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RESUMO

"CELULAS AVIARIAS IMORTAIS"

O presente 1invento tem por objectivo células
imortalizadas ndo transformadas, resistentes a

em particular provenientes de tecidos aviarios,

ou seja células gque nao sejam do sangue ou hematopoiéticas,

particularmente fibroblastos e células epiteliais, por

exemplo embrides.
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DESCRICAO

"CELULAS AVIARIAS IMORTAIS"

O presente invento estd relacionado com linhas de

células avidrias e seus derivados.

O estabelecimento de linhas celulares a partir de
6rgados retirados de espécies aviarias nao pode ser
conseguido espontaneamente, como acontece com determinados

6rgados provenientes de espécies de mamiferos.

As Unicas linhas celulares disponiveis até agora
foram obtidas wusando as propriedades transformantes de
determinados virus aviadrios tendo propriedades oncogénicas,
tals como os retrovirus do grupo das leucoses avidrias ou o
virus da doenga de Marek ou determinadas moléculas gquimicas

como sejam metilcolantreno e dietilnitrosamina.

Estas linhas celulares apresentam, na sua maior
parte, caracteristicas de transformacdo importantes que as

tornam incapazes de replicarem virus vacinais.

Os autores iniciaram uma nova via consistindo em
introduzir nas células um vector sem cardcter oncogénico
mas capaz de integrar nas células um gene escolhido pela

sua capacidade para induzir imortalizacao.
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Os primeiros ensaios foram realizados com a ajuda
de vectores que integram genes de retrovirus avidrios como

sejam erbA e erbB.

O pedido de patente francés FR-A-2596770 propde
um processo de imortalizacao no qual se infecta uma cultura
de células avidrias ou de mamifero com um vector ou um
sistema sem carédcter oncogénico para as referidas células,
mas capaz de integrar nestas células um gene escolhido
entre v-myb, v-ets e v-erbA. Vectores adequados podem ser
os virus AMV, E26 e XJ12, este ultimo sendo um virus
derivado do virus AEV no qual o gene v-erB, onocogene, foi

eliminado.

Na pratica, estes ensaios permitiram obter linhas
celulares estabelecidas a partir de células da linha
hematopoiética, mas nao deram os resultados esperados para
células de embrido de galinha em cultura aderente, como

sejam os fibroblastos ou células epiteliais.

Linhas celulares avidrias do tipo mieloblastdide
(células sanguineas) nao transformadas foram obtidas com a
ajuda do oncogéne myb (pedido de patente internacional

W091/18971) .

Paralelamente, o0s autores propuseram 0SS Jenes
precoces t e T do virus simio SV40 para imortalizar células

provenientes de diferentes tecidos de mamifero (D.S.
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Neufeld et al., Molecular and Cellular Biollogy, August,
2794-2802, 0. Kellermann and F. Kelly, Differentiation,

1986, 32: 74-81 e pedido de patente francesa FR-A-2649721).

O pedido de patente francesa FR-2A-2649721 propde
por seu lado um método de imortalizacdo condicionada que
serd utilizavel para todos os tipos celulares e em todas as
espécies, o objectivo sendo aqui ultrapassar o 1inconve-
niente da grande especificidade das wvias cléssicas (limi-
tacdo a espécies e/ou tipos celulares particulares):
transformacdao de células por um virus transformante (adeno-
virus, virus de Epstein-Barr, determinados papovavirus,
como seja o virus SV40 ou o virus polioma; por exemplo, ©
virus SV40 ¢é indicado como sé6 transformando células de
roedores e células humanas); a transfeccgdo com construgdes
contendo um gene transformante ligado a um promotor viral;
transfeccdo com um gene transformante ligado a um promotor
celular. A escolha deste pedido de patente baseia-se numa
construgdo que associa um fragmento de DNA da seqgquéncia
reguladora da vimentina e um fragmento de DNA codificador
de um gene imortalizador, que pode ser o antigénio T do
viru Sv40 sob o controlo do promotor, induzivel, da
vimentina. As espécies avidrias nunca sado referidas neste

documento.

Na espécie avidria, a wutilizacdo real de tais
oncogénes virais nunca foi descrita, exceptuando a
utilizagao da forma 12S da proteina E1A do Adenovirus b5
humano que permitiu imortalizar células epitelidides de

codorniz (Guilhot et al. (1993), Oncogene 8: 619-624).
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Contra o que seria de esperar, os inventores
conseguiram produzir linhas celulares avidrias, imortais e

nao transformadas.

De forma mais geral, os inventores encontraram
ser possivel preparar linhas celulares avidrias imortais,
ndo transformadas e resistentes a apoptose, mesmo a partir
de células de tecidos aviarios, ou seja outras células que

nao as células circulantes do sangue ou hematopoiéticas.

O presente invento tem, portanto, como objectivo
células avidrias imortalizadas nao transformadas,
resistentes a apoptose, em particular provenientes de
tecidos aviarios desde que ndo sejam células do sangue ou
hematopoiéticas, principalmente fibroblastos e <células

epiteliais, por exemplo embrides.

O presente invento tem, mais particularmente,
como objectivo wuma linha celular aviaria imortal, nao

transformada, escolhida entre o grupo constituido por:

- linha TDF-2A Dbcl-2 depositada na CNCM (Coleccao
Nacional de Culturas de Microrganismos do Instituto

Pasteur) com a referéncia I-1709

- linha TCF-4.10 depositada na CNCM com a referéncia I-

1710
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- linha TCF-4.10 bcl-2 depositada na CNCM com a

referéncia I-1711

bcl-2 significa que as células da linha integram
de forma funcional o gene bcl-2, que lhes confere resistén-
cia a apoptose (WO-A-93/20200 agqui incluida como refe-

réncia).

Obviamente, o invento engloba as células deri-
vadas destas linhas. Por isso, deve-se entender que estao
abrangidas nao apenas as células conforme depositadas na
CNCM com as referéncias indicadas, mas também as células
constituindo a descendéncia daquelas, por um lado células
obtidas por simples multiplicacdo e podendo sofrer mutacgdes
quando das multiplicacdes e por outro lado células obtidas
apds modificacdo intencional, o que se designa por células
derivadas, e ainda células tendo sofrido os dois tipos de

modificacdes.

Assim, o invento engloba também células derivadas
obtidas por modificacgdes das referidas células. Estas

modificacdes podem compreender:

- Insercdao de uma ou mais cassetes de expressao compre-
endendo uma ou mais sequéncias nucleotidicas codifi-
cadoras de uma molécula com interesse industrial, estas
cassetes de expressao estando aptas a produzir esta
molécula apds insercdo nas células do invento. A

técnica ¢é perfeitamente conhecida dos familiarizados
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com a matéria. Como moléculas de interesse industrial,
pode-se citar principalmente subunidades virais do tipo
peptideo, proteina, glicoproteina, principalmente para
utilizacdo em vacina ou como reagente de diagnédstico,

moléculas proteicas tais como hormonas, etc.

- A infeccdo crdénica por um virus capaz de se multiplicar
nestas células, para produgdo de virus ou de vacina,
com ou sem modificacdao prévia da susceptibilidade face
a estes virus. A infeccao pode também nado ser crénica,
mas realizada numa série de células escolhidas para a
multiplicacdo wviral. (As modificacdes gque se seguem
pensa-se que sejam vantajosamente combinadas com o0s

dois tipos anteriores).

- Introducadao de genes de sobrevivéncia ou anti-apoptose
para além de bcl-2, tais como os genes codificadores de
proteinas das proteinas pl9E1B do adenovirus humano
(Rao et al. (1992), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:7742-
7746), LMP-1 (gregory et al. (1991), Nature 349:612-
614) e BHRF1 (Pearson et al. (1987), Virology 160:151-
161) do wvirus Epstein Barr, IC34.5 do wvirus herpes
simples (Chou e Roizamn (1992), Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89:3266-3270) e p35 de Dbaculovirus (Clem et al.
(1991), Science 254: 1388-1390), com o fim de tornar
estas linhas mais resistentes as condicgdes de cultura,

principalmente manutencdo em confluéncia.

- Sobre—-expressao de genes 1implicados no controlo do
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ciclo celular por vectores adequados para aumentar a
velocidade de proliferacdo. Com efeito, foi demonstrado
que, nalguns casos, a Sobre-expressao de genes codifi-
cadores das ciclinas induzem um encurtamento do ciclo
celular e portanto um aumento da velocidade de proli-
feracao (Rosenberg et al., (1995), Oncogene 10:1501-
1509; Quelle et al. (1993), Genes and Dev. 7:1559-

1571) .

- Modificacdo do espectro de susceptibilidade wviral das
linhas através da integracdo de genes codificadores dos
receptores do virus com interesse, tendo em vista a sua
replicagcao. Pode-se referir uma espécie de mamifero em
que a expressao do receptor do virus da rubéola (CD46)
pelas células murinas, normalmente nao permissivas ao
virus, confere susceptibilidade as células para este
virus e capacidade de o replicar (Naniche et al.
(1993), J. Virol. 67:6025-6032). O interesse é princi-
palmente tornar as células susceptiveis a um virus com

o objectivo de o replicar nestas.

- Integracgao de oncogenes capazes de acelerar o)

crescimento celular.
E evidente que as células derivadas de acordo com
o invento podem compreender uma ou mais destas modificacdes

apresentadas atras.

O invento tem ainda como objectivo um processo de
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produgdo de moléculas com interesse industrial ou de virus,

compreendendo a cultura das células atréds descritas.

No &ambito do presente invento, tem-se em vista
principalmente a produgcdo de moléculas ou virus para a
obtencao de reagentes de diagndéstico ou vacinas, ou ainda

moléculas com interesse terapéutico.

0 invento serd agora descrito mais detalhadamente
com a ajuda de métodos de realizacdo a titulo exempli-
ficativo, ndo limitativo, e referem-se as figuras anexas na

quais:

- a figura 1 mostra a estrutura do vector pDAMT servindo

para preparar a linha TDF-2A, com:

LTR: sequéncia repetida directa (Repeticdao Terminal
Longa)

OLTR: LTR eliminada

MTI: promotor da metalotioneina I murina

SV40 T+t: regido precoce de SV40

SV40: promotor de SV40

- a figura 2 mostra a estrutura do vector pphMT que

serviu para preparar a linha FC F-4.10, com:

LTR: sequéncia repetida directa (Repeticdao Terminal

Longa)
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fleo: gene de resisténcia a fleomicina
SV40pA: poliA de SV40
MTI: promotor da metalotioneina I murina

SV40 T+t: regido precoce de SV40

EXEMPLO 1: Produgcdo da linha celular TDF-2A

I. Descrigdo da sua origem e das suas caracteristicas

1.1 Descricdo do vector utilizado: vector pDAMT

Possul a regiao precoce do virus SV40 (codifi-
cadora dos antigénios T e t) (fragmento HindIII/BamHI)
(Fiers et al. (1978), Nature 273:113-120) sob o controlo do
promotor da metalotioneina de ratinho (fragmento EcoRI/
BglIII transformado em local HindIII) (Durnam et al.
(1980), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:6511-6515; Brinster

et al. (1982), Nature 296:39-42).

0 fragmento EcoRI/EcoRI contendo esta unidade de
transcricdo proveniente do vector pMTSVneo (Peden et al.
(1989), Exp. Cell. Res. 185:60-72) foi inserido no local
Xbal do vector pDAl (Aubert et al. (1991), J. Cell. Biol.
113:497-506). Este ultimo deriva essencialmente do genoma
do virus associado ao sarcoma de Rous-2 (RAV-2) apds
modificagdo da LTR situada em 3'. Com efeito, a regido U3
da LTR 3' de RAV-2 foil eliminada e ligada as regides R e U5
isoladas da LTR do virus associado ao sarcoma de Rous-1

(RAV-1) . E igualmente portadora de uma unidade de
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transcricdo contendo o gene de resisténcia a neomicina sob
o controlo do promotor SV40 derivado do vector pSV2neo
(Southern e Berg (1982), J. Mol. Appl. Genet. 1:327-341).

Ver figura 1.

1.2. Estabelecimento da 1linha e demonstracdao da imorta-

lizacéao.

Células provenientes de embrides de pato de
Barbarie com 14 dias foram transfectadas com o vector pDAMT
pelo método que utiliza dimetilsulfdéxido (DMSO) e descrito
por Kawai e Nishizawa (1984), Mol. Cell. Biol. 4:1172-1174.
As células transfectadas foram em seguida seleccionadas
usando geneticina G418 (150 pg/ml) durante 15 dias. Os
clones resistentes foram entdo subcultivados regularmente,
1 a 2 passagens em média por semana. Apds este periodo de
proliferacdao activa de 3 meses, as células entraram num
periodo de crise durante a qual a maior parte das células
morreram. Apds este periodo que durou 2 meses, VAarios
clones retomaram uma proliferacao activa sugerindo a sua

imortalizacao.

A linha celular TDF-2A derivou assim de duas

culturas. Foil estudada depois de forma mais aprofundada.

As células TDF-2A atingiram 200 passagens, ou
seja cerca de 460 geracdes, e foram mantidas em cultura
durante mais de 600 dias continuamente. Comparativamente,

células testemunhas, sem expressarem a regiao precoce do
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virus SvV40, nao podem ser mantidas em cultura mais de 20

passagens.

1.3. Caracteristicas de proliferacao.

As células imortalizadas foram cultivadas a 38°C,

em frasco rolante, num meio contendo HAM F-10 10X a 6%, 199

o\
o

Hanks 10X a 4%, Tryptose Broth Phosphate 2,95% a 4%,

Bicarbonato de Sédio 5,6% a 2,5%, vitamina BME 100X a 0,1%,

soro fetal bovino a 3%, canamicina 5% a 1%, vancomicina

Nestas condicgdes, as suas taxas de duplicacao séao

de 1 em cada 24 horas.

1.4. Expressao do antigénio T.

Por imunofluorescéncia ou imunofosfatase indirec-
ta usando um anticorpo especifico do antigénio T (Pab 101:
Santa Cruz Biotechnology ref. scl4d7), foi demonstrado que
todas as células expressam o antigénio T no nucleo, indi-

cando que todas integraram o vector.

Esta integracdo foi ainda mostrada por transfe-
réncia Southern. O DNA gendémico dos fibroblastos imor-
talizados foil digerido com as enzimas de restricao Xbal,
BstXI. A hibridacdo com uma sonda especifica do antigénio T
(fragmento NdeI/NdeI de 1018 pb) permitiu verificar que a

unidade de transcricdao permite a expressao do gene
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imortalizador, inserido nas células TDF-2A, nao sofrendo de
rearranjos substanciais. Com efeito, o tamanho dos fragmen-

tos de hibridacdo obtidos estd de acordo com o esperado.

1.5. Auséncia de poder tumorigénico.

As células 1imortalizadas néao apresentam poder
tumorigénico. Elas sao incapazes de formar coldnias em meio
semi-sdélido ou de formar tumores sob a membrana coriocalan-
toideica de ovo de galinha ou de pata. Sao igualmente
incapazes de formar tumores em ratinho atimico (ratinho
"nu"), em pintos e patinhos SPF (isentos de organismos

patogénicos) com 1 dia.

1.6. Caridtipo.

O caridtipo das células TDF-2A foi estudado as
1142 e 1352 passagens. Permitiu verificar que as células
eram de origem avidria com a presenca de microcromossomas
caracteristicos desta espécie. Ainda, 0sS cromossomas
observados sdo representativos dos cromossomas encontrados
nas células primdrias de embrides de pato confirmando assim

a origem da linha.

II. Propriedades.

As células TDF-2A  apresentam principalmente

susceptibilidade a virus especificos de pato, tais como o

adenovirus, o parvovirus e o reovirus que sao habitualmente
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replicados em células primdrias de embrides de pato. Pode-

se assim produzir virus nesta linha.

EXEMPLO 2: Caracterizacdo da linha TDF-2A através da

identificacdo de locais de integracao

O DNA gendmico das células TDF-2A, preparado a
partir de células provenientes da 1142 e da 1352 passagens,
foi digerido com as enzimas de restricao BglII e KpnI. O
DNA assim tratado foi entdo sujeito a electroforese em gel,
seguido de uma transferéncia para membrana de nylon, depois
hibridado com uma sonda especifica do antigénio T
(fragmento NdeI/Ndel de 1018 pb). Assim, a digestdo com
BglII permite obter duas bandas de hibridagao de tamanho
elevado (cerca de 15 e 23 Kb) sugerindo a existéncia de
dois locais de integracao. A digestdao com Kpnl permite a
obtencao de uma banda princial de tamanho elevado (cerca de
20 Kb) e pelo menos uma banda minoritdria confirmando a

existéncia de pelo menos dois locais de integracao.

EXEMPLO 3: Producdo da linha celular TCF-4.10

1. Descricao da sua origem e das suas caracteristicas

1.1. Descrigdo do vector utilizado: vector pphMT

O wvector possuili a regiadao precoce do virus SV40

(codifica os antigénios T e t) (fragmento HindIII/BamHT)

(Fiers et al. (1978), Nature 273:113-120) sob o controlo do
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promotor da metalotioneina I de ratinho (fragmento
EcoRI/BglII transformado em local HindIII) (Durnam et al.
(1980), proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:6511-6515; Brinster

et al. (1982), Nature 296:39-42).

O fragmento EcoRI/EcoRI contendo esta unidade de
transcrigcdo proveniente do vector pMTSVneo (Peden et al.
(1989), Exp. Cell. Res. 185:60-72) foi inserido no local
EcoRI do vector pUT507 (comercializado por CAYLA-FRANCE)
situado 3' relativamente a regido gue permite a expressao
do gene de resisténcia a fleomicina (figura 2). A estrutura
do vector pUT507 foi descrita em Mulsan et al. (1988),

Somatic Cell and Molecular Genetics 14:243-252.

1.2. Estabelecimento da 1linha e demonstracdo do imorta-

lizacao.

Fibroblastos provenientes de embrides de galinha
foram transfectados pelo vector pphMT pelo método que
utiliza o dimelsulfdéxido (DMSO) e descrito por Kawai e
Nishizawa (1984), Mol. Cell. Biol. 4: 1172-1174. As células
transfectadas foram em seguida seleccionadas pela aplicacéao
progressiva (de 10 pg/ml a 50 pg/ml) de fleomicina durante
15 dias. Os clones resistentes foram entdo subcultivados
regularmente, 1 a 2 passagens por semana. Apds um periodo
de proliferacdo activa de cerca de 2 meses, as células
entram num periodo de crise em que o crescimento celular é
muito fraco e durante o qual a mortalidade é muito elevada.

Apds um periodo que durou 3 a 4 meses, algumas células do
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clone TCF-4.10 retomaram uma proliferacdo activa sugerindo

a sua imortalizacao.

As células TCF-4.10 atingiram assim 200 passagens
em cultura, ou seja cerca de 400 geragdes e foram mantidas
em cultura durante 3 anos. Comparativamente, os fibro-
blastos testemunha, nao exprimindo a regido precoce do
virus SV40, nao podem ser mantidos em cultura mais de 20 a

30 passagens.

1.3. Caracteristica de proliferacao.

Os fibroblastos imortalizados foram cultivados a
38°C num meio HAM F-10 10X a 6%, 199 HANKS 10X a 4%,
Tryptose Broth Phosphate 2,95% a 4%. Bicarbonato de sdédio
5,6% a 2,5%, vitamina BME 100X a 0,1%, soro fetal bovino a
3%, canamicina 5% a 1%, vancomicina 0,5% a 1%. Nestas
condig¢des, a sua velocidade de duplicacdo é de 0,7 em 24

horas.

2.2. Expressao do antigénio T.

Através de imunofluorescéncia ou imunofosfatase
indirectas, usando anticorpos especificos do antigénio T
(Pab 101: Santa Cruz Biotechnology ref. scl47), foi
demonstrado que todas as células expressam o antigénio T no

seu nucleo, indicando que todas integraram o vector.
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2.3. Auséncia do poder tumorigénico.

Os fibroblastos imortalizados nao apresentam
poder tumorigénico. Sao incapazes de formar tumores na

membrana corialantoideica de ovos de galinha ou de pata.

3. Propriedades.

As células TCF-4.10 apresentam principalmente
susceptibilidade aos virus avidrios. Pode-se mencionar
principalmente os Poxvirus avidrios, tais como o Canarypox,
o Fowlpox ou ainda os virus da doencga de Marek (serotipos
1, 2 e 3 (HVT)), o virus da doenca de Gumboro. Pode-se

produzir estes virus nesta linha.

EXEMPLO 4: Multiplicacdo de Canarypox nas células TCF-4.10.

As células TCF-4.10 foram semeadas em frascos
rolantes. O Canarypox foi inoculado nas monocamadas
estabelecidas. Quando o efeito citopatico provocado pelo
virus era generalizado, fez-se a colheita por agitacao da
monocamada de células. Esta € portanto composta por uma
camada de células e sobrenadante de cultura. O conjunto foi
homogeneizado por tratamento com o homogeneizador Ultra-
turrax durante 1 min a 13500 rotagdes/min (aparelho IKA

type 25).

A determinacao do titulo de virus infeccioso foi

realizado através de micrométodo em placas de 96 alvéolos.
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As diluigdes de virus foram inoculadas na monocamada
estabelecida de células secunddrias de embrides de galinha.
Cada uma das diluigdes virais foi inoculada em 6 alvéolos.
LAs placas foram colocadas em incubacg¢do numa estufa de CO;
durante 8 dias. A presenca de virus nos alvéolos foi
controlada ao microscdpio observando o efeito citopéatico
(ECP) caracteristico. O titulo infeccioso foi calculado de
acordo com o método de KARBER e foi expresso pelo logaritmo
do inverso da diluicdo wviral que da 50% de ECP [Titulo =
d+r/Nx (n+N/2)] com d igual a diluicdo expressa em log onde
hd 100% de alvéolos positivos, r € igual ao inverso da
diluicdo, N é igual ao numero de alvéolos por diluicdo e n

¢ igual ao numero de alvéolos positivos entre 0 e 100%).
Resultados: os titulos virais obtidos sdao equi-
valentes aos obtidos nas células primdrias de embrides de

pato.

EXEMPLO 5: Integracdo do gene becl-2

Um vector que permite a expressao do gene bcl-2
sob o controlo do promotor CMV (citomegalovirus humano) foi
usado para transfectar células TDF-2A e TCF-4.10 usando o0s
métodos classicos de transfeccdo (método com DMSO descrito
por Kawai e Nishizawa (1984), Mol. Cell. Biol. 4:1172-1174
ou lipofectamina seguindo as recomendagdes do fornecedor

Gibco-BRL) .

Apds seleccao das células transfectadas, a ex-
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pressdo da proteina Bcl-2 foi detectada por transferéncia

Western.

As células expressando a proteina Bcl-2 foram
entdo testadas quanto a sua capacidade para sobreviver nas
condigdes de cultura em que um processo de apoptose foi

observado (manutencao das células na confluéncia).

Assim, no caso das células TDF-2A bcl-2 o pro-
cesso de apoptose 1induzido quando as células chegam a
confluéncia é atrasado 3 a 4 dias relativamente as células
TDF-2A. No caso das células TCF-4.10 bcl-2 um aumento da
densidade celular na confluéncia foi observado relativa-

mente as células TCF-4.10.

Lisboa, 27 de Dezembro de 2006



PE0901522 -1 -

REIVINDICACOES

1. Uma célula avidria imortalizada, ndo trans-
formada, gue integra no seu genoma a regido precoce do
virus SV40 codificador dos antigénios T e t e contendo um
gene codificador de uma proteina anti-apoptose, a regiao
precoce do virus SV40 codificadora dos antigénios T e t e o
gene codificador da proteina anti-apoptose tendo sido

introduzidos na célula por transfeccao.

2. A célula de acordo com a reivindicacao 1, em

que a proteina anti-apoptose é Bcl-2.

3. A célula da reivindicagdo 1, em que a pro-
teina anti-apoptose é pl9EIB de adenovirus humano, LMP-1 do
virus Epstein Barr, BHRF-1 do virus Epstein Barr, ICP34.5

do virus herpes simples ou p35 de baculovirus.

4., A célula de qualgquer uma das reivindicacdes
1 a 3, em que a regido precoce do virus SV40 codificador

dos antigénios T e t estd sob o controlo do promotor MTI.

5. A célula de acordo com gqualguer uma das rei-

vindicagbes 1 a 4 obtida a partir de tecidos aviarios.

6. A célula da reivindicagdo 5 obtida a partir

de fibroblastos ou de células epiteliais.
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7. Uma linha celular compreendendo células de

acordo com gqualgquer uma das reivindicacdes 1 a 6.

3. Uma linha de células avidrias imortalizadas,
nao transformadas, que foi escolhida no grupo constituido

por:

- linha TDF-2A bcl-2 depositada na CNCM (Coleccéao
Nacional de Culturas de Microrganismos do Instituto
Pasteur) com a referéncia I-1709,

- linha TCF-4.10 depositada na CNCM com a referéncia
I-1710,

- linha TCF-4.10 bcl-2 depositada na CNCM com a

referéncia I-1711.

9. Uma célula aviaria imortalizada, nado trans-
formada, derivada de uma linha celular de acordo com a

reivindicacao 8.

10. A célula de acordo com gqualguer uma das
reivindicagcdes 1 a 6 e 9, compreendendo a integracao de um

gene codificador de um receptor viral.

11. A célula de acordo com qualquer uma das rei-
vindicagdes 1 a 6 e 9, compreendendo a integracgao do onco-

gene capaz de acelerar o crescimento celular.

12. A célula de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 6 e 9 a 11, contendo ainda uma sequéncia

nucleotidica heterdloga
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13. A célula de acordo com a reivindicagao 12,
em qgque a célula expressa um produto codificado pela

sequéncia nucleotidica heterdloga.

14. A célula da reivindicacdo 13, em que a
sequéncia nucleotidica codifica um peptideo, uma proteina

ou uma glicoproteina viral.

15. A célula da reivindicacao 14 de acordo com
gqualquer uma das reivindicagcbes 1 a 6 e 9 a 11, infectada

por um virus.

16. A célula de acordo com qualgquer uma das

reivindicacdes 1 a 6 e 9 a 11, infectada por um virus.

17. Célula da reivindicacdo 16 estabelecida a

partir de uma célula proveniente de embrido de pato.

18. A célula da reivindicacadao 17 na qual o virus
¢ um virus de pato, seleccionado principalmente entre o

adenovirus de pato, o parvovirus de pato e um reovirus.

19. Célula da reivindicagcado 16 estabelecida a

partir de um fibroblasto proveniente de embrido de galinha.

20. Célula da reivindicacdo 19, em que o virus é
um virus avidrio seleccionado principalmente entre o©s

poxvirus, tais como o Canarypox, o Fowlpox, os virus da
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doenca de Marek (serotipo 1,2), o virus herpes de perua

(HVT) e um virus da doenca de Gumboro.

21. Um método para produzir um virus, compre-
endendo a infeccadao da célula de acordo com gualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 6 e 9 a 11 com o virus, em condig¢des que

permitem a producao de virus.

22. Um método para produzir um peptideo, pro-
teina ou uma glicoproteina viral, compreendendo a infeccgao
da célula de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes 1 a
6 e 9 a 11 com o virus, em condigdes qgque permitem a
producao do peptideo, da proteina ou da glicoproteina

viral.

23. 0O método da reivindicacgao 22, em que a cé-

lula é uma célula de acordo com uma das reivindicacgdes 18

ou 20.

Lisboa, 27 de Dezembro de 2006
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