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DESCRIPCION
Células de mamifero para la propagacion de arterivirus

La presente invencion se refiere a células de mamifero capaces de propagar Arterivirus, a tales células infectadas
por Arterivirus, a cultivos celulares que comprenden tales células y a métodos para la propagacion de un Arterivirus
en tales células.

La familia Arterivirus comprende el virus de la arteritis equina (EAV), el virus del sindrome respiratorio y reproductivo
porcino (PRRSV), el virus elevador de la lactato deshidrogenasa (LDV), y el virus de la fiebre hemorragica del simio
(SHFV). De estas cuatro especies viricas, LDV y SHFV solo tienen un menor impacto econémico, ya que infectan
ratones y monos, respectivamente. Contrariamente a esto, EAV y especialmente PRRSV suponen una carga
financiera considerable en la sociedad.

El virus de la arteritis equina provoca infecciones en caballos, y, por tanto, constituye un problema recurrente en la
industria de la crianza de caballos. Por lo tanto, supone una carga econdémica significativa para los criadores de
caballos. El virus de la arteritis equina establece una infeccion persistente en los, asi llamados, "portadores
sementales”, que posteriormente transmiten el virus a las yeguas, lo que podria llevar al aborto de los fetos.

Los criadores de caballos controlan cuidadosamente la presencia de EAV, especialmente en los sementales, y se
han desarrollado varias vacunas frente al virus basadas en virus vivos atenuados o basadas en la expresion de
subunidades estructurales de EAV. Sin embargo, los recientes brotes en Nuevo México, Estados Unidos (2006) y
Francia (2007) han aumentado adicionalmente el interés en el EAV y en vacunas frente a EAV entre los veterinarios
y los propietarios de caballos.

El PRRSV es, de lejos, el Arterivirus mas importante econémicamente, que afecta a las industrias de ganado porcino
en todo el mundo. La infecciéon por este virus da como resultado un crecimiento lento, una disminucién en la
eficiencia de la alimentacién, anorexia, y fiebre en cerdos desde el destete hasta la etapa de madurez, abortos en
cerdas gestantes y problemas respiratorios en cerdos jovenes. Solo en los Estados Unidos, las pérdidas anuales
asociadas con la infeccion por PRRSV se estiman en alrededor de 560 millones de ddélares en 2005 y 664 millones
de ddlares en 2011. La infeccion por PRRSV se coloca en el puesto nimero uno de desafios relacionados con la
salud para la industria porcina, causando las mayores pérdidas de productividad cuando se comparan con otras
enfermedades causadas por, por ejemplo, Clostridium difficile, la gripe porcina, Streptococcus sp., rotavirus o
circovirus porcino. Considerando la aparicion de cepas altamente virulentas de PRRSV en el sureste de Asia en
2006 y el hecho de que la industria porcina de Asia es la mas grande del mundo, se puede asumir con seguridad
que las pérdidas en esta parte del mundo son considerablemente mayores que las documentadas en los Estados
Unidos. El PRRSV sigue siendo una principal amenaza para la industria porcina dado que la enfermedad asociada
ha resultado ser dificil de controlar, a pesar de la disponibilidad de vacunas tanto de virus vivos atenuados como
muertos frente al PRRSV.

La familia Arterivirus consiste en virus de ARN de cadena sencilla y sentido positivo (+) con un tamafio de genoma
que oscila de aproximadamente 13 hasta 16 kb. Tras la infeccién, el ARN se traduce en dos poliproteinas
precursoras de replicasa, ppl y pplab. Las proteinas no estructurales funcionales (nsps) de Arterivirus derivan de la
escisién de estas poliproteinas mediante su actividad proteasa interna. Tras la liberacion de la poliproteina, estas
proteinas no estructurales forman en conjunto el complejo de replicacion y transcripciéon que es responsable de la
replicacién del genoma del virus y para la sintesis de los ARN mensajeros subgenémicos que codifican las proteinas
estructurales. Las poliproteinas ppla y pplab del Arterivirus prototipo, EAV, se escinden en al menos 13 proteinas
no estructurales mediante tres proteasas internas presentes en la proteina no estructural 1 (nspl), nsp2 y nsp4.

La nsp2 del Arterivirus contiene un dominio proteasa de tipo papaina (PLP) en su regién N-terminal. PLP2, como se
denomina cominmente a esta proteasa, es responsable de la escisién de la unidén entre nsp2 y nsp3, y su actividad
catalitica es, probablemente por esta razén, esencial para la replicacién virica.

Para la mayoria de especies viricas sucede que, tras la infeccidn, la presencia de acidos nucleicos viricos
desencadena la activacion de cascadas de sefializacién inmunitaria innata, que da como resultado la activacion de
factores de transcripcion tales como NF-kB y Irf3/Irf7, llevando en Ultima instancia a la transcripcion de genes que
codifican el interferén beta (IFN-B) y otras citocinas proinflamatorias.

La, asi llamada, inmunidad innata proporciona una defensa natural muy util del hospedador frente a los virus. Sin
embargo, esta misma inmunidad innata supone un problema para los productores de vacunas. Normalmente, se
producen vacunas de virus completas mediante la propagacion del virus (de tipo silvestre o atenuado) in vitro, por
ejemplo, en cultivo celular, seguido de la recoleccién de la progenie virica. Como resultado de la inmunidad innata, la
cantidad de virus producida in vitro es a menudo bastante baja: la induccion de INF-B lleva a la proteccion de otras
células frente a la invasion (y la posterior replicacion) del virus.

Para varias especies viricas, este problema se puede abordar de manera teérica disminuyendo la cantidad de IFN-3
producida. Sin embargo, en el caso de los Arterivirus, se considera que esta aproximacion no tiene efecto por la
siguiente razén: los Arterivirus son conocidos por evadir de manera muy eficaz las respuestas inmunitarias innatas
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del hospedador. Estas grandes capacidades moduladoras del sistema inmunitario de los Arterivirus previenen la
induccién de una respuesta inmunitaria eficaz frente a PRRSV de tipo silvestre y frente a PRRSV vivos atenuados.
Por tanto, el nivel de inmunidad que se puede inducir es subdptimo para la proteccion frente a las infecciones del
campo.

Se conoce la causa de este caracter evasivo del sistema inmunitario de los Arterivirus. Se debe a la proteina nsp2
de los Arterivirus que, junto con su papel en el procesamiento de la poliproteina, juega un importante papel en la
evasion de respuestas inmunitarias innatas del hospedador.

El andlisis comparativo de secuencias mostré que el dominio PLP2 de esta proteina presenta una similitud con
proteinas que pertenecen a la clase que contiene el dominio del tumor ovarico (OTU) de las enzimas
desubiquitinizantes (DUB) (Makarova (2000)). Se ha confirmado desde entonces que el PLP2 de Arterivirus de
hecho posee una verdadera actividad DUB y que esta actividad probablemente se emplea para eliminar la ubiquitina
(también denominada adicionalmente como Ub) de los factores de sefializacion inmunitaria innata para suprimir la
induccion de un estado antivirico (Frias-Staheli, N. (2007), Sun, Z. (2010), van Kasteren, P.B. (2012)). Ademas de su
actividad DUB, el PLP2 de Arterivirus también ha demostrado que elimina el gen 15 estimulado por interferén de la
proteina antivirica de tipo ubiquitina (ISG15) de las proteinas diana celulares (Frias-Staheli, N. (2007), Sun, Z.
(2012), Arguello, M.D. (2007)). Esta actividad se denominara actividad 1SGilante. Debido a la estrecha relacién de la
ubiquitina y ISG15, este papel del dominio PLP2 se denominara de manera general actividad DUB/desISGilante.

Es esta actividad DUB/desISGilante la que, mediante la supresion de la induccién de un estado antivirico, permite al
virus evitar la defensa primaria del hospedador.

Esta caracteristica de los Arterivirus para evadir el sistema inmunitario innato mediante un blogueo de la induccion
de INF-B comprensiblemente tiene una consecuencia in vitro: la propagacion in vitro en células susceptibles tales
como las células comercialmente disponibles MA104 y Marc145 usadas a menudo para la propagacion de PRRSV,
no se espera que esté influenciada por el sistema inmunitario innato: el propio virus ya blogquea la induccion de IFN-

Por lo tanto, en el caso de los Arterivirus, no se esperaba que las medidas para disminuir la cantidad de IFN-B
producida por tales células con el objetivo de producir mas virus in vitro tuvieran algun efecto en el titulo del virus.
Tal como se dice anteriormente, los Arterivirus por naturaleza bloguean la produccion de IFN-B en la célula
hospedadora in vitro, analogo a la situacidn del crecimiento in vivo en un hospedador.

Sorprendentemente, se descubrid, sin embargo, que un bloqueo deliberado de produccion de IFN-B en células,
adicional al efecto bloqueante del propio Arterivirus, dio como resultado un aumento muy significativo de la cantidad
de progenie de Arterivirus propagada en esas células. Incluso se obtiene con frecuencia un aumento del titulo del
virus de un factor de hasta 6-7. Por razones explicadas anteriormente, esto es, de hecho, inesperado, dado el
conocido bloqueo de Arterivirus de la produccion de IFN-B.

Por lo tanto, una primera realizacién de la presente invencion se refiere a una célula de mamifero capaz de propagar
PRRSV, dicha célula de mamifero se selecciona del grupo de células de mamifero que consisten en células MA104
y Marc145, caracterizado porque dicha célula es deficiente en su producciéon de IFN-B por comprender un fragmento
de ADN que codifica un ARNSsi bajo el control de un promotor adecuado, que es capaz de silenciar el gen que
codifica IFN-B. La propagacion de un virus en una célula es el proceso que comprende la replicacién de un virus en
esa célula, como resultado de la misma, emerge una progenie virica. Una célula de mamifero capaz de propagar un
Arterivirus, por lo tanto, es una célula capaz de producir una progenie virica de dicho Arterivirus.

Para los fines de la presente invencién, una célula de mamifero de acuerdo con la invencién que es deficiente en su
produccion de IFN-B es una célula de mamifero que tras la estimulacion de la ruta de IFN-$ presenta un aumento en
IFN-B a un nivel que es la mitad o menos de la mitad de la cantidad de IFN-B producida mediante una forma de tipo
silvestre de esa célula de mamifero en las mismas condiciones de estimulacion. Preferentemente, una célula de
mamifero de acuerdo con la invencién presenta un aumento en IFN-B que esta por debajo del 40 %, mas
preferentemente por debajo del 30 %, por debajo del 20 %, por debajo del 10 % o incluso por debajo del 5 %, en ese
orden de preferencia, de la cantidad de IFN-f presentada por una forma de tipo silvestre de esa célula de mamifero
en las mismas condiciones de estimulacion. El nivel de IFN-f se puede determinar por medio de un ELISA.

En la seccion de Ejemplos, se da una descripcion de una reaccion de ELISA que se puede usar para determinar el
nivel de aumento de proteina IFN-f tras la estimulacion de la ruta de IFN-B. En los ejemplos, se proporciona un
método para determinar y comparar el nivel de IFN-B en células de tipo silvestre y células de acuerdo con la
invencion.

El ensayo, tal como se describe, usa anticuerpos disponibles comercialmente para la determinacion de la cantidad
de IFN-B producida por las células. Huelga decir que un ensayo usando otro anticuerpo reactivo con IFN-f3 se puede
usar igualmente.

En una célula de mamifero de acuerdo con la invencion, se logra el efecto inesperado bloqueando la traduccién del
ARNmM de IFN-B a proteina IFN-B introduciendo ARNSsi de anti-IFN-B en la célula hospedadora. Esta aproximacion se
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basa en el efecto silenciador de genes de los ARNsi de doble cadena (ARN cortos interferentes/inhibidores en
cualquier forma, por ejemplo, en la forma de horquillas cortas) en la expresion génica. El principio y el mecanismo
detras de este denominado ARN de interferencia, designado abreviadamente ARNI, y detras del ARNsi ha sido el
objeto de varias publicaciones durante la Ultima década. El uso principal del ARNi aln es, y ha sido, el silenciamiento
especifico de genes del hospedador o de las células del hospedador en estudio con el fin de determinar su papel en
el hospedador. Las revisiones sobre este tema se han escrito por Hannon, G.J. en Nature 418: 244-251 (2002) y por
Deni, A.M. y Hannon, G.J. en TRENDS in Biochemical Sciences 28: 196-201 (2003). Otros articulos, que describen
el uso de ARNSsi en el silenciamiento de genes son los de Bertrand, J.R. et al., en B.B.R.C. 296: 1000-1004 (2002) y
los de Sorensen, D.R. et al., en J. Mol. Biol. 327: 761-766(2003). Se publicé una revisién extensa sobre ARNSsi por
Dorsett, Y.y Tuschl, T. en Nature Reviews, Drug Discovery 3: 318-329 (2004).

Con el fin de obtener un emparejamiento 6ptimo de pares de bases entre el ARNsi y el ARNm de IFN-f de las
células diana, en este caso, de las células Marc 145, los inventores han realizado, en primer lugar, un alineamiento
de las secuencias de los dos genes de IFN-B de primate actualmente disponibles en bancos de genes. En una etapa
posterior, se suministraron cebadores de (RT)-PCR en la base de regiones altamente conservadas en estos genes
de IFN-B de primates. Estos cebadores de PCR se usaron para producir ADN de IFN-B de ARNm de IFN-B de
células Marc145. EI ADN de IFN-B especifico de Marc145 obtenido de este modo se secuencid y se uso la
informacién de secuencia para desarrollar los ARNsi usados para el silenciamiento de genes. Siguiendo esta
estrategia, se podria averiguar que los ARNSsi presentan una union 6ptima al ARNm diana de IFN-B. (Véase la
seccion de Ejemplos para detalles).

Para el experimento del silenciamiento de genes, las células de mamifero capaces de propagar Arterivirus, en este
caso, células Marcl145, se cultivaron y transfectaron con el ARNsi de anti-IFN-B de Marcl45 afiadiendo ARN
Poli(I:C) como estimulador de IFN-B. Aproximadamente 5-6 horas tras la transfeccion con ARNSsi, se infectaron las
células con PRRSV. (Véase la seccion de Ejemplos para detalles). Como puede observarse a partir de la figura 7, se
podria obtener facilmente un aumento en el titulo de aproximadamente 6-7 veces.

El proceso de transfeccién descrito es muy adecuado para lograr el efecto inesperado de disminucién de la cantidad
de IFN-B en un cultivo in vitro a pequefia escala. Sin embargo, como un proceso para disminuir la cantidad de IFN-3
en un cultivo in vitro a gran escala para una produccion de virus a gran escala, no es particularmente adecuado. Con
el fin de obtener una disminucién de la cantidad de IFN-B en células en un cultivo in vitro para una produccién de
virus a gran escala, el experto en la materia puede, sin embargo, elegir entre varias opciones, todas conocidas en la
materia.

Una opcion es la introduccion en la célula de un plasmido que lleva un fragmento corto de ADN que codifica ARNSi
de anti-IFN-B bajo el control de un promotor de mamifero. Esto evita la necesidad de transfectar células cada vez
que se inicia un cultivo in vitro de virus.

Tal plasmido puede ser un plasmido que sigue presente en el citoplasma de la célula y produce de manera
constitutiva una cierta cantidad de ARNSsi. Preferentemente, el plasmido se integra en el genoma de la célula. Tales
plasmidos son bien conocidos en la materia. Las células que llevan tales plasmidos son deficientes en su produccién
de IFN-B, pero no requieren el cultivo bajo presion selectiva, como seria el caso si el plasmido no estuviese
integrado en el genoma.

Es igualmente posible obtener células que son deficientes en su produccion de IFN-B, desarrollando un ARNSsi capaz
de silenciar uno de los otros genes que estan implicados en la ruta de IFN-f.

La ruta del interferén es conocida por ser una cascada de eventos que se desencadena por la entrada de (en este
caso) un virus de ARN de cadena sencilla en la célula. El virus entra en un endosoma de la célula mediante
endocitosis, en donde activa el receptor TLR7 de tipo Toll. EI TLR7 activado recluta el adaptador MyD88 que a su
vez recluta IRAK-4 y IRAK-1. Este complejo actia como un armazon para componentes que desencadenan, entre
otros, la ruta Irf3/Irf7. Esto lleva, en Ultima instancia, a la transcripcion de genes que codifican IFN-B. La cascada
completa es bien conocida desde hace ya varios afios, y se conoces las proteinas implicadas. Las revisiones
extensas de la ruta de IFN-f son, por ejemplo, las escritas por Taro Kawai y Shizuo Akira en Nature Immunology 7:
131-137 (2006), por Akinori Takaoka y Hideyuki Yanai en Cellular Microbiology 8: 907-922 (2006), por Osamu
Takeuchi y Shizuo Akira en Immunological Reviews 220: 214-224 (2007), y mas extensivamente por Randall, R.E. y
Goodbourn, S., en Journal of General Virology 89: 11-47 (2008).

Una vez que se ha formado una cantidad de IFN-B, se excreta por la célula. La IFN-B excretada se une
posteriormente al receptor de IFN-a/f3 que protruye de la membrana celular. Esta unién induce un aumento adicional
en la produccién de IFN-B y también induce IFN-a, tanto en las células que originariamente produjeron IFN-f (por
ejemplo, como resultado de la infeccién virica) y en las células adyacentes.

Por este motivo, se considera que el receptor de IFN-a/f es una parte de la ruta del interferén-g. Una funcion
adicional del receptor de IFN-a/f es la induccion de la, asi llamada, ruta JAK/STAT que finalmente interfiere con la
formacion de la progenie virica. Dado que el receptor de IFN-a/f es parte de la ruta del interferén-g, el receptor de
IFN-0/B es una diana igualmente adecuada para la determinacion de ARNsi. La regulaciéon negativa del receptor se
describe, entre otros, por Kai-xin Zhang et al., en International Journal of Cancer 127: 830-838 (2010). La
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informacién basica del receptor de IFN-a/f se puede hallar, entre otros en los articulos de revisiones de Platanias,
L.C. (Nature Reviews Immunology 5: 375-386 (2005), de Randall, R.E. y Goodbourn, S. (vide supra) y de Akinori
Takaoka y Hideyuki Yanai (vide supra). En el presente documento también se desvela una célula de mamifero
caracterizada porque dicha célula comprende un fragmento de ADN que codifica un ARNsi bajo el control de un
promotor adecuado, que es capaz de silenciar uno de los genes de la ruta de IFN-f.

Una manera igual de atractiva de obtener una célula de mamifero que es deficiente en su produccion de IFN-B es
introducir una mutacion en un gen que esta implicado en la ruta IFN-B. Tal mutacién puede ser una insercién, una
delecion o una mutacion por sustitucion, siempre que, por supuesto, la mutacion lleve a una célula que es deficiente
en su produccion de IFN-B, tal como se define anteriormente. La manera mas eficiente es no hacer solo una
mutacion en tal gen, sino simplemente eliminar uno de los genes implicados en la ruta de IFN-f3.

Si los genes mencionados anteriormente se seleccionan para su silenciamiento y/o mutacion, se debe tener cuidado
para evitar que una subruta alternativa de la cascada tome el control de la subruta bloqueada. Simplemente como
ejemplo; si se mutase IRF7, preferentemente uno o mas genes del NF-kB también deberian mutarse. (Para una
vision conjunta de las rutas, véase, entre otros, Randall, R.E. y Goodbourn, S., en Journal of General Virology 89:
11-47 (2008) tal como se menciona anteriormente)

Por supuesto, un gen muy atractivo y, por tanto, preferido para la mutacion es el gen que codifica el propio IFN-B.
Esto se puede hacer, entre otros, mediante la mutacién del gen como tal, pero también se puede acompafiar, por
ejemplo, de la mutacion del promotor de IFN-B o de elementos de la regién promotora tales como PRD 1V, PRD I/llI
o PRD Il. También se desvela en el presente documento una célula de mamifero caracterizada porque dicha célula
tiene una mutacién en un gen de la ruta de IFN-f. Los genes de la ruta de IFN-B que son adecuados como dianas de
silenciamiento de genes y como dianas de mutacién son, entre otros, los genes que codifican IFN-f, el receptor de
IFN-a/B, MyD88, IRAK-4, IRAK-1, TRAF3, el gen que codifica la subunidad IKK-a y el gen que codifica IRF7.
También se desvela una célula de mamifero tal como se describe en el presente documento caracterizada porque
dicho gen se selecciona del grupo de genes que consiste en los genes que codifican IFN-$, el receptor de IFN-a/j,
MyD88, IRAK-4, IRAK-1, TRAF3, el gen que codifica la subunidad IKK-a y el gen que codifica IRF7.

El experto en la materia que desee mutar cualquiera de los genes mencionados anteriormente tiene varias
herramientas poderosas disponibles para mutar genes especificos tales como, por ejemplo, las nucleasas con dedos
de zinc (ZNF) y las nucleasas de tipo activadores de transcripcién (TALEN).

Estas herramientas son las herramientas de eleccion para la mutacion especifica de cualquier gen. Basicamente,
ambas herramientas se basan en el hecho de que comprenden una DNAsa Fokl dimerizada, capaz de crear roturas
de doble cadena en cualquier parte del ADN, y dos dominios de unién a ADN altamente especificos y disefiados por
el investigador. Tanto las TALEN como las ZFN permiten un direccionamiento de genes altamente especifico y una
mutacion de genes.

Estas herramientas y sus usos se han descrito de manera extensiva para la mutacion de genes en, entre otros,
células, células pluripotenciales y embriones. A continuacion se dan algunos ejemplos de publicaciones:
DeFrancesco, L. en Nature Biotechnology 29, 681-684 (2011), Cost, G. et al., en Nature Biotechnology 29, 695-696
(2011), Yeh, J-R. et al., en Nature Biotechnology 29, 697-698 (2011), Zhang, B. et al., Nature Biotechnology 29, 699-
700 (2011), Jaenisch, R. et al., en Nature Biotechnology 29, 731-734 (2011), Miller, J. et al., en Nature Biotechnology
29, 143-148 (2011) y Zhang, F. et al., en Nature Biotechnology 29, 149-153 (2011). Una revisién de la ZFN por
Hauschild-Quintern, J et al., esta disponible en formato electronico de Cellular and Molecular Life Sciences, Springer
Basel 2012 10.1007/s00018-012-1204-1.

Las células en las que uno o mas genes especificos se mutan usando una de estas dos técnicas también estan en la
actualidad disponibles comercialmente bajo demanda.

Por lo tanto, el experto en la materia que quiera evitar el esfuerzo de mutar un gen de la ruta de INF-B, puede, por
ejemplo, pedir células en las que se ha mutado el gen deseado usando TALEN bajo demanda de Cellectis
bioresearch, 8 rue de la Croix Jarry, 75013 Paris, Francia o de Cellectis bioresearch Inc., One Broadway,
Cambridge, MA 02142, EE.UU.).

Las células en las que el gen deseado se ha mutado, por ejemplo, usando las ZFN, estan comercialmente
disponibles bajo demanda de Sigma-Aldrich Corporation, 3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 EE.UU.

Las estrategias descritas anteriormente son todas igualmente aplicables para aumentar el rendimiento del Arterivirus
equino (EAV) en el cultivo celular. Este virus normalmente se cultiva en células renales de cria de hamster (BHK21)
y en células renales de conejo (RK13). La secuencia del ARNm del IFN-f3 de células RK13 se da por el NCBI con el
namero XM_002707968.1 (http://www.nchi.nim.nih.gov/nuccore/XM_002707968.1). Por lo tanto, se puede disefiar
directamente, por ejemplo, un ARNSsi para el silenciamiento de genes en células RK13 en la base de esta secuencia.
Igualmente, los dominios de unién a ADN altamente especificos y disefiados por el investigador para su uso en
TALEN o ZFN se pueden disefiar directamente en la base de esta secuencia.

Por lo tanto, en el presente documento se describe adicionalmente una célula de mamifero que es capaz de
propagar PRRSV o EAV. La célula de mamifero se puede seleccionar del grupo de células de mamifero que
consiste en BHK21, RK13, MA104 o Marc145.

Otra realizacion de la presente invencion se refiere a un método para la propagacion de PRRSV en cultivo celular,
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en donde dicho método comprende la etapa de propagar dicho virus en células de mamifero de acuerdo con la
invencion. Adicionalmente se desvela una célula de mamifero tal como se describe en el presente documento
caracterizada porque dicha célula de mamifero se infecta con un Arterivirus. Otra realizacion mas de la presente
invencion se refiere a un cultivo celular que comprende células de mamifero de acuerdo con la invencién.

Una forma preferida de esa realizacién se refiere a un cultivo celular que comprende células de mamifero de
acuerdo con la invencién, caracterizado porque dichas células de mamifero estan infectadas por PRRSV.

Leyenda de las figuras:

Figura 1: Alineamiento de secuencias de interferén-g de Macaca mulatta y Homo sapiens.

Figura 2: Expresion de IFN-B tras la transfeccion con poli(l:C) a T=24 horas tras la transfeccion. Los carriles 2, 3,
7 y 8 presentan células no transfectadas, los carriles 4, 5, 9 y 10 muestran el efecto de la induccion de poli(l:C),
los carriles 6 y 11 son controles negativos.

Figura 3: Expresion sostenida de ARNm de IFN-B tras la transfeccion con poli(l:C). El + y el - indican el
tratamiento de las células, tal como se usa para la figura 2.

Figura 4: ELISA de IFN-B. La Figura 4A muestra una curva patrén para el ELISA de IFN-B, y la figura 4B muestra
los niveles reales de proteina IFN-B medidos en el medio en varios momentos en el tiempo.

Figura 5: Actividad de atenuacion génica de ARNm de IFN-B. El + y el - indican el tratamiento de las células, tal
como se usa para la figura 2.

Figura 6: Actividad de atenuacion génica de la expresiéon de proteina IFN-B. La Figura 6A muestra una curva
patrén para el ELISA de IFN-B, y la figura 6B muestra los niveles reales de proteina IFN-B medidos en el medio
en varios momentos en el tiempo.

Figura 7: Titulacion de PRRSV.

Ejemplos
Ejemplo 1.

Desarrollo de una RT-PCR de IFN-B y derivacién de ARNSi.

Los cebadores de PCR se disefiaron para permitir la amplificacién especifica de una secciéon del ARNm de IFN-$ de
células MARC-145. Se generd un alineamiento de NM_002176.2 (ARNm de interferén beta 1 de Homo sapiens) y
NM_001135795.1 (ARNm de interferon beta 1 de Macaca mulatta). Los cebadores se disefiaron para ser
complementarios a areas conservadas de la secuencia de ARNm de IFN-B (figura 1, tabla 1). Las PCR se realizaron
usando métodos convencionales. Como un control para el procedimiento de RT-PCR, se incluyd siempre una PCR
para GADPH en los experimentos. Las secuencias del cebador de GADPH se muestran en la tabla 1. La
temperatura de alineamiento usada para ambos conjuntos de cebadores fue 55 °C.

Las muestras de PCR se dejaron correr en geles de agarosa. Los productos de PCR se extrajeron de la agarosa, se
purificaron usando el kit de extraccion de gel QIAquick (Qiagen) y se secuenciaron. los ARNSsi disefiados por
Stealth™ (Invitrogen) se obtuvieron al alimentar la secuencia de nucledtidos de ARNm de IFN-B de MARC-145
obtenida en el disefiador de ARNi BLACK-iT™ (Life Technologies) (tabla 2). Se usaron ARNSsi de control negativo
(medio con contenido de GC, Life Technologies) en todos los experimentos con ARNSi.

Tabla 1: Secuencias de IFN-B y de cebador GADPH

Cebador Especificidad del gen Tamafio del producto Secuencia de’ohgyonucleondos
esperado (pb) (5=3)
IFNB1 F1 ATGACCAACAAGTGTCTCCTC
Interferéon beta 1 562
IFNB1 R1 AGTTTCGGAGGTAACCTGTAAG
GAPDH FW gliceraldehido 3-fosfato 45 ACCACAGTCCATGCCATCAC
GAPDH REV deshidrogenasa TCCACCACCCTGTTGCTGTA
Tabla 2: mezcla de ARNsi de anti-IFN-f3 de Marc145.
ARNSi Proporcion Secuencias de oligonucleétidos (5'—3’)
CCUGUGGCAAUUGAAUGGAAGUCUU (sentido)
Stealth 74 33% AAGACUUCCAUUCAAUUGCCACAGG
(antisentido)
UAGCACUGGCUGGAAUGAGACUAUU (sentido)
Stealth 239 33% AAUAGUCUCAUUCCAGCCAGUGCUA
(antisentido)
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AAUUCAUGAGCAGUCUGCACCUGAA (sentido)
Stealth 358 33% UUCAGGUGCAGACUGCUCAUGAAUU
(antisentido)

Induccién y deteccién de la expresién de IEFN-B en células MARC-145

Las células MARC-145 se propagaron en medio 6/medio de cultivo B8 modificado, suplementado con FCS al 5 %, a
37°CyCOzal 5 %.

Para inducir una respuesta de interferon, se transfectaron células MARC-145 con poli(l:C). Las células se cultivaron
en placas de cultivo de 6 pocillos y se transfectaron al 90-95 % de confluencia con 1,25 - 2,5 pg de poli(I:C) y 5,0 ul
de Lipofectamina 2000 (Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Tras la transfeccion, se lavaron las células con PBS y se lisaron en 360 pl de tampén RLT (Mini kit RNeasy, Qiagen),
se suplementaron con B-mercaptoetanol al 1 %. Los lisados celulares se recogieron y se homogeneizaron mediante
5 pasos a través de una aguja de calibre 21. El ARN se aisl6 usando el Mini kit RNeasy (Qiagen ), incluyendo la
digestion de DNasa en columna, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. EI ARN se eluyé en 50 pl de H2O.
El ARN eluido se incubd durante 10 minutos a 65 °C y al menos 2 minutos en hielo. La reaccién de RT se realiz6 con
29 pl de una solucién de ARN, usando las perlas Ready-To-Go You-Prime (GE Healthcare) y 200 ng de cebadores
aleatorizados (Invitrogen), en un volumen total de 33 pl. Las mezclas de reaccién se incubaron 1 minuto a
temperatura ambiente, seguido de 1 hora a 37 °C. Finalmente, se realizaron las PCR de IFN- y GADPH (tal como
se describe anteriormente) y las muestras de PCR se dejaron correr en geles de agarosa.

Ademas, se recogi6é el medio de cultivo celular tras la transfeccién, y se determind la cantidad de IFN-B usando el kit
ELISA de suero de IFN-B humano VeriKine-HS (PBL InterferonSource), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante.

Confirmacién de la actividad de ARNSsi

La actividad de los ARNSsi de anti-IFN-f se confirmé mediante cotransfecciones de células MARC-145 al 30-50 % de
confluencia con 1,25 ug de poli(l:C) en combinacion con 100 pmol de mezcla de ARNSsi de anti-IFN-$ de Marc145 (o
100 pmol de medio con contenido de GC y ARNSsi de control negativo), usando 5,0 ul de Lipofectamina 2000,
seguido de RT-PCR y ELISA (tal como se describe anteriormente).

Blogueo de la expresién de IFN-B y titulacién del virus PRRSV

Un dia después de la transfeccién con ARNSi, se cultivaron las células a una densidad de 1 x 103 células/cm? en
placas de cultivo de 6 pocillos. Justo antes de la transfeccion, se lavaron las células una vez con PBS 0,01 M. Bien
100 pmol de ARNSsi de control negativo (medio con contenido de GC, Life Technologies) o 100 pmol de mezcla de
ARNSsi de anti-IFN-B de Marc145 (tabla 1) se transfectaron en las células usando 2,5 pl de Lipofectamina 2000
(Invitrogen) por pocillo, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las células transfectadas se incubaron
durante 4 0 5 horas a 37 °C y CO; al 5 % antes de ser infectadas con PRRSV a una MOI de 0,1 en 1,0 ml de medio
de cultivo por pocillo. Tras 1 hora de incubacién a 37 °C y CO; al 5 %, se retird el sobrenadante. Las células se
lavaron una vez con PBS 0,01M y se puso medio de cultivo reciente en las células, seguido de una incubacion a 37
°Cy CO; al 5 % hasta la recolecta del medio (hasta 72 horas tras la infeccion). La cantidad de IFN-B en el medio se
determin6 usando el kit ELISA de suero de IFN-B humano VeriKine-HS (PBL InterferonSource), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante.

La titulacion de PRRSV se realizé preparando soluciones seriadas diez veces de muestras del medio en placas de
microtitulacién de 96 pocillos que contienen monocapas de células MARC-145. Tras siete dias de incubacién a 37
°Cy CO; al 5 %, se exploraron los pocillos para la presencia de CPE. El titulo del virus se calcul6 de acuerdo con el
método Spearmean-Karber y se expreso en logio de TCIDso por ml.

Resultados

Expresiéon de IEN-B en células MARC-145

Para investigar si las células MARC-145 son capaces de expresar IFN-B, las células se transfectaron con poli(l:C).
Las células y el medio de cultivo se cultivaron en varios puntos temporales tras la transfeccion. La expresion de
ARNm de IFN-B se determind6 mediante RT-PCR (figura 2 y 3) y el nivel de proteina IFN- expresada en las
muestras del medio se cuantificé usando ELISA, en la base de una curva patrén (figura 4a y b).

Tal como se muestra en la figura 2, la transfeccion de MARC-145 con poli(l:C) da como resultado una clara
induccién de la expresion de ARNm de IFN-B. La Figura 3 muestra que la induccion de la expresion de ARNm de
IFN-B es sostenida durante al menos 30 horas.
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El medio de células transfectadas contiene altos niveles de proteina IFN-B. Similar al ARNm del IFN-(, la elevada
expresion de proteina IFN- se puede detectar durante al menos 30 horas (figura 4b).

Actividad de ARNSsi anti-IFN- en células MARC-145

La actividad de los ARNsi de anti-IFN-B se confirmé mediante transfecciones de células MARC-145 con
combinaciones de poli(l:C) y mezcla de ARNSsi anti-IFN-B de Marc 145 o medio con contenido de GC y ARNSsi de
control negativo. La expresion de ARNm de IFN-B y proteina se determinaron mediante RT-PCR y ELISA,
respectivamente. La transfeccion de células con la mezcla de ARNSsi de anti-IFN-B de Marc145 claramente resulta en
la actividad de atenuacion génica de ARNm de IFN-B. (figura 5) y de la expresion de proteina (figura 6). EI ELISA de
IFN-B demuestra que la transfeccion de células tanto con poli(l:C) como con la mezcla de ARNsi de anti-IFN-B de
Marc145 suprime de manera virtual y completamente la induccion de expresion de proteina IFN-B. La estimulacion
de la expresion de proteina IFN-B como un resultado de la transfeccion de poli(l:C), pero también la supresion de
este efecto mediante la transfeccion con ARNsi de anti-IFN-B de Marc145, se mantiene durante al menos 72 horas
(figura 6).

Replicacién de PRRSV mejorada tras la actividad de atenuacién génica de IEN-B en células MARC-145

El efecto de la atenuacion de actividad génica de IFN-B en la replicacion de PRRSV se investigé transfectando
células MARC-145 con ARNSsi de anti-IFN-B de Marc145 o medio con contenido de GC y ARNsi de control negativo,
seguido por la infeccién de estas células con PRRSV. El medio de cultivo celular se cultivd en varios puntos
temporales tras la transfeccion. El nivel de replicacion virica se determind mediante titulacion. Tal como se muestra
en la Figura 7 y en la Tabla 3, la replicacion de PRRSV es mas eficiente en células en las que la expresién de IFN-3
se suprime usando ARNSsi. La diferencia en el aumento del titulo, cuando el titulo del virus crece en células
transfectadas con ARNsi de anti-IFN- se compara con los ARNsi de control negativo, es de hasta 0,7 Logio (tabla
3).

Tabla 3: Titulacién de PRRSV

Titulo (Log 10)
T (horas) Sin transfectar | ARNsi control |ARNSi de anti-IFN-
24 4,15 4,25 4,15
48 5,65 5,45 6,15
72 5,75 5,75 6,35
Aumento de 16 15 2,2

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Intervet International B.V.
<120> Células de mamifero para la propagacién de virus
<130> 23420
<160> 12
<170> Patentln version 3.5
<210>1
<211> 840
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
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REIVINDICACIONES
1. Célula de mamifero capaz de propagar el virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV), dicha
célula de mamifero se selecciona del grupo de células de mamifero que consisten en células MA104 y Marc145,
caracterizada porque dicha célula es deficiente en su produccion de IFN-B por comprender un fragmento de ADN
que codifica un ARNSsi bajo el control de un promotor adecuado, que es capaz de silenciar el gen que codifica IFN-f3.
2. Un cultivo celular que comprende células de mamifero de acuerdo con la reivindicacién 1.

3. Un cultivo celular de acuerdo con la reivindicacion 2, caracterizado porque dichas células de mamifero estan
infectadas con PRRSV.

4. Método para la propagacion de PRSSV en cultivo celular, caracterizado porque dicho método comprende la
etapa de propagar dicho virus en células de mamifero de acuerdo con la reivindicacion 1.

13
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Figura 1. Alineamiento de secuencias de interferon beta
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Conjunto de cebadores IFNBI1 (562 pb) GAPDH (452 pb)
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Figura 2.
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Figura 3.
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Figura 5.
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