. Debido al lapso de
vida limitada un conjunto completo de pruebas de seguridad han de ser aplicadas para cada lote de fibroblastos de pollo.

Los fibroblastos son el único tipo de célula de la amplia variedad de tejidos diferentes a partir de embriones de
pollo que proliferan bien. El predominio de fibroblastos comparado con otros tipos de células tiene en algunos casos
un rendimiento teórico viral reducido porque en los huevos típicamente la membrana corioalantoica, una capa celular
epitelial, es el principal sitio para la amplificación viral.

Los problemas discutidos han contribuido a una severa escasez de la vacuna de influenza en los últimos dos años
(2003 y 2004). Para superar estas limitaciones, una línea celular de crecimiento permanente en un medio sintéticamente
definido, preferiblemente en suspensión o al menos en portadores, sería muy deseada.

Algunos de los virus que crecen típicamente en fibroblastos de pollos han sido adaptados para ciertas líneas ce-
lulares. Las células BHK-21 (riñón de hámster cría) sostienen el crecimiento de varias vacunas, influenza, y cepas
vacunales de rabia (Drexler, I. y otros, J. Gen. Virol. 79(Pt2):347-52 (1998); Gumusderelioglu M. y otros, Biotechnol.
Appl. Biochem. 33:167-72 (2001); Merten, O. W. y otros, Adv. Exp. Med. Biol. 397:141-51 (1996)) y fácilmente cre-
cen en grandes fermentadores sobre portadores bajo condiciones libres de suero (Pay, T.W. y otros, Dev. Biol. Stand
60:171-4 (1985); Gallegos Gallegos, R. M. y otros, Arch. Med. Res. 26:59-63 (1995)). Para la vacuna se aplica inclu-
so la cepa altamente atenuada Ankara (MVA) la cual es desarrollada en células de pollo. La línea celular BHK-21 es
aceptada para la producción de ciertas vacunas para animales de cría (Lubiniecki, A.S., Bioprocess Technol. 10:495-
513 (1990)). Sin embargo, la línea BHK-21 no reúne los requisitos de seguridad para las vacunas vivas humanas. Las
células BHK espontáneamente formadas, son altamente tumorogénicas y su historia esta inadecuadamente informada.
De acuerdo con la FDA, el Debate CBER del 12 de Mayo, 2000 sobre sustratos celulares el desarrollo de “Vacunas
virales y vacunas de vectores virales vivos-atenuados mínimamente purificados” en células neoplásicas derivadas de
tumores naturalmente encontrados de humanos y otras células de mamíferos o a partir de células humanas y células
mamíferas que han sido transformadas por mecanismos desconocidos es desalentador.
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Como una excepción de la regla la línea celular VERO (originaria de mono verde africano) es aceptada como
sustrato celular para la producción de vacunas basadas en un perfil de probada seguridad y la carencia de un fenotipo
transformado para un número definido de pasajes. La línea celular ha sido empleada extensivamente para la producción
de las vacunas de la polio y viruela para empleo clínico. Sin embargo, las células VERO requieren acoplamiento y son
dóciles solamente para procesos con base/basados en portadores.

Adicionalmente las células MDCK (una línea celular espontánea de epitelio renal de perro) con una historia des-
crita han sido aplicadas para la producción del virus influenza (Tree, J.A. y otros, Vaccine 19:3444-50 (2001)).

Más recientemente, desencadenado por el desarrollo de enfoques de vacunas y terapia génica basadas en el vector,
líneas celulares de origen humano de diseño y denominación nueva son intensamente discutidas e incluidas dentro
del espectro de sustratos celulares potenciales para la producción de vacuna (comité de expertos en Vacunas y Pro-
ductos Biológicos Asociados, sesión de Mayo 16, 2001). Nuevas líneas celulares permanentes fueron creadas para
proporcionar genes que complementen a virus recombinantes que son deficientes en la replicación fuera del sistema
de producción. Sin embargo, la introducción estable de los genes complementarios requiere de tiempos de incubación
prolongados, los que exceden el límite natural del número de pasajes disponibles para células primarias o el límite
tolerado del número de pasajes para células VERO antes de que ocurra la transformación completa.

Los diseños de líneas celulares son generados in vitro con extensiva documentación empleando genes caracteri-
zados para la transformación. Por ejemplo, los genes complementarios a partir de la región E1 del adenovirus por
ellos mismos exhiben propiedades transformantes y han aceptado el establecimiento de líneas celulares humanas, por
ejemplo PER.C6 (Fallaux, F.J. y otros, Hum. Gene Ther. 9:1909-17 (1998)). La aplicación de estas líneas celulares no
está limitada al vector viral para el que están diseñadas sino que pueden ser extendidas para otros virus. Por ejemplo, el
virus influenza puede ser propagado en PER.C6 (Pau, M.G. y otros, Vaccine 19:2716-21 (2001)). Sin embargo, estos
hallazgos no se aplican a todos los virus relevantes para el desarrollo de vacunas, en particular virus aviares como
enfermedad de Marek, enfermedad bursal infecciosa, enfermedad de Newcastle, virus de herpes de pavo, o anémico
de pollo. Si bien algunos de estos virus se replican bien en líneas celulares de mamíferos, el crecimiento del virus es a
menudo pobre. Para otros virus, la replicación es pobre y limitada para cepas especialmente adaptadas en particular.

Además, con adaptación para sustratos celulares derivados de primates, los sitios de unión al receptor en el virus
tienden al cambio resultando en un patrón de antígeno modificado y de este modo en el efecto general sobre la
inmunogenicidad. Esta adaptación genética puede revertir la atenuación para las cepas que han sido desarrolladas vía
pases en células aviares como MVA o virus de sarampión adaptado a pollo (Escoffier, C., Gerlier, D., J. Virol. 73:5220-
4 (1999)), o crear nuevas cepas que se replican más eficientemente en células humanas comparados con sus aislados
tipo salvaje. Tales virus también pueden conseguir un potencial patogénico superior.

Por las razones anteriores los fabricantes de vacunas están reacios a cambiar para líneas celulares de mamíferos y
ha desarrollado una necesidad de líneas celulares aviares inmortales.

La investigación de la inducción de tumor en aves por el alfaretrovirus aviario proporciona las primeras señales mo-
leculares en la transformación celular en general. Los oncogenes retrovirales son derivados a partir de genes celulares
con dominios reguladores esenciales mutados o suprimidos. Algunos de estos factores que han sido identificados en el
curso de estos estudios, como v-myc y v-ras, afectan directamente los componentes de ambas vías la del retinoblasto-
ma (RB) y la p53. Otras proteínas, como v-src o v-erbB, son transductores de señales constitutivamente activados (por
lo tanto no regulados) que mimetizan afectando a mitogenos extracelulares. El problema con estos factores es que ellos
dirigen exclusivamente una de las diferentes vías requeridas para una transformación eficiente. La presencia de v-src
o v-myc predispone las células para la transformación y requiere además, de alteraciones espontáneas e impredecibles
dentro de la célula para la completa transformación. Por consiguiente es difícil de estimar los riesgos representados
para el paciente por las células transformadas con uno de los oncogenes retrovirales.

En otros casos un único antígeno de tumor fuerte (por ejemplo v-jun) es capaz de causar directamente la formación
de tumor (Hartl, M. y otros, Curr. Cancer Drug Targets 3:41-55 (2003)). Muchos oncogenes virales aviares mantienen
su potencial oncogénico en células de mamíferos.

Líneas celulares creadas por estos virus no son apropiadas para la fabricación de vacunas. Un retrovirus que
porte un oncogén pueda resultar activado y transferido junto con la vacuna. Incluso un antígeno tumoral que no este
encerrado por el LTRs viral puede representar un alto riesgo debido a que es capaz de transformar la células de
mamíferos sin la ayuda de antígenos complementarios. Este riesgo es típicamente estimado tomando en consideración
el potencial de transformación, el número de vacunas, y la cantidad de ácido nucleico celular transferido con el virus
vacunal. Esta cantidad es limitada por la eficiencia del proceso de purificación y actualmente no puede ser reducido
por debajo de 10 pg/dosis. Este criterio es especialmente estricto para la producción de vacuna donde una población
sana es a menudo inoculada a una edad muy joven.

Los mismos argumentos se aplican para virus transformantes de ADN como papilomavirus y poliomavirus. Estos
virus son equipados con oncogenes agresivos: antígeno T grande SV40 es una proteína multifuncional que afecta
ambos controles el control en G1 del ciclo celular y la actividad p53. Por consiguiente, T grande fácilmente inmortaliza
y transforma tejidos de mamíferos múltiples de origen roedor y humano. Con la adición del antígeno T pequeño
(potenciando más la acción de T grande y además modulando la vía AKT3) fue posible inmortalizar las células aviares
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(parte de la patente de aplicación US 2001-0016348). Sin embargo, incluso con sofisticados y modernos métodos de
purificación el antígeno T grande SV40 es considerado demasiado agresivo para ser empleado en líneas celulares
generadas para la aplicación en medicina humana. A diferencia de lo anterior, los genes propuestos en esta invención
afectan el control de los factores separados regulación del ciclo celular y vía de inactivación de p53: un evento de
transferencia simultánea requerido por los dos factores diferentes para que la transformación reduzca dramáticamente
cualquier riesgo teórico para la vacuna.

La solicitud de patente US 2001-0016348 describe el empleo de una vía anti-apoptótica completamente sin relación
con la presente invención. Esta no proporciona un segundo gen que cuente con una señal interna para apoptosis debido
a la progresión forzada del ciclo celular causada por el primer gen. La apoptosis también puede ser inducida por
una variedad de estímulos externos, por ejemplo la carencia de factores de crecimiento o la pérdida de anclaje. La
transmisión de este tipo de señal pro-apoptótica puede ser inhibida por la familia de genes bcl-2, el foco de la patente
de aplicación estadounidense 2001-0016348.

Mientras que el 90% de los carcinomas uterinos portan secuencias de papilomavirus, el adenovirus tipo C (que
incluye los tipos 2 y 5) son considerados que no inducen tumores in vivo, y secuencias adenovirales no han sido
detectadas en tejido tumoral humano.

Alternativamente, ha sido probado el desarrollo de líneas celulares por pasajes continuos de fibroblastos embrio-
narios de pollos. Mientras que células de roedores parecen sufrir inmortalización totalmente espontánea con gran
facilidad (Curatolo y otros, In vitro 20:597-601 (1984)), células aviares y de primates son altamente resistentes a es-
te enfoque (Harvey, y otros, Genes and Development 5:2375-2385 (1991); Pereira-Smith, J. Cell Phisiol. 144:546-
9 (1990); Smith y otros, Science 273:63-67 (1996)). Células somáticas de origen aviario o de primates carecen de
telomerasa y la senescencia es causada por el acortamiento del terminal cromosomal (telómeros). No obstante, la línea
de fibroblastos de pollo UMNSAH-DF1 ha sido desarrollada empleando este enfoque (patentes EEUU 5,672,485 y
6,207,415). La inmortalización por este enfoque es causada por mutaciones espontáneas en oncogenes múltiples o
genes supresores de tumores. Este es un evento raro que es difícil de reproducir principalmente en células de otro
origen de tejido. Lo más importante, tal enfoque contradice el enfoque de Riesgo Definido como regla general para
vacunas vivas humanas proponiendo conocimientos detallados acerca de los genes inmortalizantes para evaluar el
riesgo de transferencia oncogénica. En contra, del acuerdo con el FDA (Discusión CBER del día 12 de Mayo, 2000,
sobre sustratos celulares) el empleo de células neoplásicas derivadas de tumores que ocurren naturalmente o células
que han sido transformadas por mecanismos desconocidos es desalentador para el desarrollo de vacunas virales vivas
atenuadas mínimamente purificadas y vacunas de vectores virales.

La línea fibroblástica de pollo UMNSAH-DF1 espontáneamente desarrollada exhibe alteraciones en E2F y la acti-
vidad p53 (Kim y otros, Oncogene 20:2671-82 (2001)). Esto no es sorprendente debido a que la actividad potenciada
del ciclo celular requiere de E2F activo, y debido a esto es conocido a partir de estudios con células de mamíferos
que la elevada actividad de E2F induce apoptosis en presencia de p53 activo. El estudio caracteriza la etapa inmortal
sin emisión de luz en los acontecimientos causantes: mutaciones en un gran número de genes pueden haber causado
inmortalización.

El proceso de transformación espontánea puede ser potenciado por el empleo de mutágenos químicos (Patente
EEUU 5,989,805). Las líneas celulares particulares generadas empleando este enfoque han superado la senescencia
pero mantuvieron una apariencia similar a fibroblastos y son no-tumorogénicas. Aunque este representa un rasgo de
seguridad significativo, estas células son de bajo valor para las técnicas de la fermentación en gran escala. Además,
este enfoque basado en el azar también contradice la directriz de Riesgo Definido.

Las líneas celulares aviares se originan a partir de tumores encontrados naturalmente como fibrosarcoma de codor-
niz (WO 97/08307) han sido también propuestos para la bioproducción. Otra vez, las directrices de Riesgo Definido
para el empleo en la producción de vacunas humanas son violadas por un método que se basa en acontecimientos al
casuales.

Los enfoques tomados en los estudios anteriormente descritos están en contraste notable con la introducción activa
de grupos específicos de genes inmortalizados de acuerdo con esta invención, que define los agentes causantes para la
inmortalización y permite evaluar riesgo, proporcionando alta flexibilidad con respecto a la selección de varios tejidos,
y permite modular ciertos rasgos de la línea celular resultante.

A pesar del hecho que los huevos y fibroblastos de pollos tienen un registro de pista considerable estos también
están asociados con un factor de riesgo muy específico que solo recientemente ha aparecido en gran foco: las células de
pollo liberan al menos dos tipos de partículas retrovirales, el retrovirus aviario endógeno (EAV) y el virus endógeno de
leucosis aviaria (ALV-E). El resultado es similar para la presencia de partículas de retrovirus endógenas en células de
ratón que son empleadas para la producción de proteínas recombinantes (como NSO). Sin embargo, a diferencia de las
células de ratón, ha sido demostrado que las células de pollo contienen transcriptasa inversa. Debido a las técnicas de
detección más eficientes la actividad de la RT ha sido también detectada en vacunas de sarampión derivada de células
de pollo, paperas y fiebre amarilla (Hussain A.I., y otros, J. Virol., 77:1105-11 (2003); Shahabuddin, M. y otros, J.
Clin. Microbiol. 39:675-84 (2001)). Si la presencia de la actividad de la transcriptasa inversa resulta en retrovirus
transmisibles se mantiene la controversia: un análisis más detallado ha mostrado que CEF (del Leghorn Blanco)
contiene cinco locis con EAV integrados, dos de los cuales pueden expresar ALV-E infeccioso mientras que los otros
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tres están defectuosos (Johnson, J.A., Heneine, W., J. Virol. 75:3605-12 (2001)). Tsang, S.X. y otros, J. Virol. 73:5843-
51 (1999) también encontró actividad RT y liberación de partículas virales pero no observó ninguna transmisión
después del examen cuidadoso para secuencias EAV en células mononucleares sanguíneas de niños que recibieron
la vacuna de paperas. De acuerdo con Registro Semanal Epidemiológico de la OMS (73) 28 (1998), laboratorios
independientes han investigado la infectividad de las partículas para una variedad de células humanas y de otros
mamíferos por co-cultivo extensivo y no pudieron detectar transmisión de actividad RT o infección productiva. Este
hallazgo es apoyado por estudios epidemiológicos que han revelado la no asociación entre el empleo de vacunas
derivadas de células de pollo y la incidencia de canceres, incluyendo aquellos de la infancia.

Además, en el mencionado Registro Semanal Epidemiológico, la OMS enfatiza la importancia de las células hos-
pederas de pollo para mantener la atenuación de ciertas cepas vacunales. Los procesos de producción alternativa no
están actualmente disponibles, y esta carencia de alternativas es una importante razón para la aceptación de una fuente
conocida y continua para un contaminante viral.

Sin embargo, estudios epidemiológicos superponen poblaciones y no investigan los acontecimientos casuales o
estudios de casos. Estudios epidemiológicos no pueden refutar los riesgos teóricos, por ejemplo: la aceptada actividad
RT endógena puede ocultar la actividad RT a partir de una contaminación exógena inaceptable, y el virus endógeno
puede ser movilizado y activado si construcciones empaquetadas son introducidas en las células (Ronfort, C. y otros,
Virology 207:271-5 (1995)).

Fue demostrado, sin embargo, que células de patos y gansos no contienen secuencias asociadas a EAV y ALV y
que el codorniz japonés esta libre de transcriptasa inversa (Smith, L. M. y otros, J. Gen. Virol. 80(pt1):261-8 (1999);
Brudno, I.A. y otros, Vopr. Virusol. 97-100 (1980)).

Los adenovirus (AdV) son virus desnudos (sin-envoltura) ubicuos, bien caracterizados. Para los seroptipos más
comunes Ad2 y Ad5 la seroprevalencia en la población humana se aproxima al 90%. Las versiones incompetentes
para la replicación de estos virus son empleadas como terapia génica y vectores de vacunas en ensayos con pacientes
humanos. Genes a partir de la región E1 del Adenovirus 5 humano han sido empleados para transformar algunas
células específicas humanas in vitro (líneas celulares 293 y PER.C6; Fallaux, F.J. y otros, Hum. Gene Ther. 9:1909-
17 (1998); Graham, F.L. y otros, J. Gen. Virol. 36:59-74 (1977)). El proceso general es ineficiente comparado con los
fuertes oncogenes multifuncionales como el antígeno T grande SV40. Basado en la observación de que 293 muestra
marcadores específicos neuronales y PER.C6 son de origen neuroectodermal fue sugerido que la transformación de
Ad5 basada en E1 es limitada por las células neuronales (Shaw y otros, Faseb J 16(8): 869-71(2002)). Considerando la
importante barrera de especies entre células humanas y aviares la inmortalización eficiente de múltiples tejidos aviares
por transfección es incluso más inesperada.

Líneas celulares de mamíferos E1 transformadas han sido empleadas en ensayos clínicos para la producción de
vectores de adenovirus vivos purificados. Con el monitoreo cuidadoso de la cantidad de ADN celular contaminante en
la preparación de una vacuna y su tamaño, los genes transformados de Ad5 no son considerados un obstáculo seguro
(comité de expertos en Vacunas y Productos Biológicos Asociados, sesión de Mayo 16, 2001).

El adenovirus se replica en los núcleos de la célula infectada. Debido a que células hospederas inactivas no son
permisivas para un ciclo de vida viral completo los adenovirus han desarrollado un mecanismo para forzar las células
en la fase-S. Para maximizar la extensión del tamaño de la progenie viral ellos han desarrollado un mecanismo para
evadir la apoptosis como una respuesta de la célula hospedera a la penetración de la capsida y a la replicación viral.
La región genómica que media tanto en la progresión del ciclo celular y la inhibición de apoptosis es la región E1.

La región E1 realmente se compone de dos casetes de expresión definidos, E1A y E1B, dispuestos en tándem y
cada uno equipado con su propio promotor y sitio de poliadenilación. Al menos tres proteínas son traducidas a partir
de la transcriptor principal E1A por acoplamiento alternativo. Entre otros, las proteínas E1A han sido encontradas
para afectar los complejos RB/E2F y para interferir con los co-activadores transcripcionales p300 y CBP. El escape
de E2Fs del represor RB induce progresión del ciclo celular de G1 a fase S, mientras el complejo E1A/p300 induce
apoptosis a través de varias vías (Putzer, B.M. y otros, Cell Death Differ. 7:177-88 (2000)), incluyendo represión de
la transcripción de MdM2, un regulador negativo del sensor fundamental de apoptosis, p53.

Ya que E1A sensibiliza las células para la apoptosis inducida por TNF es considerado un agente antitumor, y es
empleado en enfoques experimentales para tratamiento de tumor (Lee, W.P. y otros, Cancer Res. 63:6229-36 (2003)).

Además, actuando como un modulador de la transcripción este conduce las células hacia la de-diferenciación, un
rasgo ventajoso para un potencial sustrato celular.

Fue mostrado por Guilhot y otros (Guilhot C. y otros, Oncogene 8:619-24 (1993)) que la transducción retroviral
de la proteína 12S de E1A a partir de Ad5 puede llevar a la inmortalización de las células de codorniz. Esto es pro-
bable como consecuencia de la interacción entre el RB aviar y E1A. Sin embargo, el proceso falla cuando el gen es
introducido por transfección del ADN desnudo en vez de por infección retroviral (observación personal). Nosotros
proponemos que la transducción extremadamente eficiente y estable vía infección retroviral crea una gran combina-
ción celular suficiente para esconder células individuales con cambios genómicos espontáneos que tienen bloqueada
la apoptosis que normalmente es inducida con la inactivación de RB. Estos cambios requeridos pero desconocidos
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aumentan el riesgo para las vacunas y la línea celular resultante no puede ser considerada una línea celular de diseño
(el resultado de bloques definidos en vías específicas). Por otra parte, el gen transformante introducido vía retrovirus
es flanqueado por repeticiones terminales invertidas y puede, por consiguiente, ser movilizado. Un evento así puede
incluso ser más pronunciado en líneas celulares que expresen transcriptasa inversa a partir de retrovirus endógenos.

Resumen de la invención

En vista de lo anterior, es aún conveniente desarrollar una línea celular aviaria con propiedades de crecimiento
convenientes para la producción a gran escala, empleando una combinación definida de genes inmortalizantes/transfor-
mantes. Es además deseable que ninguno de esos genes sea capaz de transformar células de mamíferos independientes
de otros genes. Por otra parte, la acción de un único gen debería tener algún efecto no inmortalizante/transformante o
resultar en apoptosis de células que expresen el gen respectivo. El riesgo de transferencia unida para el receptor de la
vacuna debería además ser minimizado por la posición de los genes respectivos en unidades de expresión separadas.
Finalmente, podría ser deseable - ya que la población humana es típicamente expuesta a los genes respectivos - que
estos genes no son asociados con la formación de tumor en la población humana. La línea celular a ser generada
debería no liberar partículas virales infecciosas a partir de retrovirus endogénos o no exhibir en absoluto actividad de
transcriptasa inversa.

Fue encontrado que la transformación de células aviares con dos genes particulares viral y/o celular, uno de los
cuales afecta las proteínas del retinoblastoma y la otra la proteína p53, proporcionaron una línea celular muy apropiada
para la producción de virus para la vacunación.

La invención de este modo proporciona:

(1) una línea celular aviaria inmortalizada con una combinación de genes viral y/o celular (de aquí en adelante
brevemente referida como “gen(es)”), al menos un primer gen afectando la función de la proteína del retinoblastoma
por mediación de la ruptura de los complejos entre las proteínas del retinoblastoma y los factores de transcripción E2F
y al menos un segundo gen afectando la proteína p53 o miembros de la familia de esta, en el que

el primer gen es un gen viral seleccionado a partir de un gen E1A de adenovirus a partir de mastadenovirus, un
gen E7 de papilomavirus, un gen 22 orf de adenovirus aviar y un marco de lectura abierta E43 a partir de atadenovirus
ovino o es un gen celular mediando la ruptura de los complejos entre las proteínas del retinoblastoma y los factores
de transcripción E2F y siendo seleccionado a partir de las Ciclinas D1, D2 y D3, y un CDK4 mutado insensible a la
inactivación por p16INK4a; y el segundo gen es un gen viral que codifica para una proteína que previene la inducción
de la detención de crecimiento y apoptosis por p53 seleccionada a partir de la proteína E1B55K de todos los grupos
de adenovirus, GAM-1 de CELO y la proteína E6 de papilomavirus, o es mdm2 siendo un gen celular que previene la
detención de crecimiento y la apoptosis por p53;

(2) un método para preparar una línea celular como se definió anteriormente en (1), que consta de la transfección
no-viral de una célula inicial con el primer y el segundo gen;

(3) el empleo de la línea celular como se definió anteriormente en (1), para la producción de biológicos o virus,
preferiblemente para la preparación de vacunas o para terapia génica; y

(4) un método para producir virus y biológicos empleando una línea celular como se definió anteriormente en (1).

Breve descripción de las figuras

Figura 1: Secciones esquemáticas de la expresión de plásmidos empleados para la inmortalización potenciada de
las células primarias de pato (ejemplo 2). Las señales de poliadenilación son omitidas para claridad, Los alfanuméricos
a la izquierda son identificadores cortos para los plásmidos. mPGK y hPGK, promotores de la quinasa fosfoglicerada
de ratón y humano, respectivamente; Ad5, promotor endógeno E1 de Ad5; moCMV, promotor temprano inmediato de
CMV en ratón; tk, promotor de la quinasa timidita del virus de herpes simple; orf 22 y gam1, genes virales CELO;
E1A y E1B, genes de la región E1 del adenovirus 5.

Figura 2: Fotografías de la microscopía de contraste de fase como ejemplo de la formación focalizada en células
embrionales de hígado de pato transfectadas con Ad5-E1 (plásmido 49E). A, magnificación inicial 4x para describir
una focalización completa metida en células primarias senescentes. B, magnificación inicial 20x: perímetro de una
focalización grande alrededor de pequeñas células dispuestas en una monocapa compacta visible a la derecha del
panel, células primarias en avanzada senescencia hacia la izquierda.

Figura 3: Ensayo de inmunofluorescencia para proteínas E1A y E1B 55K (ejemplo 3). En las dos filas superiores,
las mezclas del plásmido inmortalizado 49E y las células primarias de hígado de pato; en las dos filas inferiores, las
células control positivo 293. En la columna izquierda imágenes de contraste de fase; en la columna media, inmunoco-
loración de las proteínas de E1A y E1B 55K como se indica en las imágenes; en la columna derecha, tinción DAPI.
La proteína E1B 55K se localiza de modo característico en el citoplasma y se acumula en agregados para rendir una
distribución desigual, irregular. E1A es una proteína nuclear. Note el núcleo compactado que se tiñe brillantemente
con DAPI en las células de pato transformadas.
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Figura 4: Ensayo de Q-PERT (ensayo PERT cuantitativo) en sobrenadante celular para detección de la actividad
retroviral (ejemplo 4). Cuadrados en negrita, control positivo de CHO; cuadrados vacíos, control negativo agua; dia-
mantes en negrita, fibroblastos embrionarios de pollo; triángulos en negrita, control negativo de la línea celular 293;
círculos grises, control negativo solo con sustrato; triángulos vacíos, células inmortalizadas de hígado de pato con
plásmido 49E; Rn delta, emisión del color del reportero sobre el fondo inicial de la fluorescencia.

Figura 5: Amplificación MVA en algunas de las líneas celulares de pato CEFp descritas (ejemplo 5). La infección
fue realizada con un MOI de 0.1. La titulación fue realizada en células VERO 48 horas después de la infección
(ejemplo 2). CEFp, fibroblastos embrionarios de pollo.

Figura 6: Pasaje seriado de MVA en células inmortalizadas de retina de pato con plásmido 49E (ejemplo 5). Cua-
drados en negrita, tamaño de la expansión; barras, entrada viral ajustada a un MOI de 0.1. La entrada del virus es dada
como referencia para demostrar que el tamaño de la expansión es independiente de las fluctuaciones experimentales
en el número de células (la cual a su vez define la entrada viral a través de MOI).

Lista de Secuencias-Texto Libre

7



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 309 578 T3

Descripción detallada de la invención

“Inmortalizada”, “células inmortalizadas” y “línea celular inmortalizada” de acuerdo con la presente invención se
refiere a células o línea celular que ha sido transfectada/transformada por ciertas secuencias de ADN funcionales con-
firiendo el potencial para al menos 200 pasajes, preferiblemente un número ilimitado de pasajes, esto es inmortalidad,
para las respectivas células iniciales.

El “casete genético” de la presente invención es entendido como una secuencia de ADN que consta de un gen
que afecta la función de la proteína del retinoblastoma, es decir que directa o indirectamente (por ejemplo después de
la expresión) media la ruptura de los complejos entre las proteínas del retinoblastoma y los factores de transcripción
E2F, y que en adición consta de un gen viral que previene la inducción de la detención de crecimiento y apoptosis por
p53 como la proteína E1B 55K de todos los grupos de adenovirus, la proteína E6 de papilomavirus, preferiblemente
aquellas de papilomavirus humano de bajo riesgo (HPV) (como HPV1, HPV6 y HPV11, pero no HPV16, HPV18), o
un gen celular que previene la detención de crecimiento y apoptosis por p53 como mdm2.

En más detalle, el casete genético anterior consta de un “primer gen” que directa o indirectamente (por ejemplo a
través de inductores celulares) media la ruptura de los complejos entre las proteínas del retinoblastoma y los factores
de transcripción E2F. Este primer gen puede ser un gen viral como un mastadenovirus E1A, gam1 y orf22 de papilo-
mavirus CELO o E7, preferiblemente de papilomavirus humano de bajo riesgo (como HPV1, HPV6 y HPV11, pero
no HPV16, HPV18) o un gen celular como un CDK4 constitutivamente activo o una ciclina tipo D sobre-expresada.
La actividad del primer gen media la progresión del ciclo celular normalmente a expensas de la inducción de apoptosis
o la detención del crecimiento con el aumento de los pasajes.

El “segundo gen” está presente en el casete genético anterior para contrarrestar el efecto del primer gen. Este pre-
viene la apoptosis o la detención del crecimiento y actúa preferiblemente por activación de la inhibición transcripcional
por p53 a través del incremento de la degradación de p53 o convirtiendo p53 de un trans-activador a un represor de la
transcripción. El “segundo gen” es capaz de prevenir la activación transcripcional por p53, incluyendo la represión de
la función de p53 y causando un reducción en la estabilidad de p53. El “segundo gen” puede ser un gen viral como
la proteína E1B 55K para todos los grupos de adenovirus, orf22 de CELO, la proteína E6 de papilomavirus, preferi-
blemente de papilomavirus humano de bajo riesgo (como HPV1, HPV6 y HPV11, pero no HPV16, HPV18) o un gen
celular que previene la detención de crecimiento y apoptosis por p53 como mdm2. Preferiblemente el “segundo gen”
es orf22 de CELO o adenovirus E1B 55K.

Esto es lo exactamente opuesto para la introducción del p53 tipo salvaje con actividad exógena activo que fue
asociado con la generación de una línea de fibroblastos de pollo por un mecanismo desconocido (US 5,879,924).

“Biológicos” en el contexto de la presente invención comprende proteínas terapéuticas y recombinantes, incluyen-
do anticuerpos, enzimas, hormonas, receptores o sus ligandos y fusiones de ellos. Preferiblemente los biológicos son
proteínas recombinantes.

Un aspecto preferido de la realización (1) es el empleo de una línea celular derivada de pollo, pato, ganso, codorniz
o los similares embrionario o incubado, preferiblemente de pollo o pato. Un aspecto especialmente preferido de (1), es
que adicionalmente esta línea celular está libre de actividad de la transcriptasa inversa, derivada de la inmortalización
de células primarias originadas de embriones de pollo, pollo incubado, embriones de pato o patos incubados, es deri-
vada de membrana extraembrionaria y/o es cultivada en un medio químicamente definido. El medio es preferiblemente
libre de suero animal.

Otro aspecto preferido de la realización (1) es que las células sujetas a la inmortalización son células primarias in-
cluyendo fibroblastos, células de segmentos corporales aislados (somites) u órganos individuales separados incluyendo
tejidos neuronales, de cerebro, retina, riñón, hígado, corazón, músculo y extraembrionarios y membranas protectoras
del embrión. Más preferiblemente, las células son de membrana extraembrionaria o retina.

La inmortalización conducida para las células de la realización (1) es preferiblemente efectuada por transfección no
viral, incluyendo, pero no limitado para, la transfección mediada por liposomas, dendrímeros o hidroxiapatita (“fosfato
de calcio”) precipitados y electroporación.

Preferiblemente, el primer gen de la realización (1) es un gen viral que media la ruptura de los complejos entre las
proteínas del retinoblastoma y los factores de transcripción E2F. Esto incluye, pero no es limitado a, un gen E1A de
adenovirus a partir de mastadenovirus (preferiblemente a partir de mastadenovirus del grupo C), una proteína E7 de
papilomavirus, preferiblemente de papilomavirus humano (HPV) de bajo riesgo (como HPV1, HPV6 y HPV11, pero
no HPV16, HPV18), un gen orf 22 de adenovirus aviar y/o marco de lectura abierta E43 a partir de atadenovirus ovino.
Alternativamente, el primer gen de la realización (1) es un gen celular que media la ruptura de los complejos entre las
proteínas del retinoblastoma y los factores de transcripción E2F. Esto incluye, pero no es limitado para, ciclina D1,
ciclina D2, ciclina D3 y/o un CDK4 mutado insensible a la inactivación por p16INK4a.

El segundo gen de la realización (1) es preferiblemente un gen viral que codifica para una proteína que previene
la inducción de la detección del crecimiento y la apoptosis por p53. Esta incluye, pero no está limitada para, los
genes que codifican para la proteína E1B55K de todos los grupos de adenovirus, GAM-1 de CELO, la proteína E6
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de papilomavirus, preferiblemente aquellas de HPV de bajo riesgo (como HPV1, HPV6 y HPV11, pero no HPV16,
HPV18). Más preferidos son los genes que codifican para la proteína E1B55K de adenovirus y GAM-1 de CELO.
Alternativamente, el segundo gen codifica para una proteína que previene la detección del crecimiento y apoptosis por
p53 como mdm2.

El primer gen y segundo gen de la realización (1) están preferiblemente o separados espacialmente por secuencias
heterólogas o localizados en diferentes segmentos del ácido nucleico o plásmidos.

En un aspecto especialmente preferido de la realización (1) el primer gen es la región E1A y el segundo gen
es la E1B de un adenovirus a partir del género Mastadenovirus, preferiblemente a partir de un adenovirus 5. Más
preferiblemente dichas regiones E1A tienen la secuencia de pb 1193 a 2309, preferiblemente 1239 a 2309, de la
secuencia ID NO:7 o de la secuencia complementaria para los pb de 4230 a 3113 de la secuencia ID NO:9. Además
más preferiblemente dichas regiones E1B tienen la secuencia de pb de 1145 a 3007, preferiblemente de pb 1197 a
2810, de secuencia ID NO:8 o la secuencia complementaria para los pb 2345 a 550 de secuencia ID NO:9.

En un aspecto adicional especialmente preferido de la realización (1) el primer gen es orf22 y el segundo gen es
GAM-1 a partir de un adenovirus, preferiblemente a partir del género aviadenovirus CELO, el que preferiblemente
tiene la secuencia representada por la secuencia complementaria para pb de 1252 a 635 de secuencia ID NO:10, y la
secuencia complementaria para los pb de 3138 a 2290 de secuencia ID NO:10.

En aún un aspecto adicional especialmente preferido de la realización (1) y (2) los plásmidos 36E (secuencia
ID NO:19), 37E (figura 1), 49E (secuencia ID NO:9), 25F (secuencia ID NO:10) o 60E (secuencia ID NO:18) son
empleados para la inmortalización de las células.

Además, combinaciones de ácidos nucleicos que codifican E1A y/o E1B con GAM-1 y/o Orf22 como se definió
anteriormente son aspectos preferidos de la realización (1).

La línea celular de acuerdo con la realización (1) puede adicionalmente portar secuencias funcionales no-naturales
incluyendo, pero no limitados a, transgenes como virus deficientes de genes complementarios (por ejemplo EBNA1,
etc.), promotores (por ejemplo PGK-, EF1.alfa-, promotor-CMV, promotores-E1 de Ad5, promotor-tk etc.), poten-
ciadores (por ejemplo RSV-LTR), marcadores de selección como resistencia a neomicina, resistencia a puromicina,
etc. En un aspecto preferido el primer y segundo gen están bajo el control de promotores separados seleccionados
independientemente a partir de promotores PGK, CMV, E1 y tk.

La línea celular de acuerdo con la realización (1) es un aspecto además preferido apropiado para la producción de
biológicos o virus incluyendo las cepas vacunales (enfermedad de Marek, enfermedad bursal infecciosa, enfermedad
de Newcastle, herpes turco, anemia de pollo, influenza, vacuna (MVA), rubéola, virus de la rabia, etc.) y vectores
virales recombinantes (por ejemplo MVA o alfavirus recombinantes). Los virus más preferidos para la vacunación son
los virus MVA y de influenza. El vector viral recombinante más preferido es el MVA.

En un aspecto de la realización (1) la línea celular es la línea celular 12A07-A10 (DSM ACC2695) derivada de la
inmortalización de células de membrana extraembrionaria de pato con plásmido 49E (ejemplo 2).

Además preferida es la generación de líneas celulares de acuerdo con la realización (1) bajo condiciones cGMP
que las hacen apropiadas para la aplicación farmacéutica.

El método de la realización (2) preferiblemente comprende la transfección no-viral de células iniciales como las
listadas anteriormente. Lo más preferido es la transfección liposomal, especialmente la transfección por el reactivo
Effectene.

El empleo preferido de acuerdo con la realización (3) es el empleo para la preparación de una vacuna o para
terapia génica. Una cepa vacunal viral o un vector de terapia génica es mantenido en contacto con las células de la
línea celular de acuerdo con la realización (1) de manera que la infección ocurra y el virus sea amplificado por dichas
células. Pasajes continuos de virus (ciclos repetidos de infección y recolección de virus en dichas células) conducirán
a la atenuación o adaptación del virus a esta línea celular hospedera en particular. Así, el vector o cepa vacunal viral
con menos virulencia para la vacunación deseada (que no sea pato, preferiblemente no aviar) es generado. Los virus
atenuados permiten al sistema inmune de los vacunados lanzar una respuesta que es más protectora que la vacunación
con partículas completamente inactivadas, y que es menos severa que la infección con el patógeno (natural) tipo
salvaje. Los virus preferidos para esta realización son virus sarampión y rabia.

El método para producir los virus de acuerdo a la realización (4) preferiblemente comprenden el contacto de
dichos virus con una línea celular de acuerdo con la realización (1) y/o el cultivo de dichos virus en dicha línea celular.
Especialmente este método puede ser empleado para producir el virus de la viruela, preferiblemente la cepa MVA, en
una línea celular de pato, preferiblemente una línea celular originaria de tejidos de somites de pato o neuronal de pato,
incluso más preferida a partir de retina de pato. Especialmente, células derivadas de retina y somites de pato obtenidas
por transfección de la región E1-Ad5 bajo condiciones de cGMP que establemente apoyan la amplificación de MVA
con una eficiencia comparable con o mejor que fibroblastos primarios embrionarios de pollo (ejemplo 5).
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El método para la producción de biológicos, especialmente proteínas recombinantes, de acuerdo con la realización
(4) comprende la introducción de un gen que codifica para una proteína recombinante, factiblemente unida a un
promotor dentro de la línea celular de acuerdo con la realización (1), cultivando dicha línea celular modificada y
recolectando la proteína recombinante.

El método de la realización (4) es preferiblemente empleado para la producción de virus y biológicos utilizables
para la vacunación o la terapia génica.

Históricamente los huevos de pollo y sus respectivas células (fibroblastos de pollo) son los sustratos dominan-
tes para la producción de vacunas. Para propósitos farmacéuticos los pollos están disponibles a partir de ambientes
patógeno-controlado con un extenso sistema de monitoreo. Un amplio cuerpo bibliográfico sugiere a los huevos de
pollo como el primer blanco para el desarrollo de una línea celular. Por consiguiente, las células de pollo son una
fuente preferida para las células iniciales de la invención. Sin embargo, las células y líneas celulares derivadas de pollo
serán más probables a RT positiva. La información bibliográfica sugiere un bajo riesgo para la liberación de virus
infeccioso. Sin embargo, la ausencia de virus transmisible tendrás que ser monitoreada para cualquier línea celular
siendo empleada en la producción. Verdaderamente, muchas de las líneas celulares aviares establecidas hasta aquí son
originarias de pollo (US 5,830,723, US 5,879,924). Aunque fue posible generar un linaje de pollo (línea 0) libre de
virus de leucosis aviaria, los retrovirus endógenos aviarios (EAV-HP) (Boyce-Jacino y otros, J. Virol. 66(8):4919-29
(1992)) están presentes en células de pollo incluyendo la línea 0. EAVs proporcionan una transcriptasa inversa activa,
pero los niveles de expresión varían sustancialmente. Por consiguiente, incluso las células y líneas celulares primarias
de pollo como DF1 que probó ser negativa a RT en ensayos menos sensibles (Crittenden y otros, Virology 57(1):128-
38 (1974)) presumiblemente será positiva a la prueba en el enfoque del moderno PCR a tiempo real y puede esconder
retrovirus que son activados bajo ciertas condiciones de crecimiento.

Alternativamente especies aviares preferidas de esta invención para el desarrollo de líneas celulares son aquellas
que no contienen retrovirus endógenos o expresan transcriptasa inversa (RT). Esto incluye los patos, que son apropia-
dos por dos razones adicionales: los huevos de pato están también disponibles a partir de reservas monitoreadas libres
de patógeno y los patos son, en contraste con los gansos, menos probables a desarrollar tumores espontáneos. Si bien
es conocido que muchas de las cepas vacunales relevantes se replican bien en células (embrionarias) de pato como
lo hacen en células (embrionarias) de pollo (por ejemplo el virus de la enfermedad de Marek (Witter, R.L., Avian
Dis. 46:925-37 (2002)) o rubéola (Rocchi, G., Salvadori, A., Nuovi Ann. Ig Microbiol. 21:336-40 (1970))), esto sigue
siendo mostrado para cepas virales de interés principal. Para otras vacunas tal información no está disponible.

Para nuestro conocimiento es un hallazgo novedoso e inesperado de esta invención que la cepa MVA del virus
de la viruela altamente atenuada (vacuna Ankara modificada) se replique en líneas celulares de pato con igual o
superior eficiencia que en los comúnmente empleados fibroblastos primarios embrionarios de pollo. Una intención de
los inventores fue proporcionar una alternativa segura y robusta a las células primarias para la amplificación de virus
que requiere de un hospedero aviario, o cepas vacunales donde un hospedero no mamífero es preferido. Un importante
virus para el cual las células hospederas convenientes no están disponibles es el MVA (Virus vacunal modificado
Ankara). El MVA es un virus de viruela altamente atenuado y una herramienta extremadamente promisoria para las
aplicaciones de vacunas terapéuticas y protectoras. El MVA servirá como virus modelo para la caracterización de
células de pato pero no debería tomarse como un ejemplo exclusivo: los experimentos descritos pueden ser también
realizados con una variedad de otros virus, ya sean vectores patógenos o terapéuticos como sarampión, rubéola, rabia
o virus influenza.

Los fibroblastos han sido seleccionados como tipo celular preferido principalmente por razones históricas y prác-
ticas. Los fibroblastos son las células primarias de más rápido crecimiento a partir de mamíferos así como especies
aviares. Cuando una suspensión celular de embriones enteros de pollo es mantenida en cultivo, este no es el único
pero si el tipo celular predominante. Sin embargo, los fibroblastos crecen fuertemente adheridos y pierden este rasgo
únicamente después de su transformación (tumorigénica) completa. Este proceso requiere de la presencia de genes
transformados fuertes tales como v-ras interfiriendo con las vías de la señal de transducción. La temprana senescencia
de los cultivos de fibroblastos es en parte causada por la ausencia total de la actividad telomerasa en aves y hombre
(Forsyth, N. R. y otros, Differentiation 69 (4-5):188-97 (2002)).

Los fibroblastos primarios humanos son refractarios a la transformación con los genes E1 adenovirus tipo 5 los
cuales directamente no hacen interferencia con esas vías (observación personal). La inmortalización eficiente y el
crecimiento en suspensión del cultivo tiene una posibilidad superior para surtir efecto en las células epiteliales y
neuronales. Además, el epitelio en vez de fibroblastos parece ser el sitio principal para la replicación de virus dentro
del huevo de ave. Curiosamente, a diferencia de la situación humana, el riñón de ave no expresa telomerasa a lo largo
de la vida lo cual hace de las células de riñón de ave un blanco bueno para la inmortalización. Considerando, que las
células epiteliales de aves incluyendo las células de epitelio de riñón y las neuronales son consideradas los blancos
más promisorios para el desarrollo de una línea celular de los rasgos requeridos.

Es por consiguiente solamente por la facilidad con que los fibroblastos son obtenidos que el desarrollo de la línea
celular aviar se ha enfocado casi exclusivamente en estas células (Cowen, B. S., Braune, M.O., Avian Dis 32(2):282-
97 (1988); US 5,830,723). En algunos casos los embriones completos han sido empleados (US 2001-0016348).
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Los virus no solamente exhiben especificidad de especies sino también de órgano y tejidos basado en la distribución
del receptor y factores celulares que apoyan la replicación. Por consiguiente, a diferencia del enfoque típico, un camino
preferido para realizar la presente invención es la separación de órganos antes del cultivo para obtener las células
hospederas más preferidas.

Para el virus influenza, cuya producción adecuada de vacunas es la principal aplicación para las líneas celulares de
la presente invención, el sitio típico de la replicación no es el propio embrión sino las membranas extraembrionarias.
Por lo tanto, un objetivo específico fue también desarrollar líneas celulares de material extraembrionario, incluyendo
las membranas protectoras del embrión. Algunos cultivos primarios tejido específico incluyendo aquellos de las mem-
branas extraembrionarias tienen un tiempo de supervivencia muy breve comparados a los fibroblastos. Esto adiciona
realces a la necesidad de la inmortalización diseñada para obtener células hospederas optimizadas. La inmortaliza-
ción satisfactoria de múltiples tejidos en un marco de tiempo limitado requiere de la combinación específica de genes
empleados en la presente invención.

No se conocía cual de los tejidos aviares tiene el mayor potencial replicativo para los virus pox como MVA o
Canarypox. El proceso típico de producción para el MVA involucra una mezcla de células de un embrión excluyendo
la cabeza la cual es eliminada antes de la desintegración. Es por consiguiente completamente inesperado que la línea
celular de origen neuronal, desarrollada a partir de la retina, tenga una alta capacidad para la replicación de MVA
mientras que otros tejidos no lo tienen.

La misma especificidad de tejido se aplica a la producción de proteínas. La capacidad transcripcional es depen-
diente del conjunto disponible de factores de transcripción e incluso de promotores fuertes ubicuos virales y celulares
que presentan una resistencia variable en los diferentes tejidos. Además, los rendimientos de las proteínas secreta-
das depende fuertemente de la capacidad del tipo celular particular para plegar y procesar (por ejemplo glicosilar) la
proteína adecuadamente.

Los mecanismos que conducen a la inmortalización y la transformación en las células primarias han sido bien
descritos (Hahn, W.C y otros, Nature 400:464-8 (1999)). Los elementos requeridos interfieren con (1) el control de
la progresión del ciclo celular, (2) la muerte celular programada inducida por el ciclo celular no regulado, (3) trans-
ducción de señal del factor de crecimiento y para células humanas y aviares (4) el acortamiento de telomeros, la
terminación lineal de los cromosomas. Un gran número de factores son conocidos que pueden conducir a las células
primarias a un fenotipo inmortalizado y transformado pero la inmortalización se hace a expensas de la inhibición de
los controles celulares que son responsables de minimizar la formación de tumor en el huésped. Es por consiguiente
deseado seleccionar factores transformadores que puedan llevar a cabo la generación experimental de una línea celular
pero representar un riesgo mínimo para la inducción de tumor en los receptores de biológicos derivados de las células
diseñadas. Este requerimiento necesita estar balanceado con la resistencia de los factores transformadores: ellos debe-
rían ser suficiente fuertes para causar la transformación sin la necesidad de la acumulación de mutaciones espontáneas
adicionales; esto es, la vía molecular que conduce a la línea celular resultante que debería ser conocida completamente
(categoría I y II de acuerdo a la FDA CBER Oficina de presentación de Vacunas Mayo 2000, Comité de Expertos). Es
además deseada la selección de una combinación sinérgica de factores que individualmente no pueden transformar las
células primarias para lo que una transferencia simultánea de material genético es requerida lo cual además minimiza
el riesgo de una transformación inadvertida en vacunas o pacientes. Finalmente es deseado que el factor transformante
provoque una respuesta inmune en el receptor de biológicos de manera que la vigilancia inmune del tumor sea acti-
vada en el evento improbable de formación de tumor debido a la aplicación del producto. El último criterio puede ser
realizado si proteínas transformadoras no-celulares pero extrañas, por ejemplo, virales son utilizadas.

Fue ahora encontrado que la región E1 de adenovirus humano 5 (Ad5) es idealmente apropiada para transformar
células aviares pero que la célula resultante diseñada cumpla con todos los criterios anteriores.

La región E1B codifica dos marcos abiertos de lectura en un ARNm bicistrónico, las proteínas 21K y 55K. La
proteína 55K se une al p53 y de este modo convierte el activador transcripcional pro-apoptótico en un represor. La
proteína 21K complementa esta actividad anti-apoptótica uniéndose a Bax, manteniendo de este modo la integridad
de la membrana mitocondrial y evitando la liberación del citocromo C. Esta proteína es esencial para conducir a las
células adherentes hacia el crecimiento independientemente de los sustratos y de ahí que sea esencial para los procesos
de fermentación en suspensión.

No ha sido mostrado antes si el adenovirus humano E1B 55K puede afectar los homólogos aviares de p53. Además,
los adenovirus aviares no están equipados con los genes semejantes a E1B de manera que la interferencia también no
fue posible. Al contrario de todas las expectativas, los inventores han encontrado que la EB1 puede proporcionar las
funciones esenciales para permitir la inmortalización por E1A.

Un factor crucial y novedoso para el logro aquí descrito fue la extracción de E1B de su débil contexto natural y la
colocación bajo el control de un fuerte, promotor recombinante. Esta modificación y combinación novedosa permitió
la eficiente inmortalización de múltiples tejidos de pato y pollo por transfección en lugar de la transducción retroviral.

Aunque el mecanismo subyacente para la transformación por E1 es una característica compleja es el rasgo mas
deseable: E1A es un fuerte inductor de la proliferación celular y la apoptosis mientras que las proteínas E1B interfieren
eficientemente con la apoptosis pero no pueden liberar la restricción sobre el control del ciclo celular.
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De ahí, que no un factor individual como la continua presencia de las proteínas E1A y E1B sean requeridas para
sostener los fenotipos transformados inducidos experimentalmente.

Desde la descripción de v-src en el 1970 (Brugge, J.S., Erikson, R.L., Nature 269: 346-8 (1977)) una colección
de factores transformadores ha sido descubierta y caracterizada. Verdaderamente, este fue el estudio de inducción de
tumores en aves por alfaretrovirus que proporcionó los primeros indicios moleculares (Martin G.S., Nature 227: 1021-
3 (1970)). Los oncogenes retrovirales son derivados de genes celulares con dominios reguladores esenciales mutados
o eliminados. Algunos de los factores que han sido identificados en el curso de estos estudios, tales como, v-myc
o v-ras, directamente afectan los componentes de las vías de RB y p53.Otras proteínas, tales como, v-src o v-erbB,
son transductores de señal constitutivamente activados (de ahí, no regulados) que mimetizan las afectaciones de los
mitogenos extracelulares. El problema con esos factores es que ellos son blancos solamente de una de las diversas vías
requeridas para la transformación eficiente. La presencia de v-src o v-myc predispone a la célula para la transformación
y requiere alteraciones adicionales, espontáneas e impredecibles dentro de la célula para la transformación completa.
Por consiguiente es difícil de estimar los riesgos para los pacientes representados por las células transformadas con
uno de los oncogenes retrovirales.

Otros virus ADN tales como papilomavirus y poliomavirus son también conocidos que transforman las células
in vitro. Sin embargo, los transgenes seleccionados no deberían ser demasiado agresivos para minimizar el riesgo
de la inducción de tumores en los receptores de biológicos a través del ADN celular transferido inadvertidamente.
Este criterio es especialmente riguroso para la producción de vacunas donde la población saludable frecuentemente es
inoculada a una edad muy joven. Aún con los métodos modernos sofisticados el antígeno T grande de poliomavirus
es considerado también agresivo para el uso en líneas celulares generadas para la aplicación en medicina humana.
Mientras que el 90% de los carcinomas de cerviz portan secuencia de papilomavirus (Muñoz, N. y otros, N. Engl.,
J. Med. 34816):518-27 (2003)) adenovirus tipo C (el cual incluye tipo 2 y tipo 5) no son considerados para inducir
tumores in vivo y adenovirales que no ha sido detectadas en tejido de tumor humano.

Basado en los rasgos complementarios de los genes transformados mostrados arriba, fue encontrado que la combi-
nación de cada uno de los genes que interfiere con las vías individuales en el ciclo celular y la apoptosis es necesaria
para obtener una línea celular genéticamente estable que crece en suspensión.

Fue mostrado que la región completa E1 de adenovirus 5 puede cumplir estos requerimientos. Por cuanto fue
mostrado, que la proteína 12S de E1A de Ad5 puede interactuar con la RB aviar (Guilhot, C. y otros, Oncogene 8:619-
24 (1993)) la actividad funcional de las proteínas 55K y 21K en las células aviares es demostrada por primera vez en la
presente invención. No es sorprendente que algunos clones de células de codorniz que expresan la proteína 12S de E1A
muestren características transformadas (Guilhot, C. y otros Oncogene 8: 619-24 (1993)). La extremadamente eficiente
y estable transducción de la infección vía retrovirus crea una suficiente gran combinación de células para permitir que
las células individuales superen el bloqueo del ciclo celular o la inducción de la apoptosis por cambios genómicos
espontáneos. Estos cambios requeridos pero desconocidos incrementan el riesgo medicinal y la línea celular resultante
puede no ser considerada la línea celular diseñada, la cual debería estar basada en genes conocidos. Es más, la técnicas
de transfección no son suficientes para crear la gran combinación de clones requeridos por selección natural. En su
lugar la transducción de retrovirus fue requerida. Los genes transformados introducidos vía esta aproximación podrán
ser flanqueados por ITRs y pueden, por lo tanto, ser inmovilizados, aun mas en la línea celular expresando inverso
transcriptasa.

Recientemente, un adenovirus aviar, denominado cepa CELO de adenovirus tipo I de ave (para el embrión letal
huérfano embrionario), ha sido descrito con más detalles (Chiocca, S. y otros, J. Virol. 70:2939-49) (1996)). Grandes,
tramos centrales genómicos de CELO son homólogos a Ad5 pero difieren en aspectos importantes - entre otros, CELO
no es equipado con una región E1-homóloga. Además, CELO no puede complementar Ad5 mutagenizada en E1A y
recíprocamente, las proteínas Ad5 E1 no pueden transactivar la transcripción de los genes CELO tempranamente
tardíos (Li, P. y otros, J. Gen. Virol. 65 (Pt 10):1817-25 (1984)). Y aún, CELO es capaz de transformar las células
hámster in vitro (May, J.T. y otros, Virology 68: 483-9 (1975)). Los genes que interfieren con el ciclo celular y la
apoptosis, orf22 y GAM-1, han sido identificados en el virus CELO (Lehrmann, H., Cotton, M., J. Virol. 73:6517-25
(1999)). Orf22 codifica la proteína que interactúa con RB, y GAM-1 interfiere con la apoptosis de manera similar a la
proteína prototípica 21K (Chiocca, S. y otros, J. Virol. 71:3168-77 (1997)).

Fue encontrado ahora que los genes orf22 y GAM-1 del virus CELO son sustitutos convenientes para E1A y E1B.
El espectro de transgenes disponibles para la transformación de células aviares está aquí expandida. Estas proteínas
no han sido usadas previamente para transformar células aviares.

Además, uno de los genes virales puede ser reemplazado por un gen celular. Los candidatos para tales reemplazos
son los miembros de la familia E2F o ciclinas del grupo D para la región E1A de adenovirus y mdm2 para la región
E1B.

Las siguientes líneas celulares fueron depositadas en el DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Alemania:

1. PBG04 como DSM ACC2577, depositada el 18 Septiembre, 2002;

2. 12A07-A10 como DSM ACC2695, depositado el 20 Octubre, 2004.
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La invención podrá ser explicada en más detalle con referencia a los siguientes ejemplos, los cuales sin embargo,
no son construidos para limitar la invención.

Ejemplos

Ejemplo 1

Inmortalización de las células primarias de pato con Adenovirus 5 E1A,B

Las secuencias de adenovirus para E1A y E1B fueron amplificadas a partir del cultivo del pasaje 8 de la primera
generación (E1 eliminado) de adenovirus Admuc crecidos en HEK 293 las cuales fueron fuertemente contaminadas
con un virus tipo salvaje usando polimerasa provestart (Qiagen).

Los siguientes cebadores fueron usados:

para amplificar la región E1 A y

para amplificar la región E1 B. Ambos fragmentos fueron primeros clonados dentro de pPCR4blunttopo (Invitrogene).

La construcción E1B pierde el aceptor de empalme del mensaje de E1B. Este fue por lo tanto reemplazado por
uno sintético amplificado usando cebadores del intron líder de la cadena pesada de la inmunoglobulina humana. Como
plantilla, del ADN genómico del PBG04 (DMSZ ACC2577), fue usado un heterohibridoma humano-murino.

Cebadores:

El aceptor de empalme fue directamente clonado dentro de pEFmyc, conteniendo el promotor alfa aEF1 y el
péptido líder myc para crear proteínas de fusión. La región E1A fue eliminada de ptopoE1A usando los sitios EcoR I
y Xho I y clonados en pEFmyc directamente, eliminando la secuencia líder myc y fusionando la E1A a la poly A de
hormona de crecimiento bovino. La región E1B fue otra vez eliminada con las enzimas de restricción EcoRI y Xho
I y clonados en pEFmycSA conteniendo el sitio aceptor de empalme heterólogo. Los plásmidos resultantes fueron
llamados pEFAd5E1A (SECUENCIA ID NO:7) y pEFAd5E1BSA (SECUENCIA ID NO:8).

Huevos embrionarios de pato fueron incubados a 37ºC, 60% de humedad del aire, por 12 días (los embriones más
viejos rindieron más células pero también contenían un alto número de fibroblastos diferenciados, contaminantes). La
cáscara fue esterilizada con 70% de isopropanol, abierta por el lado largo, y el embrión fue eliminado asépticamente a
una placa petri estéril. El cerebro fetal y los riñones fueron eliminados, transferidos a placas petri separadas llenadas
con Tripsina/EDTA y picados. Después de una breve incubación la suspensión fue mezclada con un exceso de medio
F12 (Gibco/Invitrogen) suplementado con 10% de suero fetal bovino (Biochrom) y 2% Ultroser G (Ciphergen). Esta
suspensión fue transferida a una placa petri y el cultivo fue realizado a 37ºC (la que es menor que la temperatura
fisiológica del pollo 41.6ºC) y 5% de CO2. El medio de cultivo con debris no adherente fue reemplazado al día
siguiente y el cultivo continuó hasta que al menos 5 x 105 células por placas de 3.5 cm fueron disponibles para la
transfección de los plásmidos pEFAd5E1A y pEFAd5E1BSA.

Los experimentos iniciales comparando los reactivos de transfección liposomales (Effectene; Qiagen) y dendro-
méricos (Polyfect; Qiagen) sugirieron mejores eficiencias con Effectene. La transfección aquí fue realizada usando el
reactivo Effectene; en resumen: 2 µg de plásmido ADN fueron diluidos en 200 µL de tampón EC conteniendo 16 µL
de potenciador. Después de un tiempo de incubación de 5 minutos, 16 µL de Effectene fue añadido. Después de un
tiempo de incubación de 10 minutos, el sobrenadante fue eliminado del cultivo en las placas de 3.5 cm y reemplazado
con 1 ml de medio fresco conteniendo la mezcla de transfección. Después de un tiempo de incubación de 2 horas a
37ºC y 5% de CO2, fue añadido al cultivo 2.5 ml adicionales de medio fresco.
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Las células transfectadas se dejaron alcanzar la confluencia, tripsinizadas, resuspendidas en medio F12 G-suple-
mentado en FCS/Ultroser, y re-sembradas en placas de 6 pocillos (correspondiendo a una expansión de 12 veces).
Después de 5 y 10 días, el medio fue reemplazado con F12 suplementado solamente con 5% de FCS. Las placas fue-
ron escaneadas para la aparición de focos de células con cambio de morfología (disminución en general del tamaño
de la célula, incremento del tamaño del núcleo, incremento de la visibilidad de las membranas del plasma bajo el
contraste de fase) y la confluencia incrementada.

Aproximadamente 14 días después de la transfección una vez que los focos alcanzaron un diámetro de 1-3 mm
el medio fue aspirado y el cultivo lavado dos veces con tripsina/EDTA (Gibco). Los discos empapados con tripsina
(Sigma) fueron colocados en la parte superior del foco aspirado durante 3 minutos, y luego transferidos a los pocillos
de placas de 24 pocillos llenados con 500 µL de medio F12 suplementado con 5% de FCS.

Las células transformadas, clonadas se les permitió proliferar hasta la confluencia, tripsinizadas, resuspendidas en
medio F12 suplementado con 5% de FCS y transferidas a placas de 6 pocillos. Una vez el cultivo alcanzó la confluencia
en las placas de 6 pocillos las células fueron transferidas a frascos T25 para los pasajes continuos.

Para la crio-conservación a intervalos definidos las células fueron tripsinizadas, resuspendidas en medio F12 con-
teniendo 5% de FCS, colectadas por centrifugación a 100 g por 10 minutos, resuspendidas en medio F12 conteniendo
50% de FCS y 10% de DMSO (Sigma) a una concentración aproximada de 3 x 106 células por ml, y colocadas en
crio-frascos en un aparato de enfriamiento basado en isopropanol a -75ºC. El aparato de enfriamiento asegura una ve-
locidad constante de enfriamiento de 1ºC por minuto. Después de 24 horas las células fueron transferidas a nitrógeno
líquido para el almacenaje permanente.

Ejemplo 2

Preparación mejorada de las líneas celulares aviares inmortalizadas

a) Preparación de células primarias

La colonia de origen de los huevos de patos fue certificada libre de Salmonella enteritidis y S. typhimurium;
Mycoplasma gallisepticum y M. synoviae; casos de leucosis, retículo-endoteliosis, psitacosis, influenza aviar, hepatitis
de pato y enfermedad de Derzsy. Los animales intencionalmente no fueron vacunados contra parvovirus y no fueron
detectados casos de parvovirosis. Los animales en la colonia de origen han sido vacunado contra S enteritidis y S.
typhimurium; Pasteurella multicodica; el metaneumovirus rinotraqueitis de pavo; y el paramixovirus causante de la
enfermedad de Newcastle.

Los huevos se les permitió equilibrarse sin agitación a temperatura ambiente y después de dos días fueron incuba-
dos a 38ºC en una cámara húmeda, frecuentemente rotada alternando +45º y -45ºC.

Los embriones de pato fueron sacrificados para el aislamiento de las células primarias después de una a tres
semanas de incubación. Los huevos fueron transferidos a una unidad de cGMP (laboratorio cerrado trabajando como se
esbozó en las Buenas Prácticas de Fabricación Actuales) y la cáscara fue esterilizada limpiándola con isopropanol 70%
bajo una cubierta de flujo laminar. Todos los pasos posteriores fueron ejecutados en la unidad GMP bajo condiciones
estériles con soluciones medios definidos.

Los huevos fueron abiertos cuidadosamente, los embriones fueron transferidos a una placa petri grande y matados
inmediatamente por decapacitación. Las muestras de los siguientes órganos fueron eliminadas: cerebro, retina, hígado,
esófago, corazón, y membranas extra-embrionarias.

Además, las células de somite fueron preparadasa partir de los embriones de 8 días de edad.

Todas las muestras fueron lavadas con PBS (tampón fosfato salino, Gibco/Invitrogen,USA), tratadas con tripsina
(Gibco/Invitrogen, USA) durante 1 a 10 minutos, y trituradas en medio de cultivo DMEM:F12 (Gibco/Invitrogen,USA)
suplementado con 10% de FCS (Biochrom AG, Germany) por pasajes repetitivos a través de jeringuillas 18G. Las
muestras homogenizadas fueron cultivadas a 37ºC y 5% de CO2. El debris fue eliminado de las células adherentes por
cambio de medio al día siguiente.

b) Construcciones de Plásmidos

Los plásmidos de expresión para E1A, E1B, Orf22 y Gam1 fueron construidos por la extracción de las regiones
blancos pertinentes del ADN genómico de adenovirus serotipo 5 o de virus tipo salvaje de embriones letales huérfa-
nos de pollo (CELO), respectivamente, por PCR y la inserción en los vectores equipados con fosfoglicerato quinasa
humana o de ratón (hPGK o mPGK), CMV de ratón (moCMV) o promotores tk (figura 1).
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Las secuencias de adenovirus para E1A y E1B fueron amplificadas a partir del virus tipo salvaje usando polimerasa
ProofStart (Qiagen, Alemania). Los siguientes cebadores fueron usados:

para amplificar la región E1 A y

para amplificar la región E1 B. Ambos fragmentos fueron primeros clonados en pPCR4-Blunt-TOPO (Invitrogene,
USA).

La construcción E1B pierde el aceptor de empalme del mensaje E1B. Este fue por lo tanto reemplazado por uno
sintético amplificado usando cebadores a partir del intrón líder de la cadena pesada de la inmunoglobulina humana.
Como plantilla fue usado, el ADN genómico de PBG04 (DMSZ ACC2577) un heterohibridoma murino-humano.

Cebadores usados para la amplificación:

Los genes GAM-1 y ORF-22 fueron amplificados del virus CELO tipo salvaje con los cebadores

respectivamente.

Los ejemplos representativos para los plásmidos resultantes son dados con el plásmido 49E (factores adenovirales
bajo el control de promotores de la PGK humana y CMV de ratón; SEQ ID NO:9), plásmido 25F (factores CELO
bajo el control de promotores PGK de ratón y humano SEQ ID NO:10), plásmido 60E (factores adenovirales bajo el
control de promotores PGK y tk humanos; SEQ ID NO:18) y plásmido 36E (factor CELO bajo el control de promotor
PGK de ratón; SEQ ID NO:19) (Ver también figura 1).

La integridad de la expresión de los plásmidos fue confirmada por secuenciación. Los plásmidos no están prepara-
dos para expresar factores de resistencia contra antibióticos (tales como ampicillina) en células eucariotas.

c) Transfección

Los cultivos primarios fueron transfectados con los plásmidos de expresión para E1 o Orf22/Gam1 justo después
del aislamiento o después de un único subcultivo. Dependiendo del experimento, los plásmidos fueron transfectados
como superespirales o después de la linearización con la enzima de restricción Sca I (New Englands Biolabs, USA).
Los experimentos iniciales comparando los reactivos de transfección liposomal (Effectene; Qiagen, Alemania) y den-
dromérico (Polyfect; Qiagen, Alemania) sugirieron la mejor eficiencia con Effectene. La transfección fue realizada
como sigue: 2 µg de ADN total fue diluido en 200 µl de tampón EC proporcionado y mezclado con 16 µl de potencia-
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dor proporcionado. Después de una incubación de 2-5 minutos a temperatura ambiente fue añadido 20 µl de reactivo
Effectene. Después de 5-10 minutos a temperatura ambiente esta mezcla fue aplicada a las células en placa de 8 cm2

bajo 1 ml de medio de cultivo. Después de 2-5 horas fue añadido 1.5ml de medio de cultivo adicional. Al día siguiente,
el medio fue reemplazado con 2 ml de medio de cultivo fresco, y después de esto una vez por semana. La transfección
exitosa fue confirmada en experimentos paralelos con un gen reportero.

Las células fueron continuamente pasadas en medio DMEM: F12 conteniendo 10% FCS.

Veinte días después de la transfección fueron observados cambios de morfología en sub-poblaciones definidas en
algunos cultivos (foco; figura 2) en otros cultivos los focos no aparecieron o no fueron capaces de competir con una
proliferación robusta de las células primarias; otra vez otros cultivos sufrieron muerte celular masiva y senescencia
justo después de la transfección.

Un gran número de focos independientes fueron expandidos de cultivos transfectados del plásmido 49E con células
derivadas de hígado, retina y membrana extra-embriónica. En el pasaje 10, por ejemplo, la línea celular 12A07-A10
derivada de células de la membrana extraembrional de pato transformadas con el plásmido 49E fue aislada y depositada
en el DSMZ.

Los focos fueron también obtenidos de cultivos transfectados del plásmido 60E con células de retina y somites.

El plásmido 49E, los promotores PGK y CMV de ratón conducen la expresión de E1A y E1B, respectivamente.
El plásmido 60E (SEQ ID NO:18) también codifica la región completa Ad5-E1 pero la expresión de la región E1B
protectiva es conducida por tk, es decir, un promotor que no es tan fuerte como el promotor CMV de ratón (pero más
fuerte que el promotor nativo E1B). Consistente con el efecto protector conferido por E1B fueron obtenidas mucho
menos focos en menos muestras de células con esta construcción cuando se comparó con los resultados del plásmido
49E.

La formación de focos tanto con apariencia de células primarias y fenotipos transformados fue también observada
en cultivo de hígado transfectado con plásmidos 36E CELO (SEQ ID NO:19) y 25F (SEQ ID NO:10).

Los cultivos con focos fueron expandidos por tratamiento con tripsina durante 2-3 minutos y la resuspensión en
medio DMEM:F12 para transferir a frascos de cultivo frescos.

Para la crio-conservación a intervalos regulares las células fueron eliminadas con tripsina resuspendidas en medio
DMEM:F12 conteniendo 10% FCS, colectadas por centrifugación a 200 x g durante 10 minutos, resuspendidas en
medio DMEM:F12 conteniendo 50% FCS y 10% DMSO (Sigma, USA) a una concentración aproximada de 3 x 106

células por ml, y enfriadas a una velocidad de 1ºC por minuto hasta -80ºC. Después de 24 horas las células fueron
transferidas a nitrógeno líquido para el almacenaje permanente.

Ejemplo 3

Ensayo de inmunofluorescencia para la transfección estable

Los cultivos de las células potencialmente inmortalizadas fueron sembrados en láminas de cristal y se dejaron
proliferar por varios días antes de la fijación con metanol helado por 10 minutos. Las células fijadas fueron incubadas
con anticuerpos contra las proteínas E1A y E1B 55K, anticuerpos secundarios, y tinte fluorescente específico contra el
último de acuerdo a métodos estándares de inmunofluorescencia (Becton Dickinson, UK, anticuerpo #554155 contra
E1A, diluido 1:30; Oncogene, USA, anticuerpo #DP08-100UG contra E1B 55K, diluido 1:30; anticuerpo secundario
dirigido contra ratón o rata, respectivamente, y conjugado a biotina, ambos de Jackson Immuno Research, USA, dilui-
do 1:80; las visualización con Jackson Immuno Research, USA, conjugado streptavidina-Texas Rojo #016-070-084,
diluido 1:100). Las células primarias aún abundantes en el inicio, aún no completamente establecidas las líneas celu-
lares inmortalizadas y fácilmente distinguidas por su morfología proporcionó un control negativo interno conveniente
para la especificidad del anticuerpo. Las células 293 (células embrionarias de riñón humano) que establemente expre-
san la región Ad5-E1 sirvieron como control positivo. DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol; Sigma, USA) a 1 µg/ml fue
añadido en el paso de incubación final para teñir los núcleos de las células para propósitos de orientación.

Una fuerte señal para E1A y 55K fue observada solamente en las células que sufrían cambios característicos en la
morfología confirmando la inmortalización exitosa por los plásmidos transfectados (figura 3). Además, la transforma-
ción espontánea, una posibilidad formal, no fue observada ya que todas las células con el fenotipo alterado eran E1
positivas. Ninguna de las células con fenotipo primario expresó proteínas E1. Aunque es posible en las transfecciones
de superespiral donde la linearización de los plásmidos en el proceso de integración ocurre en posiciones aleatorias
ninguno de los focos examinados exhibió expresión de E1A en ausencia de expresión de E1B, además enfatizando el
requerimiento para la vía dual de ruptura para la inmortalización.
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Ejemplo 4

Ensayo para los retrovirus endógenos y exógenos

Un problema común encontrado cuando las vacunas son producidas en fibroblastos primarios de pollo es la con-
taminación con retrovirus exógenos o endógenos. La diversidad de la familia de retrovirus es también compleja de
predecir si una especie dada es portadora de retrovirus. Los reportes de la literatura por lo tanto usualmente están
limitados a un subconjunto de la familia de retrovirus, por ejemplo subgrupo J EAV-HP/ALV (Smith, L. M. y otros, J.
Gen. Virol. 80 (pt1): 261-8 (1999)), y entonces solamente a un subconjunto de especies aviares.

Una confirmación confiable de la contaminación con retrovirus por lo tanto debe enfocarse sobre un motivo común
presente en estos virus. La diversidad de secuencia excluye los métodos de detección basados en los ácidos nucleicos.
Sin embargo, común a todos los retrovirus es la presencia de la enzima transcriptasa inversa. El sobrenadante de los
focos expandidos de las células de hígado de pato inmortalizadas con el plásmido 49E fue por lo tanto ensayado
por PCR potenciada del producto basado en sonda cuantitativa para transcriptasa inversa (Q-PERT) y comparado a
varios controles, inter alia CHO como control positivo y las células 293 como control negativo (ver debajo y figura
4), para detectar tanto la actividad retroviral endógena o la contaminación con retrovirus libres. El ensayo es una
modificación de la literatura (Lovatt, A. y otros, J. Virol. Methods 82(2):185-200(1999)). En resumen: los retrovirus
fueron enriquecidos a partir de los sobrenadantes de cultivo por ultracentrifugación con 100000 x g a través de una
barrera de sucrosa 20% en PBS para eliminar el debris celular. Los viriones (si estaban presentes) fueron resupendidos
en tampón de lisis (50 mM Tris pH 7.8, 80 mM KCl, 2.5 mM DTT, 0.75 mM EDTA, 0.5% Tritón X-100) y mezclado
con el tampón sustrato (10 mM de cada dATp, dCTP, dGTP y dTTP; 15 µM de cebador específico [GCC TTT GAG
AGT TAC TCT TTG; SEQ ID NO:15]; y 0.5 mg/ml de ADN fragmentado de esperma de arenque [Promega Corp,
# D1811]) conteniendo un ARN modelo (5 µg/mL ARN del Virus del Mosaico de Brome [Promega Corp, USA,
# D1541]) que es el transcripto inverso si la actividad RT está presente en la muestra. cADN de ARN modelo es
amplificado por PCR con los cebadores (AAA CAC TGT ACG GCA CCC GCA TT; SEQ ID NO:16) y (GCC TTT
GAG AGT TAC TCT TTG; SEQ ID NO:17) y detectado vía fluorescencia verde SYBR en un Sistema de Detección
de Secuencia AB 7000 usando el QPCR SYBR Green ROX Mix #AB-1163 de Abgene, UK de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

La figura 4 muestra un fuerte actividad RT en células CHO como se esperaba de los reportes en la literatura
(por ejemplo, Anderson, K. P. y otros, Virology 181(1): 305-311 (1991)). Con estas células como control positivo y
las células humanas 293 libres de actividad retroviral como control negativo el corchete es definido que permite la
interpretación de la actividad RT desconocida en los sobrenadantes de los cultivos de células (figura 4, cuadrantes en
negrita y triángulos en negrita).

Hemos encontrado actividad RT moderada en los fibroblastos de embriones de pollo (figura 4, símbolos diamantes
en negrita).

La señal para la actividad RT en los sobrenadantes de célula de pato fue congruente con la señal para la actividad
de RT en las células 293, y ambos otra vez congruente con un control que representa el límite de detección para
nuestro ensayo que consiste del modelo de ARN no incubado con RT (la figura 4, compara las curvas con triángulos
abiertos y en negrita y círculos grises). Niveles equivalentes de intensidad de la señal (delta Rn) fueron separados por
lo menos dos números de ciclos entre las muestras de las células CHO y los fibroblastos de embriones de pollo (que
para estos experimentos son derivados de una fuente conocida para ser sólo débilmente RT positivo) y por al menos
cuatro números de ciclos entre las muestras de las células CHO y las control negativo 293 y el cultivo celular de
pato. Así, contrariamente a las células de pollo las células de pato descritas no exhiben actividad RT y de esta manera
cumplen un atributo esencial para la conveniencia en las aplicaciones farmacéuticas.

Ejemplo 5

Virus Ankara vaccinia modificado (MVA)

La conveniencia de los focos expandidos como sustratos para la amplificación de MVA fue determinada para líneas
de hígado, retina, somites y membranas extraembrionarias. La tabla 1 y la figura 5 muestran los resultados obtenidos
por la infección de las líneas celulares con un inóculo preparado a partir de la preparación a gran escala de MVA (ATCC
#VR-1508) en CEFp, fibroblastos primarios embrionarios de pollo. Los datos en la tabla obtenidos por la infección
con MOI (multiplicidad de la infección o número de partículas infecciosas por célula huésped) de 0.1 muestra que la
producción viral de las células somite y de retina (en unidades formadoras de placa por ml) son comparables o incluso
excedieron el producto obtenido con las células CEFp.
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TABLA 1

Comparación de título de virus obtenidos en infecciones paralelas de 1 a 5 x 105 células en cavidades de las placas
de 24 pocillos. El virus de entrada fue ajustado para una MOI de 0.1. CEFp, fibroblastos frescos primarios

de pollo; membrana, membrana extraembrionaria

Las unidades formadoras de placa de MVA en células de pato fueron determinadas como sigue: virus MVA fue
recuperado de las células infectadas después de 48 horas del sobrenadante y de las células adheridas abiertas por
repetidas congelación-descongelación. Las células VERO (riñón de mono verde Africano) fueron sembradas en placas
de 96 pocillos (2 x 104 células por pocillo) e infectadas con diluciones seriadas 10 veces de suspensión conteniendo
MVA al día siguiente. Dos días después de esto, los cultivos fueron fijados con metanol y las células infectadas se
incubaron con anticuerpos policlonales del virus vaccinia (Quartett, Alemania, #9503-2057, a una dilución 1:1000 en
PBS conteniendo 1% de suero fetal bovino) por una hora a 37ºC. Dos pasos de lavados fueron realizados con PBS
conteniendo 0.05% de Tween 20 (Sigma Corp, USA) y el anticuerpo secundario al anticuerpo específico de vaccinia
es añadido a una dilución 1:1000 en PBS contendiendo 1% de suero fetal bovino. Este anticuerpo secundario es
acoplado a la enzima peroxidasa que cataliza la reacción de color en la incubación con reactivo AEC (3-amino-9-etil-
carbozol; 0.3 mg/ml en tampón de acetato pH 5 conteniendo 0.015% H2O2). Los focos infectados son identificados
por microscopio de luz y las unidades formadoras de placa son calculadas de la máxima dilución de la suspensión
MVA que produce una reacción de color positiva.

La figura 5 describe la producción de virus por célula. La producción de virus por célula se correlaciona con
la permisibilidad de una célula huésped dada para un virus particular. La permisibilidad está influenciada por las
propiedades bioquímicas tales como la densidad de receptor de procesamiento de las proteínas estructurales virales.
La figura 5 muestra que el número de partículas infecciosas liberadas por las células de la retina o por las células
somite se compara favorablemente con las partículas infecciosas obtenidas por fibroblastos embrionarios de pollo.

La división de “producción de virus por célula” por la MOI produce el tamaño de expansión, la relación del virus
de entrada al virus de salida. El tamaño de la extensión es equivalente a la amplificación del virus y así es importante
para estimar el costo y los recursos necesarios para la producción a gran escala. El tamaño de la expansión determinado
en el ejemplo descrito son 374 para el CEFp, 513 para las células de la retina, y 1108 para las células derivadas de
somite. Las células de la retina y las células de somite producen valores mejores que los fibroblastos frescos primarios
de embriones de pollo y así debe proporcionar sustratos superiores para la producción a gran escala de MVA.

Los resultados insatisfactorios para la amplificación de MVA obtenidos con las células derivadas de hígado o mem-
branas extraembrionaria no pueden ser extendidos a otras familias de virus: es evidente para una persona familiarizada
con el arte que la amplificación de otros virus, por ejemplo virus de influenza pertinentes para vacunas, puede ser
extremadamente exitosa en estas células.

Es concebible que con los pasajes posteriores de virus en una línea huésped dada la producción de títulos decrece.
Tales eventos pueden ocurrir si las células huésped soportan la mayoría pero no todos los pasos en varias etapas del
ciclo infeccioso. Para direccionar esta pregunta un pasaje seriado de MVA fue realizado en células de retina de pato
transformadas con el plásmido 49E. Los datos en la figura 6 muestran que el MVA no se pierde con los pasajes en
estas células: niveles similares de entrada de virus ajustados a una MOI de 0.3 (dado por las barras en la figura 6) el
tamaño de expansión (cuadrados en negrita) aumenta nueve veces de 35 a 315. La razón para el aumento del tamaño
de la expansión puede ser debido a propiedades mejoradas de la célula huésped ya que aumenta el número de pasajes.

En conclusión, las células de retina de pato y derivadas de somite obtenidas por la transfección de la región Ad5-
E1 bajo condiciones cGMP establemente soportan la amplificación de MVA con una eficiencia comparable o mejor
que los fibroblastos primarios de embriones de pollo. Debido a la naturaleza altamente atenuada de las líneas celulares
convencionales de MVA, no son adecuadas para la producción a gran escala de los virus. Es un hallazgo sorprendente
que las líneas celulares de pato diseñadas funcionan mejor que las células primarias de pollo en la propagación de
MVA y así son capaces de proporcionar nuevas plataformas de producción para este importante candidato vacunal.
Las líneas celulares descritas fueron generadas bajo condiciones cGMP y son por lo tanto adecuadas para aplicaciones
farmacéuticas.
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REIVINDICACIONES

1. Una línea celular aviar inmortalizada por transfección no viral con una combinación de gen(es) viral(es) y/o
celular(es), al menos un primer gen que afecta la función de la proteína de retinoblastoma por mediación de la ruptura
de complejos entre las proteínas del retinoblastoma y los factores de transcripción E2F y al menos un segundo gen
que afecta la proteína p53 o un miembro de la familia de la misma, donde el primer gen es un gen viral seleccionado
de un gen de adenovirus E1A de mastadenovirus, un gen E7 de papilomavirus, un gen orf 22 de adenovirus aviar y
marcos de lectura abierta E43 de atadenovirus ovino o es un gen celular que media la ruptura de los complejos entre
proteínas de retinoblastoma y factores de transcripción E2F y siendo seleccionados de Ciclinas D1, D2 y D3, y una
CDK4 mutada que no es susceptible a la inactivación por p16INK4a; y el segundo gen es un gen viral que codifica para
una proteína que previene la inducción del arresto del crecimiento y la apoptosis por p53 seleccionada de la proteína
E1B55K de todos los grupos de adenovirus, GAM-1 de CELO y la proteína E6 de papilomavirus, o es mdm2 siendo
un gen celular que previene el arresto del crecimiento y la apoptosis por p53.

2. La línea celular aviar de la reivindicación 1, donde el primer gen supera el control del punto de inspección G1 y
el segundo gen previene la apoptosis inducida por el primer gen.

3. La línea celular acuerdo con la reivindicación 1 ó 2, donde

(i) la línea celular es derivada de pollo, pato, ganso o codorniz embrionario o incubado, preferiblemente de pollo o
pato; y/o

(ii) las células sometidas a la inmortalización son células primarias incluyendo fibroblastos, células de segmentos
del cuerpo aislados (somites) o de órganos individuales separados incluyendo tejidos neuronal, de cerebro, retina,
riñón, hígado, corazón, músculo y extraembrionario y membranas protectoras del embrión; y/o

(iii) la inmortalización por transfección no-viral, incluye, pero no está limitada a, la transfección y electroporación
mediada por liposoma y dendrímero; y/o

(iv) en el primer gen del gen de adenovirus E1A de mastadenovirus es de mastadenovirus del grupo C, el gen E7
de papilomavirus es del virus de papilomavirus humano de bajo riesgo (HPV), como HPV 1, HPV 6 y HPV11, pero
no HPV16 y HPV18; y/o

(v) en el segundo gen la proteína E6 es de HPV de bajo riesgo, como HPV 1, HPV6 y HPV11, pero no HPV16 y
HPVB18; y/o

(vi) el primer gen y segundo gen son separados espacialmente por secuencias heterólogas o son localizados en
diferentes segmentos de ácidos nucleicos o plásmidos.

4. La línea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que es inmortalizada con

(i) la región E1A (primer gen) y E1B (segundo gen) de un adenovirus del género Mastadenovirus, preferiblemente
dicha región E1A y E1B es derivada de adenovirus 5, más preferiblemente dichas regiones E1A tienen la secuencia
de pb 1193 a 2309 de SEQ ID NO:7 o la secuencia complementaria para pb 4230 a 3113 de SEQ ID NO:9, y dichas
regiones E1B tienen la secuencia de pb 1145 a 3007 de SEQ ID NO:8 o la secuencia complementaria para pb 2345 a
550 de SEQ ID NO:9; y/o

(ii) los genes orf22 (primer gen) y GAM-1 (segundo gen) de un adenovirus, preferiblemente del género aviadeno-
virus CELO, que preferiblemente tiene la secuencia representada por la secuencia complementaria para pb 1252 a 635
de SEQ ID NO:10, y la secuencia complementaria para pb 3138 a 2290 de SEQ ID NO:10, respectivamente; y/o

(iii) combinaciones de los ácidos nucleicos que codifican E1A y/o E1B con GAM-1 y/o Orf22 como se definió
anteriormente en (i) y (ii).

5. La línea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, la cual

(i) adicionalmente porta secuencias funcionales no-naturales incluyendo, pero no limitadas a, transgenes como vi-
rus deficientes de genes complementarios (por ejemplo EBNA1), promotores (por ejemplo promotores PGK, EF1.alfa,
CMV y tk), potencializadores (por ejemplo RSV-LTR) y marcadores de selección como resistencia a la neomicina,
resistencia a la puromicina; y/o

(ii) es adecuada para la producción de biológicos o virus incluyendo vectores virales recombinantes y cepas vacu-
nales.
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6. La línea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, la cual

(i) está libre de transcriptasa inversa

(ii) es derivada de la inmortalización de una célula primaria originaria de embriones de pato o patos incubados; y/o

(iii) es derivada de membrana extraembrionaria; y/o

(iv) es cultivada en una medio químicamente definido que está preferiblemente libre de suero animal.

7. La línea celular de las reivindicaciones 1 ó 6 la cual es una línea celular aviar 12A07-A10 (DSM ACC2695).

8. Un método para preparar una línea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, que com-
prende la transfección no-viral de una célula inicial con el primer y el segundo gen.

9. Empleo de la línea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 para la producción de bioló-
gicos o virus.

10. Un método para la producción de virus que comprende

(i) contactar dichos virus con una línea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 y/o

(ii) cultivar dichos virus en dicha línea celular.

11. El método de la reivindicación 10 para producir un virus pox, preferiblemente la cepa MVA, en una línea
celular de pato, preferiblemente una línea celular originaria de somites de pato o tejido neuronal de pato, incluso más
preferido de retina de pato.

12. Un método para producir proteínas recombinantes que comprende

(i) introducir un gen que codifica para una proteína recombinante, operablemente unida a un promotor, dentro de
una línea celular de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7,

(ii) cultivar dicha línea celular modificada y

(iii) cosechar la proteína recombinante.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Probiogen AG

<120> Líneas celulares aviares inmortalizadas para la producción de virus.

<130> 042666wo/JH/PCH

<140>
<141>

<150> 03025158.1
<151> 2003-11-03

<160> 19

<170> PatentIn Ver.2.1

<210> 1
<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador VS182

<400> 1

<210> 2
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador VS183

<400> 2

<210> 3
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador VS184
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<400> 3

<210> 4
<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador VS185

<400> 4

<210> 5
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador VintSA-F

<400> 5

<210> 6
<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Cebador VintSA-R

<400> 6

<210> 7
<211> 6471
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Plásmido pEFAd5E1A
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<400> 7

3



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 309 578 T3

4



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 309 578 T3

<210> 8
<211> 6629
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la secuencia artificial: Plásmido pEFAd5E1BSA
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<210> 9
<211> 8297
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Plásmido 49E

<400> 9
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<210> 10
<211> 7174
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Plásmido 25F
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<210> 11
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Cebador V206
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<400> 11

<210> 12
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador V207

<400> 12

<210> 13
<211> 27
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador V208

<400> 13

<210> 14
<211> 28
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador V209

<400> 14

<210> 15
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador RT
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<400> 15

<210> 16
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador ADNc 1

<400> 16

<210> 17
<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Cebador ADNc 2

<400> 17

<210> 18
<211> 8681
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de Secuencia Artificial: Plásmido 60E
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<400> 18
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<210> 19
<211> 5428
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripción de la Secuencia Artificial: Plásmido 36E
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<400> 19
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