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DESCRIPCIÓN 
 
Estirpes celulares aviares inmortalizadas. 
 
La presente invención se refiere a células aviares inmortalizadas, y a la utilización de estas células para la 5 
producción de virus. Las células según la invención son particularmente útiles para la producción de vectores virales 
recombinantes que se pueden utilizar para la preparación de composiciones terapéuticas y/o profilácticas para el 
tratamiento de animales, y más particularmente seres humanos. 
 
Las estirpes celulares eucarióticas son fundamentales para la fabricación de vacunas virales y muchos productos de 10 
biotecnología. Los productos biológicos producidos en cultivos celulares incluyen enzimas, hormonas, productos 
inmunobiológicos (anticuerpos monoclonales, interleucinas, linfocinas), y agentes contra el cáncer. Aunque muchas 
proteínas más simples se pueden producir usando células bacterianas, actualmente muchas proteínas complejas 
que están glicosiladas deben realizarse en células eucarióticas. 
 15 
Las células aviares se han usado durante años para la producción de vectores virales. Por ejemplo, el virus vaccinia 
usado para preparar una composición profiláctica para el tratamiento de la viruela se cultivó en fibroblastos 
embionarios de pollo (CEF). Las células aviares son particularmente útiles puesto que muchos virus usados en una 
composición farmacéutica pueden replicarse en las mismas. De forma más evidente, diversos virus pueden 
únicamente crecer en células aviares. Este es, por ejemplo, el caso del virus Ankara (MVA) de mamíferos, que no 20 
puede crecer en células de mamífero. Este poxvirus, que procede de un virus vaccinia mediante más de 500 pases 
sobre CEF, se usó a principios de los setenta para vacunar a personas inmunodeficientes contra la viruela. 
Actualmente, el MVA se usa principalmente como un vector en el contexto de la terapia génica. Por ejemplo, el MVA 
se usa como un vector para el gen MUC1 para vacunar a pacientes contra un tumor que expresa este antígeno 
(Scholl et al., 2003, J Biomed Biotechnol., 2003, 3, 194-201). Los MVA portadores del gen que codifica antígenos del 25 
HPV también se usan como un vector para el tratamiento terapéutico del carcinoma ovárico. Más recientemente, el 
MVA ha sido el vector de elección para preparar un tratamiento profiláctico contra nuevas enfermedades emergentes 
o probables armas biológicas tales como el virus del Nilo Occidental y el ántrax. 
 
A este respecto, existe una necesidad creciente para la producción de virus. Por ahora, el procedimiento de 30 
producción de MVA más utilizado comprende una etapa de replicación del virus en CEF. Sin embargo, la utilización 
de CEF está relacionada con diversas dificultades. En primer lugar, la preparación de CEF comprendió muchas 
etapas que se han realizado manualmente.  
 
Además, este procedimiento de producción del virus depende de la disponibilidad de huevos, que se pueden destruir 35 
totalmente en caso de contaminación de las crías. Este problema cada vez más relevante con la diseminación de la 
gripe aviar. 
 
Además, muchos CEF presentan una actividad de transcriptasa inversa (RT). La RT es una enzima necesaria para 
que los retrovirus se reproduzcan. Los retrovirus se encuentran en muchas especies diferentes. La RT no es 40 
infecciosa en seres humanos ni en animales, y no se ha demostrado que provoque efectos adversos sobre la salud 
en personas. Usando un ensayo basado en una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) altamente sensible, la 
actividad de RT se ha detectado en cantidades minúsculas en vacunas fabricadas con fibroblastos de embrión de 
pollo. La fuente de la enzima es probablemente un genoma viral parcial que codifica RT, que se cree que está 
integrado en las células del pollo hace cientos o miles de años. No se conoce que los retrovirus aviares que 45 
producen esta RT afecten a seres humanos. Aunque el virus de inmunodeficiencia humana (VIH, el virus que 
conduce al SIDA) es un retrovirus, la actividad de RT detectada en vacunas no deriva definitivamente del VIH. 
Además, la presencia de RT no confirma la presencia de un retrovirus. No obstante, sería interesante una estirpe 
celular sin ninguna actividad de RT endógena. 
 50 
Para emancipar el procedimiento de producción de virus de la utilización de CEF, existe una necesidad creciente de 
una estirpe celular aviar que permita la replicación y la reproducción del virus. Las estirpes celulares inmortalizadas 
se pueden mantener o congelar de lote a lote en el sitio de producción, y siempre están disponibles para un nuevo 
procedimiento de producción. Además, puesto que están confinadas en la planta de producción, están menos 
expuestas a la contaminación por contaminantes exógenos. Su utilización permite una reducción drástica de la 55 
manipulación manual necesaria para el procedimiento de producción. Todas estas propiedades conducen a una 
reducción del precio y de la duración del procedimiento de producción, así como a una disminución de la 
contaminación potencial. 
 
Finalmente, las estirpes celulares se pueden caracterizar completamente y de este modo cumplen totalmente con la 60 
buena práctica de laboratorio y los requisitos de las diferentes agencias médicas.  
 
Ya se han descrito diferentes estirpes celulares aviares. Por ejemplo, DF1 (patente US nº 5.879.924) es una estirpe 
celular de pollo inmortalizada espontáneamente derivada de huevos de la estirpe East Lansing (ELL-0) de 10 días 
de edad. Las células son útiles como sustratos para la propagación del virus, la expresión de proteínas 65 
recombinantes y la producción de virus recombinantes. Sin embargo, esta estirpe celular es susceptible a diversos 
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virus tales como el herpesvirus 1 de meleágridos (virus del herpes del pavo), virus de la viruela aviar, reovirus, el 
virus del sarcoma y la leucemia aviar, y el virus del sarcoma de Rous. 
 
Las células aviares inmortales también pueden derivar de células madre embrionarias mediante separación 
progresiva de factores de crecimiento y de la capa alimentadora, manteniendo así los rasgos de crecimiento y una 5 
característica de tiempo de vida infinito de la célula madre no diferenciada. La única estirpe celular aviar disponible 
derivada mediante este procedimiento es la estirpe celular de pollo Ebx (documento WO 2005007840) que ha 
estado en contacto con capas alimentadoras de origen murino, provocando cuestiones reguladoras adicionales 
como la contaminación con virus de murino y la presencia de secuencias retrovirales endógenas en células de pollo. 
Además, estas estirpes celulares se han descrito en algunas condiciones como inestables y tendentes a la 10 
diferenciación. 
 
También se ha establecido una estirpe celular permanente de embrión de pato, libre de retrovirus aviares 
endógenos. La estirpe celular, denominada DEC 99 (Ivanov et al. Experimental Pathology And Parasitology, 4/2000 
Bulgarian Academy of Sciences) se ha cultivado a lo largo de 140 pases consecutivos, y no es tumorígena para las 15 
aves. La estirpe celular DEC 99 es un sistema de cultivo celular estándar que se ha usado para investigación, y se 
puede aplicar para las necesidades de biotecnología. Esta estirpe celular es un modelo adecuado para estudios en 
el campo de la biología celular, virología, inmunología, toxicología y para la producción de diagnósticos y vacunas. 
Se ha estudiado la susceptibilidad de la estirpe celular (CL) permanente de embrión de pato DEC 99 a la infección 
con cepas de vacuna del poxvirus aviar (APV) adaptadas a embriones (Ivanov et al. Experimental Pathology And 20 
Parasitology, 4/6 2001 Bulgarian Academy of Sciences). Se han usado las cepas de vacuna FK y Dessau 
procedentes de aves de corral y de paloma. Las cepas virales se hicieron pasar (13 pases) consecutivamente sobre 
cultivos celulares (CC) primarios de embrión de pato. Las cepas virales adaptadas se hicieron pasar (12 pases) 
adicionalmente en los CC de la estirpe celular DEC 99, en la que se observó un efecto citopático (CPE) típico. La 
producción de viriones infecciosos se comprobó mediante inoculación de embriones de gallinas Leghorn blancas de 25 
11 días, en los que se formaron proliferaciones pustulosas típicas en las membranas corioalantoideas (CAM). En las 
células DEC 99, la cepa FK provocó un CPE temprano, en comparación con la cepa Dessau, y alcanzó un título de 
106,25 CCID50/ml. Las cepas virales adaptadas en DEC 99 indujeron “tomas” cutáneas tras la vacunación de pollos 
de dos meses. De este modo, parece que DEC 99, como un sistema de CC estándar, es adecuada para la 
producción de vacunas frente a la viruela aviar. No obstante, esta estirpe celular particular crece lentamente 30 
después del pase 40, y es incapaz de crecer en suspensión. 
 
Ya se han usado secuencias de ácido nucleico a partir de la región temprana del adenovirus 5 de humano para 
transformar in vitro algunas células humanas específicas (estirpes celulares 293 y PER. C6; Fallaux, F. J. et al., 
Hum. Gene Ther. 9: 1909-17 (1998); Graham, F. L. et al., J. Gen. Virol. 36: 59-74 (1977)). 35 
 
En términos generales, el genoma adenoviral consiste en una molécula de ADN lineal de cadena doble de 
aproximadamente 36 kb de longitud, que contiene las secuencias que codifican más de 30 proteínas. En cada uno 
de sus extremos se encuentra una secuencia invertida corta de 100 a 150 nucleótidos, dependiendo de los 
serotipos, denominada ITR (repetición terminal invertida). Las ITR están implicadas en la replicación del genoma 40 
adenoviral. La región de encapsidación de aproximadamente 300 nucleótidos está localizada en el extremo 5’ del 
genoma, inmediatamente después de la ITR 5’. 
 
Los genes tempranos se distribuyen en 4 regiones que están dispersas en el genoma adenoviral, denominadas E1 a 
E4 (E denotando “temprana”). Las regiones tempranas comprenden por lo menos seis unidades de transcripción que 45 
presentan sus propios promotores. La expresión de los genes tempranos está regulada por sí misma, expresándose 
algunos genes antes que otros. Tres regiones, E1, E2 y E4, respectivamente, son esenciales para la replicación 
viral. De este modo, si un adenovirus es defectuoso para una de estas funciones, es decir, si no puede producir por 
lo menos una proteína codificada por una de estas regiones, esta proteína se deberá suministrar en trans. 
 50 
La región temprana E1 está situada en el extremo 5’ del genoma adenoviral, y contiene 2 unidades de transcripción 
virales, E1A y E1B, respectivamente. Esta región codifica proteínas que participan de forma muy temprana en el 
ciclo viral y son esenciales para la expresión de casi todos los otros genes del adenovirus. En particular, la unidad de 
transcripción E1A codifica una proteína que activa en trans la transcripción de los otros genes virales, induciendo la 
transcripción a partir de los promotores de las regiones E1B, E2A, E2B y E4. 55 
 
Guilhot et al. (Guilhot, C. et al., Oncogene 8: 619-24(1993)) demostraron que la transducción retroviral de la proteína 
12S de E1A a partir de Ad5 puede conducir a la inmortalización de células de codorniz. Sin embargo, el documento 
WO200504272 describió que es imposible inmortalizar células aviares cuando el gen E1A se introduce mediante 
transfección de ADN desnudo en lugar de mediante infección retroviral. El documento WO2005042728 afirma 60 
además: “que la transducción extremadamente eficiente y estable vía infección retroviral crea un conjunto celular 
suficientemente grande para contener células individuales con cambios genómicos espontáneos que tienen 
apoptosis bloqueada, que normalmente es inducida después de la inactivación retinoblastómica” (página 10). 
 
La presencia de secuencias retrovirales en las células obtenidas por Guilhot et al. impide la utilización de dichas 65 
células para la producción del producto biológico, y más particularmente para compuestos terapéuticos. 
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Sorprendentemente, los inventores han descubierto que las células aviares, y más particularmente las células de 
Cairina moschata, se pueden inmortalizar eficientemente mediante transfección de E1A con un vector no viral. 
 
Para resolver los diferentes problemas relacionados con la utilización de CEF y/o con la utilización de estirpes 5 
celulares previamente disponibles, la presente invención proporciona una célula aviar inmortalizada que comprende 
una secuencia de ácido nucleico de E1A caracterizada por que dicha célula se obtiene mediante un procedimiento 
que comprende la etapa de transfectar la célula con un vector no viral que comprende dicha secuencia de ácido 
nucleico de E1A, y en la que dicha célula no comprende una secuencia de ácido nucleico de E1B. 
 10 
La presente invención se refiere asimismo a un procedimiento para inmortalizar una célula aviar, que comprende la 
etapa de transfectar dicha célula con un vector no viral que comprende una secuencia de ácido nucleico de E1A, y 
en el que dicho procedimiento no comprende una etapa de transfectar dicha célula con una secuencia de ácido 
nucleico de E1B. 
 15 
Una célula inmortalizada, como se utiliza en la presente memoria, se refiere a una célula que puede crecer en cultivo 
durante más de 35 pases. 
 
El témino número de pases se refiere al número de veces que se ha retirado una población celular a partir del 
recipiente de cultivo y se ha sometido a un procedimiento de subcultivo (pase) a fin de mantener las células a una 20 
densidad suficientemente baja para estimular el crecimiento adicional. 
 
Como se usa a lo largo de la presente solicitud, los términos “un” y “uno” se usan en el sentido de que significan “por 
lo menos uno”, “por lo menos un primer”, “uno o más” o “una pluralidad” de los componentes o etapas mencionados, 
a menos que el contexto dicte claramente otra cosa. Por ejemplo, el término “una célula” incluye una pluralidad de 25 
células, incluyendo las mezclas de las mismas. 
 
El término “y/o”, siempre que se use en la presente memoria, incluye el significado de “y”, “o” y “todos o cualquier 
otra combinación de los elementos conectados mediante dicho término”. 
 30 
Como se usa en la presente memoria, el término “que comprende” pretende referirse a que los productos, las 
composiciones y los métodos incluyen los componentes o etapas mencionados, pero sin excluir otros. “Que consiste 
esencialmente en”, cuando se usa para definir productos, composiciones y métodos, debe significar que excluye 
otros componentes o etapas de cualquier importancia esencial. De este modo, una composición que consiste en los 
componentes mencionados no excluiría contaminantes traza y vehículos farmacéuticamente aceptables. “Que 35 
consiste en” debe significar que excluye más que los elementos traza de los otros componentes o etapas. 
 
Como se usa en la presente memoria, el término “secuencia de ácido nucleico de E1A” se refiere a la secuencia de 
ácido nucleico de todos los productos génicos de la región E1A del adenovirus, incluyendo la secuencia de ácido 
nucleico que codifica los dos ARN principales: 13S y 12S. 40 
 
Preferentemente, el término “secuencia de ácido nucleico de E1A” se refiere a una secuencia de ácido nucleico que 
comprende una secuencia de ácido nucleico que presenta por lo menos 60% de identidad de secuencia de 
aminoácidos con SEC ID nº: 1. En una forma de realización más preferida de la invención, E1A se refiere a una 
secuencia de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácido nucleico que presenta por lo menos 70%, 45 
preferentemente por lo menos 80% e incluso más preferentemente por lo menos 90% de identidad de secuencia de 
ácido nucleico con SEC ID nº: 1. En una forma de realización más preferida, E1A se refiere a la secuencia de ácido 
nucleico establecida en SEC ID nº: 1. 
 
Como se usa en la presente memoria, el término “secuencia de ácido nucleico de E1B” se refiere a toda secuencia 50 
de ácido nucleico de la región E1B del adenovirus, incluyendo la secuencia de ácido nucleico que codifica los 3 
polipéptidos principales, de 19 kd y 55 kd. 
 
Como se utiliza en la presente memoria, el término “sustancialmente la misma secuencia de ácido nucleico” se 
refiere a una molécula de ácido nucleico que presenta una identidad suficiente con el polinucleótido de referencia, de 55 
forma que hibridará con el nucleótido de referencia bajo unas condiciones de hibridación moderadamente severas. 
En una forma de realización, la molécula de ácido nucleico presenta sustancialmente la misma secuencia 
nucleotídica que la secuencia nucleotídica de referencia establecida en SEC ID nº: 1. 
 
Hibridación se refiere a la unión de cadenas complementarias de ácido nucleico (es decir, cadenas 60 
sentido:antisentido o sonda:ADN diana) entre sí mediante enlaces de hidrógeno similares a los enlaces que se 
producen de forma natural en el ADN cromosómico. Los niveles de severidad usados para hibridar una sonda dada 
con un ADN blanco se pueden modificar fácilmente por el experto en la materia. 
 
La frase “hibridación severa” se usa en la presente memoria para referirse a unas condiciones bajo las cuales los 65 
híbridos de ácidos polinucleicos son estables. Como resulta conocido por el experto en la materia, la estabilidad de 
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los híbridos se refleja en la temperatura de fusión (Tm) de los híbridos. En general, la estabilidad de un híbrido es 
una función de la concentración del ión de sodio y de la temperatura. Típicamente, la reacción de hibridación se lleva 
a cabo bajo unas condiciones de baja severidad, seguido de lavados de severidad variable pero más elevada. La 
referencia a la severidad de la hibridación se refiere a dichas condiciones de lavado. 
 5 
Como se usa en la presente memoria, la frase “hibridación moderadamente severa” se refiere a unas condiciones 
que permiten que el ADN blanco se una a un ácido nucleico complementario que presenta una identidad de 
aproximadamente 60%, preferentemente una identidad de aproximadamente 75%, más preferentemente una 
identidad de aproximadamente 85% con el ADN diana, siendo especialmente preferida una identidad superior a 
aproximadamente 90% con el ADN diana. Preferentemente, las condiciones moderadamente severas son 10 
condiciones equivalentes a la hibridación en formamida al 50%, disolución 5* de Denhart, SSPE 5*, SDS al 0.2% a 
42ºC, seguido del lavado en SSPE 0.2*, SDS al 0.2%, a 65 grados C. 
 
Como se utiliza en la presente memoria, la expresión “vector no viral” se refiere de forma evidente a un vector de 
origen plasmídico, y opcionalmente a un vector tal combinado con una o más sustancias que mejoran la eficiencia 15 
transfeccional y/o la estabilidad de dicho vector y/o la protección de dicho vector in vivo con respecto al sistema 
inmunitario del organismo hospedador. Estas sustancias están ampliamente documentadas en la bibliografía, que 
resulta accesible para el experto en la materia (véase, por ejemplo, Feigner et al., 1987, Proc. West. Pharmacol. 
Soc. 32, 115-121; Hodgson y Solaiman, 1996, Nature Biotechnology 14, 339-342; Remy et al., 1994, Bioconjugate 
Chemistry 5, 647-654). De manera ilustrativa y no limitativa, éstos pueden ser polímeros, lípidos, en particular lípidos 20 
catiónicos, liposomas, proteínas nucleares o lípidos neutros. Estas sustancias se pueden usar solas o en 
combinación. Los ejemplos de dichos compuestos están disponibles en particular en las solicitudes de patente WO 
98/08489, WO 98/17693, WO 98/34910, WO 98/37916, WO 98/53853, EP 890362 o WO 99/05183. Una 
combinación que se puede prever es un vector recombinante plasmídico combinado con lípidos catiónicos (DOGS, 
DC-COL, espermina-col, espermidina-col y similares) y lípidos neutros (DOPE). 25 
 
La elección de los plásmidos que se pueden usar en el contexto de la presente invención es amplia. Pueden ser 
vectores de clonación y/o de expresión. En general, son conocidos por el experto en la materia, y un número de ellos 
están comercialmente disponibles, pero también es posible construirlos o modificarlos mediante técnicas de 
ingeniería genética. Se pueden mencionar, a manera de ejemplos, los plásmidos derivados de pBR322 (Gibco BRL), 30 
pUC (Gibco BRL), pBluescript (Stratagene), pREP4, pCEP4 (Invitrogene) o p Poly (Lathe et al., 1987, Gene 57, 193-
201). Preferentemente, un plásmido usado en el contexto de la presente invención contiene un origen de replicación 
que asegura el inicio de la replicación en una célula productora y/o una célula hospedadora (por ejemplo, se puede 
seleccionar el origen ColE1 para un plásmido destinado a ser producido en E. coli, y se puede seleccionar el sistema 
oriP/EBNA1 si se desea que se autorreplique en una célula hospedadora de mamífero, Lupton y Levine, 1985, Mol. 35 
Cell. Biol. 5, 2533-2542; Yates et al., Nature 313, 812-815). Puede comprender elementos adicionales que mejoran 
su mantenimiento y/o su estabilidad en una célula dada (secuencia cer que promueve el mantenimiento monomérico 
de un plásmido (Summers y Sherrat, 1984, Cell 36, 1097-1103, secuencias para la integración dentro del genoma 
celular). 
 40 
El término “vector no viral” excluye vectores virales, tales como, por ejemplo, vectores que derivan de un poxvirus 
(virus vaccinia, en particular MVA, virus de la viruela del canario, y similares), de un adenovirus, de un retrovirus, de 
un herpesvirus, de un alfavirus, de un espumavirus o de un virus asociado a adenovirus. 
 
La presente invención se refiere asimismo a células que derivan de la célula según la invención. Como se utiliza en 45 
la presente memoria, el término “derivada” se refiere a células que se desarrollan o se diferencian a partir de, o 
tienen como ancestro a una célula según la invención. 
 
El término número de pases se refiere al número de veces que una población celular se ha retirado del recipiente de 
cultivo y se ha sometido a un procedimiento de subcultivo (pase), a fin de mantener las células a una densidad 50 
suficientemente baja para estimular el crecimiento adicional. 
 
Como se utiliza en la presente memoria, el término “transfectada” se refiere a la transfección estable o a la 
transfección transitoria de la célula de la invención. 
 55 
El término “transfección estable” o “transfectado de forma estable” se refiere a la introducción e integración de una 
secuencia de ácido nucleico externo en el genoma de la célula transfectada. El término “transfectante estable” se 
refiere a una célula que presenta integrado de manera estable ADN externo en el ADN genómico. 
 
Según una forma de realización preferida de la invención, la célula aviar de la invención deriva de una célula de la 60 
familia Anatidae o de la familia Phasianidae. Entre las Anatidae, se prefieren particularmente las células que 
pertenecen al género Cairina o Anas. Incluso más preferentemente, las células según la invención pertenecen a la 
especie Cairina moschata o a la especie Anas platyrhynchos. 
 
Preferentemente, la célula según la invención se toma de un organismo embionario. Los métodos que permiten el 65 
aislamiento de células a partir de un organismo vivo son bien conocidos por el experto en la materia. Por ejemplo, se 
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pueden usar los métodos descritos en el ejemplo 2. Según una forma de realización preferida de la invención, la 
célula primaria se aísla de un embrión que pertenece a la familia de Anatidae que tiene entre 0 y 20 días de edad, 
más preferentemente entre 5 y 15 días de edad, e incluso más preferentemente entre 11 y 14 días de edad. 
 
Según una forma de realización preferida de la invención, la secuencia de ácido nucleico de E1A se inserta dentro 5 
de una secuencia de ADN diana de la célula según la invención. 
 
Como se usa en la presente memoria, una “secuencia de ADN diana” es una región predeterminada dentro del 
genoma de una célula que es dianizada (“targeted”) para la modificación mediante recombinación homóloga con el 
vector. Las secuencias de ADN diana incluyen genes estructurales (es decir, secuencias de ADN que codifican 10 
polipéptidos que incluyen, en el caso de eucariontes, intrones y exones), secuencias reguladoras tales como 
secuencias potenciadoras, promotores y similares, y otras regiones en el genoma de interés. Una secuencia de ADN 
diana también puede ser una secuencia que, cuando es dianizada por un vector, no tiene efecto sobre la función del 
genoma hospedador. 
 15 
Como se utiliza en la presente memoria, “insertado en una secuencia de ADN diana” significa ampliamente que el 
procedimiento de recombinación homóloga que conduce a la inserción del gen inmortalizante introduce una deleción 
o una interrupción en la secuencia de ADN dianizada. 
 
Para producir una célula aviar inmortalizada en la que la secuencia de ácido nucleico de E1A se inserta en una 20 
secuencia de ADN diana, el vector usado en el procedimiento según la invención puede comprender además dos 
secuencias homólogas capaces de una recombinación homóloga con una región de una secuencia de ADN diana 
natural al genoma de dicho genoma celular.  
 
La presencia de dichas secuencias homólogas permite la inserción, específica del sitio, de la molécula de ácido 25 
nucleico de la invención en la secuencia de ADN diana mediante recombinación homóloga. 
 
El término “recombinación homóloga” se refiere al intercambio de fragmentos de ADN entre dos moléculas de ADN 
en el sitio de secuencias nucleotídicas esencialmente idénticas. Según esta forma de realización particular de la 
invención, en el vector se encuentran unas secuencias que son homólogas con porciones de secuencias contenidas 30 
en la secuencia de ADN diana. En una forma de realización preferida de la invención, las secuencias homólogas en 
el vector de transferencia son cien por ciento homólogas con la región de la secuencia diana. Sin embargo, se puede 
usar una menor homología de secuencias. De este modo, se puede usar una homología de secuencias tan baja 
como aproximadamente 80%. 
 35 
Las secuencias homólogas en el vector de transferencia comprenden por lo menos 25 pb. Se prefieren regiones más 
largas, de por lo menos 500 pb, y más preferentemente de por lo menos 5000 pb.  
 
Según una forma de realización más preferida de la invención, la molécula de ácido nucleico está rodeada por las 
secuencias homólogas en el vector. 40 
 
Como se utiliza en la presente memoria, “rodeada” significa que una de las secuencias homólogas está situada en 
dirección 5’ de la molécula de ácido nucleico de la invención, y que una de las secuencias homólogas está situada 
en dirección 3’ de la molécula de ácido nucleico de la invención. Como se usa en la presente memoria, “rodeada” no 
significa necesariamente que las dos secuencias homólogas están enlazadas directamente al extremo 3’ o al 45 
extremo 5’ del gen inmortalizante; el gen inmortalizante y las secuencias homólogas pueden estar separados por un 
número ilimitado de nucleótidos. 
 
El experto en la materia puede seleccionar las secuencias homólogas apropiadas a fin de dianizar una secuencia de 
ADN específica en el genoma de la célula que debe ser inmortalizada. Por ejemplo, una secuencia homóloga puede 50 
ser homóloga a una parte de la secuencia dianizada, en donde la otra secuencia homóloga es homóloga a una 
secuencia de ADN localizada en dirección 5’ o en dirección 3’ de la secuencia dianizada. Según otro ejemplo, una de 
las secuencias homólogas puede ser homóloga a una secuencia de ADN situada en dirección 5’ de la secuencia de 
ADN dianizada, en donde la otra secuencia homóloga es homóloga a una secuencia de ADN situada en dirección 3’ 
de la secuencia de ADN diana. En otro ejemplo, ambas secuencias homólogas son homólogas a las secuencias 55 
situadas en la secuencia de ADN diana. 
 
Según una forma de realización preferida de la invención, la secuencia de ADN diana es el gen de HPRT 
(hipoxantina fosforribosil transferasa). 
 60 
La secuencia genómica que comprende el promotor de HPRT y el gen de HPRT de Cairina moschata se establece 
en SEC ID nº: 2. La secuencia que codifica la HPRT comienza en el codón ATG en la posición 8695 de la secuencia 
de ácido nucleico establecida en SEC ID nº: 2, la secuencia en dirección 5’ de este codón ATG es la secuencia del 
promotor de HPRT. 
 65 
El experto en la materia puede seleccionar las secuencias homólogas necesarias para la integración de la secuencia 
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de ácido nucleico de E1A en el gen de HPRT. Al igual que entre los diversos miembros de una familia, las 
secuencias genómicas que codifican HPRT son muy homólogas, el experto en la materia puede asimismo diseñar 
las secuencias homólogas necesarias para dianizar el gen de HPRT de cada una de las células aviares. 
 
Según una forma de realización más preferida de la invención, las secuencias homólogas se personalizan a fin de 5 
insertar la secuencia de ácido nucleico de E1A en dirección 3’ del promotor de HPRT de la célula. En esta forma de 
realización particular, la molécula de ácido nucleico de la invención está enlazada funcionalmente al promotor de 
HPRT endógeno de la célula. “Enlaza funcionalmente” hace referencia a que la secuencia de ácido nucleico de E1A 
está enlazada al promotor de una manera que permite su expresión en la célula. 
 10 
Según esta forma de realización particular, la secuencia homóloga, en dirección 5’ de la molécula de ácido nucleico 
de la invención, presenta preferentemente una secuencia de ácido nucleico que es homóloga con por lo menos 500 
pb contiguas, y más preferentemente con por lo menos 5000 pb contiguas, de la secuencia de ácido nucleico que 
empieza desde el nucleótido en la posición 1 y que finaliza con el nucleótido en la posición 8694 de la secuencia de 
ácido nucleico establecida en SEC ID nº: 2, con la condición de que dicha secuencia homóloga no sea homóloga 15 
con la secuencia de ácido nucleico que empieza con el nucleótido en la posición 8695 y que finaliza con el 
nucleótido en la posición 26916 de la secuencia de ácido nucleico establecida en SEC ID nº: 2. Además, esta 
secuencia homóloga en dirección 5’ está preferentemente enlazada directamente al codón de partida de la 
secuencia de ácido nucleico de E1A. Según una forma de realización incluso más preferida de la invención, la 
secuencia homóloga en dirección 5’ de la molécula de ácido nucleico de la invención consiste en la secuencia de 20 
ácido nucleico que empieza desde el nucleótido en la posición 1 y que termina con el nucleótido en la posición 8694 
de la secuencia de ácido nucleico establecida en SEC ID nº: 2. La secuencia homóloga, en dirección 3’ de la 
secuencia de ácido nucleico de E1A, presenta preferentemente una secuencia de ácido nucleico que es homóloga 
con por lo menos 500 pb contiguas, y más preferentemente con por lo menos 5000 pb contiguas, de la secuencia de 
ácido nucleico que empieza desde el nucleótido en la posición 10580 y que termina con el nucleótido en la posición 25 
18009 de la secuencia de ácido nucleico establecida en SEC ID nº: 2. Y más preferentemente, dicha secuencia 
homóloga, en dirección 3’ de la secuencia de ácido nucleico de E1A, consiste en la secuencia de ácido nucleico que 
empieza desde el nucleótido en la posición 10580 y que termina con el nucleótido en la posición 18009 de la 
secuencia de ácido nucleico establecida en SEC ID nº: 2. 
 30 
En consecuencia, la presente invención se refiere asimismo a una célula aviar que comprende una secuencia de 
ácido nucleico de E1A caracterizada por que dicha célula se obtiene mediante un procedimiento que comprende la 
etapa de transfectar la célula con un vector no vírico que comprende dicha secuencia de ácido nucleico de E1A, en 
la que dicha célula no comprende una secuencia de ácido nucleico de E1B, y en la que dicha secuencia de ácido 
nucleico de E1A está enlazada funcionalmente al promotor de HPRT endógeno de la célula. 35 
 
Según una forma de realización preferida, el vector usado en el procedimiento según la invención comprende un 
primer marcador de selección, en el que este primer marcador de selección es un marcador de selección positivo, y 
en el que dicho primer marcador de selección está rodeado por las secuencias homólogas comprendidas en el 
vector. A este respecto, el procedimiento de recombinación homóloga que se produce entre el vector y el genoma de 40 
la célula conduce a la integración de la secuencia de ácido nucleico de E1A y del primer marcador de selección. 
Cuando el vector de transferencia es circular, “rodeado” significa que el primer marcador de selección y la secuencia 
de ácido nucleico de E1A están situados en la misma sección del vector, estando dicha sección delimitada por las 
secuencias homólogas. 
 45 
Como se utiliza en la presente memoria, la expresión marcador de selección positivo se refiere de forma evidente a 
un gen que codifica un producto que permite que únicamente las células que presentan el gen sobrevivan y/o 
crezcan en ciertas condiciones. Los marcadores de selección típicos codifican proteínas que confieren resistencia a 
antibióticos o a otras toxinas, por ejemplo ampicilina, neomicina, metotrexano, o tetraciclina, complementan 
deficiencias auxotróficas, o suministran nutrientes críticos no disponibles a partir de un medio complejo. En una 50 
forma de realización preferida según la invención, el primer marcador de selección codifica una proteína que confiere 
resistencia a antibióticos. 
 
La integración del primer marcador de selección permite la selección de las células que han incorporado la 
secuencia de ácido nucleico de E1A. En consecuencia, el procedimiento según la invención puede comprender 55 
además una etapa en la que dichas células se cultivan en un medio que únicamente permite el crecimiento de las 
células que han incorporado el primer marcador de selección. Por ejemplo, en un medio que comprende un 
antibiótico. 
 
Según una forma de realización más preferida de la invención, el primer marcador de selección, en el vector, está 60 
rodeado por secuencias que permiten su supresión. Dichas secuencias que permiten la supresión del primer 
marcador de selección no rodean a la secuencia de ácido nucleico de E1A. Cuando el vector es circular, las 
secuencias que permiten la supresión del primer marcador de selección, el primer marcador de selección y la 
secuencia de ácido nucleico de E1A están situados en la misma sección del vector de transferencia, estando dicha 
sección delimitada por las secuencias homólogas. 65 
 

E08785896
09-03-2017ES 2 618 490 T3

 



 8 

Las secuencias que permiten la supresión de un fragmento de ácido nucleico son bien conocidas por el experto en la 
materia (Nunes-Duby, S. et al (1998) Nucleic Acids Res. 26: 391-406). Estas secuencias pueden ser reconocidas por 
una o más enzimas específicas que inducen la supresión del ácido nucleico comprendido entre dichas secuencias, 
denominándose estas enzimas “recombinasas”. Por ejemplo, tres recombinasas bien conocidas, que permiten la 
supresión de un fragmento de ácido nucleico, son las recombinasas FLP, ISCE1 y Cre. 5 
 
Una recombinasa típica específica del sitio es la Cre recombinasa. Cre es un producto de 38 kDa del gen cre 
(recombinación por ciclación) del bacteriófago P1, y es una ADN recombinasa específica del sitio de la familia Int. 
Sternberg, N. et al. (1986) J. Mol. Biol. 187: 197-212. Cre reconoce un sitio de 34 pb en el genoma de P1 
denominado loxP (locus de cruzamiento de P1), y cataliza eficientemente la recombinación recíproca conservadora 10 
de ADN entre pares de sitios loxP. El sitio loxP consiste en dos repeticiones invertidas de 13 pb que flanquean una 
región central no palindrómica de 8 pb. La recombinación mediada por Cre entre dos sitios de loxP directamente 
repetidos da como resultado la escisión de ADN entre ellos como un círculo cerrado covalentemente. La 
recombinación mediada por Cre entre pares de sitios de loxP en orientación invertida dará como resultado la 
inversión del ADN que interviene, en lugar de la escisión. La ruptura y unión de ADN están confinadas a posiciones 15 
discretas en la región central, y transcurre en una cadena cada vez mediante enlace fosfotirosínico transitorio entre 
la proteína y ADN con la enzima. 
 
Otra recombinasa específica del sitio es la I-SceI. También se puede sustituir I-SceI en el procedimiento según la 
invención por otra endonucleasa dirigida por intrones, por ejemplo I-Tlil, I-Ceul, I-Crel, I-Ppol y PI-Pspl. Muchas están 20 
enumeradas por Belfort y Roberts ((1997) Nucleic Acids Research 25: 3379-3388). Muchas de estas endonucleasas 
derivan de genomas de organelos en los que la utilización del codón difiere del uso del codón nuclear estándar. Para 
usar dichos genes para la expresión nuclear de sus endonucleasas, puede ser necesario alterar la secuencia 
codificante para que concuerde con la de los genes nucleares. I-Scel es una endonucleasa de doble cadena que 
escinde el ADN en su sitio de reconocimiento. I-SceI genera un corte escalonado de 4pb con salientes de 3’OH. 25 
 
La enzima I-Scel presenta un sitio de reconocimiento conocido. El sitio de reconocimiento de I-SceI es una 
secuencia no simétrica que se extiende a lo largo de 18 pb. 
 

5' TAGGGATAACAGGGTAAT3'  30 
3' ATCCCTATTGTCCCATTA5' 

 
Otra recombinasa específica del sitio es la recombinasa FLP. La recombinasa Flp reconoce un sitio mínimo de 34 pb 
bien diferenciado que tolera únicamente una degeneración limitada de su secuencia de reconocimiento (Jayaram, 
1985; Senecoff et al., 1988). Se ha examinado la interacción entre la recombinasa Flp y una secuencia FRT 35 
(Panigrahi et al., 1992). Los ejemplos de secuencias FRT variantes se proporcionan en Jayaram (1985) y Senecoff 
et al. (1988), y en Snaith et al. (1996) se describe un ensayo para la recombinación, mediada por Flp, en diferentes 
sustratos. 
 
En consecuencia, el procedimiento según la invención puede comprender además una etapa que consiste en 40 
suprimir el primer marcador de selección del genoma de dicha célula primaria. Para suprimir dicho primer marcador 
de selección, la célula se transfecta mediante el gen que codifica la recombinasa específica para las secuencias que 
permiten la supresión del primer marcador de selección. Los métodos y el vector que pueden transferir dicho gen a 
la célula son bien conocidos por un experto en la materia, por ejemplo se puede utilizar el método descrito en el 
ejemplo 4 de la presente solicitud. También se pueden utilizar los vectores descritos anteriormente. 45 
 
Según una forma de realización preferida, el vector utilizado en el procedimiento según la invención comprende un 
segundo marcador de selección que no está rodeado por dichas secuencias homólogas, en el que dicho segundo 
marcador de selección es un marcador de selección negativo. Dicho segundo marcador de selección es 
particularmente útil cuando el vector, utilizado en el procedimiento según la invención, es circular. La presencia de 50 
dicho segundo marcador de selección permite la destrucción de las células en las que el procedimiento de 
recombinación homóloga ha conducido a la introducción de la sección del vector de transferencia que no comprende 
la secuencia de ácido nucleico de E1A. Cuando el vector es circular, el hecho de que el segundo marcador de 
selección no esté rodeado por dichas secuencias homólogas significa que el segundo marcador de selección y la 
secuencia de ácido nucleico de E1A no están situados en la misma posición del vector de transferencia, estando 55 
dicha sección delimitada por las secuencias homólogas. 
 
Por lo tanto, el procedimiento según la invención puede comprender además una etapa en la que las células se 
cultivan en un medio que únicamente permite el crecimiento de las células que no han incorporado el segundo 
marcador de selección. Dicha etapa se puede realizar simultáneamente con o por separado de la etapa en la que 60 
dichas células primarias se cultivan en un medio que únicamente permite el crecimiento de las células que han 
incorporado el primer marcador de selección. 
 
Según una forma de realización preferida de la invención, el vector comprende un tercer marcador de selección, en 
el que dicho tercer marcador de selección es un marcador de selección negativo, y en el que dicho tercer marcador 65 
de selección está situado entre las secuencias que permiten la supresión del primer marcador de selección. Esto 
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significa que la etapa que consiste en suprimir el primer marcador de selección también conducirá a la supresión del 
tercer marcador de selección. La presencia del tercer marcador de selección permite la destrucción de las células en 
las que está presente el primer marcador de selección. Cuando el vector es circular, el hecho de que el tercer 
marcador de selección esté situado entre las secuencias que permiten la supresión del primer marcador de 
selección significa que el tercer marcador de selección y el primer marcador de selección están situados en la misma 5 
sección del vector de transferencia, estando dicha sección delimitada por las secuencias que permiten la supresión 
del primer marcador de selección. 
 
Como se utiliza en la presente memoria, la expresión marcador de selección negativo se refiere de forma evidente a 
un gen que codifica un producto que elimina las células que poseen el gen bajo ciertas condiciones. Estos genes 10 
comprenden de forma evidente un “gen suicida”. Los productos codificados por estos genes pueden transformar un 
profármaco en un compuesto citotóxico. Actualmente están disponibles numerosos pares de genes 
suicidas/profármacos. Más particularmente, se pueden mencionar los pares: 
 

- timidina cinasa del virus del herpes simple tipo I (HSV-1 TK) y aciclovir o ganciclovir (GCV) (Caruso et al., 15 
1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 7024-7028; Culver et al., 1992, Science 256, 1550-1552; Ram et al., 
1997, Nat. Med. 3, 1354-1361); 

 
- citocromo p450 y ciclofosfamida (Wei et al., 1994, Human Gene Therapy 5, 969-978); 
 20 
- purina nucleósido fosforilasa de Escherichia coli (E. coli) y 6-metilpurina desoxirribonucleósido (Sorscher et 

al., 1994, Gene Therapy 1, 233-238); 
 
- guanina fosforribosil transferasa de E. coli y 6-tioxantina (Mzoz y Moolten, 1993, Human Gene Therapy 4, 

589-595) y 25 
 
- citosina desaminasa (CDasa) y 5-fluorocitosina (5FC). 
 
- FCU1 y 5-fluoro-citosina (5FC) (documento WO9954481). 
 30 
- FCU1-8 y 5-fluoro-citosina (5FC) (documento WO2005007857). 
 

Dicho tercer marcador de selección permite la selección de las células en la que se ha producido la supresión del 
primer marcador de selección. Por lo tanto, el procedimiento según la invención puede comprender además una 
etapa en la que dicha célula se cultiva en un medio que no permite el crecimiento de la célula que comprende el 35 
tercer marcador de selección. Por ejemplo, un medio, que no permite el crecimiento de las células que comprenden 
FCU1 como un tercer marcador de selección, comprende 5-fluorocitosina. 
 
Los primer, segundo y tercer marcadores de selección se pueden utilizar por separado. Por ejemplo, el vector usado 
en el procedimiento según la invención puede comprender el primer y el tercer marcador de selección, pero no el 40 
segundo, o el segundo y el tercer marcador de selección, pero no el primero. 
 
Según una forma de realización preferida de la invención, la secuencia de ácido nucleico de E1A, el primer, el 
segundo y/o el tercer marcador de selección se colocan bajo el control de los elementos necesarios para su 
expresión en la célula que debe inmortalizarse. 45 
 
Los elementos necesarios para la expresión consisten en el conjunto de elementos que permiten la transcripción de 
la secuencia nucleotídica a ARN y la traducción del ARNm a un polipéptido, en particular las secuencias promotoras 
y/o secuencias reguladoras que son eficaces en dicha célula, y opcionalmente las secuencias requeridas para 
permitir la excreción o la expresión de dicho polipéptido en la superficie de las células blancos. Estos elementos 50 
pueden ser regulables o constitutivos. Por supuesto, el promotor está adaptado al vector seleccionado y a la célula 
hospedadora. A título de ejemplo, se pueden mencionar los promotores eucarióticos de los genes MGP 
(fosfoglicerato cinasa), MT (metalotioneína; Mclvor et al., 1987, Mol. Cell Biol. 7, 838-848), α-1 antitripsina, CFTR, 
los promotores del gen que codifica creatina cinasa muscular, el agente tensoactivo pulmonar de actina, 
inmunoglobulina o β-actina (Tabin et al., 1982, Mol. Cell Biol. 2, 416-436), SRα (Takebe et al., 1988, Mol. Cell. 8, 55 
466-472), el promotor temprano del virus SV40 (virus del simio), la LTR del RSV (virus del sarcoma de Rous), el 
promotor de MPSV, el promotor de TK-HSV-1, el promotor temprano del virus CMV (citomegalovirus). Se prefiere 
muy particularmente el promotor temprano del citomegalovirus (CMV). 
 
La presente invención se refiere más particularmente, pero no se limita a, un procedimiento para inmortalizar una 60 
célula, que comprende las etapas: 
 

- transferir a una célula aviar un vector que comprende: 
 

• Una secuencia de ácido nucleico de E1A rodeada por secuencias homólogas. 65 
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• Un primer marcador de selección en el que dicho primer marcador de selección es un marcador de 
selección positivo, y en el que dicho primer marcador de selección está rodeado por dichas secuencias 
homólogas. 

 
• Unas secuencias que permiten la supresión del primer marcador de selección. 5 
 
• Un segundo marcador de selección que no está rodeado por dichas secuencias homólogas, en el que 

dicho marcador de selección es un marcador de selección negativo. 
 
• Un tercer marcador de selección, en el que dicho tercer marcador de selección es un marcador de 10 

selección negativo, y en el que dicho tercer marcador de selección está situado entre las secuencias que 
permiten la supresión del primer marcador de selección. 

 
- cultivar dichas células en un medio que sólo permite el crecimiento de las células que han incorporado el 

primer marcador de selección. 15 
 
- cultivar dichas células en un medio que no permite el crecimiento de las células que han incorporado el 

segundo marcador de selección. 
 
- excluir el primer marcador de selección del genoma de dicha célula. 20 
 
- cultivar dicha célula en un medio que no permite el crecimiento de las células que comprenden el tercer 

marcador de selección. 
 
La célula según la invención puede comprender además una o más secuencias de ácido nucleico que permiten la 25 
propagación de un virus defectuoso. “Virus defectuoso” se refiere a un virus en el que uno o más genes virales 
necesarios para su replicación están eliminados o se han convertido en no funcionales. La expresión “secuencia de 
ácido nucleico que permite la propagación de un virus defectuoso” se refiere a una secuencia de ácido nucleico que 
suministra en trans la función o las funciones que permiten la replicación del virus defectuoso. Es decir, dichas 
secuencia o secuencias de ácido nucleico codifican la proteína o proteínas necesarias para la replicación y la 30 
encapsidación de dicho virus defectuoso.  
 
La célula según la invención también puede comprender una secuencia de ácido nucleico que codifica una sustancia 
de interés. Como se utiliza en la presente memoria, una sustancia de interés puede incluir, de manera no limitativa, 
una proteína farmacéuticamente activa, por ejemplo factores de crecimiento, reguladores del crecimiento, 35 
anticuerpos, antígenos, sus derivados útiles para inmunización o vacunación y similares, interleucinas, insulina, G-
CSF, GM-CSF, hPG-CSF, M-CSF o sus combinaciones, interferones, por ejemplo interferón-α, interferón-β, 
interferón-γ, factores de coagulación de la sangre, por ejemplo Factor VIII, Factor IX, o tPA o sus combinaciones. 
“Sustancia de interés” también se refiere a enzimas industriales, por ejemplo para la utilización en pasta de papel y 
papel, modificación textil, o producción de etanol. Finalmente, “sustancia de interés” también se refiere a un 40 
suplemento proteínico o a un producto de valor añadido para la alimentación de animales. 
 
Según una forma de realización preferida de la invención, la célula según la invención comprende asimismo una 
secuencia de ácido nucleico que codifica una transcriptasa inversa de la telomerasa recombinante, y más 
preferentemente la transcriptasa inversa de la telomerasa recombinante descrita en el documento EP 06360047.2. 45 
En una forma de realización preferida de la invención descrita en el documento EP 06360047.2, la secuencia de 
ácido nucleico que codifica la transcriptasa inversa de la telomerasa recombinante presenta por lo menos 70%, más 
preferentemente por lo menos 90%, y más preferentemente por lo menos 95% de identidad de secuencia de ácido 
nucleico con la secuencia de ácido nucleico establecida en SEC ID nº: 2 del documento EP 06360047.2. La 
secuencia de ácido nucleico preferida que codifica la transcriptasa inversa de la telomerasa recombinante descrita 50 
en el documento EP 06360047.2 es como se expone en SEC ID nº: 2 del documento EP 06360047.2. La secuencia 
de ácido nucleico SEC ID nº: 2 de la transcriptasa inversa de la telomerasa descrita en el documento EP 06360047.2 
corresponde a la secuencia de ácido nucleico SEC ID nº: 3 de la transcriptasa inversa de la telomerasa en la 
presente invención. Por lo tanto, según una forma de realización preferida de la invención, la célula según la 
invención comprende asimismo una secuencia de ácido nucleico que codifica una transcriptasa inversa de la 55 
telomerasa recombinante, y más preferentemente una secuencia de ácido nucleico que codifica una transcriptasa 
inversa de la telomerasa recombinante que presenta por lo menos 70%, más preferentemente por lo menos 90%, y 
más preferentemente por lo menos 95% de identidad de secuencia de ácido nucleico con SEC ID nº: 3. Más 
preferentemente, la secuencia de ácido nucleico que codifica una transcriptasa inversa de la telomerasa 
recombinante es como se establece en SEC ID nº: 3 (dTERT). 60 
 
Las células obtenidas mediante el procedimiento según la invención, la célula de la invención y las células derivadas 
de la misma, son útiles de forma evidente para la replicación de un virus. Dichos virus pueden estar vivos, 
atenuados, recombinantes o no. Más preferentemente, dichas células son particularmente útiles para la replicación 
de poxvirus (virus vaccinia, en particular MVA, virus de la viruela del canario, etc.), un adenovirus, un retrovirus, un 65 
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herpesvirus, un alfavirus, un espumavirus, o un virus asociado a un adenovirus. 
 
Los retrovirus presentan la propiedad de infectar, y en la mayoría de los casos de integrarse dentro de, células en 
división, y a este respecto son particularmente apropiados para uso en relación con el cáncer. Un retrovirus 
recombinante contiene generalmente las secuencias de la LTR, una región de encapsidación y la secuencia 5 
nucleotídica según la invención, que se coloca bajo el control de la LTR retroviral o de un promotor interno tal como 
los descritos a continuación. Un vector retroviral puede contener modificaciones, en particular en las LTR (sustitución 
de la región promotora por un promotor eucariótico) o la región de encapsidación (sustitución con una región de 
encapsidación heteróloga, por ejemplo el tipo VL30) (ver las solicitudes francesas 94 08300 y 97 05203). 
 10 
El vector adenoviral puede carecer de toda o de parte de por lo menos una región que es esencial para la replicación 
y que se selecciona de entre las regiones E1, E2, E4 y L1 L5. Resulta preferida una supresión de la región E1. Sin 
embargo, se puede combinar con otra u otras modificaciones/supresiones que afectan, en particular, a todas o a 
parte de las regiones E2, E4 y/o L1 L5. A título ilustrativo, la supresión de la parte principal de la región E1 y de la 
unidad de transcripción de E4 es particularmente muy ventajosa. Con el fin de incrementar las capacidades de 15 
clonación, el vector adenoviral puede carecer adicionalmente de toda o de parte de la región E3 no esencial. Según 
otra alternativa, es posible utilizar un vector adenoviral mínimo que retiene las secuencias que son esenciales para 
el encapsidación, es decir, las 5’ y 3’ ITR (repeticiones terminales invertidas), y la región de encapsidación. Los 
diversos vectores adenovirales, y las técnicas para prepararlos, son conocidos (véase, por ejemplo, Graham y 
Prevect, 1991, en Methods in Molecular Biology, Vol 7, p 109 128; Ed: E. J. Murey, The Human Press Inc). 20 
 
La familia de poxvirus comprende virus de las subfamilias Chordopoxvirus y Entomopoxvirus. Entre éstas, el 
poxvirus según la invención se selecciona preferentemente de entre el grupo que comprende Orthopoxvirus, 
Parapoxvirus, Avipoxvirus, Capripoxvirus, Leporipoxvirus, Suipoxvirus, Molluscipoxvirus, Yatapoxvirus. Según una 
forma de realización más preferida, el poxvirus de la invención es un orthopoxvirus. 25 
 
El Orthopoxvirus es preferentemente un virus vaccinia, y más preferentemente un virus vaccinia modificado de 
Ankara (MVA), en particular MVA 575 (ECACC V00120707) y MVA-BN (ECACC V00083008). 
 
El término “virus recombinante” se refiere a un virus que comprende una secuencia exógena insertada en su 30 
genoma. Como se utiliza en la presente memoria, una secuencia exógena se refiere a un ácido nucleico que no está 
presente de manera natural en el virus progenitor. 
 
En una forma de realización, la secuencia exógena codifica una molécula que presenta una función directa o 
indirectamente citotóxica. Mediante “directa o indirectamente” citotóxica, se quiere hacer referencia a que la 35 
molécula codificada por la secuencia exógena puede ser tóxica por sí misma (por ejemplo ricina, factor de necrosis 
tumoral, interleucina-2, interferón-gamma, ribonucleasa, desoxirribonucleasa, exotoxina A de Pseudomonas), o se 
puede metabolizar para formar un producto tóxico, o puede actuar sobre algo para formar un producto tóxico. La 
secuencia del ADNc de la ricina se describe en Lamb et al (Eur. J. Biochem., 1985, 148, 265-270), incorporado a la 
presente memoria como referencia. 40 
 
En una forma de realización preferida de la invención, la secuencia exógena es un gen suicida. Un gen suicida 
codifica una proteína que puede convertir un profármaco relativamente no tóxico en un fármaco tóxico. Por ejemplo, 
la enzima citosina desaminasa convierte 5-fluorocitosina (5FC) en 5-fluorouracilo (5FU) (Mullen et al (1922) PNAS 
89, 33); la enzima timidina cinasa del herpes simple sensibiliza a las células para el tratamiento con el agente 45 
antiviral ganciclovir (GCV) o aciclovir (Moolten (1986) Cancer Res. 46, 5276; Ezzedine et al (1991) New Biol 3, 608). 
Se puede usar la citosina desaminasa de cualquier organismo, por ejemplo E. coli o Saccharomyces cerevisiae. 
 
Así, en una forma de realización más preferida de la invención, el gen codifica una proteína que presenta una 
actividad de citosina desaminasa, e incluso más preferentemente una proteína como se describe en las solicitudes 50 
de patente WO 2005007857 y WO 9954481. 
 
En una forma de realización adicional, el gen exógeno codifica una ribozima que puede escindir ARN o ADN 
dianizado. El ARN o ADN dianizado que se debe escindir puede ser ARN o ADN que es esencial para la función de 
la célula, y su escisión da como resultado la muerte de la célula, o el ARN o ADN que se debe escindir puede ser 55 
ARN o ADN que codifica una proteína indeseable, por ejemplo un producto oncógeno, y la escisión de este ARN o 
ADN puede evitar que la célula sea cancerosa. 
 
En aún una forma de realización adicional, el gen exógeno codifica un ARN antisentido. 
 60 
Mediante “ARN antisentido” se quiere hacer referencia a una molécula de ARN que se hibrida a, e interfiere con la 
expresión de una molécula de ARNm que codifica una proteína, o a otra molécula de ARN en la célula, tal como pre-
ARNm o ARNt o ARNr, o se hibrida a, e interfiere con la expresión de un gen. 
 
En otra forma de realización de la invención, la secuencia exógena sustituye la función de un gen defectuoso en una 65 
célula diana. Existen varios miles de enfermedades genéticas heredadas de mamíferos, incluyendo seres humanos, 
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que son provocadas por genes defectuosos. Los ejemplos de dichas enfermedades genéticas incluyen la fibrosis 
quística, en la que es conocido que existe una mutación en el gen de CFTR; la distrofia muscular de Duchenne, en 
la que es conocido que existe una mutación en el gen de la distrofina; anemia drepanocítica, en la que es conocido 
que existe una mutación en el gen de HbA. Muchos tipos de cáncer son provocados por genes defectuosos, 
especialmente protooncogenes, y genes supresores de tumores que han sufrido una mutación. 5 
 
Los ejemplos de protooncogenes son ras, src, bcl, etc.; los ejemplos de genes supresores de tumores son p53 y Rb. 
 
En una forma de realización adicional de la invención, la secuencia exógena codifica un antígeno asociado a tumor 
(TAA). TAA se refiere a una molécula que es detectada a una frecuencia o densidad en células tumorales mayor que 10 
en células no tumorales del mismo tipo de tejido. Los ejemplos de TAA incluyen de manera no limitativa CEA, 
MART-1, MAGE-1, MAGE-3, GP-100, MUC-1, MUC-2, el oncogén ras mutado puntualmente, p53 mutado normal o 
puntual, p53 sobreexpresado, CA-125, PSA, Cerb/B2, BRCA I, BRCA II, PSMA, tirosinasa, TRP-1, TRP-2, NY-ESO-
1, TAG72, KSA, HER-2/neu, bcr-abl, pax3-fkhr, ews-fli-1, superviviente y LRP. Según una forma de realización más 
preferida, el TAA es MUC1. 15 
 
El virus recombinante puede comprender más de una secuencia exógena, y cada secuencia exógena puede 
codificar más de una molécula. Por ejemplo, puede ser útil asociar, en un mismo poxvirus recombinante, una 
secuencia exógena que codifica un TAA con una secuencia exógena que codifica una citocina. 
 20 
En otra forma de realización de la invención, el gen exógeno codifica un antígeno. Como se utiliza en la presente 
memoria, “antígeno” se refiere a un ligando que se puede unir mediante un anticuerpo; un antígeno no necesita ser 
inmunógeno por sí mismo. 
 
Preferentemente, el antígeno deriva de un virus tal como, por ejemplo, HIV-1, (tal como gp 120 o gp 160), cualquiera 25 
de un virus de la inmunodeficiencia felina, virus del herpes humanos o animales, tales como gD o sus derivados o la 
proteína temprana inmediata tal como ICP27 de HSV1 o HSV2, citomegalovirus (tal como gB o sus derivados), el 
virus zóster de la varicela (tal como gpI, II o III), o de un virus de la hepatitis tal como el virus de la hepatitis B, por 
ejemplo el antígeno de superficie de la hepatitis B o un derivado del mismo, el virus de la hepatitis A, el virus de la 
hepatitis C (preferentemente una proteína no estructural de la cepa ja de genotipo 1b) y el virus de la hepatitis E, o 30 
de otros patógenos virales, tales como el virus sincitial respiratorio, el virus del papiloma humano (preferentemente 
la proteína E6 y E7 procedente de la cepa HPV16) o el virus de la gripe, o deriva de patógenos bacterianos tales 
como Salmonella, Neisseria, Borrelia (por ejemplo OspA u OspB o sus derivados), o Chlamydia, o Bordetella, por 
ejemplo P.69, PT y FHA, o deriva de parásitos tales como plasmodium o toxoplasma. 
 35 

Figura 1: vector que comprende un gen que codifica la secuencia de ácido nucleico de E1A. 
 
Figura 2: representación esquemática de la inserción, específica del sitio, de la secuencia de ácido nucleico de 

E1A en el gen de HPRT. 
 40 
Figura 3: representación esquemática de la eliminación de los primer y tercer marcadores de selección a partir 

del genoma de la célula inmortalizada obtenida mediante el procedimiento de la invención. 
 
Figura 4: vector que comprende un gen que codifica el gen de la transcriptasa inversa de la telomerasa de 

Cairina moschata y la secuencia de ácido nucleico de E1A. 45 
 
Ejemplos 
 
Ejemplo 1: Establecimiento de una estirpe celular a viar inmortalizada que comprende una secuencia de 
ácido nucleico de E1A 50 
 
A. Construcciones plasmídicas. 
 
A-1. Construcciones plasmídicas para la inserción aleatoria. 
 55 
Para este fin, se ha usado un plásmido que no comparte ninguna secuencia específica de homología con el genoma 
de Cairina moschata (E1A plasmídico) (figura 1). 
 
A-2. Construcciones plasmídicas para la inserción dirigida. 
 60 
Se construyó un plásmido que comprende dos fragmentos de 5 kb homólogos al gen de HPRT de Cairina moschata 
que rodean a la secuencia de ácido nucleico de E1A (SEC ID No:1) y dos marcadores de selección. El gen de HPRT 
que codifica la hipoxantina guaninafosforil transferasa se seleccionó como un sitio adecuado para la expresión 
constitutiva de la secuencia de ácido nucleico de E1A. 
 65 
Estos dos marcadores de selección son el gen de FCU1 (Erbs et al. Cancer Res. 2000. 15. 60.: 3813-22) bajo el 

E08785896
09-03-2017ES 2 618 490 T3

 



 13 

control de un promotor de CMV (Thomsen et al. P.N.A.S. 1984. 81. 3: 659-63) y el gen de resistencia a neomicina (o 
puromicina) colocado bajo el control de un promotor de SV40. El casete de resistencia a neomicina (o puromicina) y 
de expresión de FCU-1 están rodeados por sitios de escisión de Sce1 que permiten la eliminación de los casetes de 
selección de la estirpe celular final. Fuera de los brazos del gen de HPRT se inserta un marcador de selección que 
codifica la HSVTK dirigida por un promotor de RSV (figura 2). 5 
 
B. Preparación del lote de CEC a partir de huevos de Cairina moschata y descripción de las subpoblaciones. 
 
B.1 Preparación del lote de CEC a partir de huevos de Cairina moschata de 12 días y descripción de las 
subpoblaciones. 10 
 
Se incubaron 25 huevos SPF fertilizados a 37,5ºC. Los huevos se abrieron después de 12 días de incubación 
siguiendo el protocolo disponible. 
 
Los 23 embriones se trituraron, se lavaron una vez en disolución salina con pH regulado con fosfato-Dulbecco (PBS) 15 
y se disociaron en TrypLE Select (Invitrogen) 5 horas a temperatura ambiente. 
 
Después de la centrifugación a baja velocidad, las células se resuspendieron en medio Eagle basal (MBE) 
suplementado con 10% de suero fetal de ternera (FCS), gentamicina 0,04 g/l, se sembraron en matraces triples de 
500 cm2, y se incubaron a 37ºC y 5% de CO2. 20 
 
Después de 24 horas, las células confluentes se retiraron de los matraces usando TrypLE Select (5 ml/matraz triple), 
parte de las células se volvieron a sembrar en matraces de 175 cm2 para un segundo pase. Las células remanentes 
se concentraron a 107 células/ml en medio apropiado (60% de BME, 30% de FCS y 10% de DMSO), y se congelaron 
en un recipiente regulado con alcohol isopropílico (recipiente NALGENE® “Mr. Frosty” que congela a 1ºC) a -80ºC 25 
antes de transferir en nitrógeno líquido para el almacenamiento a largo plazo, constituyendo el banco inicial de 
células (5 x 1,5.107 células/vial, 44 x 1.107 células/vial). 
 
Las células que permanecieron en el cultivo se hicieron pasar clásicamente por hasta 18 pases; durante los 3 
primeros pases, las células no adheridas se recogieron centrifugando a baja velocidad el medio acondicionado, se 30 
volvieron a sembrar y se hicieron pasar adicionalmente de la misma manera como el cultivo inicial. 
 
Las subpoblaciones, que presentan unos rasgos morfológicos diferentes característicos, se han aislado de forma 
reproducible durante el tiempo de vida del cultivo. 
 35 
B.2. Preparación del lote de CEC a partir de huevos de Cairina moschata de 19 días y descripción de las 
subpoblaciones. 
 
29 huevos de Cairina moschata SPF fertilizados, obtenidos de AFFSSA Ploufragan, se incubaron a 37,5ºC en 
atmósfera húmeda. 40 
 
Los huevos se abrieron después de 19 días, y los embriones se extrajeron de forma estéril. Se decapitaron 20 
embriones, las extremidades se retiraron así como el hígado se usó para otra preparación celular. Los torsos 
embrionarios se trituraron, se lavaron una vez en PBS Dulbecco (Sigma, Ref. D8537, Lote 46K2428) y se disociaron 
en 500 ml de TrypLE Select (Gibco, Ref. 12563, Lotes 1319986 y 1339844) 2 horas a 37ºC. 45 
 
Después de una centrifugación a 2000 rpm durante 5 minutos, las células se resuspendieron en BME (medio de 
Eagle basal, Gibco, Ref. 41010, Lote 8270) suplementado con 10% de suero fetal de ternera (JRH, Ref. 12003-
1000M, Lote 5A0102, Código TG P4001 Q), gentamicina 0.04 g/l y L-glutamina 4 mM. Un volumen final de 
suspensión de 1,5 l (1,9.106 células/ml) se sembró en 10 matraces triples (500 cm2), y se incubó a 37ºC y 5% de 50 
CO2. 
 
Después de 24 h, las células confluentes se lavaron con PBS y se retiraron de los matraces usando TrypLE Select. 
Las células se contaron y se centrifugaron 4-5 minutos a 2000 rpm. El concentrado se concentró a 5.106 o 107 
células/ml en medio apropiado (60% de BME, 30% de FCS y 10% de DMSO). La suspensión se introdujo en 55 
crioviales (Nunc) y se congeló a -80ºC con una etapa de 2 h a -20ºC, antes de transferir a nitrógeno líquido para el 
almacenamiento a largo plazo, constituyendo el banco de células primarias (110 crioviales, 107 células/vial) de 
CETC19p1 (células embrionarias de torso de pato, embriones de 19 días, 1 pase). 
 
En una forma de realización preferida de la presente invención, la preparación del lote de CEC a partir de huevos de 60 
Cairina moschata se llevó a cabo según el apartado B.2. alternativo (a partir de huevos de Cairina moschata de 19 
días). 
 
C. Métodos de transfección. 
 65 
En la técnica se conoce un gran número de métodos de transfección para introducir un vector que puede dirigir la 
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expresión de una secuencia nucleotídica de interés. A continuación se enumera una lista no limitativa de estos 
métodos: precipitación mediante CaPO4, electroporación, método de transfección con lipofectina. Un ejemplo dado 
se basa en el procedimiento de precipitación con CaPO4. 
 
Las células deberían de tener una confluencia de aproximadamente 80-50%. El medio se modifica dos horas antes 5 
de la adición de CaPO4/ADN. Se resuspenden 30 µg de ADN en 31 µl de CaCl2 2 M – Tris 161.3 mM pH 7.6. Se 
añade H2O hasta un volumen final de 0,5 ml. 
 
A continuación, 2 alternativas: 
 10 

a) por transfección, se distribuyen 0,5 ml de 2X HEBS en un tubo Falcon estéril de 15 ml, y se añade gota a gota 
una disolución de ADN mientras se hace girar suavemente en vórtex, o burbujeando la disolución de ADN en 
aquél. La disolución debería resultar lechosa. La mezcla se deja reposar a temperatura ambiente durante 10-
30 min. Después se pipetea hacia dentro y hacia fuera una vez con una pipeta estéril en una campana para 
cultivo de tejidos, para romper los copos y aplicarlos gota a gota a las células. Las células se incuban 15 
entonces entre 6 horas hasta toda la noche a 37ºC. Un precipitado fino debería de cubrir la superficie celular. 
Para completar el procedimiento de transfección, calentar hasta 37ºC la disolución de choque de glicerol. El 
medio se separa por aspiración, se añaden 5 ml de BME para lavar la capa celular, el medio se separa 
entonces por aspiración y se añade 1 ml de disolución de choque de glicerol durante 2 min. o menos. A 
continuación, se añaden suavemente 10 ml de BME para diluir el glicerol, y el BME-glicerol se elimina 20 
completamente. Entonces se añaden 10 ml de medio deseado, y las placas se incuban a la temperatura 
apropiada, o 

 
b) por transfección, se distribuyen 0,5 ml de 2X HEBS en un tubo Falcon estéril de 15 ml y la disolución de ADN 

se añade gota a gota mientras se hace girar suavemente, o burbujeando la disolución de ADN en aquél. La 25 
disolución debería resultar lechosa. La mezcla se deja reposar a temperatura ambiente durante 10-30 min. 
Después se pipeteó hacia dentro y hacia fuera una vez con una pipeta estéril en una campana para cultivo de 
tejidos, para romper los copos y aplicarlos gota a gota a las células. Un precipitado fino debería de cubrir la 
superficie celular. Las células se incubaron entonces entre 6 horas hasta toda la noche a 37ºC. 

 30 
En una forma de realización preferida de la presente invención, la transfección (precipitación mediante CaPO4) se 
lleva a cabo según la alternativa b). 
 
D. Métodos de selección 
 35 
D-1. Método de selección para la inserción aleatoria: 
 
Se aplicó presión de selección 48 a 72 horas después de la transfección: las células se disociaron con TrypLE 
Select, se centrifugaron a baja velocidad y se volvieron a sembrar en BME con FCS al 10% y G418 800 µg/ml, 
preferentemente 500 µg/ml (y opcionalmente ganciclovir 25 µg/ml, preferentemente 10 µg/ml). 40 
 
Las células se sometieron a pase en serie hasta que se pudieron aislar clones en crecimiento individuales. 
 
D-2. Método de selección para la inserción dirigida: 
 45 
Se aplicó presión de selección 48 a 72 horas después de la transfección: las células se disociaron con TrypLE 
Select, se centrifugaron a baja velocidad y se volvieron a sembrar en BME con FCS al 10%; ganciclovir 25 µg/ml, 
preferentemente 10 µg/ml; y G418 800 µg/ml, preferentemente 500 µg/ml (o puromicina 0,5 µg/ml). 
 
Las células se hicieron pasar en serie hasta que se pudieron aislar clones en crecimiento individuales. 50 
 
Los clones celulares se transfectaron a continuación con un plásmido de expresión de la meganucleasa I-SceI, 
siguiendo el método descrito a continuación. 
 
Para seleccionar la eliminación de los marcadores de selección, se aplicó 5-fluorocitosina (5-FC) 48 horas después 55 
de la transfección: las células se disociaron con TrypLE Select, se centrifugaron a baja velocidad y se volvieron a 
sembrar en medio con una concentración de 5-FC que oscila desde 10-3 hasta 10-7 M y se mantuvieron con 
selección de G418 (o puromicina)/ganciclovir (BME con FCS al 10%; 5-FC ganciclovir 25 µg/ml, preferentemente 10 
µg/ml; y G418 800 µg/ml, preferentemente 500 µg/ml (o puromicina 0.5 µg/ml) (figura 3). 
 60 
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Ejemplo 2: Establecimiento de una estirpe celular a viar inmortalizada que comprende una secuencia de 
ácido nucleico de E1A y una secuencia de ácido nucl eico de transcriptasa inversa de la telomerasa 
recombinante 
 
A. Construcciones plasmídicas. 5 
 
A-1. Construcciones plasmídicas para inserción aleatoria. 
 
Para este fin se utiliza un plásmido que no comparte secuencia específica de homología con el genoma de Cairina 
moschata. 10 
 
A-2. Construcciones plasmídicas para inserción dirigida. 
 
Se construyó un plásmido (plásmido dTERT-E1A) que comprende dos fragmentos de 5 kb homólogos al gen de 
HPRT de Cairina moschata que rodean al gen de transcriptasa inversa de la telomerasa de Cairina moschata (SEC 15 
ID nº: 3), la secuencia de ácido nucleico de E1A (SEC ID nº: 1) y dos marcadores de selección. El gen de HPRT que 
codifica la hipoxantina guaninafosforiltransferasa se seleccionó como un sitio adecuado para la expresión 
constitutiva de la secuencia de ácido nucleico de E1A. 
 
Estos dos marcadores de selección son el gen de FCU1 (Erbs et al. Cancer Res. 2000. 15. 60: 3813-22) bajo el 20 
control de un promotor de CMV (Thomsen et al. P.N.A.S. 1984. 81. 3: 659-63) y el gen de resistencia a puromicina, 
colocado bajo el control de un promotor de SV40. El casete de resistencia a puromicina y el casete de expresión de 
FCU-1 están rodeados por sitios de escisión de Sce1 que permiten la eliminación de los casetes de selección de la 
estirpe celular final. Fuera de los brazos del gen de HPRT se inserta un marcador de selección que codifica la 
HSVTK dirigido por un promotor de RSV (figura 4). 25 
 
B. Preparación del lote de CEC a partir de huevos de Cairina moschata de 19 días y descripción de las 
subpoblaciones. 
 
Se incuban 29 huevos de Cairina moschata SPF fertilizados, obtenidos de AFFSSA Ploufragan, a 37,5ºC en 30 
atmósfera húmeda. 
 
Los huevos se abrieron después de 19 días, y los embriones se extrajeron de forma estéril. Se decapitaron 20 
embriones, se retiraron las extremidades mientras que el hígado se usó para otra preparación celular. Los torsos 
embionarios se trituraron, se lavaron una vez en PBS Dulbecco (Sigma, Ref. D8537, Lote 46K2428) y se disociaron 35 
en 500 ml de TrypLE Select (Gibco, Ref. 12563, Lotes 1319986 y 1339844) 2 horas a 37ºC. 
 
Después de la centrifugación a 2000 rpm durante 5 minutos, las células se resuspendieron en BME medio de Eagle 
basal, Gibco, Ref. 41010, Lote 8270) suplementado con 10% de suero fetal de ternera (JRH, Ref. 12003-1000M, 
Lote 5A0102, Código TG P4001Q), gentamicina 0.04 g/l y L-glutamina 4 mM. Se sembró un volumen final de 40 
suspensión de 1,5 l (1,9.106 células/ml) en 10 matraces triples (500 cm2), y se incubó a 37ºC 5% de CO2. 
 
Después de 24 h, las células confluentes se lavaron con PBS y se retiraron de los matraces usando TrypLE Select. 
Las células se contaron y se centrifugaron 4-5 minutos a 2000 rpm. El concentrado se concentró a 5.106 o 107 
células/ml en medio apropiado (60% de BME, 30% de FCS y 10% de DMSO). La suspensión se introdujo en 45 
crioviales (Nunc) y se congeló a -80ºC con una etapa de 2 h entre medias a -20ºC, antes de transferir a nitrógeno 
líquido para un almacenamiento a largo plazo, constituyendo el banco de células primarias (110 crioviales, 107 
células/vial) de CETC19p1 (células embrionarias de torso de pato, embriones de 19 días, 1 pase). 
 
C. Métodos de transfección. 50 
 
En la técnica se conoce un gran número de métodos de transfección para introducir un vector que puede dirigir la 
expresión de una secuencia nucleotídica de interés. A continuación se enumera una lista no limitativa de estos 
métodos: precipitación mediante CaPO4, electroporación, método de transfección mediante lipofectina. Un ejemplo 
dado se basa en la electroporación. 55 
 
La transfección se lleva a cabo usando un dispositivo Amaxa’s Nucleofector y el kit de fibroblastos básico (Amaxa, 
No. de catálogo VPI-1002). Las células se centrifugaron 10 min. a 700 rpm (100 g) y se resuspendieron en la 
disolución básica Nucleofector (100 µl por 106 células); se mezclan 100 µl de suspensión con 3 a 6 µg de ADN, y se 
transfieren a una cubeta colocada en el Nucleofector (programa U-12). Después de la electroporación, la muestra se 60 
transfirió a una cápsula de cultivo de 6 cm, se llenó con 5 ml de medio de cultivo, se preequilibró en el incubador a 
37ºC/5% de CO2. Tras la incubación toda la noche a 37ºC y 5% de CO2, el medio de cultivo se renovó y se llevó a 
cabo la incubación. 
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D. Métodos de selección. 
 
D-1. Método de selección para la inserción aleatoria: 
 
Se aplicó una presión de selección 48 a 72 horas después de la transfección: las células se disociaron con TrypLE 5 
Select, se centrifugaron a baja velocidad y se volvieron a sembrar en BME con FCS al 10%, ganciclovir 25 µg/ml, 
preferentemente 10 µg/ml; y G418 800 µg/ml, preferentemente 500 µg/ml. 
 
Las células se sometieron a pase en serie hasta que se pudieron aislar unos clones en crecimiento individuales. 
 10 
D-2. Método de selección para la inserción dirigida: 
 
Se aplicó una presión de selección 48 a 72 horas después de la transfección: las células se disociaron con TrypLE 
Select, se centrifugaron a baja velocidad y se volvieron a sembrar en BME con FCS al 10%; ganciclovir 25 µg/ml, 
preferentemente 10 µg/ml; y puromicina 0.5 µg/ml. 15 
 
Las células se sometieron a pase en serie hasta que se pudieron aislar unos clones en crecimiento individuales. 
 
Los clones celulares se transfectaron a continuación con un plásmido de expresión de la meganucleasa I-SceI, 
siguiendo el método descrito a continuación. 20 
 
Para seleccionar la eliminación de los marcadores de selección, se aplicó 5-fluorocitosina (5-FC) 48 horas después 
de la transfección: las células se disociaron con TrypLE Select, se centrifugaron a baja velocidad y se volvieron a 
sembrar en medio con concentración de 5-FC con un intervalo de 10-3 a 10-7 M y se mantuvieron en selección con 
puromicina/ganciclovir (BME con FCS al 10%; 5-FC ganciclovir 25 µg/ml, preferentemente 10 µg/ml; y puromicina 25 
0.5 µg/ml). 
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<110> TRANSGENE SA 15 
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<120> Estirpes celulares aviares inmortalizadas 20 
 
<130> 353142 D26692 
 
<150> EP07360030 
<151> 2007-07-03 25 
 
<160> 3 
 
<170> PatentIn versión 3.3 
 30 
<210> 1 
<211> 1027 
<212> ADN 
<213> adenovirus 
 35 
<400> 1 
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<210> 2 
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<212> ADN 5 
<213> Cairina moschata 
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<210> 3 
<211> 3915 
<212> ADN 
<213> Cairina moschata 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Célula aviar inmortalizada y células que derivan de dicha célula, caracterizadas por que dicha célula es obtenida 
mediante una transfección estable con un vector no vírico que comprende una secuencia de ácido nucleico de E1A y 
una secuencia de ácido nucleico que codifica una transcriptasa inversa de la telomerasa recombinante, en las que 5 
dicha célula no comprende una secuencia de ácido nucleico de E1B.   
 
2. Célula inmortalizada según la reivindicación 1, en la que dicha secuencia de ácido nucleico de E1A se inserta en 
el gen de HPRT endógena de dicha célula aviar. 
 10 
3. Célula inmortalizada según la reivindicación 2 en la que dicha secuencia de ácido nucleico de E1A está unida 
funcionalmente al promotor de dicha HPRT endógena de la célula. 
 
4. Célula inmortalizada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicha secuencia de ácido nucleico 
de E1A incluye la secuencia que codifica los dos ARN principales 13S y 12S. 15 
 
5. Célula inmortalizada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 en la que dicha célula deriva de un animal 
que pertenece a la familia Anatidae, preferentemente dicho animal pertenece a la especie Cairina moschata o la 
especie Anas platyrhynchos.  
 20 
6. Célula inmortalizada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que dicha secuencia de ácido nucleico 
de E1A presenta una identidad de secuencia de ácido nucleico de por lo menos 60%, preferentemente por lo menos 
70%, por lo menos 80%, por lo menos 90% respecto a SEC ID nº: 1, todavía más preferentemente dicha secuencia 
de ácido nucleico de E1A es como se expone en SEC ID nº: 1. 
 25 
7. Célula inmortalizada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que dicha secuencia de ácido nucleico 
que codifica una transcriptasa inversa de la telomerasa recombinante presenta una identidad de secuencia de ácido 
nucleico de por lo menos 70%, más preferentemente por lo menos 90%, y más preferentemente por lo menos 95% 
respecto a SEC ID nº: 3, todavía más preferentemente dicha secuencia de ácido nucleico que codifica una 
transcriptasa inversa de la telomerasa recombinante es como se expone en SEC ID nº: 3. 30 
 
8. Célula inmortalizada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que comprende además una secuencia 
de ácido nucleico que codifica una sustancia de interés. 
 
9. Célula inmortalizada según la reivindicación 8, en la que dicha sustancia de interés es una proteína 35 
farmacéuticamente activa. 
 
10. Célula inmortalizada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que comprende además un casete de 
complementación que permite la propagación de un virus defectuoso.  
 40 
11. Utilización de una célula inmortalizada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para la replicación de un 
virus, preferentemente para la replicación de un poxvirus, un adenovirus, un retrovirus, un herpesvirus, un alfavirus, 
un espumavirus o a partir de un virus asociado a adenovirus.  
 
12. Utilización según la reivindicación 11, en la que dicho virus es seleccionado de entre el grupo que consiste en 45 
virus de viruela vacuna, virus de la ectromelia, virus de la viruela de los simios, virus vaccinia, virus de la viruela y 
MVA. 
 
13. Utilización de una célula inmortalizada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para la producción de una 
sustancia de interés.  50 
 
14. Utilización de una célula inmortalizada según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 para la producción de un 
virus.  
 
15. Utilización según la reivindicación 14, en la que dicho virus es un poxvirus o un virus vaccinia, preferentemente 55 
un MVA.  
 
16. Utilización según la reivindicación 14 o 15, en la que dicho virus es un virus recombinante que comprende una 
secuencia exógena insertada en su genoma, en la que dicha secuencia exógena es seleccionada preferentemente 
de entre un gen suicida, un gen que codifica una ribozima, un gen que codifica un ARN antisentido, un gen que 60 
codifica un antígeno asociado a tumor (TAA), y un gen que codifica un antígeno.  
 
17. Procedimiento para inmortalizar una célula aviar que comprende la etapa de transfectar de manera estable dicha 
célula con un vector no vírico que comprende una secuencia de ácido nucleico de E1A y una secuencia de ácido 
nucleico que codifica una transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT) recombinante, en el que dicho 65 
procedimiento no comprende una etapa de transfectar dicha célula con una secuencia de ácido nucleico de E1B. 
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18. Procedimiento según la reivindicación 17, en el que dicho vector comprende dos secuencias homólogas a las 
secuencias presentes en dicho genoma celular, estando dichas secuencia de ácido nucleico de E1A y secuencia de 
TERT recombinante rodeadas preferentemente por dichas secuencias homólogas. 
 5 
19. Procedimiento según la reivindicación 18, en el que dicho vector comprende además un primer marcador de 
selección en el que dicho primer marcador de selección es un marcador de selección positivo y en el que dicho 
primer marcador de selección está rodeado por dichas secuencias homólogas, estando dicho primer marcador de 
selección rodeado preferentemente por las secuencias que permiten su supresión.  
 10 
20. Procedimiento según la reivindicación 18 o 19, en el que dicho vector comprende un segundo marcador de 
selección que no está rodeado por dichas secuencias homólogas, en el que dicho marcador de selección es un 
marcador de selección negativo.  
 
21. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 19 a 20, en el que dicho vector comprende un tercer 15 
marcador de selección en el que dicho tercer marcador de selección es un marcador de selección negativo y en el 
que dicho tercer marcador de selección está ubicado entre las secuencias que permiten la supresión del primer 
marcador de selección. 
 
22. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21, caracterizado por que comprende además una 20 
etapa en la que dichas células son cultivadas en un medio que permite únicamente el crecimiento de las células que 
han incorporado el primer marcador de selección.  
 
23. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 20 a 22 caracterizado por que comprende además una 
etapa en la que dichas células son cultivadas en un medio que no permite el crecimiento de las células que han 25 
incorporado el segundo marcador de selección.  
 
24. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 19 a 23, en el que dicho procedimiento comprende 
además una etapa que consiste en excluir el primer marcador de selección del genoma de dicha célula.  
 30 
25. Procedimiento según la reivindicación 24, en el que las células, obtenidas tras dicha etapa que consiste en 
excluir el primer marcador de selección del genoma de dichas células, son cultivadas en un medio que no permite el 
crecimiento de las células que comprenden el tercer marcador de selección.  
 
26. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 17 a 25, en el que dicha célula es tomada de un 35 
organismo que pertenece a la familia Anatidae, preferentemente a la especie Cairina moschata o la especie Anas 
platyrhynchos.  
 
27. Procedimiento según cualquiera de las reivindicaciones 17 a 26, en el que dicha secuencia de ácido nucleico de 
E1A es insertada en el gen de HPRT de dicha célula.  40 
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