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DESCRIPCION
Macrofago alveolar porcino inmortalizado

La presente invencion se refiere a macrofagos alveolares porcinos inmortalizados (PAM), a cultivos celulares que
comprenden dichos PAM, a métodos para la inmortalizacion de PAM, a métodos de replicacion de virus del PRRS
en PAM inmortalizados y a métodos para la preparacion de vacunas que comprenden el PRRSV.

El virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV) es, de lejos, el arterivirus mas importante desde el
punto de vista econémico, al afectar a las industrias de ganado porcino en todo el mundo. La infeccién por este virus
da como resultado un crecimiento lento, una disminucion 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, se han estimado unas pérdidas anuales asociadas con la infeccion por
PRRSV de alrededor de 560 millones de délares en 2005 y 664 millones de dolares en 2011. La infeccion por
PRRSV se coloca en el puesto nimero uno de desafios relacionados con la salud para la industria porcina.
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, incluso, considerablemente mayores que las documentadas en Europa y los Estados Unidos.

El PRRSV sigue siendo una amenaza importante 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 a PRRSV.

Para la produccion de vacunas de PRRSV, vivos atenuados o inactivados, el virus se debe replicar en células
susceptibles. Uno de los problemas a los que se enfrenta la propagacién de PRRSV es el tropismo celular altamente
restringido del virus. Principalmente infecta macréfagos alveolares porcinos primarios (PAM). Dichos PAM son
dificiles de obtener: se obtienen, normalmente, a través del lavado pulmonar de los lechones, generalmente de 6-12
semanas de edad (Wensvoort, G. et al., The Veterinary Quarterly 13: 121-130 (1991)). Este método es engorroso,
costoso y conduce a lotes con una gran inconsistencia entre lotes. Ademas, los PAM primarios solo pueden
mantenerse en cultivo celular durante una cantidad de tiempo muy limitada. Por tanto, aunque los PAM primarios
son muy adecuados para el crecimiento de PRRSV, solo son utiles en, por ejemplo, estudios experimentales de
infeccion y para fabricar vacunas experimentales. La produccién de una vacuna comercial en PAM primarios no es
econdmicamente factible.

Debido a este problema, los cientificos han tratado de encontrar otras células o mejor; lineas celulares, que sean
susceptibles a PRRSV. Solo se han identificado tres lineas celulares: linea celular de rifion de mono MA104 y dos
derivados de MA104: células MARC-145 y CL2621 (Kumar Shanmukhappa et al., Virology Journal 2007, 4: 62).
Estas lineas celulares se utilizan actualmente de manera comercial para la propagacion de PRRSV.

Aunque es posible hacer crecer PRRSV a titulos relativamente altos en estas lineas celulares, dichas no PAM que ni
siquiera son lineas celulares porcinas tienen una desventaja: dado que no son el hospedador natural del PRRSV,
PRRSYV tiene que adaptarse a estas lineas celulares antes de poder obtener titulos altos. Como consecuencia, ni
MA104 ni MARC-145 o CL2621 serian la primera opcion para la propagacion de cepas de campo recientemente
descubiertas. Para recoger nuevos aislados de campo de PRRSV, la célula hospedadora natural, el PAM, seria
mucho mas adecuado.

Se ha contemplado que una linea celular de PAM inmortalizados podria proporcionar una solucién a los problemas
identificados anteriormente.

Las lineas celulares de PAM inmortalizados pueden, en principio, crecer sin limitacién a su nivel de pase y son las
células hospedadoras mas adecuadas para PRRSV.

Se han realizado varios intentos para desarrollar lineas celulares de PAM inmortalizados.

La solicitud de patente PCT W02008/089094 divulga dos mutantes de PAM no transformados deliberadamente,
naturales, obtenidos a partir de fetos porcinos. Estas células muestran comportamiento de linea celular de PAM
inmortalizados y son capaces de desarrollar PRRSV. La desventaja del método descrito es, que es un método
basado en prueba y error cuyo resultado es altamente incierto. Especificamente, es cuestionable si cualquier linea
celular fetal aislada que utiliza este método es, en efecto, inmortalizada de una manera estable o simplemente tiene
una esperanza de vida algo extendida o es capaz de dividirse unas pocas veces mas en comparacion con un PAM
primario. Por lo tanto, el método es poco atractivo para el experto en la materia que necesita una linea celular de
PAM inmortalizados.

Una tesis de Jian-Jun Jia (Agosto 2009, Universidad de Montreal, Montreal, Canada) describe una linea celular de
pulmén porcina supuestamente susceptible a PRRSV, pero esta linea celular no es una linea celular alveolar sino
epitelial y, ademas, después resulté no ser de origen porcino (D.W. Silversides et al., Journal of virology 84: 5454-
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5455 (2010)).

Un intento adicional para fabricar una auténtica linea celular de PAM inmortalizados se describe por H.M. Weingartl
et al, en J. Virol. Meth. 104: 203-216 (2002). Weingartl describi6 la transfecciéon de PAM primarios con un plasmido
pSV3neo, que lleva genes para resistencia a neomicina y antigeno T de SV40. Esto condujo al aislamiento de tres
lineas celulares inmortalizadas de mieloides (monocitos/macréfagos). Sin embargo, el resultado de este experimento
resultd ser enigmatico: no se pudo detectar antigeno T de SV40 en ninguna de estas lineas celulares y, ademas,
ninguna de las lineas celulares admitié replicacion de PRRSV. Por lo tanto, Weingartl concluye que un mecanismo
alternativo, sin presencia de antigeno T de SV40, puede explicar la inmortalizacion.

Después de este fracaso, la ruta de utilizacién del antigeno T de SV40 se dejé para enfoques alternativos.

Yoo Jin Lee et al., encontraron que las lineas celulares desarrolladas por Weingarti no expresan niveles detectables
de la glucoproteina CD163 de 130 kDa de la superficie celular, que, como se sabe, es un receptor celular para
PRRSV (J. Virol. Meth. 163, 410-415 (2010)). Por tanto, Yoo Jin Lee transfectdé adicionalmente una de las lineas
celulares de PAM de Weingarti con el gen CD 163 clonado en un vector retroviral bajo el control de un promotor LTR
retroviral. Esto, en efecto, condujo a la formacion de una linea celular de PAM inmortalizados capaz de desarrollar
PRRSV.

En 2012, Mingeun Sagong, del grupo de investigacion al que pertenece Yoo Jin Lee, concluyé que la pérdida de las
propiedades originales de células primarias tales como marcadores especificos de PAM, por ejemplo CD163, puede
deberse a la transformacion con antigeno T de SV40 (J. of Virological Methods 179: 26-32 (2012)). Por esta razén
Sagong siguié una ruta alternativa para inmortalizar PAM. Esta ruta comprende la expresién de transcriptasa inversa
de telomerasa humana (hTERT), que utiliza un vector retroviral, en PAM para restaurar la actividad de la telomerasa.
La restauracion de la actividad de la telomerasa evita la pérdida del ADN telomérico y, por lo tanto, evita la
senescencia replicante de las células. Mingeun Sagong concluye que sus datos revelaron que, a diferencia de las
células PAM transformadas con el antigeno T de SV40, la inmortalizacion con hTERT es capaz de hacer que las
células sean representantes fiables del fenotipo de sus células parentales.

De lo anterior se deduce que para transformar con éxito PAM con el objetivo de inducir la inmortalizacién,
independientemente de la ruta seguida para evitar la senescencia, debe evitarse la utilizacion del antigeno T de
SV40 y debe utilizarse un retrovirus o al menos secuencias retrovirales grandes para insertar el ADN en el genoma
de los PAM. Una desventaja severa de la utilizacion de retrovirus o al menos secuencias retrovirales grandes para
transformar células es que en todos los casos estan presente secuencias de repeticion terminales largas (LTR) en el
ADN utilizado para la transformacién de las células.

Las LTR son elementos retrovirales que comprenden todas las sefiales requeridas para la expresion de genes
retrovirales: potenciador, promotor, inicio de la transcripcién, terminador de la transcripcién y sefial de
poliadenilacion.

Estas LTR son sospechosas de tener efectos tumorigénicos. Esto es debido al hecho de que se conocen otros
genes celulares activos para cis y al hecho de que pueden recombinar con otras secuencias retrovirales en el
genoma celular (Mosier, D.E., Applied Biosafety 9: 68-75 (2004)).

No obstante, la transformacion de células con ADN retroviral que comprende secuencias de LTR y que evita la
utilizaciéon de antigeno T de SV40 parece ser la Unica forma de obtener PAM inmortalizados.

Sorprendentemente se encontré ahora, que es posible obtener con éxito PAM que son inmortalizados y aun
susceptibles a PRRSV y, sin embargo, libres de ADN de repeticiones terminales largas retrovirales.

Dichos PAM inmortalizados de acuerdo con la invencidon se podrian obtener inesperadamente a través de
transfeccion con ADN que comprende antigeno T de SV40, ahora, sin embargo, en combinacién con la utilizacién de
un transposén como un medio para obtener integracién estable en el genoma celular.

Los transposones se pueden considerar como vehiculos de transferencia de ADN naturales que, de forma similar a
los virus integradores, son capaces de una insercién genémica eficaz.

Por razones desconaocidas, los efectos negativos del antigeno T de SV40 con o sin ADN retroviral como se describe
anteriormente pueden evitarse, inesperadamente, si las células se transforman utilizando una molécula de ADN que
comprende un gen que codifica antigeno T de SV40 y transposones.

En principio, los transposones permanecen presentes de manera estable en el genoma celular después de la
integracion en el genoma. Por lo tanto, preferentemente los PAM inmortalizados de acuerdo con la invencion
comprenden transposones.

Para el fin de la presente invencion, una linea celular inmortalizada es una poblacion de células (en este caso PAM)
de un organismo multicelular que, normalmente, no proliferaria indefinidamente pero, debido a mutacién, ha evadido
la senescencia celular normal y en su lugar puede seguir experimentando division. Dichas células han escapado de
la limitacion normal de crecimiento para solo un namero finito de ciclos celulares.
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Los métodos utilizados para la preparacion de un PAM inmortalizado de acuerdo con la invencidon basicamente
comprenden las siguientes etapas:

a) la etapa de obtencion de una muestra de lavado broncoalveolar que contiene células de un sujeto porcino.
Dichas etapas se han descrito ya por, por ejemplo, Wensvoort, G. et al., en 1991 (véase mas arriba), por
Weingartl, H.M. et al. (véase mas arriba) y por otros, y siguen siendo la forma preferida de obtener PAM.

b) la etapa de separacion de un componente celular a partir de dicha muestra. Esta etapa también es bien
conocida en la técnica y también se describe, por ejemplo, por Wensvoort y por Weingartl, y se realiza,
normalmente, a través de centrifugacién del material de lavado pulmonar a baja velocidad,

c) la etapa de transfeccion de dicho componente celular con una molécula de ADN que comprende transposones
y que comprende un gen que codifica el antigeno T de SV40 en el control de un promotor adecuado.

La transfeccion se puede realizar de muchas formas conocidas en la técnica. Los Kits comerciales para transfeccion
estan actualmente disponibles a través de, por ejemplo, Bio-Rad (Life Science (Research, Education, Process
Separations, Food Science), Life Science Research, 2000 Alfred Nobel Drive, Hercules, CA 94547, USA) e
Invitrogen (Life Technology, 3175 Staley Road, Grand Island, NY 14072, USA). Los métodos de transfeccion
basados en reactivos comunmente utilizados comprenden la utilizacién de lipidos, fosfato de calcio, polimeros
catiénicos, DEAE-dextrano, dendrimeros activados y perlas magnéticas. Los métodos basados en instrumentos
comprenden electroporacién y microinyeccion.

Una molécula de ADN que comprende transposones y que comprende un gen que codifica el antigeno T de SV40 en
el control de un promotor adecuado podria ser, por ejemplo, un plasmido que comprende un gen que codifica el
antigeno T de SV40 en el control de un promotor adecuado. Este plasmido puede ser de forma circular o lineal
cuando se utiliza para la etapa de transfeccion.

La utilizaciéon de transposones como tales es bien conocida en la técnica. Un documento de lvics, Z. e Izsvak Z.
revisan de manera extensa transposones y su uso y proporcionan informaciéon de los mecanismos de acciéon de
transposones (Mobile DNA 1: 25-39 (2010)).

Un documento de revisiones de Deepika Ahuja et al., sobre el antigeno T de SV40 proporciona informacién de los
mecanismos de accion de esta proteina (Oncogene 24: 7729-7745 (2005)). Basicamente, el antigeno T de SV40
inhibe la familia de supresores tumorales p53 y Rb. Es esta actividad del antigeno T la que se piensa que causa la
transformacion de las células hacia su caracter inmortalizado.

Se conocen en la técnica un gran nimero de promotores adecuados para la expresién del antigeno T de SV40, que
se reconocen por su nivel eficaz de expresién. Incluyen promotores clasicos tales como el promotor temprano
inmediato del citomegalovirus (humano) (Seed, B. et al., Nature 329, 840-842, 1987; Fynan, E.F. et al., PNAS 90,
11478-11482,1993; Ulmer, J.B. et al., Science 259, 1745-1748, 1993), el potenciador-promotor del citomegalovirus
humano para la expresién de gD de BoHv-1. (Donofrio G., et al., Clinical and Vaccine Immunology 13: 1246-1254,
(2006)), el promotor temprano inmediato del citomegalovirus de ratén (MCMViel), el promotor temprano del
citomegalovirus de ratén (MCMVel), promotor temprano inmediato de SV40 (Sprague J. et al., J. Virology 45,
773,1983), el promotor de SV-40 (Berman, P.W. et al., Science, 222, 524-527, 1983), el promotor de metalotioneina
(Brinster, R.L. et al., Nature 296, 39-42, 1982), el promotor de choque térmico (Voellmy et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 82, 4949-53, 1985), el promotor tardio principal de Ad2 y el promotor de 3-actina (Tang et al., Nature 356, 152-
154, 1992).

Un promotor preferido es el promotor de CAG. (Miyazaki, J; Takaki, S; Araki, K; Tashiro, F; Tominaga, A; Takatsu, K;
Yamamura, K., Gene 79 (2): 269-77 (1989), y Niwa, H; Yamamura, K; Miyazaki, J,. Gene 108 (2): 193-9( 1991).)

d) la etapa de seleccidon de células que son capaces de proliferacion sostenida. Las células PAM que son
capaces de proliferacion sostenida son células que se han cultivado durante al menos 5 ciclos celulares. El ciclo
celular, o ciclo de division celular, es la serie de eventos que tienen lugar en una célula que conduce a su divisién
y duplicacién (la replicacion celular). La seleccion de células que son capaces de proliferacion sostenida es un
proceso muy simple por las siguientes razones:

los PAM primarios son dificilmente capaces o incapaces de dividirse fuera de su medio natural; el pulmén
porcino. Como puede observarse a partir de la figura 2, en las 2 primeras barras (no se afiadi6 M-CSF)
disminuye con el tiempo el nimero de células PAM primarias vivas después del lavado pulmonar y el
aislamiento. En un cultivo que empieza con 200000 células PAM, solo aproximadamente la mitad de las células
son todavia viables después de 3 dias. Esta cantidad disminuye ademas constantemente a lo largo del tiempo.

Esto significa que si hay un aumento en el nimero de células, esto debe deberse al hecho de que una o mas células
se han transfectado con éxito con la molécula de ADN que comprende el transposén y el gen que codifica el
antigeno T de SV40 se ha insertado en el genoma celular. Entonces, basicamente, el proceso es una autoseleccion:
el mantenimiento de PAM que se transformaron con éxito en un medio de crecimiento celular adecuado conducira
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automaticamente a la replicacion de células transformadas con éxito, mientras que las células no inmortalizadas
detendran la division y morirdn. Se conocen en la técnica medios de crecimiento celular adecuados y se describen,
por ejemplo, en la seccion de ejemplos. También se describen, por ejemplo, por Wensvoort, G. et al.,, en 1991
(véase mas arriba), por Weingartl, H.M. et al. (véase mas arriba). Se pueden encontrar en los ejemplos directrices
adicionales sobre condiciones de cultivo celular.

Por tanto, una realizacion de la presente invencion se refiere a un método para la preparacion de un PAM
inmortalizado, en el que dicho método comprende las etapas de

a) obtener una muestra de lavado broncoalveolar que contiene células de un sujeto porcino,

b) separar un componente celular de dicha muestra,

c) transfectar dicho componente celular con una molécula de ADN que comprende transposones y que
comprende un gen que codifica el antigeno T de SV40 en el control de un promotor y

d) seleccionar células que se pueden cultivar durante al menos 5 ciclos celulares

Normalmente, se seleccionan células que se han cultivado durante al menos 5 ciclos celulares. Para dichas células
se puede asumir razonablemente que son PAM inmortalizados con éxito, ya que, generalmente, los PAM primarios
no se replicaran in vitro mas de una o dos veces, excepcionalmente hasta 5 veces, después del aislamiento de los
pulmones.

En casos excepcionales, los ciclos celulares tempranos pueden mostrar un comportamiento inestable, por ejemplo,
debido al hecho de que el transposén se ha integrado en el genoma celular en un sitio muy critico o debido a la
integracion inestable del gen que codifica el antigeno T de SV40. Por lo tanto, en la practica se seleccionan células
gue se han cultivado durante al menos 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 o incluso 60 ciclos celulares en ese orden de
preferencia.

Las posibilidades de que se manifieste cualquier inestabilidad disminuyen con la cantidad de ciclos celulares de los
PAM inmortalizados seleccionados.

Por tanto, preferentemente, se seleccionan células que se han cultivado durante al menos 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50
o incluso 60 ciclos celulares en ese orden de preferencia.

La presencia del factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) no estimula significativamente la replicacion
de PAM primarios en mas que unas pocas divisiones celulares.

La presencia de M-CSF de granulocitos (gM-CSF) puede mejorar la condicién de los PAM primarios, incluso en la
medida en que haya alguna replicacién durante un periodo de tiempo muy corto. Sin embargo, se demostré por los
inventores que la utilizacion de gM-CSF conduce a una disminucion en la expresién de CD163. Y dado que CD163
esta implicado en la replicaciéon de PRRSV en PAM, la utilizaciéon de gM-CSF puede, a este respecto, no tener un
efecto beneficioso neto.

M-CSF parece mejorar la condicién de los PAM primarios en menor medida que gM-CSF, pero no interfiere con la
produccion de CD163.

Sin embargo, se encontrd, sorprendentemente, que la presencia de M-CSF en el medio de crecimiento de PAM
obtenidos a través de lavado pulmonar, antes de someterse a transfeccién, hace que las células sean mas
resistentes al estresante proceso de transfeccién. Por tanto, la eficacia de transfeccion se aumenta,
significativamente, en presencia de M-CSF.

Son cantidades adecuadas de M-CSF, por ejemplo, 5, 10, 25, 50, 100 o 200 ng/ml en ese orden de orden de
preferencia creciente.

(En la figura 2 se puede ver que, de hecho, en presencia de M-CSF, el nimero de células PAM primarias vivas
disminuye después del lavado pulmonar y aislamiento (o en el mejor de los casos permanece estable durante 6
dias). La disminucion es menos dramatica a lo largo del tiempo cuando se compara la disminucién en ausencia de
M-CSF, pero, en cualquier caso, dentro de la probabilidad estadistica no hay aumento del nimero de células).

Por lo tanto, otra manera preferida de esta realizacion se refiere a métodos de acuerdo con la invencion, en los que
el método comprende la etapa de adicién de una cantidad de al menos 5 ng/ml de M-CSF a la muestra de lavado
broncoalveolar que contiene células y/o el componente celular antes de la etapa de transfeccion. La solicitud de
patente PCT W02008/089094 divulga la utilizacion de M-CSF como un componente del medio de crecimiento
obligatorio a fin de mantener vivos PAM fetales inmortalizados pero no transformados. Contrariamente a esto, en la
presente invencion M-CSF o gM-CSF se utiliza antes de inmortalizarse los PAM.

Se demostré por los inventores que, inesperadamente, la presencia de M-CSF durante la etapa d) y/o mientras se
cultivan PAM inmortalizados de acuerdo con la invencién, por ejemplo, PAM fetales transformados y no
transformados, también mejora la viabilidad de estas células fetales transformadas y no transformadas de acuerdo
con la invencion. Se puede observar en la figura 4, que la tasa de viabilidad y de replicacién de PAM inmortalizados
de acuerdo con la invencidon mejora significativamente en presencia de M-CSF. Pequefias cantidades de M-CSF de
una magnitud de 1, 2, 3, 4 o 5 ng/ml son ya suficientes para mejorar la tasa de viabilidad y de replicaciéon. Son
concentraciones preferidas de M-CSF 6, 12, 25, 50, 100, 200 o incluso 400 ng/ml, en orden de preferencia creciente.
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Por tanto, de nuevo, otra forma preferida de esta realizacion se refiere a un método de acuerdo con la invencion en
el que el método comprende adicionalmente la etapa de adicion de una cantidad de al menos 1 ng/ml de M-CSF
durante la etapa d) y/o mientras se cultiva el PAM inmortalizado de acuerdo con la invencion.

La figura 5 muestra que anticuerpos contra CD163 y P210, dos receptores que demostraron ser esenciales para la
entrada y replicacion de virus del PRRS en células PAM, son, de hecho, reactivos con PAM inmortalizados de
acuerdo con la invencién. Esto significa que CD163 y P210 estan presentes, de hecho, en PAM inmortalizados de
acuerdo con la invencion.

La figura 6 muestra que los PAM inmortalizados de acuerdo con la invencién, de hecho, suportan replicacién de
PRRSV. Se puede observar, que un aislado de campo de PRRSV se replica ain mas rapido y con un titulo mas alto
en los primeros 2-3 dias después de la infeccion, cuando se compara con PAM primarios.

La figura 7 muestra, que, de hecho, un aislado de campo de PRRSV se replica mas rapido y a un titulo mas alto en
PAM inmortalizados de acuerdo con la invencion, cuando se compara con la replicacién en células MARC-145.
También se puede observar que un aislado de campo, de hecho, replica mejor en PAM en general,
independientemente de si estan inmortalizados o no, cuando se compara con la replicacién en células MARC-145.

La figura 7 también muestra, a la inversa, que cepas de tipo | y tipo Il de PRRSV que se adaptan a la replicacién en
células MARC-145 se replican a un titulo mas alto en células MARC-145 cuando se compara con la replicaciéon en
PAM.

Esto demuestra que, de hecho, PAM inmortalizados de acuerdo con la invencién son tan adecuados como los PAM
primarios para replicar aislados de campo de PRRSV vy, por lo tanto, son mas adecuados para este fin que células
que no son PAM tales como células MA104, MARC-145 o CL2621.

La presente invencion se refiere a un macrofago alveolar porcino inmortalizado (PAM), caracterizado por que el PAM
es susceptible al virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV), el PAM expresa un antigeno T de
SV40 y el PAM no comprende ADN de repeticion terminal larga retroviral.

Los PAM inmortalizados de acuerdo con la invencion pueden, en principio, proporcionarse ademas con un gen
funcional que codifica transcriptasa inversa de telomerasa humana (hTERT). Sin embargo, esto de ninguna manera
es necesario, ya que el antigeno T de SV40 es capaz de mantener el estado inmortalizado de los PAM de acuerdo
con la invencion. De hecho, aunque solo sea por simplicidad técnica para producir PAM inmortalizados, se prefiere
que solo el antigeno T de SV40 se utilice para la inmortalizacién de las células.

Por tanto, una forma preferida de la realizacion se refiere a PAM inmortalizados de acuerdo con la invencién que se
caracterizan por que los PAM no comprenden hTERT.

Una realizacién de la presente invencion se refiere a métodos de replicacion de virus del PRRS, caracterizados por
que dichos métodos comprenden las etapas de

a) cultivar un PAM inmortalizado de acuerdo con la invencién,
b) poner en contacto el PAM inmortalizado con el PRRSV

c) permitir que PRRSV se replique y

d) aislar la progenie virica.

Una realizacién de la presente invencion se refiere a un cultivo celular que comprende un PAM inmortalizado de
acuerdo con la invencion.

En una forma preferente de esta realizacion, el cultivo celular que comprende el PAM inmortalizado se infecta con el
PRRSV.

En otra forma preferente de esta realizacion, el cultivo celular que comprende el PAM inmortalizado comprende M-
CSF.

Una realizacion de la presente invencion se refiere a métodos para la preparacion de una vacuna que comprende
PRRSV, caracterizados por que los métodos comprenden el método de replicacion de PRRSV de acuerdo con la
invencion seguido de la etapa de mezcla del virus con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una forma preferente de esta realizacion, el PRRSV esta en una forma viva atenuada o inactivada.
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Ejemplos

Ejemplo 1:

Materiales y métodos.
Plasmidos.

Para construir antigeno T de pPB-CAG-SV40, se afiadieron sitios Xholl y Bglll al antigeno T de SV40 mediante PCR
utilizando cebadores SV40 Tag 5'-Bll (5-GGCGAGATCTACCATGGATAAAGTTTTAAACAG-3") y SV40 Tag 3'-XI (5'-
GGCGCTCGAGTTATGTTTCAGGTTCAGGGG-3'). Se utiliz6 ADN polimerasa Phusion para la PCR de acuerdo con
el protocolo del fabricante (New England Biolabs). Se cloné el fragmento en pCR-Blunt (Life Technologies) y se
verificé mediante secuenciacion. A continuacion, se escindié el antigeno T de SV40 a partir de pCR-Blunt y se cloné
en pPB-CAGEBNXN (Yusa et al., 2009) utilizando los sitios Bglll-Xhol para crear antigeno T de pPB-CAG-SV40
(Figura 1). La construccion final se verifico mediante secuenciacion. Se aislé ADN de plasmido para transfeccion en
células PAM primarias con el kit Qiagen EndoFree plasmid maxi (Qiagen).

Aislamiento y crecimiento de células primarias y cé lulas de SVh de PAM.

Se cosecharon macréfagos alveolares porcinos de los pulmones de lechones SPF negativos al PRRSV de 1-2
semanas de edad. Se lavaron los pulmones de tres a cinco veces con solucion salina tamponada con fosfato estéril
(PBS). Se centrifugd el fluido de lavado 10" a 1000xg a 4 °C para sedimentar células. Las células se volvieron a
suspender y se almacenaron en nitrégeno liquido en RPMI 1640+HEPES+GlutaMax (Life Technologies) que
contiene FCS al 50 % (Hyclone, Thermo Scientific), 1x de aminoacidos no esenciales (Life Technologies), glutamina
2 mM, antibiéticos y DMSO al 10 %. Tras la descongelacion, se colocaron células PAM en cultivo y se dejaron crecer
en RPMI 1640+HEPES+GlutaMax (Life Technologies) que contiene FCS al 20 % (Hyclone, Thermo Scientific), 1x de
aminoéacidos no esenciales (Life Technologies), glutamina 2 mM, antibiéticos a 37 °C y CO; al 5 %. Se obtuvo M-
CSF humano recombinante (M-CSF) a partir de R&D Systems. Se cultivaron células SVh de PAM en medio + 100
ng/ml M-CSF (R&D Systems).

Ensayos de viabilidad.

El efecto de M-CSF sobre la supervivencia in vitro de células PAM primarias se examiné mediante la siembra de
200.000 células por 24 pocillos en un medio que contenia diferentes concentraciones de M-CSF. Cada condicién se
analizé por duplicado. Se tomaron muestras de células de los pocillos 3 y 6 dias después de la siembra y se
determiné el nimero viable de células con el GUAVA Easycyte plus (Guava Millipore) que utiliza colorante Viacount
(Guava Millipore) de acuerdo con el protocolo de fabricacién. Se conté cada muestra dos veces.

El efecto de la concentracion de M-CSF sobre la proliferacion de SVh de PAM se examiné de manera similar con
ajustes menores. En el presente caso, se sembraron 25000 células en placas de 96 pocillos de unién ultrabaja y se
cosecharon las células para el recuento 3, 4, 5y 6 dias después de la siembra. Se conté cada muestra dos veces.

Transfeccion.

Después de 6 dias en cultivo, se cosecharon células PAM primarias y se contaron células viables. En este
experimento se afiadio M-CSF (100 ng/ml) al medio para promover la supervivencia in vitro de PAM primarios. Por
transfeccion, se transfectaron 1,10E6 células viables en 100 pl de tampon de células primarias P3 + suplemento
(Lonza Cologne AG) que utiliza el programa DN-100 del nucleofector 4D (Lonza Cologne AG). Se transfectaron
células con 1,6 pg de antigeno T de pPB-CAG-SV40 y 0,4 pg de pPB-CMV-hyPBase (Yusa et al., 2011) o, como
control, con 1,6 ug de pPB-CAGEBNXN y 0,4 ug de pPB-CMV-hyPBase. Después de la administracién del pulso de
nucleofeccidn, se dejaron las células a TA durante 10 min. Luego, se afiadieron lentamente a las células 400 pul de
RPMI 1640 (37 °C) y se incubaron las células a 37 °C durante 5 minutos. Después, se volvieron a suspender las
células cuidadosamente, se sembraron en RPMI 1640+HEPES+GIlutaMax (Life Technologies) que contenia FCS al
20 % (Hyclone, Thermo Scientific), 1x de aminoacidos no esenciales (Life Technologies), glutamina 2 mM,
antibiéticos y 100 ng/ml de M-CSF (R&D Systems) y se incubaron a 37 °C y CO- al 5 %.

Anticuerpos y citometria de flujo.

Se marcaron células con anticuerpos monoclonales de ratén generados contra CD163 porcino (clon 2A10/11, AbD
Serotec), anticuerpos monoclonales de raton generados contra sialoadhesina/p210 porcino (Duan et al., 1998) o
anticuerpos control de isotipo IgG1 de ratén marcados con FITC (AbD Serotec). Tras el lavado, las células marcadas
con anticuerpos anti-CD163 o anti-sialoadhesina/p210 se marcaron con anticuerpos de cabra anti-ratbn marcados
con FITC (Lifespan Biosciences). Se analizaron las células utilizando un citbmetro Becton Dickinson FACS Calibur y
el programa informatico CellQuest Pro.
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Replicacién y titulacion de PRRSV.

Para comparar PAM primarios, células SVh de PAM o MARC-145 como sustratos para replicacion de PRRSV, se
sembraron iguales cantidades de células en 12 pocillos. Las células se infectaron a t=0 con un aislado de campo
patégeno, una cepa de vacuna de tipo | o una cepa de vacuna de tipo Il con MOI de 0,001 o MOI de 0,0001. Se
cosecharon los sobrenadantes varios dias después de la infeccion y se almacenaron a - 20 °C. Se determinaron
titulos de virus mediante titulacion de PAM primarios y sobrenadantes de SVh de PAM sobre PAM primarios y
sobrenadantes de MARC-145 sobre células MARC-145. Todas las titulaciones se realizaron por duplicado. Se
calcularon titulos utilizando el método de Spearman-Karber y se expresaron como logio de TCIDso/ml.

Resultados:
M-CSF promueve la viabilidad in vitro de PAM primarios.

Los PAM primarios tiene un baja tasa supervivencia in vitro en medios estandar RPMI 1640 que contienen FCS al 20
% (Figura 2). El nimero de células viables disminuye con el tiempo y solo aproximadamente el 50 % de células son
todavia viables después de tres dias. La adicion del factor estimulante de colonias de macréfagos (MCSF) al medio
de cultivo tiene un efecto positivo sobre la supervivencia y aumenta claramente el nimero de células viables
después de tres o seis dias en comparacién con células cultivadas en ausencia de M-CSF.

Establecimiento de una linea celular de PAM inmortali zados con SV40.

Se cultivaron células primarias durante 6 dias en un medio con M-CSF y se transfectaron posteriormente con
antigeno T de pPBCAG-SV40 o pPB-CAG-EBNXN en combinacién con el vector pPB-CMV-hyPBase que codifica la
transposasa piggy-Bac. Después de la transfeccidon, se monitorizaron cuidadosamente células cada dia para la
proliferacion y se rellené el medio regularmente con medio nuevo + 100 ng/ml de MCSF. La proliferacién celular no
fue visible en las células control transfectadas con pPB-CAGEBNXN y 4-5 semanas después de la transfeccion
todas las células murieron. Por el contrario, pequefias colonias crecieron en los cultivos de células transfectadas con
antigeno T pPB-CAG-SV40 3-4 semanas después de la transfeccion (Figura 3). Estas colonias continuaron
proliferando y pasaron a aumentar el nimero celular. Todas las células eran positivas para el antigeno T de SV40
como se demostré mediante inmunofluorescencia (datos no mostrados).

Estas células contintan proliferando, pueden someterse a pases dos veces a la semana y actualmente se han
mantenido en cultivo durante mas de 8 meses (50-60 pases). Esta linea celular puede volver a crecer facilmente
después del almacenamiento en nitrégeno liquido. La linea celular asi estabilizada se nombré SVh de PAM.

La proliferacion de la linea celular SVh de PAM depend e de la concentracion de M-CSF.

Para determinar si la linea celular SVh de PAM requiere M-CSF para proliferar, se cultivaron células SVh de PAM sin
o con la presencia de diferentes concentraciones de M-CSF. Se determiné el niUmero de células viables 3 y 6 dias
después de la siembra. La proliferacion de SVh de PAM es dependiente de M-CSF de una manera dependiente de
la concentracién (Figura 4). EI mayor aumento en el ndamero celular se observa en presencia de altas
concentraciones de M-CSF (400-100 ng/ml). Concentraciones mas bajas de M-CSF dan como resultado una
proliferaciéon reducida de células y se detectd poco o ningin aumento en el nimero de células en ausencia de M-
CSF, lo que indica que la proliferacién de células SVh de PAM depende de la concentracién de M-CSF en el medio.

Las células SVh de PAM expresan marcadores sialoadhesi  na/p210 y CD163.

Se ha demostrado que los dos receptores, sialoadhesina/P210 y CD163, son esenciales para la entrada y la
replicacion del virus del PRRS en células PAM. Mientras que se encontré que la expresion de sialoadhesina/p210
era esencial para la uniéon y la entrada de PRRSV (en) a células PAM, se demostré que CD163 era necesario para la
replicacion de PRRSV en células (Delputte et al., 2005; Van Gorp et al., 2008; Calvert et al., 2007). Se examing si
células SVh de PAM expresaban sialoadhesina/P210 y CD163 mediante marcaje de células con anticuerpos
especificos generados contra estos receptores y andlisis de ellos mediante citometria de flujo. Se encontré que mas
del 80 % de las células SVh de PAM eran CD163+ y mas del 70 % sialoadhesina/P210+ (Figura 5), lo que sugiere
que estas células podrian ser adecuadas para la infeccién y replicacion de PRRSV.

Las células SVh de PAM son sustratos adecuados para la replicacién de PRRSV.

Se analizé si las células SVh de PAM son un sustrato para la replicacion de PRRSV infectandolas con un aislado de
campo patdgeno. Se cosecharon los sobrenadantes en diferentes dias después de la infeccién y se titularon para
determinar titulos de virus. A efectos de comparacion, también se infectaron células PAM primarias en el mismo
experimento. Se infectaron células SVh de PAM mediante aislados de campo del PRRSV y se produjo claramente
virus del PRRS (Figura 6). En comparacion con los PAM primarios, los titulos de virus producidos mediante células
SVh de PAM fueron mayores el dia 1 y dia 2 después de la infeccién, comparables en el dia 3 y dia 4 y menores en
el dia 5.
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Las células MARC-145 se utilizan normalmente como sustrato para la produccién de virus de cepas de vacunas de
PRRSV. Se compararon PAM primarios, células SVh de PAM y células MARC-145 como sustratos para replicaciéon
de diferentes cepas de PRRSV. Se infectaron igual nimero de PAM primarios, células SVh de PAM y MARC-145
con un aislado de campo patégeno, una cepa de vacuna de tipo | de PRRSV o una cepa de vacuna de tipo Il de
PRRSV. Se cosecharon los sobrenadantes en diferentes dias después de la infeccion y se titularon los
sobrenadantes para determinar titulos de virus. De nuevo, las células SVh de PAM producen titulos comparables o
mayores del aislado de campo de PRRSV que PAM primarios (Figura 7A). SVh de PAM también produce titulos
mayores del aislado de campo del PRRSV que células MARC-145. Cuando se compararon titulos de virus de cepas
de tipo | y Il de PRRSV producidas sobre diferentes sustratos, se encontré que ambas cepas replicaron mejor sobre
células MARC-145, el sustrato que se utilizaba normalmente para producir estos virus atenuados (Figura 7B y C).
Las células SVh de PAM, sin embargo, produjeron mayores titulos que PAM primarios para ambas cepas de vacuna
en todos los puntos temporales, demostrando nuevamente que las células SVh de PAM son un mejor sustrato para
la replicacién de PRRSV que PAM primarios.

Leyenda de las figuras

Figura 1: Mapa del vector de antigeno T de pPB-CAG-SV40

Figura 2: M-CSF aumenta la supervivencia in vitro de PAM primarios. Se sembraron 200000 células PAM
primarias por duplicado en t = 0 (dia 0) en un medio que contenia diferentes concentraciones o no contenia M-
CSF. Se determiné el numero de células viables a los 3 y 6 dias después de la siembra. Se determiné el nimero
de células por duplicado por pocillo. Los datos representados son la media + SEM de cuatro mediciones
independientes.

Figura 3: Formacién de colonias en células transfectadas con antigeno T de pPB-CAG-SV40. Las colonias se
indican mediante flechas negras.

Figura 4: M-CSF estimula la proliferacion de células SVh de PAM. Se sembraron 25000 células SVh de PAM en t
= 0 (dia 0) en un medio que contenia diferentes concentraciones o no contenia M-CSF. Se determind el nimero
de células viables 3, 4, 5 y 6 dias después de la siembra. Los datos representados son la media de dos
recuentos celulares por pocillo.

Figura 5: Las células SVh de PAM expresan CD163 y sialoadhesina. Se marcaron células SVh de PAM con
anticuerpos generados contra anticuerpos de control de isotipo o CD163 o p210. Se marcaron células con
anticuerpos secundarios marcados con FITC y se analizaron mediante citometria de flujo. Se representa el
porcentaje de células positivas a FITC por anticuerpo.

Figura 6: Replicacion de PRRSV sobre células SVh de PAM. Se infectaron células en t = 0 con un aislado de
campo de PRRSV patégeno (MOI de 0.001). Se cosecharon los sobrenadantes en diferentes dias después de la
infeccion y se titularon para determinar titulos de virus. Se representan los valores 10log de la TCID50/ml para
PAM primarios (barras blancas) y SVh de PAM (barras negras). Los datos son la medida de dos titulaciones
independientes.

Figura 7: Replicacion de diferentes cepas de PRRSV sobre la linea celular SVh de PAM. Se infectaron células en
t =0 con (A) un aislado de campo de PRRSV patégeno (MOI de 0,0001), (B) cepa de vacuna de tipo | de PRRSV
(MOl de 0,001) o (C) cepa de vacuna de tipo Il de PRRSV (MOI de 0,001). Se cosecharon los sobrenadantes en
diferentes dias después de la infeccién y se titularon para determinar titulos de virus. Se representan los valores
10log de la TCID50/ml para MARC-145 (barras blancas), PAM primarios (barras sombreadas) y SVh de PAM
(barras negras). Los datos son la media de dos titulaciones independientes
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REIVINDICACIONES

1. Macroéfago alveolar porcino inmortalizado (PAM), caracterizado por que el PAM es susceptible al virus del
sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRSV), expresa un antigeno T de SV40, estando integrado el ADN
que comprende el antigeno T de SV40 en el genoma celular con la utilizacién de un transposén, y no comprende
ADN de repeticion terminal larga retroviral exdgeno.

2. PAM inmortalizado de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizado por que el PAM no comprende
transcriptasa inversa de telomerasa humana (hTERT).

3. Cultivo celular que comprende un PAM inmortalizado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2.

4. Cultivo celular de acuerdo con la reivindicacion 3, caracterizado por que el cultivo celular esta infectado por
PRRSV.

5. Cultivo celular de acuerdo con las reivindicaciones 3 o 4, caracterizado por que el cultivo celular comprende M-
CSF.

6. Método para la preparacién de un PAM inmortalizado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
caracterizado por que dicho método comprende las etapas de

a) obtener una muestra de lavado broncoalveolar que contiene células de un sujeto porcino,

b) separar un componente celular de dicha muestra,

c) transfectar dicho componente celular con una molécula de ADN que comprende transposones y que
comprende un gen que codifica el antigeno T de SV40 bajo el control de un promotor adecuado,

d) seleccionar células PAM que se han cultivado durante al menos 5 ciclos celulares.

7. Método de acuerdo con la reivindicacion 6, caracterizado por que en la etapa d) se seleccionan células que se
han cultivado durante al menos 10 ciclos celulares.

8. Método de acuerdo con las reivindicaciones 6 o 7, caracterizado por que dicho método comprende la etapa de
afiadir una cantidad de al menos 5 ng/ml de M-CSF a la muestra de lavado broncoalveolar que contiene células y/o
al componente celular antes de la etapa de transfeccion.

9. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 6-8, caracterizado por que dicho método comprende
adicionalmente la etapa de afadir una cantidad de al menos 1 ng/ml del factor estimulante de colonias de
macréfagos (M-CSF) durante la etapa d) y/o mientras se cultiva el PAM inmortalizado.

10. Método de replicacién de PRRSV, comprendiendo dicho método las etapas de

a) cultivar un PAM inmortalizado de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
b) poner en contacto el PAM inmortalizado con el virus del PRRS

c) permitir que PRRSV se replique y

d) aislar la progenie virica.

11. Método para la preparacién de una vacuna que comprende PRRSV, caracterizado por que el método
comprende el método de acuerdo con la reivindicacion 10 seguido de la etapa de mezcla del virus con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

12. Método de acuerdo con la reivindicacién 11, caracterizado por que el PRRSV es una forma viva atenuada o
inactivada.

11
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