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DESCRIPCION
Fibroblastos de embrioén de pollo inmortalizados

La presente invencion se refiere a fibroblastos de embrién de pollo inmortalizados, a cultivos celulares que comprenden
dichas células inmortalizadas, a vacunas que comprenden dichas células, a métodos para la replicacion de virus
aviares en dichas células, y a métodos para la preparacién de dichas células y dichas vacunas.

La propagaciéon de virus para la produccion de vacunas requiere la disponibilidad de células hospedadoras
susceptibles. Por lo general, dependiendo de la especie de virus y del tipo de célula hospedadora que se utilice, estas
células hospedadoras creceran en cultivos celulares. Para la propagaciéon de muchas especies de virus aviares existe
la posibilidad adicional de la propagacién en huevos embrionados. Sin embargo, en la practica, muchas especies de
virus aviares crecen en células de fibroblastos de embrién de pollo (FEP) primarias. (Las células que se cultivan
directamente de un animal se conocen como células primarias). Dichas células de FEP primarias son susceptibles a
muchas especies de virus diferentes y, a menudo, dichos virus pueden crecer a titulos altos en estas células. Son
ejemplos de virus que crecen con frecuencia en células de FEP, el herpesvirus del pavo (HVT, Herpes virus of turkey),
el virus de Marek, el virus de la enfermedad de Newcastle (NDV, Newcastle Disease virus), el virus de la Bronquitis
Infecciosa (IBV, Infectious Bronchitis virus), el virus de la Enfermedad de la Bursitis Infecciosa (IBDV, Infectious Bursal
Disease virus), el virus del Sindrome de la Caida de la Puesta (EDSV, Egg Drop Syndrome virus), Reovirus (RV) y el
virus de Rinotraqueitis del Pavo (TRT, Turkey Rhinotracheitis virus).

Sin embargo, existen varios inconvenientes sobre el uso de células de FEP. Dichas células tienen un periodo de vida
in vitro relativamente corto y se obtienen de huevos embrionados libres de patégenos especificos, por lo que su
produccién para una demanda continuada es muy laboriosa y muy costosa. Por lo tanto, seria deseable establecer
lineas celulares de origen aviar para reemplazar el uso de células de FEP primarias.

Para los fines de la presente invencién, una linea celular inmortalizada es una poblacién de células (en este caso FEP)
que se origina en un organismo multicelular, que normalmente no proliferaria indefinidamente, pero debido a la
mutacion, ha evitado la senescencia celular normal y, en cambio, puede mantenerse experimentando division celular.
Dichas células han evadido la limitacién normal de crecimiento solo durante un nimero finito de ciclos de division.

En principio, una forma inmortalizada de células de FEP (una linea celular de FEP) podria resolver los problemas
identificados anteriormente, pero dichas células apenas estan disponibles. Una forma para obtener dichas células es
aislar y hacer crecer células de FEP primarias y esperar a que ocurra un acontecimiento de inmortalizacién
espontanea. Sin embargo, en las células aviares, la inmortalizacion espontanea es muy rara. Como consecuencia,
solo se han inmortalizado espontaneamente tres lineas celulares de pollo inmortalizadas; DF-1 (Patente de Estados
Unidos US 5672485), SC-1 y SC-2 (Christman, S.A. et al., Dissertation Abstracts Int. 65: 4414 (2004) (ISBN 0-496-
06882-2). Aparte del hecho de que encontrar y aislar una célula de FEP inmortalizada espontaneamente puede llevar
mucho tiempo, también resulta que dichas células de FEP inmortalizadas pueden mostrar caracteristicas muy
diferentes, tales como tasas de crecimiento y niveles de p53 variables a lo largo del tiempo, dependiendo del nimero
de pases que hayan tenido (Christman, S.A. et al., FEBS letters 579: 6705-6715 (2005)). Sin embargo, especialmente
para la produccion de vacunas, se necesitan lineas celulares cuyas caracteristicas permanezcan iguales a lo largo del
tiempo, independientemente del niumero de pases. La FDA ha indicado que se desaconseja el desarrollo de vacunas
viricas atenuadas vivas minimamente purificadas en células neoplasicas que se hayan transformado por mecanismos
desconocidos (FDA; Analisis del CBER sobre sustratos celulares, 12 de mayo de 2000). Por lo tanto, las células de
FEP inmortalizadas espontaneamente son menos deseables como una fuente de células para la propagacion de virus
con fines vacunales.

También hay métodos conocidos en la técnica para la inmortalizacion intencional de las células. La ventaja de dichos
métodos es que se elimina el factor de coincidencia, que se sabe que es un obstaculo grave cuando se apunta a
células inmortalizadas espontaneamente. Para células no aviares, especialmente células de mamiferos, un método
frecuentemente utilizado para obtener células inmortalizadas se basa en la infeccion de células primarias con retrovirus
o vectores retroviricos, o en la transfeccion de células primarias con moléculas de ADN que comprenden retrovirus o
al menos secuencias retroviricas con Repeticiones Terminales Largas (LTR, del inglés long terminal repeat) y
secuencias que codifican oncoproteinas, tales como T y t del Virus de Simio SV40, de virus tumorales de ADN

Las oncoproteinas T y t del SV40 desempefian un papel en la inactivacion de las proteinas de retinoblastoma (Rb) y
p53. Un articulo de revision de Deepika Ahuja et al., sobre el antigeno T grande y t pequefio que codifica el antigeno
T del SV40 proporciona informacion sobre los mecanismos de accién de estas proteinas (Oncogene 24: 7729-7745
(2005)). Basicamente, los productos génicos T y t del antigeno T de SV40 inhiben la familia de supresores tumorales
de p53 y Rb.

Las LTR son elementos retroviricos que comprenden todas las sefiales necesarias para la expresién génica retrovirica:
potenciador, promotor, iniciacién de la transcripcion, terminador de la transcripcién y sefial de poliadenilacién.

Sin embargo, se sospecha que estas LTR tienen efectos tumorigénicos. Esto se debe al hecho de que se sabe que
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activan en cis a otros genes celulares y al hecho de que pueden recombinarse con otras secuencias retroviricas en el
genoma celular (Mosier, D.E., Applied Biosafety 9: 68-75 (2004)). Por tanto, una grave desventaja del uso de ADN
retrovirico que comprende LTR o al menos secuencias retroviricas largas para transfectar células, es que en dichos
casos las secuencias de LTR se introduciran en el ADN de las células inmortalizadas.

Para las células aviares, solo se conoce un ejemplo de una inmortalizacion satisfactoria con una molécula de ADN
que comprende LTR y que expresa el antigeno T de SV40: dichas células de FEP inmortalizadas se describen en la
Solicitud PCT WO 97/44443.

Aparentemente, dichos métodos no son muy satisfactorios. Soo-Hyun Kim describié la transfeccion de células de FEP
con un retrovirus que codifica el antigeno T de SV40, en un intento por inmortalizar células de FEP mediante la
inactivacion de los supresores tumorales de retinoblastoma (Rb) y p53. (J. Cell Science 119: 2435-2443 (2006)). Sin
embargo, esto solo condujo a una ligera prolongacion de la longevidad de las células de FEP, no a la inmortalizacién.
En ese momento, Kim sugirié que una posible explicacion de la prolongacion limitada de la longevidad podria ser el
continuo desgaste de los telémeros. Sin embargo, la situacién se complica por el hecho de que las células de pollo
contienen macro y micro cromosomas con diferentes clases de tamafio de repeticiones teloméricas, algunas de las
cuales son intersticiales. Por lo tanto, en esta coyuntura, la dinamica del desgaste y la reparacion de los teléomeros y
su efecto en la inmortalizacién de las células de pollo sigue sin estar clara.

Esto plantea la cuestiéon basica y no resuelta de si un papel critico en la inmortalizaciéon de FEP se relaciona con la
pérdida de p53 y Rb o con la activacién de la telomerasa (Campisi, J., Exp. Gerontol. 36: 607-618 (2001) y Sherr, J.C.
y DePinho, R.A., Cell 102: 407-410 (2000)).

A partir de experimentos recientes, se puede llegar a la conclusion de que, contrariamente a la sugerencia de Kim, el
papel de la telomerasa en la inmortalizacion de células de FEP no parece ser critico. En primer lugar, llama la atencion
que en la linea celular SC-1 de células de FEP inmortalizadas espontaneamente (véase anteriormente), no puede
detectarse expresion de telomerasa (Christman, S.A. ef al. FEBS letters 579: 6705-6715 (2005)).

En segundo lugar, en varios experimentos sencillos en los que las células de pollo se transdujeron o transfectaron con
cTR, cTERT o tanto con cTR como con cTERT, no se obtuvieron células de pollo inmortalizadas (Swanberg, S.E. et
al. Exp. Gerontol. 45: 647-654 (2010)).

En contra de todas las expectativas, ahora se ha descubierto que pueden obtenerse lineas celulares de FEP
transfectadas de manera estable a través de la transfeccion de células de FEP, sin utilizar secuencias LTR, con una
molécula de ADN que comprende repeticiones invertidas de transposones para la integraciéon de la molécula de ADN
en el genoma celular y una combinacion tanto del gen que codifica el antigeno T y t, o al menos el antigeno T, de
SV40, bajo el control de un promotor adecuado como del gen que codifica la telomerasa de pollo (cTERT, chicken
telomerase) bajo el control de un promotor heterélogo. Las repeticiones invertidas de transposones desempefian un
papel en la integracion estable del gen que codifica el antigeno T y t, o al menos T, de SV40 y el gen que codifica
(cTERT) en el genoma del FEP, que es un requisito previo para obtener un FEP inmortalizado transfectado de manera
estable de acuerdo con la invencién.

Por lo tanto, una primera realizacion de la presente invencién se refiere a un fibroblasto de embrion de pollo (FEP)
inmortalizado transfectado de manera estable, caracterizado por que el FEP inmortalizado transfectado de manera
estable expresa un antigeno T de SV40, expresa la telomerasa de pollo (cTERT) bajo un promotor heterélogo y no
comprende ADN exdgeno retrovirico con Repeticiones Terminales Largas.

Se considera que el ADN retrovirico exdgeno con LTR es ADN que se introduce en un fibroblasto de embrion de pollo
durante el proceso de inmortalizacidon como se ha descrito anteriormente.

Los detalles y las caracteristicas de dicho FEP inmortalizado, asi como los métodos para la preparacion de dicho FEP,
se describen detalladamente a continuacion.

Una segunda realizacion de la presente invencion se refiere a métodos para la preparacion de dichas lineas celulares
de FEP inmortalizados.

Los métodos para la preparacion de una linea celular de FEP inmortalizado de acuerdo con la invencion comprenden
basicamente las siguientes etapas:

a) la etapa de obtener células de FEP primarias. Esta etapa es muy conocida en la técnica y la han descrito, entre
otros, Hernandez, R y Brown, D.T. en Current protocols in Microbiology 17: A.4i.1 - A.4i.8 (2010) y otros autores.
Sigue siendo la forma preferida de obtener FEP.

b) la etapa de transfectar dichas células de FEP con 1) una molécula de ADN sin secuencias LTR, que comprende
repeticiones invertidas de transposones y que comprende un gen que codifica el antigeno T de SV40 bajo el control
de un promotor adecuado, 2) una molécula de ADN sin secuencias LTR, que comprende repeticiones invertidas
de transposones y que comprende un gen que codifica la telomerasa de pollo; cTERT bajo el control de un promotor
adecuado y 3) una molécula de ADN que comprende un gen que codifican la transposasa bajo el control de un
promotor heterélogo.

La molécula de ADN que comprende un gen que codifica la transposasa bajo el control de un promotor adecuado, no
necesita carecer necesariamente de secuencias LTR, ya que esta molécula de ADN en si no comprende secuencias
de transposones y, por lo tanto, probablemente no estara integrada en el genoma del hospedador. Sin embargo, para
evitar una integracion accidental no intencionada, preferentemente la molécula de ADN que comprende un gen que
codifica la transposasa bajo el control de un promotor adecuado, carece de secuencias LTR.
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Por razones de eficacia, en la practica, la transfeccién se realizaria preferentemente con una sola molécula de ADN
sin secuencias LTR, que comprende repeticiones invertidas de transposones, que comprende tanto un gen que
codifica el antigeno T de SV40 bajo el control de un promotor adecuado, como un gen que codifica la telomerasa de
pollo bajo el control de un promotor heterélogo y que comprende un gen que codifica la transposasa bajo el control de
un promotor adecuado.

La actividad transposasa es necesaria solo durante las primeras etapas del proceso de inmortalizaciéon para la
integracion del ADN en el genoma del FEP. Una vez que el (los) ADN(s) esta(n) integrado(s), la transposasa ya no es
necesaria. Después, incluso puede llegar a ser perjudicial para la estabilidad de las células.

Por lo tanto, incluso mas preferentemente, la etapa de transfectar dichos FEP se realizaria con 1) una sola molécula
de ADN sin secuencias LTR, que comprende repeticiones invertidas de transposones y que comprende tanto un gen
que codifica el antigeno T de SV40 bajo el control de un promotor adecuado como un gen que codifica la telomerasa
de pollo bajo el control de un promotor heterélogo y 2) una molécula de ADN, preferentemente sin secuencias LTR,
que solo comprende el gen de la transposasa bajo el control de un promotor adecuado sin secuencias de
transposones.

La transfeccion puede realizarse de muchas maneras conocidas en la técnica. En el comercio existen kits para la
transfeccion disponibles, entre otros, en 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 transfeccién basados en reactivos comunmente
utilizados comprenden el uso de lipidos, fosfato de calcio, polimeros catidnicos, DEAE-dextrano, dendrimeros
activados y perlas magnéticas. Los métodos basados en instrumentos comprenden electroporacién, nucleofeccion y
microinyeccion.

Una molécula de ADN sin secuencias LTR, que comprende repeticiones invertidas de transposones, que comprende
un gen que codifica el antigeno T de SV40 bajo el control de un promotor adecuado y repeticiones invertidas de
transposones y/o el gen que codifica la telomerasa de pollo bajo el control de un prometo adecuado, podria ser, por
ejemplo, un plasmido. Cuando el plasmido se utiliza para la etapa de transfeccion su forma puede ser circular o lineal.

El uso de transposones como tal es muy conocido en la técnica. En un articulo de lvics, Z. e Izsvak Z., se revisa
detalladamente los transposones y su uso, y proporciona informacién sobre los mecanismos de accion de los
transposones (Mobile DNA 1: 25-39 (2010)). Los transposones pueden contemplarse como vehiculos naturales de
transferencia de ADN que, de manera similar a los virus integradores, son capaces de realizar una inserciéon genémica
eficaz, mediada por transposasa.

En principio, los transposones permanecen presentes de forma estable en el genoma celular después de la integracion
en el genoma. Por lo tanto, preferentemente los FEP inmortalizados de acuerdo con la invencion comprenden
secuencias de transposones tales como las repeticiones invertidas de transposones.

En la técnica se conoce una gran cantidad de promotores adecuados para la expresién del antigeno T de SV40 y de
la cTERT, que son reconocidos por su nivel de expresion eficaz. Se sabe que los promotores que son
transcripcionalmente activos en células de mamifero también funcionan bien en células aviares. Dichos promotores
incluyen promotores clasicos, tales como el promotor temprano inmediato de citomegalovirus (humano) (Sun-Young
Lee et al., Journal of Biomedical Science 6: 8-17 (1999), Seed, B. et al., Nature 329, 840-842, 1987; Fynan, E.F. et 15
al., PNAS 90, 11478-11482,1993; Ulmer, J.B. et al., Science 259. 1745-1748, 1993), el promotor - potenciador de
Citomegalovirus Humano (Donofrio G., et al., Clinical and Vaccine Immunology 13: 1246-1254, (2006)), el promotor
temprano inmediato de Citomegalovirus de Ratén (MCMVie1), el promotor temprano de Citomegalovirus de Raton
(MCMVe?1), el 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 la B-actina (Tang et al., Nature 356. 152-154, 1992).

Un promotor preferido es el promotor CAG. (Miyazaki, J; Takaki, S; Araki, K; Tashiro, F; Tominaga, A; Takatsu, K;
Yamamura, K., Gene 79 (2): 269-277 (1989), y Niwa, H; Yamamura, K; Miyazaki, J. Gene 108 (2): 193-199 (1991)).

c) la etapa de seleccionar células que sean capaces de mantener la proliferacion. Las células de FEP que son
capaces de mantener la proliferacion son células que siguen proliferando durante al menos 45 duplicaciones
poblacionales. El ciclo celular, o el ciclo de divisién celular, es la serie de acontecimientos que tienen lugar en una
célula que conducen a su divisiéon y duplicacion (la replicacién celular). La seleccion de células que sean capaces
de mantener la proliferacion es un proceso muy sencillo por la siguiente razon: las células de FEP primarias no
son, incluso en la situacién mas 6ptima, capaces de dividirse fuera de su entorno natural, el embrion aviar, durante
mas de 45 veces. Después de una fase de proliferacion inicial, la tasa de proliferacion de las células de FEP
primarias vivas después del aislamiento disminuye con el tiempo y, finalmente, todas las células FEP primarias
entran en una fase no proliferativa. Como consecuencia, moriran después de un maximo de aproximadamente 45
duplicaciones poblacionales.

Esto significa que, si hay un aumento en el nimero de células, especialmente después de 45 duplicaciones
poblacionales, esto se deberia al hecho de que una o mas células se han transfectado satisfactoriamente y que el gen
que codifica el antigeno T de SV40 y el gen que codifica la cTERT, se insertaria en el genoma celular. Por tanto,
basicamente, el proceso es de autoseleccion: el mantenimiento de los FEP, algunos de los cuales se transfectaron
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satisfactoriamente, en un medio de crecimiento celular adecuado, conducira automaticamente a la replicacion de estas
células afectadas, mientras que las células no inmortalizadas dejaran de dividirse y moriran. En la técnica se conocen
medios de crecimiento celular adecuados (véase, Kim, 2006 y Hernandez, 2010, citados anteriormente) y se describen,
entre otros, en la seccion de Ejemplos.

En los Ejemplos puede encontrarse ayuda adicional sobre las condiciones de cultivo celular.

Normalmente, se seleccionan células que se han cultivado durante al menos 45 ciclos celulares. Se puede suponer
razonablemente que dichas células son FEP inmortalizados satisfactoriamente, ya que generalmente las células de
FEP primarias no se replicardn mas de aproximadamente 45 veces in vitro después del aislamiento del embrién de
pollo.

Por tanto, una realizacién de la presente invencion se refiere a un método para la preparacién de un FEP inmortalizado
de acuerdo con la invencion, en el que dicho método comprende las etapas de

a) obtener células de FEP primarias,

b) transfectar dichas células de FEP con 1) una molécula de ADN sin secuencias LTR, que comprende repeticiones
invertidas de transposones y que comprende un gen que codifica al antigeno T de SV40 bajo el control de un
promotor adecuado, 2) una molécula de ADN sin secuencias LTR, que comprende repeticiones invertidas de
transposones y que comprende un gen que codifica la telomerasa de pollo; cTERT bajo el control de un promotor
heterologo y 3) una molécula de ADN sin secuencias LTR, que comprende un gen que codifica la transposasa bajo
el control de un promotor adecuado,

c) seleccionar células de FEP que se hayan cultivado durante al menos 45 ciclos celulares.

Una forma preferida de esta realizacién se refiere a un método para la preparaciéon de un FEP inmortalizado de acuerdo
con la invencién, caracterizado por que dicho método comprende las etapas de

a) obtener células de FEP primarias,

b) transfectar dichas células de FEP primarias con una sola una molécula de ADN sin secuencias LTR, que
comprende repeticiones invertidas de transposones, que comprende tanto un gen que codifica al antigeno T de
SV40 bajo el control de un promotor adecuado como un gen que codifica la telomerasa de pollo bajo el control de
un promotor heterélogo y que comprende un gen que codifica transposasa bajo el control de un promotor
adecuado,

c) seleccionar células de FEP que se hayan cultivado durante al menos 45 ciclos celulares.

Una forma mas preferida de esta realizacion se refiere a un método para la preparacion de un FEP inmortalizado de
acuerdo con la invencién, caracterizado por que dicho método comprende las etapas de

a) obtener células de FEP primarias,

b) transfectar dichas células de FEP primarias con 1) una sola una molécula de ADN sin secuencias LTR, que
comprende repeticiones invertidas de transposones, que comprenden tanto un gen que codifica el antigeno T de
SV40, bajo el control de un promotor adecuado, como un gen que codifica la telomerasa de pollo, bajo el control
de un promotor heterélogo y con 2) una molécula de ADN sin secuencias LTR, que comprende un gen que codifica
la transposasa bajo el control de un promotor adecuado,

c) seleccionar células de FEP que se hayan cultivado durante al menos 45 ciclos celulares.

En casos excepcionales, las células que pasaron por aproximadamente 45 ciclos celulares, aun 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 integracién inestable del gen que codifica el antigeno T de SV40 o que codifica la
cTERT. Por lo tanto, en la practica se seleccionan preferentemente células que se hayan cultivado durante al menos
50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150 o incluso 160 ciclos celulares, en ese orden de preferencia. Las
posibilidades de que se manifieste cualquier inestabilidad disminuyen con la cantidad de ciclos celulares del FEP
inmortalizado seleccionado.

Por tanto, preferentemente, se seleccionan células que se hayan cultivado durante al menos 50, 60, 70, 80, 90, 100,
110, 120, 130, 140, 150 o incluso 160 ciclos celulares, en ese orden de preferencia.

Una tercera realizacion de la presente invencién se refiere a métodos para la replicaciéon de un virus aviar o un vector
virico aviar, comprendiendo dichos métodos las etapas de

a) cultivar un FEP inmortalizado de acuerdo con la invencion,

b) poner en contacto el FEP inmortalizado con el virus aviar o vector virico aviar
c) permitir que el virus aviar o vector aviar virico se replique y

d) aislar el virus descendiente.

Los virus aviares de especial interés son los siguientes virus aviares: Herpesvirus del pavo (HVT), virus de Marek,
virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV), virus de la Bronquitis Infecciosa (IBV), virus de la Enfermedad de la
Bursitis Infecciosa (IBDV), virus del Sindrome de la Caida de la Puesta de Huevo (EDSV), Reovirus (RV) y virus de la
Rinotraqueitis del Pavo (TRT). En la técnica se conocen vacunas para todos estos virus, ya sea basandose en virus
vivos atenuados, virus inactivados o virus recombinantes; vectores viricos, que expresan componentes inmunogénicos
de cualquiera de estos virus.
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Un vector virico es un virus que transporta un gen adicional, que no esta presente en la forma natural (wild-type) del
virus. Los vectores viricos son muy conocidos en la técnica. Los vectores viricos pueden utilizarse para transportar,
por ejemplo, un gen bacteriano extrafio o un gen virico extrafio. Normalmente, el gen adicional se coloca bajo el control
de un promotor adecuado. Son ejemplos de dichos vectores viricos, por ejemplo, un vector de HVT que comprende el
gen de VP2 del IBDV, el gen de la proteina espiga del IBV, el gen de HA de la gripe aviar, el gen de la proteina gD/gl
del virus de la ILT o el gen de F del NDV.

Por tanto, una forma preferida de esta realizacion se refiere a métodos para replicar un virus aviar o un vector virico
aviar, de acuerdo con la invencién, en los que el virus aviar o el vector virico aviar se selecciona del grupo de virus
aviares que consiste en el virus de la Enfermedad de Marek (MDV), el Herpesvirus del pavo (HVT) relacionado con el
MDV, el virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV), el virus de la Bronquitis Infecciosa (IBV), el virus de la
Enfermedad de la Bursitis Infecciosa (IBDV), el virus del Sindrome de la Caida de la Puesta de Huevo (EDSV),
Reovirus (RV), el virus de la Rinotraqueitis del Pavo (TRT) y un vector de HVT que comprende el gen de VP2 del
IBDV, el gen de la proteina espiga del IBV, el gen de HA del virus de la gripe aviar, el gen de la proteina gD/gl de la
ILT o el gen de F del NDV.

El virus de la Enfermedad de Marek (MDV) es un herpesvirus que se sabe que existe en tres serotipos: el serotipo 1
altamente virulento, el serotipo 2 moderadamente virulento y el serotipo 3, un virus del pavo que no es virulento para
los pollos; el Herpesvirus de pavo (HVT) relacionado con el virus de la Enfermedad de Marek.

Las células de FEP inmortalizadas de acuerdo con la invencién son muy adecuadas para la propagacion de estos tres
serotipos del MDV.

Por tanto, una forma mas preferida de esta realizacion se refiere a métodos para la replicacién de un virus aviar de
acuerdo con la invencion, en los que el virus aviar se selecciona del grupo de virus aviares que consiste en el MDV y
en virus de vectores de MDV.

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

Una forma preferida de esta realizacion se refiere a un cultivo celular de este tipo que esta infectado con un virus aviar
0 con un vector virico aviar.

Una forma mas preferida de esta realizacién se refiere a un cultivo celular de este tipo que esta infectado con un virus
aviar o un vector virico aviar seleccionado del grupo que consiste en el virus de la Enfermedad de Marek (MDV), el
Herpesvirus del pavo (HVT) relacionado con el MDV, el virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV), el virus de la
Bronquitis Infecciosa (IBV), el virus de la Enfermedad de la Bursitis Infecciosa (IBDV), el virus del Sindrome de la
Caida de la Puesta de Huevo (EDSV), el virus de la Rinotraqueitis del Pavo (TRT), Reovirus (RV) y un vector de HVT
que comprende el gen de VP2 del IBDV, el gen de la proteina espiga del IBV, el gen de HA de la gripe aviar, el gen
de la proteina gD/gl del virus de la ILT o el gen de F del NDV.

Una forma aun mas preferida de esta realizacion se refiere a un cultivo celular de este tipo en el que el cultivo celular
esta infectado con MDV o con un vector virico de MDV.

Una quinta realizacién de la presente invencion se refiere a métodos para la preparacion de una vacuna que
comprende un virus aviar o un vector virico aviar, comprendiendo el método la etapa de mezclar un cultivo celular de
acuerdo con la invencién, en el que el cultivo celular esta infectado con un virus aviar o vector virico aviar, con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una forma preferida de esta realizacion, el virus aviar o un vector virico aviar se selecciona del grupo que consiste
en el virus de la Enfermedad de Marek (MDV), el Herpesvirus de pavo (HVT) relacionado con el MDYV, el virus de la
Enfermedad de Newcastle (NDV), el virus de la Bronquitis Infecciosa (IBV), el virus de la Enfermedad de la Bursitis
Infecciosa (IBDV), el virus del Sindrome de la Caida de la Puesta de Huevo (EDSV), Reovirus (RV), el virus de la
Rinotraqueitis del Pavo (TRT) y un vector de HVT que comprende el gen de VP2 del IBDV y/o el gen de F del NDV.

Algunos virus relacionados con el MDV, solo son capaces de sobrevivir si estan unidos a la célula en la que crecen.
El serotipo 1 es capaz de sobrevivir sin estar unido a una célula. El serotipo 2 es menos probable que sobreviva sin
estar unido a una célula. El serotipo 3 (HVT) no sobrevive cuando se separa de la célula en la que crece. Los FEP
inmortalizados de acuerdo con la invencién son muy adecuados para desarrollar estos serotipos del MDV. Por lo tanto,
para el MDV, especialmente para los serotipos 2 y 3 del MDV, los FEP inmortalizados de acuerdo con la invencion
que estan infectados con estos serotipos del MDV, son muy adecuadas para su uso en una vacuna que comprende
el MDV unido a células. Dichas vacunas pueden prepararse de acuerdo con técnicas estandar conocidas en la materia
para la preparacion de vacunas del MDV unido a células, mezclando dichos FEP inmortalizados infectados con MDV
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Por lo tanto, en una forma mas preferida de esta realizacién, el virus aviar o vector virico aviar es el MDV.
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En una forma aun mas preferida de esta realizacion, el MDV o vector virico de MDV esta en una forma atenuada viva.

Una sexta realizacion de la presente invencion se refiere a métodos para la preparacién de una vacuna que comprende
un virus aviar o un vector virico aviar, comprendiendo el método las etapas de

a) infectar un cultivo celular de FEP de acuerdo con la invencién con un virus aviar o un vector virico aviar
b) replicar dicho virus aviar o un vector virico aviar

c) aislar el virus descendiente

d) mezclar el virus descendiente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable

Una forma preferida de esta realizacion se refiere a una vacuna de este tipo en la que el virus aviar o un vector virico
aviar se selecciona del grupo que consiste en el virus de la Enfermedad de Marek (MDV), el Herpesvirus del pavo
(HVT) relacionado con el MDV, el virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV), el virus de la Bronquitis Infecciosa
(IBV), el virus de la Enfermedad de la Bursitis Infecciosa (IBDV), el virus del Sindrome de la Caida de la Puesta de
Huevo (EDSV), Reovirus (RV), el virus de la Rinotraqueitis del Pavo (TRT) y un vector de HVT que comprende el gen
de VP2 del IBDV y/o el gen de F del NDV.

Una forma mas preferida de esta realizacion se refiere a una vacuna de este tipo en la que el virus aviar o un vector
virico aviar es el MDV o un vector del MDV.

Como se ha indicado anteriormente, algunos virus relacionados con el MDV solo son capaces de sobrevivir si estan
unidos a la célula en la que crecen. Por lo tanto, para el MDV, especialmente para los serotipos 2 y 3 del MDV, los
FEP inmortalizados de acuerdo con la invencion que estan infectados con estos serotipos del MDV, son muy
adecuados para su uso en una vacuna que comprende MDYV unido a células. Dichas vacunas pueden prepararse de
acuerdo con técnicas estandar conocidas en la materia para la preparacion de vacunas del MDV unido a células,
mezclando dichos FEP inmortalizados infectados con MDV y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Por tanto, una séptima realizacion de la presente invencion se refiere a vacunas que comprenden un cultivo celular de
FEP inmortalizados de acuerdo con la invenciéon en el que ese cultivo celular esta infectado con un MDV, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

Leyenda de las figuras:

Figura 1: Mapas vectoriales de pPB-CAG-Ag T de SV40 (A) y de pPB-CAG-cTERT (B).

Figura 2: Secuencia de aminoacidos de cTERT: el *indica el codon de terminacion.

Figura 3: Curva de crecimiento de la linea celular ST-1 de FEP. Células transfectadas con pPB-Ev (cruces), pPB-
SV (rombos) o pPB-SV y pPB-cTERT (ST-1 de FEP) (cuadrados) se sometieron a pases. En cada pase, los
numeros de células se determinaron para calcular la duplicacion poblacional por pase.

Figura 4: La morfologia de ST-1 de FEP permanece constante durante los pases. Las células ST-1 de FEP se
fotografiaron en el pase 25 (100x) (A) y el pase 44 (100x) (B).

Figura 5: Curva de crecimiento de la linea celular ST-2 de FEP. Células transfectadas con pPB-SV (rombos) o
pPB-SV y pPB-cTERT (ST-2 de FEP) (cuadrados) se sometieron a pases. En cada pase, los numeros de células
se determinaron para calcular la duplicacién poblacional por pase.

Figura 6: La morfologia de ST-2 de FEP permanece constante durante los pases. Las células ST-2 de FEP se
fotografiaron en el pase 19 (100x) (A) y en el pase 26 (40x) (B).

Figura 7: Replicacion del HVT en células ST-2 de FEP. Células ST-2 de FEP se infectaron con HVT a T = 0 con
una MOI (multiplicidad de infeccion) de 0,05. Las células se recogieron en los momentos indicados y los titulos del
HVT se determinaron mediante titulacion.

Figura 8: Células ST-2 de FEP se infectaron con HVT a T=0 con una MOI de 0,05. Las células se tripsinizaron (se
trataron con tripsina), se recogieron después de 96 horas y se resembraron en una monocapa reciente de ST-2 de
FEP. Este procedimiento se repitié 4 veces. En cada pase, las muestras se recogieron para determinar el titulo de
HVT.

Figura 9: Células ST-2 de FEP se infectaron con HVT o con virus HVT recombinante a T=0 con una MOI de 0,05.
Las células se células se tripsinizaron y se recogieron después de 96 horas. Los titulos del HVT se determinaron
mediante titulacion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Inmortalizacion de fibroblastos embrionarios de pollo

Plasmidos.

Para construir pPB-CAG-Ag T de SV40, se afiadieron los sitios Xhol y Bglll al antigeno T del SV40 mediante PCR
utilizando los cebadores etiqueta de SV40 5-Bll (5-GGCGAGATCTACCATGGATAAAGTTTTAAACAG-3) y etiqueta

de SV40 3’-XI (5-GGCGCTCGAGTTATGTTTCAGGTTCAGGGG-3'). La ADN polimerasa de fusion se utilizé para la
PCR de acuerdo con el protocolo del fabricante (New England Biolabs). El fragmento se cloné en pCR-Blunt (Life
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Technologies) y se verificd mediante secuenciacién. A continuacién, el Ag T de SV40 se escindié de pCR-Blunt y se
cloné en pPB-CAG-EBNXN (Yusa et al., 2009) utilizando los sitios Bglll-Xhol para crear pPB-CAG-Ag T de SV40 (Fig.
1A). La construccion final se verific6 mediante secuenciacion.

La secuencia que codifica la cTERT seguida de una secuencia de sefial poliA de herpesvirus felino
(CAATAAACATAGCATACGTTATGACATGGTCTACCGCGTCTTATATGGGGACGAC) (Willemse et al., 1995) se
generd sintéticamente, se secuencioé y se cloné en pPB-CAG-EBNXN (Yusa et al., 2009) utilizando los sitios Xhol-Clal
para crear pPB-CAG-cTERT (Fig. 1B y Fig. 2). El ADN plasmidico para la transfeccién en los FEP se aisl6 utilizando
kit maxi para plasmidos de Qiagen EndoFree (Qiagen).

Aislamiento y crecimiento de los FEP.

Durante diez dias, se incubaron diez huevos SPF (Specific Patogen Free, libres de patdégenos especificos) a una
temperatura de 37 °C y se utilizaron para el aislamiento de fibroblastos embrionarios primarios. Los embriones se
recogieron de los huevos en condiciones estériles. Después de extraer la cabeza, las patas y las alas, los embriones
se lavaron tres veces en PBS estéril y se disociaron utilizando una soluciéon de tripsina/EDTA. Después de la
disociacioén, se afadié suero de ternero fetal para inactivar la tripsina. Las células aisladas se centrifugaron durante
15 minutos a 400xg. Las células sedimentadas se resuspendieron en DMEM que contenia suero de ternero fetal al
5 % (Moregate), suero de pollo al 1 % (Sigma), glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM y antibioticos, se tifieron para
determinar la viabilidad y se realizé el recuento. Se sembraron 2x10° células/cm? en matraces de cultivo y se incubaron
a una temperatura de 40 °C y con CO2 al 5 %.

Transfeccion

Después de 3 dias en cultivo, se recogieron los FEP y antes de la transfeccion se realizé un recuento de las células
viables. Por cada transfeccion, se transfectaron 1x10° células viables en tampon P3 de células primarias 100 pl +
complemento (Lonza Cologne AG) utilizando el programa CA-137 del dispositivo Nucleofector 4D (Lonza Cologne
AG). Las células se transfectaron con pPB-CAG-Ag T de SV40 1,6 ug y pPB-CMV-hyPBase 0,4 ug (Yusa et al., 2011)
0, como control, con pPB-CAG-EBNXN 1,6 ug y pPB-CMV-hyPBase 0,4 ug. Después de la administracién del pulso,
las células se dejaron a TA durante 5 min. A continuacién se afiadieron 400 pl de RPMI 1640 (37 °C) lentamente a las
células y se incubaron a 37 °C durante 5 minutos. Después, las células se resuspendieron cuidadosamente, se
sembraron en matraces T25 en medio de crecimiento y se incubaron a 40 °C y con CO2 al 5 %. La transfeccion de las
células de FEP + pPB-CAG-Ag T del SV40 con pPB-CAG-cTERT se realizé utilizando el mismo protocolo. En este
caso, los FEP transfectados de manera estable con pPB-CAG-Ag T del SV40 se transfectaron con pPB-CAG-cTERT
1,6 pug y con pPB-CMV-hyPBase 0,4 ug (Yusa et al., 2011) o, como control, con pPB-CAG-EBNXN 1,6 ug y pPB-CMV-
hyPBase 0,4 ug o con 2 ug de un vector de expresién de GFP estandar (pmaxGFP, Lonza).

Cultivo tisular

Después de la transfeccién, los cultivos crecieron en medio de crecimiento (DMEM que contenia suero de ternero fetal
al 5 % (Moregate), suero de pollo al 1 % (Sigma), glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM) y se sometieron a pases
rutinariamente a una confluencia de 80-90 %. Después de retirar el medio, las células se lavaron dos veces con PBS
y se tripsinizaron utilizando una solucion de tripsina/EDTA. Las células se resuspendieron en medio de crecimiento y
se sedimentaron. Las células sedimentadas se resuspendieron en medio de crecimiento y se realizd el recuento
utilizando una camara de recuento Birker-Turk. Las células se sembraron en medio reciente en matraces de cultivo
tisular Cellbind (Corning) y se incubaron a 40 °C y con COz al 5 %. Las células de FEP + pPB-CAG-SV40 se congelaron
para su conservacion en nitrégeno liquido a diferentes pases en medio estandar que contenia FCS al 42,5 % y DMSO
al 10 %. Las células de FEP + pPB-CAG-antigeno T del SV40 transfectadas con pPB-CAG-cTERT o con plasmidos
de control se sembraron en placas en superficies recubiertas con colageno | (Biocoat, Corning) en un medio de
crecimiento normal o en un medio sin componente animal + suero de ternero recién nacido al 1 % (Hyclone,
ThermoFisher). El nimero de duplicaciones poblacionales se calcul6 utilizando la siguiente ecuacion:

Duplicaciones poblaciones = logNt — logN
P P log 2

en la que Nt era el nimero de células viables al final del periodo de crecimiento y N el niumero de células sembradas
en placa (Venkatesan y Price, 1998). Las células se fotografiaron utilizando una camara Olympus DP21 acoplada a
un microscopio Olympus CKX41.

Infeccién

Las células se sembraron durante 24 horas antes de la infeccion a una densidad de 1x10° células/cm? en medio sin
componente animal con o sin suero de ternero recién nacido al 0,25 % y se incubaron a 40 °C y con CO2 al 5 %. Las
células se infectaron con una MOI de 0,05 unidades formadoras de placa (UFP). Los virus utilizados fueron HVT
(FC126), un HVT recombinante que expresa tanto un antigeno F del NDV como un antigeno VP2 del IBDV (HVT-NDV-
IBDV) y un HVT recombinante que expresa un antigeno gD/dl del virus de la ILT (HVT-ILT). Después de la infeccion,
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las células se incubaron a 38,5 °C y con CO2 al 5 %. El medio se repuso completamente después de 72 horas en el
caso en el que las células se incubasen durante mas de 72 horas. Dependiendo del experimento, para la titulacion las
muestras se recogieron 72, 96, 120 o 144 horas después de la infecciéon y se congelaron para su conservacion en
nitrogeno liquido: Después de eliminar el medio, las células se lavaron dos veces con PBS y se tripsinizaron utilizando
una solucién de tripsina/EDTA. Las células se resuspendieron en medio de crecimiento y se sedimentaron. Después
de retirar el sobrenadante, las células se resuspendieron en medio de crecimiento reciente y se realiz6 el recuento. A
continuacion, 1x107 células/ml se congelaron en medio de crecimiento que contenia una concentracion final de DMSO
al 10 % y suero de ternero fetal al 20 % y se conservaron en nitrégeno liquido.

Titulaciéon

Se descongelaron ampollas de las células congeladas, infectadas con HVT, y se determin6 el nimero de UFP/ml
mediante titulacién de las células infectadas con HVT en los FEP. Las placas se visualizaron con un ensayo de
inmunofluorescencia utilizando anticuerpos monoclonales o policlonales en suero de pollo que reconocian el HVT.
Como anticuerpos secundarios se utilizaron anticuerpos Alexa 488 de cabra contra pollo o anticuerpos Alexa 488 de
cabra contra ratén, respectivamente. Todas las titulaciones se realizaron por duplicado.

Resultados
La expresion del antigeno T de SV40 prolonga la longevidad de los FEP primarios.

FEP primarios se transfectaron en el pase 1 con pPB-CAG-Ag T del SV40 (pPB-SV) y con un vector de expresion de
transposasa piggyBac para obtener la integracion gendémica y la expresion estable del Ag T del SV40. Como control,
los FEP también se transfectaron con el vector vacio pPB-CAG-EBNXN (pPB-EV). Después de la transfeccion, las
células se sometieron a pases rutinariamente a una confluencia de 80-90 % y se realizd su recuento para determinar
el numero de células viables. El numero de células viables en los pases se utilizd para calcular el numero de
duplicaciones de la poblacién después de sembrar (duplicaciones poblacionales (PD, population doublings)). Aunque
las células que expresan el Ag T del SV40 mostraron una longevidad prolongada en comparacion con los controles
(35 duplicaciones poblacionales frente a 26 duplicaciones poblacionales, respectivamente), el crecimiento de todos
los cultivos se detuvo finalmente alrededor del pase 17 (Fig. 3). Después del pase 17, en los cultivos ain quedaban
células en proliferaciéon. Sin embargo, dado que muchas células en el cultivo murieron, no se encontré un aumento en
el numero total de células y finalmente todas las células murieron.

Se examinaron células de FEP+pPB-SV para determinar la expresion del Ag T del SV40 a diferentes pases con un
ensayo de inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo monoclonal especifico para el Ag T de SV40. En el pase 2,
un pase después de la transfeccion, un pequefio nimero de células era positivo al Ag T de SV40. Casi todas las
células expresaron el Ag T de SV40 después del pase 7 (datos no mostrados).

La expresion de cTERT en células que expresan el Ag T de SV40 inducen inmortalizacion
Linea celular ST-1 de FEP

Para obtener fibroblastos de embrién de pollo, FEP, inmortalizados, se transfectaron células de FEP + pPB-SV con el
vector de expresion pPB-CAG-cTERT (pPB-cTERT). Se descongelaron ampollas del pase 13 de FEP + pPB-SV, las
células se incorporaron a cultivo, se sometieron a pases y se transfectaron en el pase 18 con pPB-cTERT y el vector
de expresion de transposasa. El numero total de células de FEP + pPB-SV en el pase 18 fue bajo. Por lo tanto, se
utilizaron las células de FEP + pPB-SV que se transfectaron con un vector de expresion (EV, expression vector) de
GFP estandar para determinar la eficacia de la transfeccion también como controles de vector vacio durante los pases.
Después de la transfeccion, las células se sembraron y se examinaron diariamente para determinar la proliferacion y
el resultado de colonias. No se observé proliferacion en los cultivos de FEP + pPB-SV + EV y finalmente todas las
células murieron (datos no mostrados). Sin embargo, en los cultivos de FEP + pPB-SV + pPB-cTERT, las colonias de
rapida proliferacion fueron claramente visibles después de 10 dias. Estas colonias se tripsinizaron, se realiz6 el
recuento de las células y se sembraron en matraces de cultivo tisular. Se descubrié que estas células proliferaban
mejor en medio sin componente animal (ACF, animal component free) que en nuestro medio de crecimiento estandar
(datos no mostrados), por lo tanto continuamos haciendo crecer estas células en medio ACF. Estos FEP + pPB-SV +
pPB-cTERT continuaron creciendo enérgicamente y se sometieron a pases hasta que se realizaron mas de 100
duplicaciones poblacionales (PD) (Fig. 3).

En este punto, las células todavia estaban sanas y proliferaban enérgicamente. Por lo tanto, se llegé a la conclusion
de que se habia establecido una linea celular de FEP inmortalizada y se denomin6 ST-1 (por FEP + Ag T SV40 +
cTERT-nr.1) de FEP. Las células tienen una morfologia fibroblastica que permanece constante durante los pases (Fig.
4).

Las células ST-1 de FEP, de diferentes pases, se habian congelaron en ampollas para su conservacién en nitrégeno
liquido. Estas células pueden volver a crecer facilmente después de su conservacion en nitrogeno liquido.
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Linea celular ST-2 de FEP

La linea celular ST-1 de FEP se genero6 transfectando células de FEP + pPB-SV de pase 18 con el vector de expresion
CcTERT. En este punto, un nimero limitado de células todavia estaba proliferando y muchas células en el cultivo ya
habian muerto. Dado que solo surgié una pequefia cantidad de colonias inmortalizadas después de la transfeccion
con cTERT y se produjo la linea celular ST-1 de FEP, se llegd a la conclusion de que la linea ST-1 de FEB es una
linea celular oligoclonal.

Para establecer una linea celular policlonal, es decir, una linea celular que se origina a partir de muchas células de
FEP inmortalizadas diferentes, también se transfectaron células de FEP + pPB-SV de pase temprano con cTERT. Las
células de FEP + pPB-SV que se conservaron en nitrogeno liquido en el pase 9 se llevaron a cultivo, se sometieron a
pases en medio ACF y se transfectaron en el pase 11 células con pPB-cTERT o pPB-EV en combinacién con el vector
de expresién de transposasa. Después de la transfeccion, las células se sembraron y se sometieron a pases. Las
células de FEP + pPB-SV + pPB-EV dejaron de proliferar y murieron después del pase 16 (datos no mostrados). Las
células transfectadas tanto con pPB-SV como con pPB-cTERT continuaron proliferando enérgicamente y se
efectuaron pases hasta que se realizaron mas de 70 PD (duplicaciones poblacionales) (pase 33, Fig. 5).

En este punto, las células todavia estan sanas y proliferaban bien. Por lo tanto, se llegé a la conclusion que se habia
establecido otra linea celular de FEP inmortalizada. Esta linea celular se denominé ST-2 de FEP (por FEP + Ag T
SV40 + cTERT-nr.2). Las células ST-2 de FEP tienen una morfologia fibroblastica que permanece constante durante
los pases (Fig. 6). Las células ST-2 de FEP de diferentes pases se habian congelado en ampollas para su
conservacion en nitrogeno liquido. Estas células pueden volver a crecer facilmente después de su conservacion en
nitrégeno liquido.

Replicacion del HVT en ST-1 de FEP y ST-2 de FEP.

Las lineas celulares ST-1 y ST-2 de FEP se analizaron para determinar su capacidad para soportar la replicacion del
Herpesvirus del pavo (HVT). En primer lugar, utilizando un ensayo de inmunofluorescencia (IF), se demostr6 que la
ST-1 de FEP puede infectarse con HVT y soportar la replicacion del HVT. Se infectaron células ST-1 de FEP con HVT
y se fijaron para ensayo IF después, 72, 96 y 120 horas. En todos los momentos indicados pudieron observarse focos
positivos a HVT en células ST-1 de FEP infectadas con HVT, lo que indicaba que las células ST-1 de FEP podian
infectarse con HVT y soportar la propagacién del HVT célula a célula (datos no mostrados).

En un segundo experimento, se comparo la eficacia de la infeccion con HVT y la propagacién célula a célula entre las
células ST-1 y ST-2 de FEP. Tanto la ST-1 como la ST-2 de FEP se infectaron con HVT y se fijaron a diferentes
momentos para estudiar los parametros cinéticos de la replicacion del HVT en estas lineas celulares. Habia focos
positivos a HVT en ambas lineas celulares después de 24, 48 y 72 horas y el niUmero y tamario de los focos aumentd
con el tiempo (datos no mostrados). A partir de estos experimentos se constaté que en ST-2 de FEP en comparacion
con ST-1 de FEP, se observaba un mayor numero de focos de HVT y también que eran mas grandes. Por lo tanto, se
llego a la conclusion de que las células ST-2 de FEP eran un mejor sustrato para la replicacion del HVT que las ST-1
de FEP.

A continuacién, se examinaron mas detalladamente los parametros cinéticos de la replicaciéon de HVT en la linea ST-
2 de FEP. Para determinar el nimero de unidades formadoras de placas (UFP) por ml (Fig. 7), células ST-2 de FEP
se infectaron con HVT y se tomaron muestras 72, 96, 120 y 144 horas después de la infeccion. Estos resultados
indican que el HVT se replica en las células ST-2 de FEP, y aunque las diferencias en el titulo entre diferentes tiempos
de recogida eran pequeiias, los titulos de virus parecian aumentar aproximadamente 96 horas después de la infeccién

(Fig. 7).
Pueden efectuarse pases del HVT en células ST-2 de FEP.

Después, se establecidé que ST-2 de FEP es un sustrato para la infeccion y replicacién del HVT, se examiné si las
células ST-2 de FEP infectadas con HVT podian infectar monocapas recientes de células ST-2 de FEP. Células ST-2
de FEP SE infectaron con HVT, se recogieron después de 96 horas y se sembraron en una monocapa de células ST-
2 de FEP reciente. Este procedimiento se repitié 4 veces y cada pase de células se fijé para tincion mediante ensayo
IF y se tomaron muestras para determinar el nimero de UFP/mI. La tincién por IF demostrd que habia focos positivos
a HVT después de cada pase y que después del cuarto pase se observaba un gran nimero de focos claros de HVT
(datos no mostrados). La titulacion mostréo que los titulos del HVT en el pase 2 era ligeramente inferiores en
comparacioén con los titulos del pase 1 (Fig. 8). Sin embargo, pases posteriores en células ST-2 de FEP dieron como
resultado un aumento en los titulos del HVT con cada pase y en el pase 5 los titulos del HVT fueron 10%7 UFP/mI. Esto
demuestra claramente que la linea celular ST-2 de FEP es un sustrato adecuado para replicacion del HVT.

La ST-2 de FEP es un sustrato para la replicacion de construcciones de HVT recombinantes.
El HVT también puede utilizarse como un vector virico para la expresion de antigenos, por ejemplo de otros virus

aviares tales como el virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV), el virus de la Enfermedad de la Bursitis Infecciosa
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(IBDV) o el virus de Laringotraqueitis Infecciosa (ILT) (Igbal, 2012). Para analizar si las células ST-2 de FEP también
permitian la replicacion de construcciones de HVT recombinantes, células ST-2 de FEP se infectaron con HVT natural,
un HVT recombinante que expresaba tanto un antigeno F del NDV como un antigeno VP2 del IBDV (HVT-NDV-IBDV)
o con un HVT recombinante que expresaba un antigeno gD/gl del virus de la ILT (HVT-ILT). Las células se fijaron para
tincion con IF o las células se recogieron para preparar muestras para la titulacion 96 horas después de infeccion. La
tincion con IF demostré claramente focos tanto del HVT natural como de construcciones de HVT recombinantes en
células ST-2 de FEP (datos no mostrados). La titulacion de las muestras también demostrd que las células ST-2 de
FEP soportaban la replicacion de construcciones de HVT recombinantes (Fig. 9) aunque en las condiciones utilizadas,
la replicacién de los HVT recombinantes es menos eficaz que la replicacién del HVT natural.

Listado de referencias

Igbal, M. (2012). Progress toward the development of polyvalent vaccination strategies against multiple viral
infections in chickens using herpesvirus of turkeys as vector. Bioengineered. 3, 222-226.

Venkatesan, R.N. y Price, C. (1998). Telomerase expression in chickens: constitutive activity in somatic tissues
and down-regulation in culture. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 95, 14763-14768.

Willemse, M.J., Strijdveen, |.G., van Schooneveld, S.H., van den Berg, M.C., y Sondermeijer, P.J. (1995).
Transcriptional analysis of the short segment of the feline herpesvirus type 1 genome and insertional mutagenesis
of a unique reading frame. Virology 208, 704-711.

Yusa, K., Rad, R., Takeda, J., y Bradley, A. (2009). Generation of transgene-free induced pluripotent mouse stem
cells by the piggyBac transposon. Nat. Methods 6, 363-369.

Yusa, K., Zhou, L. Li, M.A., Bradley, a. y Craig, N.L. (2011). A hyperactive piggyback transposase for mammalian
applications. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 108, 1531-1536.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Intervet International B.V.
<120> Fibroblastos de embrién de pollo inmortalizados
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REIVINDICACIONES

1. Fibroblasto de embriéon de pollo (FEP) inmortalizado y transfectado de manera estable, caracterizado por que
dicho FEP inmortalizado expresa un antigeno T del SV40, expresa telomerasa de pollo (cTERT) bajo el control de un
promotor heterélogo y no comprende ADN ex6geno retrovirico con Repeticiones Terminales Largas.

2. Cultivo celular que comprende FEP inmortalizado de acuerdo con la reivindicacion 1.

3. Cultivo celular de acuerdo con la reivindicacion 2 caracterizado por que el cultivo celular esta infectado con un
virus aviar o un vector virico aviar.

4. Cultivo celular de acuerdo con la reivindicacién 3 caracterizado por que el virus aviar o el vector virico aviar se
seleccionan del grupo que consiste en el virus de la Enfermedad de Marek (MDV), el Herpesvirus del pavo (HVT)
relacionado con el MDV, el virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV), el virus de la Bronquitis Infecciosa (IBV), el
virus de la Enfermedad de la Bursitis Infecciosa (IBDV), el virus del Sindrome de la Caida de la Puesta (EDSV), virus
de la Rinotraqueitis del Pavo (TRT), Reovirus (RV) y un vector de HVT que comprende un gen de VP2 del IBDV, un
gen de la proteina espiga del IBV, un gen de HA de la gripe aviar, un gen de la proteina gD/gl del virus de la ILT o un
gen de F del NDV.

5. Método para la preparacién de un FEP inmortalizado de acuerdo con reivindicacion 1 caracterizado por que dicho
método comprende las etapas de

a) obtener células de FEP primarias,
b) transfectar dichas FEP primarias con

1) una molécula de ADN que carece de secuencias LTR, que comprende repeticiones invertidas de
transposones y que comprende un gen que codifica al antigeno T de SV40 bajo el control de un promotor
adecuado,

2) una molécula de ADN que carece de secuencias LTR, que comprende repeticiones invertidas de
transposones y que comprende un gen que codifica la telomerasa de pollo; cTERT bajo el control de un
promotor heterélogo y

3) una molécula de ADN que comprende un gen que codifica la transposasa bajo el control de un promotor
adecuado.

c) seleccionar células de FEP que se hayan cultivado durante al menos 45 ciclos celulares.

6. Método para la preparaciéon de un FEP inmortalizado de acuerdo con reivindicacién 1, caracterizado por que dicho
método comprende las etapas de

a) obtener células de FEP primarias,

b) transfectar dichas células de FEP primarias con una sola molécula de ADN que carece de secuencias LTR, que
comprende repeticiones invertidas de transposones y que comprende tanto un gen que codifica al antigeno T de
SV40 bajo el control de un promotor adecuado como un gen que codifica la telomerasa de pollo bajo el control de
un promotor heterélogo y que comprende un gen que codifica la transposasa bajo el control de un promotor
adecuado,

c) seleccionar células de FEP que se hayan cultivado durante al menos 45 ciclos celulares.

7. Método para la preparacién de un FEP inmortalizado de acuerdo con la reivindicacién 1 caracterizado por que
dicho método comprende las etapas de

a) obtener células de FEP primarias,
b) transfectar dichas células FEP primarias con

1) una molécula de ADN que carece de secuencias LTR, que comprende repeticiones invertidas de
transposones, que comprende tanto un gen que codifica al antigeno T de SV40 bajo el control de un promotor
adecuado como un gen que codifica la telomerasa de pollo bajo el control de un promotor heterélogo y con
2) una molécula de ADN que comprende un gen que codifica la transposasa bajo el control de un promotor
adecuado.

c) seleccionar células de FEP que se hayan cultivado durante al menos 45 ciclos celulares.

8. Método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5-7, caracterizado por que en la etapa c) se seleccionan
células que se han cultivado durante al menos 100 ciclos celulares.

9. Método para la replicacion de un virus o un vector virico aviar, comprendiendo dicho método las etapas de
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a) cultivar un FEP inmortalizado de acuerdo con la reivindicacién 1,

b) poner en contacto el FEP inmortalizado con el virus aviar o el vector virico aviar
c) permitir que el virus aviar o el vector virico aviar se repliquen y

d) aislar el virus descendiente.

10. Método de acuerdo con la reivindicaciéon 9, caracterizado por que el virus aviar o el vector virico aviar se
seleccionan del grupo de virus aviares que consiste en el virus de la Enfermedad de Marek (MDV), el Herpesvirus de
pavo (HVT) relacionado con el MDV, el virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV), el virus de la Bronquitis Infecciosa
(IBV), el virus de la Enfermedad de la Bursitis Infecciosa (IBDV), el virus del Sindrome de la Caida de la Puesta
(EDSV), el virus de la Rinotraqueitis del Pavo (TRT), Reovirus (RV) y un vector de HVT que comprende un gen de
VP2 del IBDV, un gen de la proteina espiga del IBV, un gen de HA de la gripe aviar, un gen de la proteina gD/gl del
virus de la ILT o un gen de F del NDV.

11. Método de acuerdo con la reivindicacion 9, caracterizado por que dichos virus aviar o vector virico aviar se
seleccionan del grupo de virus aviares que consisten en MDV y virus de vectores de MDV.

12. Método para la preparacién de una vacuna que comprende un virus aviar o un vector virico aviar, caracterizado
por que el método comprende la etapa de mezclar un cultivo celular de acuerdo con las reivindicaciones 3 0 4 con un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

13. Método de acuerdo con la reivindicacion 12, caracterizado por que el virus aviar o un vector virico aviar son un
MDV.

14. Método de acuerdo con la reivindicacion 12, caracterizado por que en la vacuna el MDV o el vector virico de
MDYV estan en una forma atenuada viva.

15. Vacuna que comprende un cultivo celular de acuerdo con las reivindicaciones 3 o 4, y un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

16. Método para la preparacién de una vacuna que comprende un virus aviar o un vector virico aviar, caracterizado
por que el método comprende las etapas de:

a) infectar un cultivo celular de acuerdo con la reivindicacién 2, con un virus aviar o un vector virico aviar
b) replicar dicho virus aviar o un vector virico aviar

c) aislar el virus descendiente

d) mezclar el virus descendiente con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.
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Fig. 1A
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Fig. 1B
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MERGAQPGVGVRRLRNVAREEPFAAVLGALRGCYAEATPLEAFVRRLQEGGTGEVEVLRG
DDAQCYRTFVSQCVVCVPRGARAIPRPICFQQLSSQSEVITRIVQRLCEKKKKNILAYGY
SLLDENSCHFRVLPSSCIYSYLSNTVTETIRISGLWEILLSRIGDDV MMYLLEHCALFML
VPPSNCYQVCGQPIYELISRNVGPSPGFVRRRYSRFKHNSLLDYVRKRLVFHRHYLSKSQ
WWKCRPRRRGRVSSRRKRRSHRIQSLRSGYQPSAKVNFQAGRQISTVTARLEKQSCSSLC
LPARAPSLKRKRDGEQVEITAKRVKIMEKEIEEQACSIVPDVNQSSSQRHGTSWHVAPRA
VGLIKEHYISERSNSEMSGPSVVHRSHPGKRPVADKSSFPQGVQGNKRIKTGAEKRAESN
RRGIEMYINPIHKPNRRGIERRINPTHKPELNSVQTEPMEGASSGDRKQENPPAHLAKQL
PNTLSRSTVYFEKKFLLYSRSYQEYFPKSFILSRLQGCQAGGRRLIETIFLSQNPLKEQQ
NQSLPQOKWRKKRLPKRYWQMREIFQKLVKNHEKCPYLVFLRKNCPVLLSEACLKKTELT
LOQAALPGEAKVHKHTEHGKESTEGTAPNSFLAPPSVLACGQPERGEQHPAEGSDPLLREL
LRQHSSHWQVYGFVRECLERVIPAELWGSSHNKCRFFKNVKAFISMGKYAKLSLQQLMWK
MRVNDCVWLRLAKGNHSVPAYEHCYREEILAKFLYWLMDSYVIELLKSFFYITETMFQKN
MLFYYRKFIWGKLQNIGIRDHFAKVHLRALSSEEMEVIRQKKYFPIASRLRFIPKMNGLR
PVVRLSRVVEGQKLSKESREKKIQRYNTQLKNLFSVLNYERTVNTSIIGSSVFGRDDIYR
KWKEFVTKVFESGGEMPHFYFVKGDVSRAFDTIPHKKLVEVISQVLKPESQTVYGIRWYA
VIMITPTGKARKLYKRHVSTFEDFIPDMKQFVSKLOERTSLRNAIVVEQCLTFNENSSTL
FTFFLOMLHNNILEIGHRYYIQCSGIPQGSILSTLLCSLCYGDMENKLLCGIQKDGVLIR
LIDDFLLVTPHLMQARTFLRTIAAGIPEYGFLINAKKTVVNFPVDDIPGCSKFKHLPDCR
LISWCGLLLDVQTLEVYCDYSSYAFTSIRSSLSFNSSRIAGKNMKCKLTAVLKLKCHPLL
LDLKINSLQTVLINIYKIFLLQAYRFHACVLQLPFNOQKVRNNPDFFLRIISDTASCCYFI
LKAKNPGVSLGSKDASGMFPFEAAEWLCYHAFIVKLSNHKVIYKCLLKPLKVYKMHLFGK
IPRDTMELLKTVTEPSLCQDFKTILD*

Figura 2.
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Numero de duplicaciones poblacionales
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