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(57) Resumo: METODOS E COMPOSIGOES RELACIONADAS A
PARTICULAS DE VIRUS FAGO ADENOASSOCIADAS. Modalidades
da invengéo séo geralmente direcionadas a composi¢des e métodos
de liberagdo de um ou mais transgenes a uma célula alvo, tal como
uma célula de tumor, em um sitio especifico de maneira a alcangar
expresséo aprimorada e para construgdes e composi¢des Uteis em tais
aplicagées. A invencdo refere-se também ao uso para preparar
medicamentos. Em certos aspectos, a expresséo de um acido nucléico
terapéutico pode ser acessada antes da administragdo de um
tratamento ou procedimento de diagnéstico em um individuo.
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“METODOS E COMPOSIGCOES RELACIONADAS A PARTICULAS DE VIRUS:
FAGO ADENOASSOCIADAS”
Este pedido reivindica a prioridade do pedido de patente provisérid US 60/744.492

depositado em 7 de abril de 2005, que é aqui incorporado a titulo de referéncia em sua -

totalidade.
O Governo dos Estados Unidos possui direitos sobre esta invengéo conforme uma
concessado do National Institutes of Health (NIH).
ANTECEDENTES DA INVENCAO
. _CAMPO DAINVENGAQ-- - - oo oo meomes ommomems w2
l. CAMPO DA INVENGAO

As modalidades desta invengdo sao direcionadas geralmente a biologia e a

medicina. Em particular, a invengédo é direcionada ao campo da terapia génica usando
AAVP em combinagdo com imageamento para proporcionar terapia génica a um paciente.

Il. ANTECEDENTES ,

Uma limitagdo de muitas terapias com base biolégica tem sido a incapacidade de
conseguirem uma distribuigdo controlada e eficaz de moléculas biologicamente ativas as
células tumorais ou a sua matriz circundante. O objetivo de empregar terapia com base em
gene é obter a distribuigdo eficaz dos produtos biolégicos, como resultado da expressao de
gene, ao seu sitio de agéo dentro da célula. A terapia com base em gene pode proporcionar
também controle sobre o nivel, sincronizagdo, e duragdo da agdo desses produtos
biologicamente ativos por inclusdo de elementos de promotor/ativador no material genético
transferido, resultando em uma intervengdo terapéutica eficaz. Métodos estdo sendo
desenvolvidos para a distribuigdo controlada de genes a varios tecidos somaticos e tumores
usando novas formulagdes de DNA, e para controlar a expresséo de gene usando sistemas
de expresséo especifica para célula, ativada por replicagdo e controlada por farmaco.

Em uma abordagem, a terapia génica tenta alvejar células de um modo especifico.
Assimv, um gene terapéutico é ligado, de alguma maneira, a uma molécula de alvejamento
de modo a distribuir o gene em uma célula ou tecido alvo. Os métodos correntes envolvem
tipicamente ligar uma molécula de alvejamento tal como um ligante ou anticorpo que
reconhece um receptor de internalizagdo ao ou DNA simples ou um virus de célula
mamifera contendo o gene desejado. Quando o DNA simples é usado ele deve ser
condensado in vitro em uma geometria compacta para entrar nas células. Um polication, tal
como polilisina, € usado para neutralizar a carga sobre o DNA e condenséa-lo em estruturas
toroidais. Contudo, esse processo de condensagdo é pouco entendido e de controle dificil,
fazendo, assim, com que a fabricagdo de farmacos homogéneos para terapia génica sejal
extremament'e desafiadora.

Bacteriéfago (fago), tal como fago lambda e filamentoso, tem sido usado,
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ocasionalmente, nos esforgos de transferir DNA ‘para células de mamiferos. Em geral,
verificou-se que a transdugdo de lambda era um evento relativamente raro e a expresséo do
gene reporter era fraca. Em um esforgo para intensificar a eficacia de transdugdo, métodos
que utilizam fosfato de calcio ou lipossomos (que néo alvejam tipicamente um receptor de
superficie de célula) foram usados em conjunto com lambda. Transferéncia de gene foi
observada via fago lambda usando co-precipitagdo de fosfato de calcio, ou via fago
filamentoso usando DEAE-dextrana ou lipopoliamina. Contudo, esses métodos de introduzir

DNA em células mamiferas ndo séo praticas para aplicagdes de terapia génica, ja que a

eficacia de transfeccdo-tende a ser baixa, ndo especifica, € a transfecgdo ¢ ndo somente

inconveniente, mas também promiscua quanto ao tipo de célula.

Correntemente, virus eucariéticos proporcionam, inquestionavelmente, a
distribuigéo de transgene e transdugao superiores (Kootstra e Verma, 2003; Machida, 2003),
mas alvejamento direcionado por ligante de tais vetores geralmente requer ablagéo de seu
tropismo nativo para receptores de células mamiferas (Miller et al., 2003; Mizuguchi e
Hayakawa, 2004; White et al, 2004). Em contraste, virus procariéticos, tal como
bacteriéfago (fago), sdo geralmente considerados veiculos fracos para a transdugdo de
células mamiferas. Contudo, apesar de suas deficiéncias inerentes como virus
“eucarioticos”, particulas de fago nédo tém tropismo para células mamarias (Zacher et al.,
1980; Barrow e Soothill, 1997; Barbas et al., 2001) e foram ainda adaptadas para transduzir
tais células (IVanenkov et al., 1999; Larocca et al., 1999; Poul e Marks, 1999; Piersanti et al.,
2004), embora com baixa eficacia.

Meios mais confidveis para alvejar vetores a _células especificas (ou receptores) e
para assegurar um grau terapeuticamente Util de distribuicdo e expressdo de gene sé&o
assim requeridos, se vetores Uteis em aplicagdes terapéuticas tém que ser obtidos.

SUMARIO DA INVENCAO

As modalidades da invengdo sdo geralmente direcionadas a composigbes €

métodos de distribuigdo de um ou mais transgenes para uma célula alvo, tal como uma
célula tumoral, de um modo especifico para sitio para obter expresséo intensificada, e a
construgdes e composigdes Uteis em tais aplicagdes. Em certos aspectos, a expresséo de
um &cido nucléico terapéutico pode ser avaliada antes da administragdo de um tratamento
ou procedimento diagnéstico a ou em um paciente. Em um outro aspecto, a determinagéo
ou a avaliagdo de express&o na regido ou localizagdo necessaria para beneficio terapéutico
é avaliada e qualquer tratamento desnecessario ou benéfico marginal pode ser mantido em
vista dos tratamentos alternativos. |

Sem estar ligado a qualquer teoria ou mecanismo em particular, a presente
exposicdo é baseada na observagdo que a expressdo de transgene pode ser aumentada

quando o transgene & integrado a um genoma com uma multiplicidade maior que um. De
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particular interesse é a capacidade de certas particulas de: AVVP quimérico de transduzirem
células com mais que uma copia do transgene, freqlientemente como um concatamero.
Células transduzidas podem ser também monitoradas pela expressdo de um gene reporter
transportado pelas particulas de AAVP quimérico. Qualquer transgene pode ser incluido em
e expresso de uma particula de AVVP desta exposigéo.

Certas modalidades da invengdo incluem métodos e composi¢bes para detectar
transferéncia de gene para e/ou expresséo de gene em um tecido alvo de um paciente, que
compreende uma ou mais das seguintes etapas:

(a) Uma etapa que pode ser usada nos presentes métodos inclui distribuir para o
tecido alvo de um paciente um vetor de AAVP contendo um gene repérter que pode estar ou
nao presente no paciente hospedeiro. Tipicamente, o gene repérter n&o sera expresso no
local ou na regido a ser imageada e/ou tratada. Em certos aspectos, o gene reporter € um
tipo selvagem, um mutante, ou uma quinase geneticamente engenheirada. Em um outro
aspecto, a quinase é uma timidina quinase. Em ainda um outro aspecto, a quinase é um
gene da timidina quinase do virus do herpes simples ou uma timidina quinase humana tipo
2. Tipicamente, o vetor de transferéncia ou AAVP ¢ introduzido nas células do tecido alvo, e
0 gene reporter é expreéso nas células do tecido alvo, gerando, assim, um produto de gene
repérter (proteina) que se acumula somente nas células efetivamente transfectadas pelo
vetor AAVP.

(b) Uma outra etapa que pode ser usada é administrar ao paciente hospedeiro um
substrato repérter marcado onde as células expressando um produto do gene repérter da
etapa (a) metabolizam o substrato reporter marcado para produzir um metabdlito repérter
marcado onde o substrato repérter marcado compreende um andlogo de nucleosideo
radiomarcado; e

" (c) Ainda uma outra etapa que pode ser usada nos presentes métodos inclui efetuar
0 imageamehto ndo invasivo do tecido ou células alvo cohtendo o metabdlito marcado do
substrato repérter depois da depuragdo do substrato repérter. Em certos aspectos, o
paciente é submetido ao imageamento depois da depuragéo do substrato reporter residual
ndo metabolizado pelo produto génico repérter do paciente hospedeiro de modo a detectar a
transferéncia de gene e expressdo no tecido alvo. Em um outro aspecto, o paciente ou
pacientes sdo submetidos ao imageamento depois de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, ou mais
minutos, horas, dias, ou semanas, dependendo do metabolismo de depuragéo do substrato
repérter ndo metabolizado.

Os métodos podem compreender ainda esperar por um periodo de tempo depois
da etapa (b) suficiente para permitir qué cerca de, pelo menos, ou no maximo, 60, 65, 67,
70, 75, 77, 80, 85, 87, 90, 95, 97% ou mais, incluindo todos os valores e faixas entre eles

ndo metabolizados (substrato repérter ndo metabolizado pelo produto de expresséo) pelo
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produto génico repérter para depurar do paciente. O substrato ndo metabolizado pode incluir
marcacgdo nao especifica derivada do substrato repoérter residual ndo metabolizado. O vetor
de AAVP pode ser introduzido nas células do tecido alvo por transfecgéo in vitro ou in vivo
(transdugdo). Em certos aspectos, AAVP é administrado via intravenosa, intratumoral, intra-
arterial, intrapleural, intrabrénquico, e/ou oral.

Em certos aspectos, um substrato repérter € marcado com um radioisétopo
adequado por imageamento por tomografia de emissdo de poésitron, cdmera gama,
tomografia computadorizada por emissdo de foton unico. O substrato repérter e/ou
metabdlito do substrato repérter sdo compostos que contém um nuclideo de isétopo estavel
que inclui, mas sem limitagdo, H, *C, N e F. Em um outro aspecto, o metabdlito de
repérter marcado é submetido ao imageamento por camera gama ou tomografia

computadorizada por emissdo de féton Gnico. Em ainda outros aspectos, o metabdlito de

substrato repérter marcado é submetido ao imageamento por imageamento de ressonéncia . -

magnética.

Um vetor de AAVP pode incorporar um gene repérter e promotor de transcrigdo
adequados e elementos intensificadores, que asseguram a ativégéo transcricional especifica
de tecido, seletiva de tecido, ou especifica de fator de transcricdo, ou especifica de
transdugdo de sinal de co-expresséo de gene reporter ou terapéutico. Em certos aspectos, o
6rgdo, tecido, células, ou uma célula sdo transfectados com um gene repérter acoplado
operavelmente a elementos reguladores de transcrigéo, tais como promotor e/ou elementos
intensificadores ex vivo (in vitro) antes da administragdo das células ou uma célula a um
paciente. Um analogo de 2'-flior-nucleosideo marcado inclui, mas sem limitag&o, 2'-flior-2'-
desodxi-1beta-D-arabionofuranosil-5-etil-uracil (FEAU); 5-['#1]-2'-flGor-5-iodo-18-D-
arabinofuranosil-uracil; 5-['?*l]-2'-fltior-5-iodo-1B-D-arabinofuranosil-uracil; 5-["*'[]-2'-flGor-5-
iodo-18-D-arabinofuranosil-uracil, 5-['®F]-2-flior-5-flior-1B8-D-arabinofuranosil-uracil; 2-["'I]-
e 5-([""C]-metil)-2'-fltior-5-metil-1-B-D-arabinofuranosil-uracil;  2-[''C]-2'-fldor-5-etil-1-8-D-
arabinofuranosil-uracil 5-(["'C]-etil)-2"-fluor-5-etil-1-8-D-arabinofuranosil-uracil;  5-(2-['*F]-
etil)-2'-fluor-5-(2-flGior-etil - 1-8-D-arabinofuranosil-uracil, 5-['?1]-2'-flaor-5-iodovinil-1-3-D-
arabinofuranosil-uracil; ~ 5-['**l]-2-fiior-5-iodovinil-1-8-D-arabinofuranosil-uracil,  5-['*'l}-2"-
flior-5-iodovinil-1 -B-D-arabinofuranoéiI-uracil; 5-['2]-2'-flior-5-iodo-1-B-D-ribofuranosil-
uracil; 5-[124]]-2'-fltior-5-iodo-1-8-D-ribofuranosil-uracil; 5-["*"1]-2'-fldor-5-iodo-1-8-D-
ribofuranosil-uracil;  5-['?I]-2'-fltior-5-iodovinil-1-8-D-ribofuranosil-uracil;  5-['**1]-2"-fldor-5-
iodovinil-1-8-D-ribofuranosil-uracil; 5-['*'l]-2'-fluor-5-iodovinil-1-8-D-ribofuranosil-uracil; ou 9-
4-["°FIflGor-3-(hidroximetil)butilguanina. V

Os dados de imageamento podem englobar, mas sem limitagdo, imageamento
obtido com imageamento de ressonadncia magnética nuclear (MRI), medicina nuclear,

tomografia de emissdo de pédsitron (PET), tomografia computadorizada (CT), ultra-
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sonografia (US), imageamento 6ptico, imageamento no infravermelho; microscopia in vivo e
radiografia com raios X. O imageamento pode ser acoplado a dispositivos medicos,
farmacos ou compostos, agentes de contraste ou outros agentes ou estimulos que podem
ser usados para gerar informagdo adicional do imageamento. As imagens s&ao obtidas
usando essas modalidades da lesdo, tecido, espécime, sistema, organismo, paciente ou
individuo e podem ser imagens estaticas ou dindmicas, ambas no tempo e/ou no espago.

O imageamento pode ter correspondéncia com o tecido, espécime, sistema,
organismo, ou paciente dos quais sdo obtidos dados biolégicos em grande escala. A
'informa(;éo proveniente do imageamento é extraida de cada imagem, estudo ou estudos ou
exames do imageamento, e pode consistir em caracteristicas de imageamento quantitativas
ou qualitativas que podem englobar, mas sem limitagdo, diferencas na morfologia,
composigdo, estrutura, fisiologia, expressdo de gene, ou fungdo de uma lesdo, um tecido,
espécime, sistema, organismo, ou do paciente. Exemplos de informagéo de imageamento
incluem, mas sem limitagdo, caracteristicas de imageamento que podem ser extraidas de
CT dinamico intensificado em contraste multifasico, imageamento funcional, espectroscopia
de ressonancia magnética, imageamento por tensor de difuséo, imageamento com base em
difusdo ou perfusdo, bem como imageamento alvejado encapsulado por medicina nuclear
ou PET. Como exemplo, vide as Publicagdes de Patente US 20030033616 e US
20060223141, que sdo aqui incorporadas a titulo de referéncia em sua totalidade.

Em certas modalidades, a inveng&o inclui métodos de tratamento de um paciente
que compreende uma ou mais das seguintes etapas:

(a) administrar um AAVP terapéutico que codifica um rep6rter a um paciente tendo,
suspeito de ter ou em risco de desenvolver uma condigéo patolégica ou doenga;

(b) avaliar a expressao in situ do AAVP terapéutico em um tecido ou célula alvejada
para tratamento pela detecgdo do repérter codificado ou da atividade do repérter..

Em certos .aspectos, os métodos podem compreender ainda administrar um
tratamento de cancer ao paciente com base na expressdo de um nivel terapeuﬁcamente
suficiente de um agente terapéutico expresso pelo acido nucléico de AAVP no 6rgéo, tecido
ou célula alvos. Em um outro aspecto, o segundo AAVP terapéutico pode ser administrado
se a expressdo do primeiro AAVP terapéutico ndo é expressa em um nivel terapeuticamente
eficaz. O segundo AAVP terapéutico pode compreender um segundo ligante de alvejamento
ou uma combinagdo ou ligantes. Também, o segundo AAVP pode compreender um
segundo elemento de controle para a express&o no érgéo, tecido, células ou célula, alvos. A
avaliagdo da expressdo do AAVP pode ser por detecgdo ndo invasiva do repérter ou de uma
atividade do repérter (por exemplo, detecgdo do substrato marcado metabolizado por uma
proteina repérter). Em certos aspectos, o repérter é uma proteina terapéutica. Em um outro

aspecto, a proteina terapéutica € uma enzima conversora de pré-farmaco. Em ainda um
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outro aspecto, o repérter é uma enzima, e particularmente uma quinase. Em certas
modalidades, a quinase é a timidina quinase, por exemplo, uma HSV-tk ou uma tk2 humana.
Tipicamente, a quinase modifica ou metaboliza um componente detectavelmente marcado
ou substrato marcado. Em certos aspectos, o substrato ou o composto compreende um
marcador detectavel que € detectdvel por fluorescéncia, quimioluminescéncia,
espectroscopia de raman intensificada (SERS), imageamento de ressondncia magnética
(MRI), tomografia computadorizada (CT), imageamento por tomografia de emisséo de
pésitron (PET). Em certos aspectos, o composto detectavelmente marcado € um analogo de
nucleosideo. O composto detectavelmente marcado pode incluir, mas sem limitago,
fluordesoxiglicose (FDG); 2'-flior-2'-deso6xi-1beta-D-arabionofuranosil-5-etil-uracil (FEAU); 5-

* ['®1]-2'-flior-5-iodo-18-D-arabinofuranosil-uracil; 5-['**1]-2'-fldor-5-iodo-18-D-arabinofuranosil-

uracil;  5-"'I]-2"fltior-5-iodo-18-D-arabinofuranosil-uracil,  5-["°F]-2'-fltor-5-fitior-18-D-
arabinofuranosil-uracil; 2-["'Il- e 5-([''C]-metil)-2'-flior-5-metil-1-8-D-arabinofuranosil-uracil;
2-[""C]-2'-fltior-5-etil-1-B-D-arabinofuranosil-uracil; 5-([''C]-etil)-2'-flior-5-etil-1-8-D-
arabinofuranosil-uracil; 5-(2-['®F]-etil)-2"-flor-5-(2-flGor-etil}-1-B-D-arabinofuranosil-uracil, 5-
['%1]-2"-flior-5-iodovinil-1-B-D-arabinofuranosil-uracil; 5-['24]-2'-fltior-5-iodovinil-1-8-D-
arabinofuranosil-uracil;  5-["*'I]-2-flior-5-iodovinil-1-B-D-arabinofuranosil-uracil; ~ 5-['%I]-2'-
flior-5-iodo-1-8-D-ribofuranosil-uracil;  5-['?*1]-2'-flior-5-iodo-1-B-D-ribofuranosil-uracil; ~ 5-
[*"1]-2"-fltor-5-iodo-1-B-D-ribofuranosil-uracil;  5-['%1]-2'-flaor-5-iodovinil-1-8-D-ribofuranosil-
uracil; 5-['%*]-2'-flior-5-iodovinil-1-8-D-ribofuranosil-uracil; 5-["*'1]-2"-flior-5-iodovinil-1-8-D-
ribofuranosil-uracil; ou 9-4-[*®F]flior-3-(hidroximetil)butilguanina.

Em um outro aspecto, o substrato ou composto marcado pode ser marcado com
18F, 277AC, 211At, 12888, 131Ba, 7Be, 204Bi, ZOSBi, ZOSBi’ 768[', 77Br, BZBT, 109Cd, 4703, 11C, 13C, 14C,
36C|, 480[', 51CF, SZCU, 64CU, 67CU, 165Dy, 155EU, 153Gd, GGGa, 67Ga, GBGa, 72Ga, 198AU, 2H, 3H,
166H0, 111|n, 113|n, 115|n, 123|, 125|, 131|, 189|r, 191“’, 192“., 194".’ 19F, 52Fe, 55Fe, 59Fe, 177LU, 150’
19108, 109Pd, 32P, 33P, 42K, 226Ra, 186Re, 188Re, BZRb, 153Sm, 4680, 47SC, 7286, 7586, 1°5Ag, 15N,
22Na, 24Na, BQSr’ 358, 383, 177Ta, 96TC, gngC, 201T|, 202TL 1138n, 117msn’ 121Snl 166Yb, 169Yb,
175vp, 8y, 0, 927n, or ®Zn. Em aspectos particulares, o marcador detectavel é o marcador
131|, 125|, 123|, 111|’ g»ngC, QOY, 186Re, 188Re, 32P, 1538m, 67Ga, 201T|, 77Br, ou 18F.

Um AAVP da invengéo pode compreender uma fragdo que alveja seletivamente um
tecido ou célula alvejada para tratamento. Em certos aspectos, a fragéo é codificada por ou
acoplada a uma proteina capsideo e/ou uma proteina capsideo recombinante de um AAVP.
Em certos aspectos, uma proteina capsideo compreende um peptideo de alvejamento. O
peptideo de alvejamento pode ser um peptideo ciclico, um peptideo biciclico e/ou um
peptideo linear. O peptideo de alvejamento se liga seletivamente a uma célula que expressa
uma integrina na superficie da célula. Uma integriné pode ser uma avB3 ou avf5 integrina.

Em um outro aspecto, o peptideo compreende um motivo RGD. Em ainda um outro aspecto,
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o peptideo pode se ligar especificamente a uma célula que expressa um feceptor de
transferrina, tal peptideo pode incluir uma seqiéncia de aminoacidos que compreende
CRTIGPSVC.

Em certos aspectos, um paciente pode ter, estar suspeito de ter, ou em risco de
desenvolver uma doenca hiperproliferativa. Doengas hiperproliferativas incluem, mas sem
limitagdo, fibrossarcoma, miossarcoma, lipossarcoma, condrossarcoma, sarcoma
osteogénico, cordoma, angiossarcoma, endoteliossarcoma, linfangiossarcoma,
linfangioendoteliossarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiossarcoma,
rabdomiossarcoma, cancer gastrico, cancer esofagico, cancer retal, cancer pancreatico,
cancer ovariano, cancer da prostata, cancer uterino, cancer da cabega e do pescogo, cancer
de pele, cancer do cérebro, carcinoma de células escamosas, carcinoma da glandula
sebacea, carcinoma papilar, adenocarcinoma papilar, cistadenocarcinoma, carcinoma
medular, carcinomabroncogénico, carcinoma de célula renal, hepatoma, carcinoma do duto
biliar, coriocarcinoma, seminoma, carcinoma embrionario, tumor de Wilm, cancer cervical,
cancer testicular, carcinoma de pequenas células de pulméo, carcinoma de ndo pequenas
células de pulmdo, carcinoma de bexiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma,
meduloblastoma, craniofaringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma
acustico, oligodendroglioma, meningioma, melanoma, neuroblastoma, retinoblastoma,
leucemia, linfoma, ou sarcoma de Kaposi. Em um aspecto particular, a doenga
hiperproliferativa é glioma.

Em uma outra modalidade, um gene repbérter e/bu terapéutico é operativamente
acoplado a um promotor seletivo de tecido ou de célula, ou um promotor especifico de
tecido ou de célula. Em certos aspectos, avaliar a expressdo compreende administrar um
composto ou substrato marcado que é metabolizado por uma célula que expressa acido
nucléico de AAVP e que é tipicamente ndo metabolizado em uma extenséo significativa por
tecidos néo alvo.

Um AAVP terapéutico pode codificar também um segundo gene terapéutico. O
segundo gene terapéutico pode ser, mas sem limitagdo, um supressor de tumor, um RNA
ihibidor, um DNA inibidor, ou uma enzima conversora de pro-farmaco.

Em ainda outras modalidades, as composigdes da invengdo podem incluir um acido
nucléico de AAVP terapéutico que compreende um segmento de acido nucléico
compreendendo RNA inibidor ou um DNA inibidor. O RNA inibidor pode ser um siRNA, um
miRNA, ou RNA ou DNA anti-sentido. Em certos aspectos, um &cido nucléico de AAVP esta
compreendido em uma particula de fago. Em um outro aspecto, a particula compreende um
ligante de alvejamento conforme descrito aqui.

Certas modalidades incluem composi¢ées e métodos para modular a expresséo de

um gene que compreende um acido nucléico de AAVP ou particula que compreende tal.
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De acordo com a presente invengdo, um gene ou polipeptideo selecionado pode se
referir a qualquer proteina, polipeptideo, ou peptideo. Um gene ou polipeptideo terapéutico &
um gene ou polipeptideo que pode ser administrado a um paciente com a finalidade de
tratar ou prevenir uma doenga. Por exemplo, um gene terapéutico pode ser um gene
administrado a um paciente para o tratamento ou prevencgéo de cancer. Exemplos de genes
terapéuticos incluem, mas sem limitagdo, Rb, CFTR, p16, p21, p27, p57, p73, C-CAM, APC,
CTS-1, zac1, scFV ras, DCC, NF-1, NF-2, WT-1, MEN-I, MEN-II, BRCAA1, VHL, MMAC1,
FCC, MCC, BRCA2, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11 IL-12, GM-
CSF, G-CSF, timidina quinase, Bax, Bak, Bik, Bim, Bid, Bad, Harakiri, Fas-L, mda-7, fus,
interferon o, interferon B, interferon v, p53,-ABLI, BLC1, BLC6, CBFA1, CBL, CSFIR, ERBA,
ERBB, EBRB2, ETS1, ETS2, ETV6, FGR, FOX, FYN, HCR, HRAS, JUN, KRAS, LCK, LYN,
MDM2, MLL, MYB, MYC, MYCL1, MYCN, NRAS, PIM1, PML, RET, SRC, TAL1, TCL3, YES,
MADH4, RB1, TP53, WT1, TNF, BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NT5,
ApoAl, ApoAlV, ApoE, Rap1A, citosina desaminase, Fab, ScFv, BRCA2, zac1, ATM, HIC-1,
DPC-4, FHIT, PTEN, ING1, NOEY1, NOEY2, OVCA1, MADR2, 53BP2, IRF-1, zact,
DBCCR-1, rks-3, COX-1, TFPI, PGS, Dp, E2F, ras, myc, neu, raf, erb, fms, trk, ret, gsp, hst,

~ abl, E1A, p300, VEGF, FGF, trombospondina, BAI-1, GDAIF, ou MCC.

Outros exemplos de genes terapéuticos incluem genes que codificam enzimas.
Exemplos incluem, mas sem limitagdo, ACP dessaturase, uma ACP hidroxilase, uma ADP-
glicose piroforilase, uma ATPase, uma dlcool desidrogenase, uma amilase, uma
amiloglicosidase, uma catalase, uma celulase, uma ciclooxigenase, uma descarboxilase,
uma dextrinase, uma esterase, uma DNA polimerase, uma RNA polimerase, a hialuron
sintase, uma galactosidase, uma glucanase, uma glicose oxidase, uma GTPase, uma
helicase, uma hemicelulase, uma hialuronidase, uma integrase, uma invertase, uma
isomerase, uma quinase, uma lactase, uma lipase, uma lipoxigenase, uma liase, uma
lisozima, uma pectinaesterase, umaa peroxidase, uma fosfatase, uma fosfolipase, uma
fosforilase, uma poligalacturonase, uma proteinase, uma peptidase, uma pulanase, uma
recombinase, uma transcriptase reversa, uma topoisomerase, uma xilanase, um gene
reporter, uma interleucina, ou uma citocina.

Outros exemplos de genes terapéuticos incluem o gene que codifica a carbamoil
sintetase |, ornitina transcarbamilase, arginossuccinato sintetase, arginossuccinato liase,
arginase, fumarilacetoacetato hidrolase, fenilalanina hidroxilase, alfa-1 antitripsina, glicose-6-
fosfatase, receptor de lipoproteina de baixa densidade receptor, porfobilinogénio
desaminase, fator VIIl, fator IX, cistationa beta.-sintase, cetoacido de cadeia ramificada
descarboxilase, albumina, isovaleril-CoA desidrogenase, propionil CoA carboxilase, metil
malonil CoA mutase, glutaril CoA desidrogenase, insulina, -glicosidase, piruvato carboxilase,

fosforilase hepatica, fosforilase quinase, glicina descarboxilase, H-proteina, T-proteina,
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ATPase transportadora de cobre da doenga de:Menkes, ATPase transportadora de cobre da™
doenga de Wilson, citosina desaminase, hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase,
galactose-1-fosfato  uridiltransferase,  fenilalanina  hidroxilase,  glicocerbrosidase,
esfingomielinase, -L-iduronidase, glicose-6-fosfato desidrogenase, HSV timidina quinase, ou
timidina quinase humana.

Genes terapéuticos incluem também genes que codificam hormdnios. Exemplos
incluem, mas sem limitagdo, genes que codificam o horménio do crescimento, prolactina,
lactogénio placentario, horménio luteinizante, horménio foliculo estimulante, gonadotropina
coridnica, hormdnio estimulador da tiredide, leptina, adrenocorticotropina, angiotensina |,
angiotensina I, B-endorfina, horménio estimulador de p-melandcito, colecistocinina,
endotelina |, galanina, 'peptideo inibidor gastrico, glucagon, insulina, lipotropinas,
neurofisinas, somatostatina, calcitonina, peptideo relacionado ao gene de caicitonina,
peptideo relacionado ao gene de B-calcitonina, hipercalcemia de fator de malighidade,
proteina relacionado ao hormdnio paratiredide, peptideo similar ao glucagon,
pancreastatina, peptideo pancreatico, peptideo YY, PHM, secretina, peptideo intestinal
vasoativo, oxitocina, vasopressina, vasotocina, encefalinamida, metorfinamida, horménio
estimulador de alfa melandcito, fator natriurético atrial, amilina, componente de amiléide P,
horménio liberador de corticotropina, fator liberador do horménio de crescimento, horménio
liberador do hormdnio luteinizante, neuropeptideo Y, substancia K, substancia P, ou
horm()nio liberador de tirotropina. '

Outras modalidades da invengdo sdo discutas por todo este relatério descritivo.
Qualquer modalidade discutida com respeito a um aspecto da invengéo se aplica também a
outros aspectos da invengéo e vice versa. As modalidades na seg¢édo de Exemplos devem
ser entendidas como modalidades da invengdo que sdo aplicaveis a todos os aspectos da
invengao.

Os termos “inibir”, “reduzir”, ou “preveng¢ao”, ou qualquer variagdo destes termos,
quando usados nas reivindicagdes e/ou no relatério descritivo, incluem qualquer decréscimo
mensuravel ou inibicdo completa para alcangar um resuitado desejado. '

A palavra “um” ou “uma”, quando usada em conjunto com o termo “compreender”

nas reivindicagdes e/ou no relatério descritivo, pode significar “um (1)", mas é também

” o«

consistente com o significado de “um ou mais”, “pelo menos um”, e “um ou mais que um”.

E contemplado que qualquer modalidade discutida aqui pode ser implementada
com respeito a qualquer método ou composigdo da invengao, e vice-versa. Além disso, as
composigées e kits da invengdo podem ser usados para obter os métodos da invengéo.

Por todo este relatério descritivo,v o termo “cerca de” € usado para indicar que um
valor inclui um desvio padrdo de erro para o dispositivo ou método que estd sendo

empregado para determinar o valor.



10

15

20

25

30

35

10

*. O termo “ou” na reivindicagdes € usado com o significado de “e/ou” a menos que
indicado explicitamente para referir-se somente a alternativas ou as alternativas sao
mutuamente exclusivas, embora a descrigdo suporte uma definigdo que se refira as
alternativas apenas e “e/ou”.

Como usadas neste relatorio descritivo e na(s) reivindicagdo(coes), as palavras
“compreendendo” (e qualquer forma de compreendendo, tais como ‘compreender” e
“compreende”), “tendo” (e qualquer forma de ter, tais como “tém” e “tem”), “incluindo” (e
qualquer forma de incluindo, tais como “inclui” e “incluem”) e “contendo” (e qualquer forma
de contendo, “tais como “contém” e “contém”) s&o inclusivas ou de terminagoes livres e ndo
excluem elementos adicionais néo citados ou etapas dos métodos.

Outros objetivos, caracteristicas e vantagens da presente invengéo tornar-se-&o
aparentes a partir da seguinte descrigdo detalhada. Contudo, deve ser entendido que a
descrigdo detalhada e os exemplos especificos, quando indicando modalidades especificas
da invengdo, sdo dados tdo-somente a titulo de ilustragdo, pois varias alteragbes e
modificagdes dentro do espirito e escopo da invengéo tornar-se-do aparentes para aqueles
versados na técnica a partir desta descrigdo detalhada.

DESCRICAQ DOS DESENHOS

~ As seguintes figuras formam parte do presente relatério descritivo e estéo incluidas
para demonstrar adicionalmente alguns aspectos da presente invengdo. A invengdo pode
ser mais bem entendida com referéncia a uma ou mais destas figuras em combinagao com
a descrigdo das modalidades especificas apresentadas aqui. Algumas modalidades
exemplares especificas da descrigdo podem ser entendidas, em parte, por referéncia a
seguinte descri¢do e as figuras acompanhantes.

Figuras 1A-1E. A Figura 1A é um gréafico que mostra a ligagdo de RGD-4C AAVP as
células mamiferas que expressam av integrinas, em contraste com o AAVP néo alvejado ou
AAVP qUe compreende peptideos de controle negativo tais como RGE-4C ou varias versoes
misturadas da seqiiéncia de RGD-4C. A Figura 1B é uma imagem que mostra RGD-4C
AAVP transportando genes repérter indicando internalizagdo direcionada por ligante. A
Figura 1C mostra a transferéncia do gene alvajado mediada por RGD-4C AAVP-§-
galactosidase para as células KS 1767. A Figura ID mostra inibigdo da transdugdo pelo
peptideo RGD-4C sintético, mas néo por um peptideo de controle ndo relacionado; niveis de
transducdo nao especifica foram determinados usando AAVP n&o alvejado. Um anticorpo
anti-p-gal foi usado para coloragdo e a expressdo do gene foi detectada por
imunofluorescéncia. A Figura 1E mostra o resgate do AAV recombinante de células
infectadas com RGD-4C AAVP. Células 293 humanas foram incubadas com RGD-4C AAVP
(10° unidades transdutoras/célula) ou controles negativos (RGD-4C fago-GFP néo
quimérico, alvejado, AAVP-GFP nio alvejado). Quatro dias depois da infecgéo, as células
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foram infectadas com um plasmideo de expressao de AAV:rep e cap e superinfectadas com
adenovirus tipo 5 do tipo selvagem (Ad). As células foram colhidas 72 horas pés-infecgdo
adenoviral e os sobrenadantes foram entdo usados para infectar novas células 293. A
expressdo da GFP foi analisada por citometria de fluxo 48 horas mais tarde. S&o mostrados
os aumentos médios de AAV-GFP produzida sobre o substrato depois do resgate de cada
construgéo.

As Figuras 2A-2C. A Figura 2A é um histograrﬁa que mostra um sumario de
andlises de citometria de fluxo de clones 293 estavelmente transduzidos com AAVP-
GFPneo (n=9) ou fago-GFPneo (n = 9). Os tridngulos abertos indicam percentagens de
células positivas a proteina fluorescente verde (GFP) e as barras pretas representam niveis
de expressdo da GFP (intensidade fluorescente média; MFI). A Figura 2B mostra analise de
Southern blot da persisténcia do cassete de transgene em linhas de células clonais
transduzidas com RGD-4C AAVP-GFPneo ou RGD-4C fago-GFPneo. DNA celular total-de
células parentais 293 nao transduzidas ou cada um dos clones de células transduzidas (#1-
9 para cada grupo) foi duplamente digerido com AF1ll-Xhol (um sitio de digestdo de
restricdo por cada enzima dentro da construgdo DNA que flanqueia o cassete de transgene).
A Figura 2C mostra a analise de concatémeros, de cabega a cauda, potenciais do cassete
de transgene por Southern blot. O DNA celular total foi digerido com Xho-| (sitio de digestéo
de restrigdo Unica dentro do cassete de transgene préximo a 3'ITR) antes do Southern
blotting.

Figuras 3A-3B. A Figura 3A mostra a coloragdo imunoistoquimica contra fago em
xenoenxertos derivados de KS 1767 depois da administragao sistémica (via intravenosa na
veia da cauda) de RGD-4C AAVP (5 x 10" TU) ou controles negativos (AAVP nao alvejado,
RGD-4C - AAVP misturado, ou RGE-4C AAVP) em camundongos sem pelagem (nude)
profundamente anestesiados compreendendo xenoenxertos de tumores derivados de
KS1767. As construgdes de AAVP foram deixadas em circulagdo por 5 minutos, seguido por
perfusdo e remogao cirargica dos tumores. Um anticorpo policlonal contra fago foi usado
para colorir em secgdes tumorais embutidas em parafina. As setas apontam para a
coloragdo do fago em vasos sangliineos tumorais. A Figura 3B mostra a analise de
imunofluorescéncia da expressdo da GFP em xenoenxertos derivados de KS1767 no dia 7
depois da administragdo sistémica ou de RGD 4C AAVP-GFP ou de controles negativos
(néo alvejados, misturados ou mutantes) conforme indicados.

Figuras 4A-4E. A Figura 4A mostra o imageamento bioluminescente in vivo da
expresséo de luciferase de vagalume depois da distribuigdo sistémica de AAVP alvejado.
Camundongos sem pelagem (nude) contendo xenoenxertos de tumores derivados de
DU145 receberam uma dose Unica sistémica de ou RGD-4C AAVP-luc (5 x 10' TU, via
intravenoa) ou de controles (AAVP-Luc nao alvejada, ou RGD-4C AAVP-LucV‘misturada).



10

15

20

25

30

35

12

Dez dias depois, 0:imageamento por bioluminecéncia (BLI) de camundongos tendo tumor foi
realizado para avaliar a expressdo do transgene. As escalas de calibragdo estdo fornecidas
nos painéis. A Figura 4B mostra imageamento por PET com multi-tracador em
camundongos contendo tumor depois da distribuicdo sistémica de RGD-4C AAVP-HSVtk
alvejada. Os camundongos sem pelagem (nude) contendo xenoenxertos de tumores
derivados de DU145 (n = 9 camundongos contendo tumor por cada coorte) receberam uma
dose Gnica sistémica (5 x 10" UT, via intravenosa) de RGD-4C AAVP-HSVtk ou de AAVP-
HSVtk nio alvejada. Sao apresentadas as imagens de PET com ["°F]-FDG e ['®F]-FEAU
obtidos antes e depois do tratamento com GCV. T, tumor; H, coragado; BR, cérebro; BL,
bexiga. As escalas de calibragéo estdo fornecidas nos painéis. A sobreposi¢do das imagens
por PET e as imagens fotograficas de camundongos contendo tumores representativos
foram realizadas para simplificar a interpretagéo da biodistribuigdo de [°F]-FDG e ['®F]-
FEAU. A Figura 4C mostra as curvas de xenoenxertos de tumores individuais depoié da
administragdo de AAVP. A Figura 4D mostra a dindmica temporal da expressdo do gene de
HSVtk conforme avaliada por imageamento por PET repetitivo com ['®F]-FEAU em dias
diferentes depois da administragdo de AAVP. A Figura 4E mostra as alteragdes na
viabilidade do tumor antes e depois da terapia com GCV conforme avaliagdo com [*F]-FDG
PET.

Figuras 5A-5G. A Figura 5A é um gréfico mostrando os volumes de tumor médios +
desvios padrdo (DP) plotados versus tempo. Foram usadas coortes de camundongos sem
pelagem (nude) imunodeficientes com xenoenxertos humanos estabelecidos (tamanho
correspondendo a aproximadamente 50 mm?) derivados de células KS 1767. Os
camundongos receberam uma administragdo sistémica unica (5 x 10" TU, via intravenosa)
de ou RGD-4C AAVP-HSVtk ou de controles (AAP-HSVik ndo alvejada, RGD-4C AAVP-
GFP, ou o veiculo sozinho). Ganciclovir (GCV) foi administrado aos camundongos a partir
do dia 2 pos-tratamento até o final dos experimentos. Posteriormente, todos os
camundongos receberam GCV exceto um grupo de controle adicional tratado com RGD-4C
AAVP-HSVtk mas sem GCV. A Figura 5B é um grafico mostrando os volumes de tumor
médios + desvios padrio (DP) plotados versus tempo. Foram usadas coortes de
camundongos sem pelagem (nude) imunodeficientes com xenoenxertos humanos
estabelecidos (tamanho correspondendo a aproximadamente 50 mm?) derivados de células
de carcinoma UC3 da bexiga. Os camundongos receberam uma administragao sistémica
’L’mica (5 x 10" TU, via intravenosa) de ou RGD-4C AAVP-HSVtk ou de controles (AAP-
HSVik ndo alvejada, RGD-4C AAVP-GFP, ou o veiculo sozinho). Ganciclovir (GCV) foi
administrado aos camundongos a partir do dia 2 pos-tratamento até o final dos
experimentos. Posteriormente, todos os camundongos receberam GCV exceto um grupo de
controle adicional tratado com RGD-4C AAVP-HSVtk, mas sem GCV. A Figura 5C € um
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grafico que mostra os 'volumes de tumor médios + desvios padrdo+(DP) plotados versus

tempo. Foram usadas coortes de camundongos sem pelagem (nude) imunodeficientes com

- xenoenxertos humanos estabelecidos (tamanho correspondendo a aproximadamente 50

mm?) derivados de células de carcinoma DU145 da prostata. OS camundongos receberam
uma administragao sistémica unica (5 x 10" TU, via intravenosa) de ou RGD-4C AAVP-
HSVtk ou de controles (AAP-HSVtk nio alvejada, RGD-4C AAVP-GFP, ou o veiculo
sozinho). Ganciclovir (GCV) foi administrado aos camundongos a partir do dia 2 pds-
tratamento até o final dos experimentos. Posteriormente, todos bs camundongos receberam
GCV exceto um grupo de controle adicional tratado com RGD-4C AAVP-HSVtk, mas sem
GCV. S3o mostrados os volumes de tumor médios + desvios padrdo (DP) plotados versus
tempo. A Figura 5D é um gréfico que mostra a inibicdo de crescimento de xenoenxertos
derivados de DU145 grande (em aproximadamente 150 mm?) por uma dose sistémica Unica
(5 x 10" TU, via intravenosa) de RGD-4C AAVP-HSVtk. A Figura 5E é um gréfico que
mostra a inibigdo do crescimento de tumor do carcinoma mamario de camundongo EF43-
FGF4 (tamanho correspondente a aproximadamente 50 mm?) em camundongos BALB/c,
imunchmpetentes, por uma dosa intravenosa unica (5 x 10'° TU) de RGD-4C AAVP-HSVik.
A Figura 5F é um grafico que mostra a eficacia de longo prazo de RGD-4C AAVP-HSVik e
GCV por doses repetidas de AAVP (5 x 10'° TU cada, via intravenosa) a camundongos
BALB/c, imunocompetentes, contendo tumores EF43-FGR4 isogénicos. Os resultados da
terapia foram consistentemente observados em experimentos independentes com coortes
de camundongos contendo tumor (n = 10 camundongos por grupo de tratamento). As setas
indicam os tempos de administragdo de AAVP. A Figura 5G é um grafico que mostra o efeito
da imunorresposta humoral contra fago em terapia com RGD-4C AAVP-HSVik.
Camundongos BALB/C imunocompetentes (n = 7 camundongos por grupo) foram
inicialmente “vacinados” recebendo trés doses sistémicas de RGD-4C AAVP-GFP (10" TU
por semana, durante trés semanas, via intravenosa). Os camundongos foram implantados
com células EF43-FGF. Quando os tumores estavam estabilizados (tamanho
correspondente a aproximadamente 50 mm?), os camundongos contendo tumor receberam
uma dose sistémica Unica de RGD-4C AAVP-HSVtk ou RGD-4C AAVP-HSVtk seguido pela
manutengdo do GCV (iniciada no dia 2 depois da administragdo do AAVP). Amostras de
soro foram coletadas de camundongos, pré- e p6s vacinagéo foi iniciada e de novo no final
do esquema de vacinagdo antes da administragdo de AAVP de modo a confirmar a
presencga de titulos altos (até aproximadamente 1:10.000) de IgG anti-fago circulante por
ELISA. A vacinagdo pareceu ndo afetar os efeitos antitumorais, apesar da presenga de
anticorpos anti-fago.

-Figuras 6A-6B. A Figura 6A é uma irhagem de camundongos contendo tumor

(painel superior) e tumores removidos cirurgicamente correspondentes (painel inferior) de
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todos os grupos experimentais da terapia (tumores mamiferos EF43-FGF4 em
camundongos BALB/c imunocompetentes). A Figura 6B é uma anélise histopatolégica de
tumores tratados com EF43-FGF4. Tumores EF43-FGF4 foram recuperados, seccionados e
coloridos. Tumores tratados com AAVP-HSVtk n&o alvejadas (painéis esquerdos), as bordas
entre os aros externos e as areas tumorais centrais (painéis do meio), e areas tumorais
centrais de tumores tratados com RGD-4C AAVP-HSVtk (painel) sdo mostrados como vistas
de alta ampliagdo dos insertos de baixa ampliagdo da secgdes tumorais em série. Com
coloragdo de hematoxilina e eosina (H&E), a imunocoloragdo anti-CD31 e a coloragéo de
TUNEL de secgbes tumorais sdo mostradas. As setas apontam para vasos sanguineos de
tumor e células apoptéticas.

Figura 7. A Figura 7 é um esquema mostrando a formagé&o da constru¢édo de RGD-
4C AAVP, estratégia de clonagem e estrutura dos vetores resultantes.

Figuras 8A-8C. A Figura 8A mostra uma analise de-Southern blot do DNA de RGD-
4C AAVP-GFPneo ou RGD-4C fago-GFPneo em linhagens de células clonais transduzidas
293. DNA celular total de células parentais 293 ndo transduzidas ou clones de células
estaveis individuais transduzidas (#1-9 para cada vetor) foi incubada com Stul (sem sitio de
digestao de restrigdo dentro do DNA do vetor), Xba-I (sitio de digestdo de restrigéo unico
dentro do DNA do vetor), ou Sacl-M1ul. Fragmentos de DNA resultantes foram espalhados
em gel da agarose a 0,8%, transferidos para uma membrana de nailon e hibridizados com
uma neo sonda marcada como indicado. Plasmideos de vetor digeridos foram também
usados como controle. A Figura 8B mostra uma andlise de PCR de concatémeros do
cassete dé transgéne em linhagens de células clonais 293 transduzidas estavélmente com
RGD-4C fago-GFPneo ou RGD-4C AAVPGFPneo. Células parentais 293 transduzidas
serviram como controle negativo; controles negativos adicionais € um marcador molecular
100 bp (Invitrogen) sdo também mostrados conforme indicado. Nested PCR com iniciadores
anelando proximos a extremidade 5' e 3’ do cassete de transgene foi realizado para
identificar formas concateméricas nos DNAs correspondentes ao RGD-4C AAVP e ao fago
RGD-4C. As setas indicam iniciadores (H, cabega; T, cauda). Produtos de ampliagédo por
PCR foram detectados em géis de agarose a 2% e revelaram o DNA do vetor concatemérico
exclusivamente nos clones de células transduzidos com AAVP. A Figura 8C mostra os
resultados de seqilienciamento de formas concateméricas diferentes em DNA de AAVP
(letras mailsculas denotam a extremidade 3’ do cassete de transgene, as letras em italico
denotam a extremidade 5’ do cassete de transgene), concatémeros de Cabega & Cauda
revelados com |ITRs..

Figura 9. A Figura 9 é uma imagem que mostra a imunocoloragéo da expresséo de
gene repérter, GFP em 6rgdos de controle de cérebro, figado, pancreas e rim no dia 7
depois de uma dose intravenosa (5 x 10" TU) de ou RGD-4C AAVP-GFP ou AAVP-GFP em
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camundongos. _

Figuras 10A-10B. A Figura 10A é uma imagem de coloragéo imunoistoquimica
contra AAVP depois da administragdo intravenosa de RGD-4C AAVP (painel direito) ou
AAVP n3o alvejado (painel do meio) em camundongos BALB/c imunocompetentes contendo
tumores EF43-FGF4. As construgdes foram deixadas circularem por § minutos, seguido por
perfusdo e recuperagéo tecidual conforme descrigdo. Um anticorpo policlonal contra o fago
foi usado para coloragdo. O painel esquerdo mostra a coloragéo de vaso sanglineo usando
um anticorpo anti-CD3 1. As setas apontam para os vasos sangiineos tumorais. A Figura
10B é uma imagem da analise da imunofluorescéncia da expressdo de GFP em tumores
EF43-FGF4 em 1 semana depois da administragéo intravenosa do AAVP-GFP n&o marcado
(painel esquerdo) ou RGD-4C AAVP-GFP (painel do meio) em camundongos contendo
tumores EF43-FGF4. E também mostrada a imunocoloragéo contra av-integrina em tumores
EF43-FGF4 (painel direito). |

Figura 11. A Figura 11 mostra imagens de analise histologica de é6rgaos de
controle. Figado, coragdo e rim de camundongos tratados com AAVP-HSVtk néo alvejada,
vetores de RGD-4C AAVP-HSVtk, ou o veiculo sozinho mais a manutengdo de GCV séo
mostrados. Nenhum sinal histolégico de toxicidade foi detectado nestes érgéos por
coloragao de H&E.

Figuraé 12A-12C. Células mamiferas infectadas com AAVP alvejado com RGD
expressam um produto génico funcional. (Figura 12A) Células de melanoma humano, M21
foram infectados com AAVP; TNF-a ndo alvejado expressando o fago fdTNF-a (painel
superior) € TNF-a expressando o virus RGDTNF-a (painel inferior) e detectado usando um
anticorpo primario especifico de fd seguido pelo anticorpo secundario marcado com FITC.
(Figura 12B) Células M21 infectadas com PBS, virus néo alvejado vazio (fd), virus alvejado
vazio (RGD), virus (fdTNF-a) expressando o TNFa ndo alvejado e o virus RGDTNF-a

expressando o TNF-a alvejado. Cinco dias depois da infecgdo, o sobrenadante da cultura foi

analisado para medir o TNF-o por ELIS. O sobrenadante da cultura, 12 dias depois da

infecgdo é também mostrado. (Figura 12C) Células endoteliais da veia umbilical humana
(HUVEC) foram tratadas com o sobrenadante do dia 5 de varios grupos infectados com
células M21; PBS, fd (virus nulo ndo marcado), RGD (virus null alvejado), fdTNF (virus que
expressa o TNF-a ndo alvejado) e RGDTNF (virus que expressa o TNF-a alvejado) e
analisados quahto ao fator tecidual (TF). TNF-a recombinante foi usado como controle
positivo. Para checar é especificidade, O sobrenadante de M21 de células infectadas com
RGDRNF incubadas com anticorpo especifico de TNF-a, antes da aplicagdo no HUVEC. O
sobrenadante do dia 23, depois da infecgéo, foi também testado quanto a secregéo de TF.
Figuras 13A-13H AAVP esta especificamente alvejado para a vasculatura do tumor.

Xenoenxertos de melanoma injetados com ou PBS ou RGDTNF-a colorido com anticorpo



10

15

20

25

30

35

16

especifico de bacteriéfago e anticorpo de vaso sangiliineo CD31. A detecgédo foi efetuada
usando Alexa Flour 488, Alexa Flour 594 e DAPI para visualizar vasos sanguineos, AAVP e
nucleos de células, respectivamente (250X). Nenhum dos animais injetados com PBS
mostrou a presenga de AAVP em nenhum periodo de tempo. E mostrada uma secgéo do
tumor representativa de um animal injetado com PBS por 15 minutos (Figura 13A). Os
animais injetados com AAVP expressando RGDTNF-a mostraram a co-localizagdo de
particulas de virus nos vasos sanglineos tdo cedo quando 15 minutos (Figura 13B) e em
pontos de tempo subseqientes: dia 1 (Figura 13C), dia 2 (Figura 13D), dia 3 (Figura 13E),
dia 4 (Figura 13F), dia 8 (Figura 13G), e dia 10 (Figura 13H).

Figuras 14A-14E. As particulas de AAVP nao foram detectadas no tecido do figado
normal. O figado de animais com xenoenxertos de melanoma humano injetado com
RGDTNF-a coloriram com anticorpo especifico de bacteriéfago e anticorpo de vaso
sanglineo CD31. A detecgédo foi efetuada usando Alexa Flour 488, Alexa Flour 594 e DAPI
para visualizar os vasos sanglineos, AAVP e os nilcleos das células (250X),
respectivamente. Os animais injetados com AVVP expressando RGDTNF-a mostraram
alguma coloragdo das particulas de virus no dia 1 (Figura 14A) no tecido do figado.
Contudo, a coloragdo do virus foi reduzida para os niveis minimos no dia 2 (Figura 14B) com
nenhuma coloragdo de virus observada nos pontos de tempo do dia 3 (Figura 14C), dia 8
(Figura 14D), e dia 10 (Figura 14E). Todos os tecidos de figado em pontos de tempo
diferentes mostraram boa coloragdo dos vasos.

Figuras 15A-15E. As particulas de AAVP nao foram detectadas no tecido do rim
normal. O rim proveniente dos animais com xenoenxertos de melanoma humano injetados
com RGDTNF-a foi colorido com o anticorpo especifico de bacteriéfago e anticorpo de vaso
sangiineo CD31. A detecgéo foi efetuada usando Alexa Flour 488, Alex Flour 594 e DAPI
para visualizar os vasos sanglineos, AAVP e os nucleos das células, respectivamente
(250X). Nao observamos a presenga de AAVP no rim em nenhum dos pontos de tempo
testados, dia 1 (Figura 15A), dia 2 (Figura 15B), dia 3 (Figura 15C), dia 8 (Figura 15D) e dia
10 (Figura 15E). No entanto, todos os tecidos do rim em pontos de tempo diferentes
mostram boa coloragédo dos vasos.

Figura 16. AAVP expressa o produto génico especifico, in vivo. Secgbes
congeladas dos animais com xenoenxertos de melanoma humano injetados com ou PBS ou
RGDTNF-a foram usados para extrair a proteina total. 50 pg da proteina total foram usados
para medir os niveis de proteina do TNF-a por ELISA, em duplicatas. Os niveis basais de
expressdo de TNF-a, endégena, foram observados em todos os tecidos testados. Animais
injetados com PBS nao mostraram nenhum aumehto sobre os niveis endbégenos em
quaisquer dos pontos de tempo testados. Os camundongos injetados com RGDTNF-a

AAVP mostram expressdo de TNF-a comegando no dia 4 e aumentando gradualmente no
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dia 10.

Figuras 17A-17B. AAVP expressa TNF-a na vasculatura e produz apoptose in vivo.
(Figura 17A) Secgbes congeladas dos animais com xenoenxertos de melanoma humano
injetados com RGDTNF-a AAVP colorido com anticorpo especifico de TNF-a usando analise
histoquimica. A coloragéo de TNF-a é vista como uma mancha de cor marrom em volta dos
vasos sangliineos (painel esquerdo, 100X; painel direito 400X). (Figura 17B). Secgdes
congeladas dos animais com xenoenxertos de melanoma humano injetados com RGDTNF-
o AAVP colorido para detectar células apoptéticas. O vaso sangﬂineo e as células tumorais
circundantes mostraram apoptose vista nas células coloridas de azul com o marcador azul.
TACS (painel esquerdo, 200X). As amostras foram contra-coloridas com vermelho rapido
nuclear. O painel direito mostra vasos sangliineos coloridos com o anticorpo especifico
CD31 (200X).

FigUras 18A-18B. Tratamento do melanoma humano sensivel ao TNF-a, M21
(Figura 18A) e melanoma humano resistente ao TNF-o, Pme1 (Figura 18B), com AAVP.
CamundongosAsem pelagem (nude) com tumores M21/Pmel implantados subcutaneamente
foram tratados com AAVP sistemicamente através de injegdo na veia da cauda e os
volumes tumorais foram medidos em diferentes pontos de tempo. Os volumes tumorais
plotados versus os dias diferentes pos-tratamento. (Figura 18A) Os animais tratados com
RGDTNF-o. mostraram redugéo estatisticamente significante (p<0,05) no volume do tumor
comegando no dia diregdo axial 20. (Figura 18B) Melanoma humano resistente ao TNF-a. foi
tornado sensivel & terapia com TNF-a por distribuicdo de EMAP-II através de AAVP seguido
pelo tratamento com TNF-o. recombinante. Os camundongos tratados tanto com rTNF-a
como com AAVP expressando EMAP-II (RGDEMAP-II) sozinho mostraram muito pouco
efeito e ndo estavam significantemente diferentes do grupo PBS ou fdEMAP-II. Os
camundongos tratados com o virus RGD-EMAP-II e rTNF-a mostraram redug&o significante
de volume tumoral (p = 0,007).

Figuras 19A-19B Transdugdo de células de glioma humano em cultura por
CRTIGPSVC (SEQ ID NO:1) AAVP — Luc células de glioma humano derivadas deU87 foram
semeadas em placas de 24 pogos na concentragdo de 40.000 células/pogo /pogo e
cultivadas O.N. a 37°C. No dia seguinte, as células foram incubadas com AAVP, de acordo
com o protocolo Nature Method. RGD-4C AAVP GFP e RGD-4C AAVP Luc foram usadas
como controle positivo para eficacia de transdugédo. As imagens foram tomadas no dia 7. A
absor¢do de fago esta baixa, mas aumenta dramaticamente quando as células s&o
cultivadas em hidrogel de Ferro AAVP (ultima coluna da placa e gréafico).

Embora a presente invengdo seja suscetivel de vériasb modificagbes e formas
alternativas, as modalidades especificas nos exemplos foram mostradas nas figuras e sao

aqui descritas com mais detalhes. Contudo, deve ser entendido que a descricdo das
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modalidades especificas nos exemplos ndo tem o objetivo de limitar a invengéo as formas
particulares expostas, mas ao contrario, é para abranger todas as modificagbes e
equivalentes conforme ilustrados em parte, pelas reivindicagbes apensas.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente descrigdo, de acordo com certas modalidades, se refere, em geral, a

métodos para distribuir um ou mais transgenes a uma célula alvo, tal como uma célula de

‘tumor, em um modo sitio-especifico para obter uma expressdo intensificada e as

construgdes e as composigdes Uteis em tais aplicagoes. Em certos aspectos, a expresséo
de um acido nucléico terapéutico pode ser avaliada antes da administragdo de um
tratamento ou procedimento de diagnéstico a ou em um paciente. Em um outro aspecto, a
determinacgdo ou avaliagdo da expressdo na regido ou local necessario para o beneficio
terapéutico é avaliada e qualquer tratamento desnecessario ou benéfico marginal pode ser
mantido em vista de tratamentos alternativos.

Sem desejar estar ligado a qualquer teoria ou mecanismo, a presente invengéo é
baseada na observagdo de que a expressdo de transgene pode ser aumentada quando o
transgené estd integrado a um genoma com uma multiplicidade maior que um.
Particularmente de interesse é a capacidade de certas particulas de AAVP quimérico de
transduzirem células com mais que uma copia do transgene, freqientemente como um
concatamero. Células transduzidas podem ser também monitoradas pela expresséo de um
gene repoérter transportado pelas particulas de AAVP quimérico. Qualquer transgene pode
ser incluido em uma forma expressa de uma particula de AVVP desta invengao.

|. PARTICULA DE FAGO VIRAL ADENOASSOCIADO

Virus adenoassociado (AAV) é um membro defeituoso da familia de parvovirus. 0]
genoma do AAV é encapsulado como uma molécula de DNA de fita simples de maior ou
menor polaridade. Fitas de ambas as polaridades s&o acondicionadas, mas em particulas de
virus separadas e ambas as fitas sdo infecciosas. O genoma do DNA de fita simples do
virus adenoassociado do tipo humano (AAV2) tem um comprimento de 4681 pares de bases
e é flanqueado por seqiiéncias de repetigdes terminais invertidas (ITRs) de 145 pares de
base cada. Além disso, a proteina rep viral parece para mediar a recombinagdo néo
homologa através das ITRs. Por conseguinte, como genomas parvovirais tém ITRs em cada
extremidade que desempenham um papel na recombinagdo e que sdo geralmente
requeridos para replicagdo parvoviral e acondicionamento, AAVPs da presente invengéo
contém geralmente toda ou uma porgéo de pelo menos uma das ITRs ou um equivalente
funcional destas.

AAVs podem ser prontamente obtidos e seu uso como vetores para distribuigdo de
genes foram descritos, por exemplo, por Muzyczka, 1992; na Patente US 4.797.368, e na
publicagdo de PCT WO 91/18088. A construgéo de vetores de AAV esta descrita em varias
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publicagdes, incluindo Lebkowski et al., 1988; Tratshin et al., 1985; Hermonat e Muzyczka,
1984.

A presente invengdo proporciona os vetores de bacteribfagos virais
adenoassociados (AAV) (tais como os vetores AAV-M13) (AAVPs) que s&o produzidos em
bactérias e métodos para expressar um transgene em uma célula alvo, tal como uma célula
de tumor, por transdugdo da célula com o AAVP. Uma vez purificada, a particula de
bacteriéfago alvejada contendo o bacteriéfago e as seqiiéncias de AAV com cassete de
transgene é usada para transfectar células mamiferas. Seguinte a internalizagéo do vetor
dentro da célula mamifera, o transgene é integrado no genoma das células alvo. O termo
“vetor” como usado aqui é definido como um veiculo de acido nucléico para a distribui¢éo de
um Acido nucléico de interesse a uma célula. O vetor pode ser uma molécula linear ou uma
molécula circular.

Um AAVP combina elementos selecionados tanto do fago como dos sistemas de
vetor de AAV proporcionando um vetor que é simples para produgédo em bactéria sem limite
de acondicionamento, enquanto permite a infeccédo das células mamiferas combinadas com
integragdo no cromossomo hospedeiro. Os vetores contendo muitos dos elementos
apropriados estdo comercialmente disponiveis, e podem ser ainda modificados por
metodologias padrdo para incluir as seqﬁénciés necessarias. No minino, para uso com 0s
métodos da presente invengdo, o vetor deve aceitar um cassete contendo um promotor e
um transgene. Os vetores de AAVP da presente invengdo possibilitam uma expresséo de
transgene intensificada mediante incorporagdo no genoma de célula alvo. Em certas
modalidades, o transgene pode ser integrado no genoma da célula alvo como um
concatamero.

Entre outras coisas, AAVPs nédo requerem virus auxiliares ou fatores de transacao.
Além disso, o tropismo nativo do AAV para células mamiferas é eliminado ja que né&o ha
formagao de capsideo de AAV.

A. Alvejando o AAVP

Os AAVPs da presente invengdo podem ser alvejados a receptores especificos pela
expressdo de ligante na superficie da particula de fago. Em certas modalidades, os
peptideos ou outras fragdes que permitem ou promovem o escape dos vetores (e de
qualquer molécula ligada aos‘ mesmos ou contida neles) do endossomo podem ser
incorporados e expressos na superficie do fago. Tais “outras fragdes” incluem moléculas
que ndo sdo elas proprias peptideos, mas que tém a capacidade de romper a membrana
endossémica, facilitando, assim, o escape do vetor, e de moléculas que de outro modo
mimetizam as propriedades de escape endossémico das seqiiéncias de peptideo descritas
(vide, por exemplo, a publicagdo PCT WO 96/10038 e Wagner et al., 1992).

Os AAVP da presente invengdo sdo geralmente compreendidos de particulas de
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fago filamentoso que expressam um ou mais ligantes pré-selecionados sobre a superficie da
particula, independente do modo pelo qual os ligantes sdo ligados. Portanto, se o meio de
ligagdo para um ligante for covalente ou via proteina do capsideo, os AAVP da presente
invengdo sdo capazes de distribuir um ou mais transgenes para as células alvo por ligagao
do ligante a um receptor seguido por internalizagéo dos vetores. Por exemplo, a particula de
ligante expressa sobre a superficie da particula pode ser o peptideo biciclico CDCRGDCFC
(RGD-4C) (SEQ ID NO:2) que se liga seletivamente as avB3 e avp5-integrinas. Essas
integrinas sdo altamente superexpressas na invasdo das células endoteliais tumorais. Como
usada aqui, “particula de fago filamentoso” refere-se as particulas contendo tanto um
genoma de fago ou um genoma de fagemideo. As particulas podem conter proteinas de
capsideo filamentosas. Como usado aqui, ‘ligante” refere-se a qualquer peptideo,
polipeptideo, proteina ou ndo-proteina, tal como um peptidomimético, que & capaz de se
ligar a uma molécula da superficie celular e internalizar. Como usado aqui, “ligar a um
receptor” refere-se a capacidade de um ligante de reconhecer de modo especifico e se ligar
a um receptor, como ensaiado por ensaios padrao in vitro ou in vivo.

Tipicamente, os AAVPs da presente invengdo incluem uma inser¢do de
oligonucleotideo no genoma do plasmideo do fago que codifica um peptideo de
alvejamento, que possibilita as propriedades de alvejamento do receptor de ligante dos

* vetores.

As proteinas do capsideo do fago ou proteinas do capsideo podem ser modificadas.
por acoplamento ou fusdo do total ou de parte de um polinucleotideo de proteina de
capsideo ou de proteina codificada pelo polinucleotideo a um ligante de alvejamento. O
ligante de alvejamento pode direcionar, re-direcionar, alvejar ou intensificar a ligagao do
AAVP da invengéo para uma célula especifica, tecido e/ou 6rgéo.

Os virus alvejados foram originalmente criados para superar problemas
encontrados por tropismos de célula hospedeira natural de vetores na terapia génica. Nos
anos recentes, foram expedidas muitas patentes sobre terapia génica em que o vetor
contém um polipeptideo heterélogo usado para alvejar o vetor a células especificas, tais

vetores contendo glicoproteinas de fusdo quimérica (Kayman et al, Patente US 5.643.756,

~aqui incorporada a titulo de referéncia) e vetores que contém um anticorpo para uma

proteina do capsideo do virus (Cotten et al., Patente US 5.693.509). Um AAVP da invengéo
pode ser geneticamente modificado de tal modo que a particula é alvejada para um tipo
particular de célula (por exemplo, células da musculatura lisa, células hepaticas, células
renais, ﬁbrobléstos, queratinécitos, células-tronco, células-tronco mesénquimas, células da
medula dssea, condrdcito, células epiteliais, células intestinais, células neoplasicas ou
cancerosas e outras conhecidas da técnica) de modo que o genoma do acido nucléico €

distribuido para uma célula ndo divisora alvo, uma célula divisora alvo, ou uma célula alvo
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que tem um disturbio proliferativo ou outro. Um modo de alvejar os virus é direcionar o virus
para uma célula alvo por ligagdo preferencial a células tendo uma molécula na superficie
externa da célula. Esse método de alvejar o virus utiliza expressdo ou incorporagéo de um
ligante de alvejamento sobre ou no capsideo do virus para auxiliar o alvejamento do virus as
células ou tecidos que tém um receptor ou molécula ligante. Depois da infecgdo de uma
célula pelo virus, o material genético pode ser processado e expresso na célula hospedeira.
O material genético pode ser integrado ao genoma da célula hospedeira ou
epissomicamente mantido dentro da célula.

Em certas modalidades da invengdo, uma proteina do capsideo pode ser
modificada para incluir uma fragéo alvejadora de modo que um AAVP pode ser distribuido
para tipos especificos de células ou de tecido. A especificidade de alvejamento dos sistemas
de deliberagdo com base em ligante é baseada na distribuicéo dos receptores de ligante nos
tipos diferentes de células. Um ligante alvejador .pode estar associado tanto néo
covalentemente como covalentemente a uma proteina do capsideo.

Em certas modalidades, uma seqiiéncia de acido nucléico heterélogo de interesse
pode ser inserida no vetor viral da inveng&o. Por exemplo, uma proteina do capsideo pode
ser operativamente acoplada a um ligante para um receptor em uma célula alvo especifica.

Ligantes alvejadores referem-se a qualquer ligante especifico para um componente
caracteristico da regido alvejada. Ligantes alvejadores preferidos incluem proteinas tais
como anticorpos policlonais ou monoclonais, fragmentos de anticorpos, ou anticorpos
quiméricos, enzimas, peptideos ou horménios, ou aglcares tais como mono, oligo e
polissacarideos. Em certas modalidades da inveng&o, os ligantes alvejadores contemplados
interagem com integrinas, proteglicanos, glicoproteinas, receptores, ou transportadores.
Ligantes adequados incluem quaisquer deles que sejam especificos ou seletivos para
células do 6rgdo alvo, ou para estruturas do érgéo alvo exposto a circulagdo como resultado
da patologia local, tais como tumores.
| Em certas modalidades da presente invengdo, de modo a intensificar a transdugéo
de células resistentes, para aumentar a transdugdo de células alvo, ou para limitar a
transdugdo de células indesejadas, anticorpo ou fragdes alvejadoras de peptideo ciclico
(ligantes) podem ser associados ao AAVP. A fragéo alvejadora de anticorpo, em um
exemplo particular, € um anticorpo de receptor anti-EGF monoclonal. Os receptores de EGF
s3o distribuidos na superficie celular de varios 6rgaos e estdo presentes em queimaduras,
ferimentos, derme e tumores. A fragdo alvejadora de peptideo pode ser também um
peptideo ciclico contendo dentro de sua seqiiéncia um motivo de ligagdo de RGD-integrina.
Ligantes, tais como o RGD peptideo, que se ligam as integrinas na superficie da célula,
podem mediar a internalizagéo, aumentando, assim, a eficécia de distribuigdo do complexo

alvejado. O peptideo alvejador pode incluir uma seqiiéncia de RGDFV (SEQ ID NO:3), em
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que o peptideo inclui a seqiiéncia de RGD na qual o peptideo tem um comprimento de 3 a
30 aminoacidos. Em outras modalidades, o motivo de ligagdo de RGD-integrina tem um
comprimento de 3 a 20 aminoacidos ou um comprimento de 4 a 10 aminoacidos. Em
modalidades particulares da presente invengdo, o motivo de ligagdo de RGD-integrina é um
peptideo com um comprimento de 5 aminoacidos. Embora peptideos ciclicos que contém o
motivo de ligagdo de RGD-integrina dentro de sua seqiiéncia sejam preferidos, peptideos
lineares podem ser também utilizados na presente invengédo. 20060239968 Composigbes e
métodos de uso de peptideos alvejadores para diagnéstico e terapia de cancer humano. As
Publicagdes de Patente US 20060094762, US 20050191294, US 20050187161, US
20050074812, US 20050074747, US 20050037417, US 20050003466, US 20040170955,
US 20040131623, US 200400966441, US 20040096441, US 20040071689, US
20040071689, US 20040048243, US 20030152578, US 20030113320, e US 20010046498,
bem como as publicagées de PCT WO 2006/060171, WO 2006/010070, WO 2005/065418,
WO 2005/026195, WO 2004/02099, WO 2003/02991, WO 2002/020822, WO 2002/020769,

identificar ligantes alvejadores, cada um dos quais é aqui incorporado a titulo de referéncia
em sua totalidade.

Como usado aqui, “ligante” refere-se a qualquer peptideo, polipeptideo, proteina ou
ndo proteina, tal como um peptidomimético, que é capaz de se ligar a uma molécula na
superficie celular e internalizar. Como usado aqui, “se ligar a um receptor” se refere a
capacidade de um ligante de reconhecer especificamente e se ligar detectavelmente a um
receptor, como ensaiado por ensaios padrao in vitro ou in vivo.

Dentro do contexto desta invengao, o ligante € acoplado a uma proteina de um fago
(por exemplo, uma proteina do capsideo), ou como uma proteina de fusdo ou através de
conjugagdo quimica, € € usado para distribuir um &cido nucléico para uma célula.
Fragmentos de ligantes podem ser usados na presente invengdo desde que o fragmento
retenha a capacidade de se ligar @ molécula de superficie da célula apropriada. Igualmente,
os ligantes com substituigdes e outras alteragdes, mas que retém a capacidade de ligagao,
podem ser também usados. Ainda, um ligante particular se refere a um polipeptideo ou
polipeptideos tendo uma seqiiéncia de aminoacidos do ligante nativo, bem como sequéncias
modificadas (por exemplo, tendo substituigbes, delegbes, inser¢des ou adicbes de
aminoacidos em comparagdo com a proteina nativa (muteinas)), desde que o ligante
retenha a capacidade de se ligar ao seu receptor em uma célula endotelial e resulte na
distribuigdo de um acido nucléico a uma célula.

Os ligantes podem englobar também muteinas ou proteinas mutantes que possuem
a capacidade de se ligarem a seu receptor expressando células e serem internalizadas. Tais

muteinas incluem, mas sem limitagao, aquelas produzidas por reposigédo de uma ou mais



10

20

25

30

35

23

das cisteinas com serina. Tipicamente, tais muteinas terdo trocas de aminoacidos
conservativos. DNA que codifica tais muteinas, a menos que modificado por reposi¢ao de
codons regenerados, hibridizara sob condigbes de pelo menos baixa estringéncia para a
seqliéncia de DNA nativo que codifica o ligante do tipo selvagem.

DNA que codifica um ligante pode ser preparado sinteticamente com base em
seqliéncia de aminoacidos ou de DNA conhecida, isolada usando métodos conhecidos
daqueles versados na técnica (por exemplo, ampliagdo por PCR), ou obtida de fontes
comerciais ou outras fontes. O DNA que codifica um ligante pode diferir das sequéncias
acima por substituicio de coédons degenerados ou por codificagdo de aminoacidos
diferentes. Diferengas nas seqiiéncias de aminoacidos, tais como aquelas que ocorrem
entre os ligantes homélogos bem como organismos ou espécies individuais, sdo tolerados
desde que o ligante se ligue a seu receptor. Os ligantes podem ser isolados de fontes
naturais ou feitos sinteticamente, tais como por meios recombinantes ou sintese quimica.

Ndo é necessario que os ligantes usados no contexto desta invengéo retenham
quaisquer de suas atividades biolégicas in vive em vez de se ligarem a um receptor uma
célula e serem internalizados. Se o ligante foi modificado de modo a carecer de uma ou
mais atividades biologicas, ligagdo e internalizagdo podem ser ainda prontamente
ensaiadas, por exemplo, pelos seguintes testes ou outros testes conhecidos da técnica.
Geralmente, esses testes envolvem a marcagdo do ligante, e incubagé@o deste com células
alvo, e visualizagdo ou medigdo do marcador intracelular. Por exemplo, em resumo, o
ligante pode ser fluorescentemente marcado com FITCC ou radiomarcado com 125
incubado com células e examinado microscopicamente por microscopia de fluorescéncia ou
microscopia confocal para internalizagao.

Os ligantes podem ser produzidos por meios recombinantes ou outros meios em

_preparagéo para ligagdo as proteinas do capsideo de fago. As seqiiéncias de DNA e

métodos para obter as seqiiéncias destes ligantes s&o ligantes bem conhecidos. Com base
nas seqiuéncias de DNA, os genes podem ser sintetizados tanto sinteticamente (para
proteinas pequenas), ampliados de célula gendmica ou cDNA, isolados de bibliotecas
gendmicas ou de cDNA. Os sitios de restrigao pafa facilitar a clonagem no vetor do fago ou
do fagemideo podem ser incorporados, tais como em iniciadores para ampliagao.

Tais moléculas incluem, sem limitag&o, proteinas que se ligam a células
cancerosas, células endoteliais, células estromais e similares. Tais ligantes incluem fatores
de crescimento e citocinas. Muitos fatores de crescimento e familias de fatores de
crescimento compartilham caracteristicas estruturais e funcionais e podem ser de utilidade
na presente invengdo. Familias de fatores de crescimento incluem fatores de crescimento de
fibroblastos FGF-1 até FGF-15, e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Outros
fatores de crescimento, tais como PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), TGF-
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a, HB-EGF, angiotensina, bombese, eritropoietina, fator de célula-tronco, M-CSF, G-CSF,
GM-CSF, e endoglina também se ligam aos receptores identificados especificos sobre as
superficies celulares e podem ser usados na presente invengdo. Citocinas, incluindo
interleucinas, CSFs (fatores estimuladores de colonias), e interferonas, tém receptores
especificos, e podem ser usados conforme descri¢do aqui.

Por exemplo, ligantes e pares de ligante/receptor incluem uroquinase/receptor de
uroquinase (GenBank N de Acesso X02760/X74309); a-1,3 fucosil transferase, ai-
antitripsina/E-selectina (GenBank N° de Acesso M98825, D38257/M87862); ligante de P-
selectina glicoproteina, ligante de P-selectina/P-selectina (GenBank N*° de Acesso U25955,
U02297/L23088), VCAM1/VLA-4 (GenBank N° de Acesso X53051/X16983); antigeno E9
(Blann et al., Atherosclerosis 120:221, 1996)/receptor de TGFp; Fibronectina (GenBank N°
de Acesso X02761); a1-colageno tipo | (GenBank N° Z74615), B2-colageno tipo | (GenBnak
N° de Acesso Z74616), acido hialurénico/CD44 (GenBank N° de Acesso M59040); ligante de
CD40 (GenBank N° de Acesso L07414)/CD40 (GenBank N° de Acesso L07414)/CD40
(GenBank N° de Acesso M83312); EFL-3, ligantes LERTK-2 (GenBank N° de Acesso
L37361, U09304) para elk-1 (GenBank N° de Acesso M25269); VE-caderina (GenBank N°
de Acesso X79981); ligante para cateninas; ICAM-3 (GenBank N° de Acesso X669819)
ligante para LFA-1, e Fator de von Willebrand (GenBank N° de Acesso X04385), fibrinogénio
e fibronectina (GenBahk N° de Acesso X92461), ligantes para avp3 integrina GenBank N°
de Acesso U07375, L28832).

Outros ligantes incluem CSF-1 (GenBank N° de Acesso M11038, M37435); GM-
CSF (GenBank N° de Acesso X03021); INF-a (interferon) (GenBank N° de Acesso A02076;
WO 8502862-A); IFN-y (GenBank N° de Acesso A02137; WO 8502624-A), IL-1-8
(interleucina 1 alfa) (GenBank N° de Acesso X02531, M15329); IL-1-B (interleucina 1 beta)
(GenBank N° de Acesso X02532, M15330, M15840); IL-1 (GenBank N° de Acesso K02770,
M54933, M38756); IL-2 (GenBank N° de Acesso A14844, A21785, X00695, X00200,
X00201, X00202); IL-3 (GenBank N° de Acesso M14743, M20137); IL-4 (GenBank N° de
Acesso M13982); IL-5 (GenBank N° de Acesso X04688, J03478); IL-6 (GenBank N° de
Acesso Y00081, X04602, M54894, M38669, M14584); IL-7 (GenBank N° de Acesso
J04156); IL-8 (GenBank N° de Acesso Z11686); IL-10 (GenBank N° de Acesso X78437,
M57627); IL-11 (GenBank N° de Acesso M57765 M37006); IL-13 (GenBank N° de Acesso
X69079, U10307); TNF-o. (Fator de necrose tumoral) (GenBank N° de Acesso A21522);
TNF-B (GenBank N° de Acesso D12614); ligante GP30 (S68256) para erbB2; e transferrina
(GenBank N° de Acesso DQ923758) para o receptor de transferrina.

Ainda outrbs ligantes incluem PDGF (GenBank N de Acesso X03795, X02811),
angiotensina (GenBank N° de Acesso K02215), e peptideos contendo RGD e proteinas, tais
como ICAM-1 (GenBanl N° de Acesso X06990) e VCAM-1 (GenBank N° de Acesso X53051)
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que se ligam aos receptores de integrina. Outros ligantes incluem TNF-a (GenBank N° de
Acesso A21522, X01394), IFN-y (GenBank N° de Acesso A11033, A11034), IGF-I (GenBank
Accession No. A29117, X56773, S61841, X56774, S61860), IGF-1l (GenBank N° de Acesso.
A00738, X06159, Y00693), peptideo naturiético atrial (GenBank N° de Acesso X54669),
endotelina-1 (GenBank N° de Acesso Y00749), fator de coagulagédo Xa (GenBank N° de
Acesso L00395, L00396, L29433, N00045, M14327), TGF-B1 (GenBank N° de Acesso
A23751), IL-1p (GenBank N° de Acesso X03833), IL-1B (GenBank N° de Acesso M15330), e
endoglina (GenBank N° de Acesso X72012).

A familia de proteinas de FGF inclui presentemente FGF-1 (FGF acido ou aFGF),
FGF-2 (FGF basico ou bFGF), FGF-3 (int-2), FGF-4 (hst-1/K-FGF), FGF-5, FGF-6 (hst-2),
FGF-7 (fator de crescimento de queratinécito ou KGF), FGF-8, FGF-9, FGF-11 (WO
96/39507), FGF-13 (WO 96/39508), FGF-14 (WO 96/39506), e FGF-15 (WO 96/39509).
Outros polipeptideos que s&o reativos com um receptor de FGF, que é qualquer
polipeptideo que interage especificamente com um receptor de FGF, preferivelmente o
receptor de FGF de alta afinidade, e é transportado por meio de endossomas para a célula
em virtude de sua interagdo com o receptor de FGF, sdo adequados na presente invengao.
Os ligantes também incluem 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 15, 20, 25, 30 ou mais fragmentos de
aminoacidos dos ligantes identificados aqui.

Também contempladas como fragdes alvejadoras sdo anticorpos e fragmentos
destes. Fragmentos de anticorpos monoclonais podem ser usados para distribui¢éo alvo a
orgdos especificos nos animais incluindo o cérebro, coragao, pulmbes ou figado. Um
método exemplar para alvejar as particulas virais nas células que carecem de um marcador
especifico de célula simples esta descrito (Patente US 5.849.718). Por exemplo, o anticorpo
A pode ter uma especificidade para tumor, mas também para tecido normal do coragéo e
pulmao, enquanto que o anticorpo B tem especificidade para tumor, mas também para
células do figado normal. Claramente, o uso de anticorpo A ou anticorpo B sozinho para
distribuir um acido nucléico anti-proliferativo ao tumor resultaria possivelmente em dano néo
desejado as células do coragéo, do pulmdo e do figado. Contudo, o anticorpo A e o .
anticorpo B podem ser usados juntos para alvejamento das células aperfeigoado. Assim, 0
anticorpo A é acoplado a um gene de codifica um acido nucléico anti-proliferativo e é
distribuido, via um sistema de absorgdo mediado por receptor, ao tumor, bem como ao

tecido do coragdo e do pulm&o. Contudo, o gene n&o € transcrito ou ativo nessas células. O

. anticorpo B pode ser acoplado a um ativador ou a um gene universalmente ativo que

codifica um fator necessério para a transcrigdo ou ativagdo do &cido nucléico anti-
proliferativo e ¢ distribuido as células tumorais e do figado. Portanto, em células do coragéo
e do figado, somente o acido nucléico anti-proliferativo inativo € distribuido, onde ele néao

esta descrito, ndo acarretando efeitos adversos. Nas células do figado, o gene que codifica
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o fator de ativagdo é distribuido, mas nao tem efeito porque nenhum gene de acido nucleico
anti-proliferativo estd presente. Contudo, em células tumorais, ambos os genes sao
distribuidos e o fator de ativagdo pode ativar o acido nucléico anti-proliferativo, acarretando
efeitos toxicos especificos do tumor.

Anticorpos para moléculas expressas sobre a superficie das células sdo Uteis no
contexto da presente inveng&o. Tais anticorpos incluem, mas sem limitag&o, anticorpos para
receptores de FGF, receptores de VEGF, receptor de uroquinase, E- e P-selectinas, VCAM-
1, receptor de PDGF, receptor de TGF, endossialina, a.ps integrina, LFA-1, antigeno E9,
CD40, caderinas, e elk-1. Os anticorpos que séo especificos para moléculas da superficie
celular expressas por células sdo prontamente gerados como anti-soro monoclonal ou
policlonal. Muitos de tais anticorpos estdo disponiveis (por exemplo, da American Type
Culture Collection, Rockville, Md.). Alternativamente, os anticorpos para ligantes que
Iigam/inefnalizam podem ser também usados. Em tal estratégica, as particulas de fago terdo
anticorpo em sua superficie, que serdo entdo complexados ao ligante.

Muitos outros ligantes podem ser empregados para a etapa alvejadora de
preparagoes de AAVP,) dependendo do 'sitio alvejado para distribuigdo de AAVP. Em certas
modalidades, é contemplado que AAVPs s3o alvejados para tipos especificos de células por
endocitose mediada por receptor. Por exemplo, lactosil ceramida, e peptideos que alvejam
as proteinas relacionadas ao receptor de LDL, tal como apoliproteina E3 (“Apo E”) tém sido
Uteis para alvejar lipossomas no figado (Spanjer e Scherphof, 1983, WO 98/0748). A
asialoglicoproteina, asialofetuina, que contém residuos de galactosila terminais, tambéem
demonstrou alvejar lipossoma no figado (Spanjer e Scherphof, 1983; Hara et al., 1995). Os
agucares manosil, fucosil ou N-acetil glicosamina, quando acoplados a cadeia principal de
um polipeptideo, se ligam a receptor de manose com alta afinidade (Patente US 5.432.260,
especificamente aqui incorporada a titulo de referéncia em sua totalidade). Assim, essas
glicoproteinas podem ser conjugadas ao AAVP da presente invengéo e sao contempladas
como Uteis para alvejar células especificas (por exemplo, macréfagos).

Folato e o receptor de folato foram também descritos como Uteis para alvejamento
celular (Patente US 5.871.727). Nesse exemplo, a vitamina folato é acoplada a(s)
proteina(s) do capsideo. O receptor de folato tem afinidade alta para seu ligante e &
superexpresso na superficie de varias linhagens de células malignas, incluindo tumores do
pulmdo, da mama e do cérebro. Os sistemas de distribuicdo mediada por transferina
alvejam uma ampla faixa de células replicadoras que expressam o receptor de transferrina
(Gilliland et al., 1980).

A adigdo de Iigantés alvejantes para distribuicdo de gene no tratamento de doengas
hiperproliferativas permite a distribuigdo de genes cujos produtos génicos sdo mais toxicos

que os dos sistemas ndo alvejados. Exemplos dos genes mais toxicos que podem ser
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distribuidos incluem genes pré-apoptéticos tais como Bax e Bak mais genes derivados de
virus e outros patégenos tais como E4orf4 adenoviral e a purina nucleosideo fosforilase de
E. coli, um assim chamado “gene suicida”, que converte o pro-farmaco 6-metilpurina
desoxirribosideo na purina 6-metil purina toxica. Outros exemplos de genes suicidas usados
com terapia de pro-farmaco sdo o gene citosina desaminase da E. coli e o gene timidina
quinase de HSV.

Em certos aspectos, AAVP pode ser usado para alvejar a vasculatura do tumor
alvo. O endotélio tumoral é um alvo importante na terapia do cancer. Alvejar um gene
terapéutico de interesse ao endotélio tumoral com toxicidade minima em outros tecidos
permanece a meta priméaria da terapia génica antivascular. Recentemente, AAVP alvejando
endotélio tumoral foi descrito. Os inventores estudaram a capacidade desse vetor de
distribuir um agente antivascular potente, fator-a de necrose tumoral humano (TNF-a) para
melanomas humanos. Melanoma resistente ao TNF-a foi tornado sensivel ao tratamento de
TNF-o. por distribuigdo de mondcito endotelial que ativa o polipeptideo-Il (EMAP-II) via
AAVP.

Vetores de AAVP transportando dois genes, TNF-a. e EMAP-II foram avaliados in
vitro e in vivo. Células de melanoma humano (M21) foram estudadas para internalizagéo de
AAVP e expressdo do gene de TNF-a in vivo. Tumores crescidos subcutaneamente,
M21/Pmel, em camundongos sem pelagem (nude) foram tratados sistemicamente através
de injecdes na veia da cauda. A localizagdo do AAVP alvejado para a vasculatura tumoral, a
expressdo do gene de TNF-o e a apoptose foram examinadas usando coloragdo com
imunofluorescéncia, analise TagMan RT-PCR e imunoistoquimica.

A internalizagdo do AAVP alvejado foi observada em células M21, resultando em
niveis altos de TNF-a funcionalmente ativo no sobrenadante da cultura. Nenhuma
internalizagdo do vetor ndo alvejado foi observada nessas células. A injegdo sistémica de
AAVP mostrou a distribuigdo de virus alvejado no tumor com localizagdo de virus minima
em érgdos normais. A distribuigdo de AAVP resultou na expresséo do produto génico de
TNF-o. A expressdo de TNF-o induziu a apoptose nos vasos sangiineos e células tumorais
circundantes resultando em regressao significante do tumor. Adicionalmente, a distribuicao
alvejada de AAVP expressando EMPA-Il sensibilizou um melanoma humano resistente a
TNF-a a um tratamento com TNF-a. Os vetores de AAVP podem ser usados para distribuir
agentes antivasculares especificamente para a vasculatura tumoral, reduzindo, assim, a
toxicidade sistémica.

O AAVP da invengédo pode ser alvejado a regides especificas do corpo por ligagao
de ligantes alvejadores especificos para proporcionarem acimulo répido e concentragéo de
AAVP e, por conseguinte, de moléculas de acido nucléico, em um tecido designado. Os

ligantes contemplados para uso na presente invengdo podem ser conjugados ao AAVP por
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uma variedade de:métodos. Varias composicdes e métodos para acoplar um ligante
alvejador a uma proteina do capsideo sdo conhecidos da técnica.

Il. ACIDOS NUCLEICOS

O AAVP da presente invengdo tem a capacidade de distribuir um ou mais
transgenes para o ndcleo da célula alvo, intensificando, assim, a expresséo do transgene na
célula alvo. Um AAVP pode também render uma vantagem na expressdo génica por meio
de um destino alterado do cassete de transgene através da formagéo de concatameros do
cassete de transgene, levando assim a uma expresséo do gene aumentada.

O termo “transgene”, como usado aqui, refere-se a um gene ou material genético
que foi transferido de um organismo para outro. Um transgene pode compreender um ou
mais genes e/ou um ou mais oligonucleotideos. Por exemplo, um transgene pode
compreender um gene repérter, um gene suicida, uma enzima conversora de pré-farmaco,
e/ou um ou mais genes terapéuticos. Como usado aqui, “oligonucleotideo” refere-se a uma
seqiiéncia curta de acidos nucléicos com vinte ou menos pares de base. O termo “gene
terapéutico”, como usado aqui, é definidko como uma regido de &cido nucléico, que
proporciona um efeito terapéutico em uma doenga, condigdo médica, 6rgao, tecido, célula
ou caracteristica fisiolégica de um organismo. Como usado, o termo “cassete” como usado &
um acido nucléico que pode expressar uma proteina, polipeptideo, ou RNA de interesse.

Além dos ligantes, um AAVP pode conter um transgene compreendendo um gene
reporter cujo produto pode ser selecionado ou detectado. Como referido aqui, um “gene
repérter” é uma regido de acido nucléico que codifica um produto que pode ser detectado,
tal como por fluorescéncia, atividade enzimatica, em um composto detectavelmente
marcado ou substrato cromogénico, ou substrato fluorescente, e similar; ou selecionado por
meio das condigdes de crescimento. Tais genes reporter incluem, sem limitag&o, proteina
fluorescente verde (GFP), B-galactosidase, cloranfenicol acetiltransferase (CAT), lucifease,
neomicina fosfotransferase, fosfatase alcalina secretada (SEAP), horménio do crescimento
humano (HGH), timidina quinase, e similares. Marcadores selecionaveis incluem resistentes
a farmacos, tais como neomicina (G418), higromicina, e similares. Em certas modalidades,
um gene repoérter que codifica uma proteina secretada que pode ser detectada no sangue,
outros fluidos corpéreos, ou tecidos, pode ser usado para medir a expressé@o de nivel do
gene repbrter.

Além de um gene repérter, o transgene pode compreender também um gene
terapéutico. AAVPs transportando tais transgenes podem possibilitar, entre outras coisas, o
imageamento de um paciente (por exemplo, um humano), tanto in vitro como in vivo.
Imageamento in vitro pode permitir o imageamento néo invasivo do paciente todo ou de
areas alvo do paciente. Depois da introdugdo desses transgenes, a expressdo pode ser

submetida ao imageamento usando técnicas de imageamento conhecidas da tecnologia (por
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exemplo, imageamento por BLI, imageamento por PET, imageamento fluorescente, e
similar). Um “paciente”, como usado aqui, refere-se a qualquer entidade mamifera, por
exemplo, um paciente pode ser um humano que necessite de terapia génica ou de outro
tratamento.

Em outras modalidades, o AAVP pode conter um gene suicida. O termo “gene
suicida”, como usado aqui, é definido como um acido nucléico que, mediante administragéo
de um pré-farmaco, efetua a transigdo de um produto génico para um composto que mata
sua célula hospedeira. Exemplos de combinagdes de gene suicida/pré-farmaco, que podem
ser usados sdo Virus do Herpes Simples-timidina quinase (HSV-tk) e ganciclovir, aciclovir ou
FIAU: oxidorredutase e cicloeximida; citosina desaminase e 5-fluorcitosina; timidina quinase
timidilato quinase (Tdk::Tmk) e AZT; e desoxicitidina quinase e citosina arabinosideo. Em
certas modalidades, um gene suicida por agir no modo de um gene terapéutico por
proporcionar um efeito terapéutico em uma doenga ou condigdo médica como resultado da
destruicdo de sua célula hospedeira.

O termo “acido nucléico” é bem conhecido da técnica. Um “acido nucléico”, como
usado aqui, ira se referir a uma molécula (i.e., uma fita) de DNA, RNA ou um derivado ou
andlogo destes, compreendendo uma nucleobase. Uma nucleobase inclui, por exemplo,
base purina ou pirimidina, naturais, encontradas no DNA (por exemplo, uma adenina “A”,
uma guanina “G”, uma timina “T” ou uma citosina “C”) ou no RNA (por exemplo, uma A, uma
G, um uracil “U” ou uma C). O termo “4cido nucléico” engloba os termos “oligonucleotideo” e
“polinucleotideo”, cada um como um subgénero do termo “&cido nucléico”. O termo
“oligonucleotideo” refere-se a uma molécula tendo um comprimento de entre cerca de 8 e
cerca de 100 nucleobases. O termo “polinucleotideo” refere-se a pelo menos uma molécula
maior que cerca de 100 nucleobases de comprimento.

Aqui, em certas modalidades, um “gene” refere-se a um &acido nucléico que é
transcrito. Em certos aspectos, o gene inclui seqiéncias envolvidas na transcrigao, ou na
produgéo de rhensagem ou composi¢do. Como sera entendido por aqueles versados na
técnica, esse termo funcional “gene” inclui ambas as seqiiéncias genémicas, seqiiéncias de
RNA ou de cDNA ou segmentos de acido nucléico engenheirados, menoress, inclusive
segmentos de acido nucléico de uma parte nédo transcrita de um gene, incluindo, mas sem
limitagdo, o promotor n&o transcrito ou as regides intensificadoras de um gene. Segmentos
de acido nucléico de gene engenheirado, menores, podem expressar, ou podem ser
adéptados para expressarem tecnologia de manipulagdo de acido necléico, proteinas,
polipeptideos, dominios, peptideos, proteinas de fus&o, mutantes e/ou similares.

Um polinucleotideo da invengdo pode formar um “cassete de expressédo”. Um
“cassete de expressdo” € um polinucleotideo que proporciona a expressdo de uma unidade

de transcricdo particular. Ou seja, ele inclui elementos de promotor e outros varios
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elementos que funcionam na transcrigdo de um gene ou unidade de transcrigdo. Um cassete
de expressédo pode ser também parte de um polinucleotideo de replicagdo maior ou vetor de
expressao ou construgéo.

Essas definicdes referem-se em geral a uma molécula de fita simples, mas em
modalidades especificas, também englobardo um fita adicional que € parcial, substancial ou
inteiramente complementar @ molécula de fita simples. Assim, um &cido nucléico pode
englobar uma molécula de dupla fita que compreende uma ou mais fitas complementares ou
“complemento(s)” de um uma seqiiéncia particular que compreende uma molécula.

“Substancialmente isolados de outras seqliéncias de codificagdo” significa que o
gene de interesse forma a parte significante da regido de codificagéo do acido nucléico, ou
que o acido nucléico ndo contém grandes porcdes de acido nucléicos codificadores naturais,
tais como fragmentos cromossémicos grandes, outros genes funcionais, regides de
codificagdo de RNA ou de cDNA. Naturalmente, isso se refere ao &cido nucléico como
originalmente isolado, e ndo exclui genes ou regides de codificagdo adicionadas ao acido
nucléico pelo homem.

Como usada aqui, uma “nucleobase” refere-se a uma base heterociclica, tal como
uma nucleobase natural (i.e., A, T, G, C ou U), encontrada em pelo menos um acido
nucléico natural (i.e., DNA e RNA), e derivado(s) natural(naturais) ou n&o naturais e
analogos de tal nucleobase. Uma nucleobase geralmente pode formar uma ou mais ligagdes
de hidrogénio (“anelar” ou “hibridizar”) com pelo menos uma nucleobase natural de modo
que pode substituir o pareamento de nucleobases, natural (por exemplo, a ponte de
hidrogénioentre Ae T,GeC,eAel).

Como usado aqui, um “nucleotideo” refere-se a um nucleosideo que compreende
ainda uma fragdo de “cadeia principal”. Uma fragdo da cadeia principal liga geralmente, de
modo covalente, um nucleotideo a uma outra molécula que compreende um nucleotideo, ou
a um outro nucleotideo para formar um acido nucléico. A “fragéo de estrutura principal” em
nucleotideos naturais compreende tipicamente compreende uma fragao de fésforo, que €
covalentemente ligada a um agtcar de 5 carbonos. A ligagéo da fragdo de cadeia principal
ocorre tipicamente tanto na posigdo 3' como na posigdo 5 do aglcar de 5 carbonos.
Contudo, outros tipos de ligagdes sdo conhecidos na técnica, particularmente quando um
nucleotideo compreende derivados ou anélogos de aglcar natural de 5 carbonos ou fragéo
de foésforo.

A. Construgdes de Expresséo

As construgdes de expressdo da invengdo podem incluir acidos nucléicos que
codificam um acido nucléico terapéutico e/ou uma proteina para imageamento. Em outros
aspectos, a construgdo de expressdo pode ser uma construgdo de expressao terapéutica

que pode ser usada em composi¢des terapéuticas e nos métodos da invengdo. Em certas
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modalidades, o material genético pode ser manipulado para produzir cassetes de expressao
elou construgdes de expressdo que codificam proteinas de imageamento, proteinas
alvejadoras e/ou genes terapéuticos.

As modalidades da invengdo podem incluir dois tipos separados do cassete de
expressdo ou da construgdo de expressdo compreendendo um cassete de expresséo. Um
cassete é usado na expressdo de uma proteina de imageamento, i.e., uma proteina que &
diretamente detectavel ou tem uma atividade da propriedade que ¢ indiretamente detectavel.
Um outro cassete de expressdo pode codificar um gene terapéutico. No contexto de um
vetor terapéutico, um gene terapéutico pode ser um gene terapéutico discutido aqui dtil no
tratamento profilatico ou terapéutico de uma condigdo de doenga. No contexto da terapia
génica, o gene pode ser um DNA heter6logo, com o significado de incluir DNA derivado de
uma fonte diferente do genoma viral que proporciona a cadeia principal do vetor. O gene
pode ser derivado de uma fonte procariética ou eucariética tais como bactéria, virus,
levedura, parasita, planta, ou mesmo um animal. O DNA heter6logc pode ser também
derivado de mais que uma fonte, i.e., uma construgdo multigénica ou uma proteina de fuséo.
O DNA heterélogo pode incluir também uma seqiiéncia reguladora que pode ser derivada de
uma fonte e o gene de uma fonte diferente. ‘

B. Regides de Controle

Cassetes efou construgdes de expressdo da invengdo, se codificam uma proteina
de imageamento ou gene(s) terapéutico(s), incluirao tipicamente varias regides de controle.
Essas regides de controle modulam tipicamente a expresséo do gene de interesse.

1. Promotores

Por todo o relatério descritivo, o termo “construgdo de expressdo” € para ser
entendido como incluindo qualquer tipo de construgéo genética contendo um acido nucléico
que codifica produtos génicos, onde parte ou toda a sequéncia de codificagdo de acidos
nucléicos é capaz de ser transcrita, por exemplo, toda ou parte de uma proteina de
imageamento ou proteina terapéutica. O transcrito pode ser traduzido em uma proteina, mas
ndo é necessario. Em certas modalidades, a express&o inclui tanto a expressdo de um gene
como a tradugdo de mRNA em um produto génico. Em outras modalidades, a expresséao
inclui somente a transcrigdo de um acido nucléico terapéutico tais como RNAs ou DNAs
inibidores. | '

O 4acido nucléico que codifica um produto génico esta sob controle transcricional de
um promotor. Um “promotor” refere-se a uma seqiiéncia de DNA reconhecida pelo
maquindario da célula, ou introduzida no maquinario introduzido, requerido para iniciar a
transcrigdo especifica de um gene. Em aspectos particulares, a transcrigdo pode ser
constitutiva, induzivel e/ou repressivel A frase “sob controle transcricional” significa que o

promotor est4 na localizagdo e na orientagdo corretas em relagédo ao &cido nucléico para
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controla a iniciagdo de RNA polimerase e a‘expressao do gene.

O termo promotor sera usado aqui para referir-se a um grupo de moédulos de
controle transcricional que sdo agrupados em torno do sitio de iniciagdo para RNA
polimerase Il. Muito do que se pensa sobre como os promotores s&o organizados deriva de
analises de promotores virais severos, inclusive aqueles para varios promotores retrovirais,
a HSV timidina quinase (tk) e as unidades de transcrigéo precoce de SV40.

Elementos de promotores adicionais regulam a freqiiéncia da iniciagaéo
transcricional. Tipicamente, esses estdo localizados na regido 30-110 bp a montante do sitio
de iniciagdo, embora véarios promotores tenham, também, sido mostrados recentemente

~ como contendo elementos funcionais a jusante do sitio de iniciagdo. O espagamento entre

os elementos de promotores é fregiientemente flexivel, de modo que a fungéo do promotor é
conservada quando os elementos s&o invertidos ou movidos com relagdo um ao outro.
Dependendo do promotor, parece que elementos individuais podem funcionar ou
cooperativamente ou independentemente para ativar a transcrigao.

N3o se acredita que o promotor particular empregado para controlar a expressao de
uma seqiiéncia de acidos nucléicos de interesse seja importante, desde que ele seja capaz
de direcionar a expressdo do acido na célula alvejada. Assim, quando uma ceélula humana é
alvejada, é preferivel posicionar a regido de codificagdo de acido nucléico adjacente ao e
sob o controle de um promotor que é capaz de ser expresso em uma célula humana
alvejada. Falando de modo geral, tal promotor pode incluir tanto um promotor humano, viral
ou uma combinagao deles.

Em varias modalidades, o promotor de gene precoce imediato do citomegalovirus
humano (CMVIE), o promotor precoce de SV40, a repeti¢do terminal longa do virus de

sarcoma de Rous, B-actina, promotor de insulina de rato e gliceraldeido-3-fosfato

‘desidrogenase podem ser usados para obter alto nivel de expressao da sequiéncia de

codificagdo de interesse. O uso de outros promotores virais, retrovirais ou celulares
mamiferos ou de fago bacteriano, que sdo bem conhecidos na técnica para obtengao de
expressdo de uma seqiiéncia de codificagéo de interesse é também contemplado, desde
que os niveis de expressdo sejam suficientes para um determinado propoésito. Ao se
empregar um promotor com propriedades bem conhecidas, o nivel e o padréo da expresséo
da proteina de interesse seguinte a transfecgdo ou transformagéo podem ser otimizados.

A selegdo de um promotor que € regulado em resposta a sinais fisiol6gicos
especificos ou sintéticos pode possibilitar a expressao induzivel do produto génico em
comparagdo com a célula sob condigdes ndo induziveis. Por exemplo, no caso onde a
expressdo de um transgene, ou de transgenes quando um vetor multicistrdnico € utilizado é
téxica para as células onde o vetor & produzido, pode ser desejavel proibir ou reduzir a

expressdo de um ou mais dos transgenes. Exemplos de transgenes que podem ser toxicos
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para a linhagem de célula produtora sdo genes pré-apoptéticos ou de citocina. Varios
sistemas de promotores induziveis estdo disponiveis para a produgéo de vetores virais onde
o produto transgénico pode ser toxico. }

O sistema de ecdisona (Invitrogen, Carlsbad, CA) € um desses sistemas. Esse
sistema é projetado para permitir a expressdo regulada de um gene de interesse em células
mamiferas. Ele consiste em um mecanismo de expressdo rigorosamente regulado que
virtualmente ndo permite a expressdo em nivel basal do transgene, mas acima de 200 vezes
de capacidade de indugdo. Um outro sistema induzivel que seria (til é o sistema Tet-Off ™
ou Tet-On™ (Clontech, Palo Alto, CA) desenvolvido originalmente por Gossen e Bujard
(Gossen e Bujard, 1992; Gossen et al., 1995). Esse sistema também permite que altos
niveis de expressdo de gene sejam regulados em resposta a tetraciclina ou aos derivados
de tetraciclina tal como doxiciclina.

Em algumas circunstancias, pode ser desejavel regular a expressdo de um
transgene em um vetor de expressao terapéutica. Por exemplo, promotores virais diferentes
com resisténcias variaveis de atividade podem ser utilizados dependendo do nivel de
expressdo desejado. Em células mamiferas, o promotor precoce imediato de CMV é
freqlientemente usado para proporcionar ativagao transcricional forte. VersGes mbdificadas
do promotor de CMV que sdo menos potentes tém sido também usadas quando niveis
reduzidos de expresséo de transgene sdo desejados. Quando se quer a expressdo de um
transgene em células hematopoiéticas, os promotores retrovirais, tais como LTRs de MLV
ou de MMTV, sdo usados freqlientemente. Outros promotores virais que podem ser usados
dependendo do efeito desejado incluem SV40, RSV LTR, HIV-1 e HIV-2 LTR, promotores de
adenovirus tais como E1A, E2A, ou regido de MLP, AAV LTR, virus do mosaico da couve-
flor, HSV-TK, e virus do sarcoma aviario.

Similarmente, promotores especificos e seletivos podem ser usados para efetuar a
transcricdo em tecidos ou células especificas de modo a reduzir a toxidez potencial ou
efeitos indesejaveis para tecidos ndo alvejados. Por exemplo, promotores tais como PSA,
probasina, acido prostatico fosfatase ou calicreina glandular especifica da préstata (hK2)
podem ser usados para alvejar a expressdo do gene alvo na préstata. Similarmente, os
seguintes promotores podem ser usados para alvejar a expressédo do gene alvo em outros
tecidos (Tabela 1).

Em certas indicagbes, pode ser desejavel ativar a transcrigdo em tempos
especificos depois da administragdo do vetor da terapia génica. Isso pode ser feito com tais
promotorés como aqueles que séo regulaveis por horménio ou por citocina. Por exemplo,
em aplicagdes terapéuticas onde a indicagdo é um tecido gonodal ondé esterdides
especificos sdo produzidos ou enviados, o uso de promotores de androgénio ou estrogénio

pode ser vantajoso. Tais promotores que sdo regulaveis por horménios incluem MMTV, MT-
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1, esdisona e RuBisco. E esperado que outros promotores regulados por hormdnios, tais
como aqueles responsivos aos horménios da tiredide, pituitarios e adrenais, sejam Gteis na
presente invengdo. Os promotores responsivos a citocina e proteina inflamatéria que
poderiam ser usados incluem K e T Cininogénio (Kageyama et al., 1987), c-fos, TNF-alfa,
proteina reativa C (Arcone et al., 1988), haptoglobina (Oliviero et al., 1987), amildide A 2
sérico, C/EBP alfa, IL-1, IL-5 (Poli e Cortese, 1989), Complemento C3 (Wislon et al., 1990),
IL-8, glicoproteina acido alfa-1 (Prowse e Baumann, 1988), alfa-1-antitipsina, lipoproteina
lipase (Zechner et al., 1988), angiotensinogénio (Ron et al., 1990), fibrinogénio, c-jun
(induzivel por éstere forbol, TNF-alfa, radiagdo UV, acido retindico, e peroxido de
hidrogénio), colagenase (induzida por ésteres forbol e é&cido retinoico), metalotioneina
(induzivel por metal pesado e glicocorticdide), Estromelisina (induzivel por éster forbol,
interleucina-1 e EGF), alfa-2 macroglubulina e alfa-1 antiquimiotripsina. Promotores
especificos de tumor, tais como osteocalcina, elemento responsivo a hipoxia (HRE), MAGE-
4, CEA, alfa-fetoproteina, GRP78/BiP e tirosinase podem ser também usados para regular a
expressao génica em células tumorais.

E contemplado que qualquer dos promotores acima sozinhos ou em combinagao
um com o outro podem ser (teis de acordo com a presente inveng&o, dependendo da agéo
desejada. Além disso, essa lista de promotores ndo deve ser interpretada como sendo
exaustiva ou limitativa. Aqueles versados na técnica terdo conhecimento de outros
promotores que podem ser usados em conjunto com os promotores e métodos descritos
aqui. _
TABELA 1. PROMOTORES ESPECIFICOS DE TECIDO
TECIDO Promotor

Pancreas Insulina

Elastina
Amilase
pdr-1 pdx-1
" glicocinase
Figado Albumina PEPCK
Intensificador de HBV
o fetoproteina
apolipoproteina C
a-1 antifripsina
vitelogenina, NF-AB
Transtiretina
Musculo esquelético Cadeia de Miosina H

Creatina cinase do musculo
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Distrofina
Calpaina p94
Alfa-actina esquelética

Fast troponina 1

Pele Queratina K6
Queratina K1
Pulméao CFTR

Citoqueratina humana 18 (K18)
Proteinas A, B e C tensoativas pulmonares
CC-10
P1
Musculatura lisa sm22 a
SM-alfa-actina
Endotélio Endotelina-1
E-selectina
Fator de von Willebrand
TIE (Korhonen et al., 1995)

KDR/flk-1
Melanécitos Tirosinase
Tecido adiposo Lipoproteina lipase (Zechner et al., 1988)

Adipsina (Spiegelman et al., 1989)
acetil-CoA carboxilase (Pape e Kim, 1989)
glicerofosfato desidrogenase (Dani ef al., 1989)
adipocito P2 (Hunt et al., 1986)

Sangue B-globina

2. Intensificadores

Os intensificadores sdo elementos genéticos que aumentam a transcrigédo de um
promotor localizado em uma posigdo distante na mesma molécula de DNA. Os
intensificadores s&o organizados de modo bastante similar aos promotores. Ou seja, eles
séo compostos de muitos elementos individuais, cada um dos quais se liga a uma ou mais
proteinas transcricionais. A distingdo basica entre intensificadores e promotores €
operacional. Uma regido intensificadora deve ser, como um todo, capaz de estimular a
transcrigdo em uma distancia; isso ndo precisa ser verdadeiro para uma regido de promotor
ou seus elementos componentes. Por outro lado, um promotor deve ter um ou mais
elementos que direcionam a iniciagdo da sintese de RNA em um sitio particular e em uma
orientagdo particular, ao passo que os intensificadores carecem dessas especificidades.
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Promotores e intensificadores estdo freqiilentemente se sobrepondo e contiguos,
freqientemente parecendo ter uma organizagdo modular muito similar.
Embaixo esta uma lista de promotores adicionais para os promotores especificos

para tecidos, listados acima, promotores/intensificadores celulares e
promotores/intensificadores induziveis que poderiam ser usados em combinagdo com 0
acido nucléico que codifica um gene de interesse em uma construgéo de expresséo (Tabela
2 e Tabela 3). Adicionalmente, qualquer combinagdo de promotor/intensificador (como a
Base de Dados de Promotores Eucariéticos EPDB) poderia ser usada também para acionar
a expressdo do gene. Células eucarioticas podem suportar a transcricdo citoplasmica de
certos promotores bacterianos se a polirherase bacteriana apropriada € provida ou como
parte do complexo de distribuigdo ou como uma construgéb de expressdao genética
adicional.

~ Em modalidades preferidas da invengdo, uma construgéo de expresséo terapéutica
compreende um virus ou construgdo engenheirada derivada de um genoma viral. A
capacidade de certos virus de entrarem nas células via endocitose mediada por receptor e
para se integrarem ao genoma da célula hospedeira e expressarem os genes virais estaveis
e eficientemente fez com que eles se tornassem candidatos atraentes para a transferéncia
de genes estranhos para as células mamiferas (Ridgeway, 1988; Nicolas e Rubenstein,
1988; Baichwal e Sugden, 1986; Temin, 1986).

TABELA 2

INTENSIFICADOR

Cadeia Pesada da Imunoglobulina

Cadeia Leve da Imunoglobulina

Receptor de Células T
HLA DQ o and DQ 8

B-Interferon

Interleucina-2

Receptor de Interleucina-2
MHC Classe Il 5

MHC Classe Il HLA-DR
B-Actina

Creatina Cinase do Musculo

Prealbumina (Transtiretina)

Elastase /

Metalotioneina

Colagenase
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INTENSIFICADOR

Gene de Albumina

o-Fetoproteina

1-Globina

B-Globina

e-fos

c-HA-ras

Insulina

Molécula de Adesdo a Célula Neural (NCAM)

a1-Antitripsina

H2B (TH2B) Histona

Colageno de camundogo ou do Tipo |

Proteinas Reguladas por Glicose (GRP94 e GRP78)

Horménio de Crescimento do Rato

Amildide A Sérico Humano A (SAA)

Troponina I (TN I)

Fator de Crescimento Derivado de Plaqueta

Distrofia Muscular de Duchene

SVv40

Polioma

Retrovirus

Papilomavirus

Virus da Hepatite B

Virus da Imunodeficiéncia Humana

Citomegalovirus

Virus da Leucemia do Macaco Gibbon

TABELA 3
Elemento Indutor
MT Il Ester Forbol (TPA)

Metais Pesados

MMTV (virus de tumor mamario | Glucocorticoids

do camundongo)




10

15

38

R-Interferon = Poli(r)X
Poli(rc)
Adenovirus 5 E2 Ela
c-jun Ester Forbol (TPA), H;0,
Colagenase Ester Forbol (TPA)
Estromelisina Ester Forbol (TPA), IL-1
SV40 Ester Forbol (TPA)
Gene de Murino MX Interferon, Virus da Doenga Newcastle
Gene GRP78 A23187
a-2-Macroglobulina IL-6
Vimentina Soro
Gene H-2kB de Classe | de MHC | Interferon
HSP70 Ela, Antigeno T Grande de SV40
Proliferina Ester Forbol-TPA
Fator de Necrose Tumoral FMA
Gene do Horménio Estimulador | Horménio da Tiredide
da Tiredide a
Insulina E Box Glicose

C. Sinais de Poliadenilagdo

Os sinais de poliadenilagdo podem ser usados em vetores terapéuticos e/ou de
imageamento. Quando uma insergdo de cDNA é empregada, seré tipicamente desejado
incluir um sinal de poliadenilagéo para efetuar a poliadenilagéo prépria do transcrito do gene.
Nio se acredita que a natureza do sinal de poliadenilagdo seja crucial para o sucesso da
pratica da invengao, e qualquer de tal sequéncia pode ser empregada tais como sinais de
poliadenilacdo do hormdnio de crescimento humano ou bovino e de SV40. Também
contemplado como um elemento do cassete de expressdo € um terminador. Esses
elementos podem servir para intensificar os niveis de mensagem e minimizar a leitura
através do cassete em outros processos.

D. Genes Terapéuticos 7

Particulas de AAVP da invengdo podem ser usadas para distribuir uma variedade
de agentes terapéuticos ou de imageamento, incluindo vetores de expresséo terapéutica. A
presente invengdo contempla o uso de uma variedade de genes terapéuticos diferentes. Por
exemplo, genes que codificam enzimas, horménios, citocinas, oncogenes, receptores,
canais de ions, supressores de tumor, fatores de transcrigdo, marcadores selecionaveis de
farmacos, toxinas e varios anﬁgenos sdo contemplados como genes adequados para uso de

acordo com a presente invengdo. Além disso, construgcdes de RNA anti-sentido ou inibidor,
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derivadas de oncogenes, sdo outros “genes” de interesse de acordo com a presente
invengao.

De acordo com a presente invengdo, um gene ou polipeptideo selecionado pode se
referir a qualquer proteina, polipeptideo, ou peptideo. Um gene ou polipeptideo terapéutico é
um gene ou polipeptideo que pode ser administrado a um paciente com a finalidade de
tratar ou prevenir uma doenga. Por exemplo, um gene terapéutico por ser um gene
administrado a um paciente para tratamehto ou prevengdo de cancer. Exemplos de genes
terapéuticos incluem, mas sem limitagdo, Rb, CFTR, p16, p21, p27, p57, p73, C-CAM, APC,
CTS-1, zac1, scFV ras, DCC, NF-1, NF-2, WT-1, MEN-I, MEN-Il, BRCA1, VHL, MMAC1,
FCC, MCC, BRCA2, IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-11 IL-12, GM-
CSF, G-CSF, timidina quinase, Bax, Bak, Bik, Bim, Bid, Bad, Harakiri, Fas-L, mda-7, fus,
interferon «, interferon B, interferon y, p53, ABLI, BLC1, BLC6, CBFA1, CBL, CSFIR, ERBA,
ERBB, EBRB2, ETS1, ETS2, ETV6, FGR, FOX, FYN, HCR, HRAS, JUN, KRAS, LCK, LYN,
MDM2, MLL, MYB, MYC, MYCL1, MYCN, NRAS, PIM1, PML, RET, SRC, TAL1, TCL3, YES,
MADH4, RB1, TP53, WT1, TNF, BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NT5,
ApoAl, ApoAlV, ApoE, Rap1A, citosina desaminase, Fab, ScFv, BRCA2, zac1, ATM, HIC-1,
DPC-4, FHIT, PTEN, ING1, NOEY1, NOEY2, OVCA1, MADR2, 53BP2, IRF-1, zaci,
DBCCR-1, rks-3, COX-1, TFPI, PGS, Dp, E2F, ras, myc, neu, raf, erb, fms, trk, ret, gsp, hst,
abl, E1A, p300, VEGF, FGF, trombospondina, BAI-1, GDAIF, ou MCC.

Outros exemplos de genes terapéuticos incluem genes que codificam enzimas.
Exemplos incluem, mas sem limitagdo, ACP dessaturase, uma ACP hidroxilase, uma ADP-
glicose piroforilase, uma ATPase, uma alcool desidrogenase, uma amilase, uma
amiloglicosidase, uma catalase, uma celulase, uma ciclooxigenase, uma descarboxilase,
uma dextrinase, uma esterase, uma DNA polimerase, uma RNA polimerase, uma hialuron-
sintase, uma galactosidase, uma glucanase, uma glicose oxidase, uma GTPase, uma
helicase, uma hemicelulase, uma hialuronidase, uma integrase, uma invertase, uma
isomerase, uma quinase, uma lactase, uma lipase, uma |ipdxigenase, uma liase, uma
lisozima, uma pectinaesterase, uma peroxidase, uma fosfatase, uma fosfolipase, uma
fosforilase, uma poligalacturonase, uma proteinase, uma peptidase, uma pulanase, uma
recombinase, uma transcriptase reversa, uma topoisomerase, uma Xxilanase, um gene
reporter, uma interleucina, ou uma citocina. _

Outros exemplos de genes terapéuticos incluem o gene que codifica carbamoil
sintetase |, ornitina transcarbamilase, arginossuccinato sintetase, arginossuccinato liase,
arginase, fumarilacetoacetato hidrolase, fenilalanine hidroxilase, alfa-1 antitripsina, glicose-6-
fosfatase, receptor de lipoproteina de baixa densidade, porfobilinogénio desaminase, fator
VIIl, fator IX, cistationa beta.-sintase, cetoacido de cadeia ramificada descarboxilase,

albumina, isovaleril-CoA desidrogenase, propionil CoA carboxilase, metil malonil CoA
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- mutase, glutaril CoA desidrogenase, insulina, -glicosidase, piruvato carboxilase, fosforilase

hepatica, fosforilase quinase, glicina descarboxilase, H-proteina, T-proteina, ATPase
transportadora de cobre da doenga de Menkes, ATPase transportadora de cobre da doenga
de Wilson, citosina desaminase, hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase, galactose-1-
fosfato uridiltransferase, fenilalanina hidroxilase, glicocerbrosidase, esfingomielinase, -L-
iduronidase, glicose-6-fosfato desidrogenase, HSV timidina quinase, ou timidina quinase
humana.

Genes terapéuticos incluem também horménios que codificam genes. Exemplos
incluem, mas sem limitagdo, genes que codificam o horménio do crescimento, prolactina,
lactogénio placentario, horménio luteinizante, horménio foliculo estimulante, gonadotropina
coridnica, horménio estimulador da tiredide, leptina, adrenocorticotropina, angiotensina |,
angiotensina Il, p-endorfina, horménio estimulador de PB-melandécito, colecistocinina,
endotelina |, galanina, peptideo inibidor géastrico, glucagon, insulina, lipotropinas,
neurofisinas, somatostatina, calcitonina, peptideo relacionado ao gene de calcitonina,
peptideo relacionado ao gene de B-calcitonina, hipercalcemia do fator de malignidade,
protel'ha relacionada ao hormdnio paratiredide, peptideo similar ao glucagon,
pancreastatina, peptideo pancreatico, peptideo YY, PHM, secretina, peptideo intestinal
vasoativo, oxitocina, vasopressina, vasotocina, encefalinamida, metorfinamida, horménio
estimulador de alfa melandcito, fator natriurético atrial, amilina, componente de amiléide P,
horménio liberador de corticotropina, fator liberador do horménio de crescimento, horménio
liberador do horménio luteinizante, neuropeptideo Y, substdncia K, substédncia P, ou
horménio ‘Iiberador de tirotropina

Em ainda uma outra modalidade, o gene heterélogo pode incluir um anticorpo de
cadeia simples. Métodos para a produgdo de anticorpos de cadeia simples sdo bem
conhecidos daqueles versados ha técnica. O técnico no assunto deve se referir a Patente
US 5.359.046 (aqui incorporada a titulo de referéncia) para tais métodos. Um anticorpo de
cadeia simples é criado para se fundir juntamente com os dominios variaveis das cadeias
pesadas e leves usando um ligante de peptideo curto, reconstituindo, assim, um sitio de
ligagédo de antigeno em uma molécula simples.

E. Construgdes Multigénicas e IRES

Em certas modalidades da invengéo, o uso de elementos de sitios de ligagdo de
ribossomos internos (IRES) é para criar mensagens policistronicas multigénicas (Pelletier e
Sonenberg, 1988). Elementos de IRES de dois membros da familia do picanovirus (pdlio e
encefalomiocardite) foram descritos (Pelletier e Sonenberg, 1988), bem cdmo um IRES de
uma mensagem mamifera (Macejak e Sarnow, 1991). Os elementos de IRES podem ser
ligados a quadros de leitura aberta heterélogos. Quadros de leitura aberta multiplos podem
ser transcritos juntos, em que cada um é separado por um IRES, criando mensagens
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policistronicas. Em virtude do elemento de IRES;cada quadro de leitura aberta é acessivel
aos ribossomas para tradugdo eficiente. Genes muitiplos podem ser eficientemente
expressos usando um promotor/intensificador simples para transcrever uma mensagem
simples. Qualquer quadro de leitura aberta heterélogo pode ser ligado aos elementos de
IRES. Isso inclui genes para proteinas secretadas, proteinas de subunidades multiplas,
codificadas por genes independentes, proteinas intracelulares ou ligadas a membrana e
marcadores selecionaveis. Desse modo, a expressdo de varias proteinas pode ser
simultaneamente engenheirada em uma célula com uma construgéo simples e um marcador
selecionavel simples.

F. Preparagdo dos Acidos Nucléicos

Um acido nucléico pode ser preparado por qualquer técnica conhecida por aquele
com conhecimento ordinario da técnica, tal como, por exemplo, sintese quimica, produgao
enzimatica ou produgdo biolégica. Um exemplo nédo limitativo de um acido nucléico
produzido enzimaticamente inclui aquele produzido por enzimas em reacbes de ampliagéo
tal como PCR™ (vide, por exemplo, a Patente US 4.683.202 e a Patente US 4.682.195,
cada uma aqui incorporada a titulo de referéncia), ou pela sintese de um oligonucleotideo
descrito na Patente US 5.645.897, aqui incorporada a titulo de referéncia. Um exemplo néo
limitativo de um &cido nucléico produzido biologicamente inclui um &cido nucléico
recombinante produzido (i.e., replicado) em uma célula viva, tal como um vetor de DNA
recombinante replicado em bactérias (vide, por exemplo, Sambrook et al., 2001, aqui
incorporado a titulo de referéncia).

IIl. COMPOSICOES FARMACEUTICAS E VIAS DE ADMINISTRACAO

Quando aplicagdes clinicas s&o contempladas, sera necessario preparar
composigdes farmacéuticas das composigdes de AAVP (composigoes terapéuticas) em uma
forma apropriada para a aplicagdo pretendida. Geralmente, isso permitira preparar
composigdes que sdo essencialmente isenta de pirogénios, bem como de outras impurezas
que poderiam ser prejudiciais aos humanos ou animais.

Geralmente, sera desejado empregar sais e tampdes apropriados para tornar as
composigdes adequadas para a introdugdo em um paciente. As composi¢des aquosas da
presente invengdo compreendem uma quantidade eficaz do AAVP ou de outro agente
dissolvido ou disperso em um veiculo ou meio aquoso farmaceuticamente aceitavel. A frase
“farmacéutica ou farmacologicamente aceitavel’ refere-se a entidades moleculares e
composicdes que nao produzem reagdes adversas, alérgicas, ou outras reagoes impréprias
quando da administragdo a um animal ou a um humano.

Como usado aqui, “veiculo farmaceuticamente aceitavel” inclui qualquer um e todos
os solventes, meios de dispersdo, revestimentos, agentes antibacterianos ou antifingicos,
agentes isotonicos ou retardadores de absorgéo e similares. O uso de tais meios e agentes -
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para substancias farmaceuticamente ativas em bem conhecido da técnica. Excetuando-se
até onde qualquer meio ou agente convencional for incompativel com as composi¢des de
AAVP da presente invengdo, seu uso como um reagente de imageamento ou em
composigdes terapéuticas é contemplado. Ingredientes suplementarmente ativos, tais como
outros agentes anticancer, podem ser incorporados as composicdes. Sob condicdes
ordinarias de armazenagem e uso, essas preparagdes contém um conservante para impedir
o crescimento de microrganismos. Veiculos intravenosos incluem repositores de fluido e de
nutrientes. Conservantes incluem agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes
e gases inertes. O pH e a concentragdo exata dos varios componentes no produto
farmacéutico sdo ajustados de acordo com parédmetros bem conhecidos.

Uma quantidade eficaz da composigdo é determinada com base na meta
pretendida, tais como imageamento efou atenuagéo de uma condigdo ou doenga, tal como
cancer. O termo “dose unitaria” refere-se a uma unidade fisicamente separada e adequada
para uso em um paciente, em que cada unidade contém uma quantidade predeterminada da
composicdo terapéutica calculada para produzir a resposta desejada em associagdo com
sua administracdo, i.e., a via apropriada e o regime de tratamento. A quantidade a ser
administrada, tanto de acordo o nimero de tratamentos como da dose unitaria, depende de
o paciente a ser tratado, o estado do paciente, e a protecdo desejada. Quantidades precisas
da composicdo terapéutica dependem também do critério do clinico e s&o peculiares para
cada individuo.

Sso também contempladas composicdes em combinagdo que contém dois
ingredientes ativos. Em particular, a presente invengao proporciona composigbes que
contém composicdes de AAVP e pelo menos um segundo farmaco terapéutico, por
exemplo, um farmaco anti-neoplasico.

A. Administragao Parenteral

As composigdes ativas da presente invengdo podem ‘ser formuladas para
adminisfragéo parenteral, por exemplo, formuladas para injecdo via intravenosa,
intramuscular, subcuténea, e ainda vias intraperitoneais. A preparagdo de uma composigao
aquosa que contem um ou mais segundos agentes, como ingredientes ativos, sera
conhecida daqueles versados na técnica a luz da presente descrigdo. Tipicamente, tais
composigdes podem ser preparadas como injetaveis, sejam na forma de solugdes liquidas
sejam na forma de suspensdes; podem ser também preparadas formas solidas adequadas
ao uso na preparagdo de solugdes ou suspensdes, mediante a adigdo de um liquido antes
da injecdo; e as preparagdes podem ser também emulsificadas.

As formas farmacéuticas adequadas para uso injetavel incluem solugbes ou
dispersdes aquosas estéreis; formulagdes incluindo 6leo de gergelim, éleo de amendoim ou

propileno glicol aquoso; e pds estéreis para a preparagdo extemporanea de solugdes ou
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dispersdes injetaveis estéreis. Em todos os casos, a forma deve ser estéril e deve ser fluida
até onde existir facil seringabilidade.

O veiculo pode ser também um meio solvente ou de dispersédo contendo, por
exemplo, agua, etanol, poliol (por exemplo, glicerol, propileno glicol, e polietileno glicol
liquido, e similar), misturas adequadas destes, e 6leos vegetais. A fluidez prépriavpode ser
mantida, por exemplo, pelo uso de um revestimento, tal como lecitina, pela manutengéo do
tamanho de particula réquerido no caso de dispersdo e pelo uso de tensoativos. A
prevengéo da agdo de microrganismos pode ser obtida por varios agentes antibacterianos e
antifingicos, por exemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sorbico, timerosal e
similares. Em muitos casos, sera preferivel incluir agentes isotonicos, por exemplo, agucares
ou cloreto de sodio. Absorgdo prolongada das composigdes injetaveis pode ser conseguida

pelo uso nas composicdes de agentes retardadores de absorgdo, por exemplo,

monoestearato de aluminio e gelatina.

Solugdes injetaveis estéreis sdo preparadas pela incorporagdo dos compostos
ativos na quantidade requerida no solvente apropriado com varios dos outros ingredientes
enumerados acima, conforme requerido, seguido por esterilizagéo filtrada. Em geral, as
dispersdes sdo preparadas por incorporagéo dos varios ingredientes ativos esterilizados em
um veiculo estéril que contém o meio de dispersao basico e os outros ingredientes
requeridos daqueles enumerados acima. No caso de pés estéreis para a preparagéo de
solugbes injetaveis estéreis, os métodos para preparagéo, em particular, sdo técnicas de
secagem a vacuo e liofilizagdo, que rendem um pé do ingrediente ativo mais qualquer
ingrediente desejado adicional de uma solugédo previamente filtrada e estéril deste.

Para administracdo parenteral em uma solugdo aquosa, por exemplo, a solugéo
deve ser adequadamente tamponada, se necessario e o diluente liquido inicialmente
tornado isoténico com solugdo salina ou glicose suficiente. Essas solugbes aquosas
particulares sdo especificamente adequadas para administragéo intravenosa, intramuscular,
subcutanea, e intraperitoneal. Nesse contexto, meios aquosos estéreis que podem ser
empregados serdo bem conhecidos daqueles versados na técnica a luz da presente
exposigdo. Por exemplo, uma dosagem poderia ser dissolvida em 1 mL de solugéo de NaCl
isoténico e adicionada a 1.000 mL de fluido hipoderméclise ou injetada no sitio de infuséo
proposto (vide, por exemplo, “Remington’s Pharmaceutical Sciences”, 15% Edigao, paginas
1035-1038 e 1570-1580). Alguma variagdo na dosagem ocorrera necessariamente
dependendo da condigdo do paciente que estd sendo tratado. Aquele responsavel pela
administragéo determinara, em qualquer caso, a dose aprbpriada para o paciente individual.

A Para proporcionar uma melhor compreenséo da presente invengao, os seguintes
exemplos sdo dados. Os exemplos ndo devem, de nenhum modo, ser entendidos como

limitando ou definindo o inteiro escopo da invengao.
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IV. EXEMPLOS

Os seguintes 'exemplos sao fornecidos com a finalidade de ilustrar varias
modalidades da invencdo e ndo devem, de nenhum modo, serem considerados como
limitativos da invengdo. Aquele versado na técnica apreciara que a presente invengéo esta
bem adaptada para realizar outros objetivos e atingir as finalidades e as vantagens
mencionadas, bem como aqueles objetivos, propésitos e vantagens inerentes a ela. Os
presentes exemplos, juntamente com os métodos descritos aqui, sdo presentemente
representativos das modalidades preferidas, sdo exemplificativos, e ndo tém o propésito de
limitar o escopo da invengdo. Alteragdes neles e outros usos que estdo englobados pelo
espirito da invengdo, conforme definida pelo escopo das reivindicagdes deverdo ocorrer
aqueles versados na técnica.

EXEMPLO 1

ALVEJANDO O AAVP

A. Procedimentos Experimentais

Desenho, Construcédo, e Geragéo dé Particulas de AAVP alvejado. O fago RGD-4C
e o RGD-4C AAVP foram engenheirados em processo de duas etapas: geragdo de um
intermediario (RGD-4C fUSE5-MCS) e produgéo subseqiente da construgdo do fago RGD-
4C e RGD-4C AAVP. RGD-4C fUSE5-MCS continha a insergdo de oligonucleotideo que
codifica o peptideo alvejador especifico RGD-4C e um fragmento do plasmideo fMCS que
tinha um sitio de multiclonagem (MCS) para insergdo do cassete de expresséo eucariotica.
O fUSE5DNA derivado do fago RGD-4C e o fMCS DNA derivado do fago foram purificados
de lisados de E. coli hospedeira (MC1061). Obtivemos o intermediario RGD-4C fUSE5-MCS
por ligagdo de um fragmento BamHIISacll de 5,4 kb do plasmideo RGD-4C FUSES ao
fragmento BamHI/Sacll de 4,1 kb do plasmideo fMCS. A seguir, criamos uma AAVP-GFP
por clonagem do fragmento Pacl (2,8 kb) do plasmideo pAAV-eGFP (GFP intensificada;
Stratagene) de ITR para ITR para o sitio Pstl do RGD-4C fUSE5-MCS. Em resumo, o pAAV
foi digerido com Pacl para liberar um fragmento de 2,8 kb, que foi “blunted” com DNA
polimerase e clonado no sitio Pstl “blunted” do RGD-4C fUSE5-MCS. Para gerar as
construgdes de fago alvejado sem ITRs, um fragmento de 2,3 kb localizado entre as ITRs de
pAAV-eGFP e contendo pCMV-GFP e SV40 poliA foi liberado por digestdo em EcoRlI,
“blunted” com DNA polimerase, entdo clonado no MCS de RGD-4C fUSE5-MCS. Para
selecionar células que expressam GFP, o fragmento BamHI-Sac 1 do promotor de pQBI
fosfoglicerato cinase-1 (PGK; QBIOgene) e contendo um seqiiéncia de fusdo de GFPneo foi
clonado no sitio de Notl de AAVP ou nas construgées de fago de controle para assegurar
que a células expressando GFP fossem resistentes a G418. O fragmento de GFPneo de
pQBI PGK foi liberado por digestdo com BamHI e Sac1, e “blunted” com DNA polimerase;
entdo os ligantes fosforilados para Notl foram adicionados. Depois da digestdo com Notl, o
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fragmento de GFPneo de 1,57 kb foi clonado no sitio Notl de AAVP ou na construgdo de
fago ndo quimérico. Finalmente, para gerar uma particula de AAVP transportando o gene
para HSVtk ou Luc, o fragmento de BamHI-Not1 contendo a HSVtk foi subclonado no sitio
BamHI-Not1 do plasmideo pAAV para repor a GfP. A ITR-HSVtk-ITR ou os fragmentos de
ITR-Luc-ITR foram removidos de pAAV-HSVtk e pAAV-Luc foi entdo inserida no RGD-4C
fUSE5-MCS. As construgdes foram verificadas por seqiienciamento de DNA e analise de
restrigdo, purificadas do sobrenadante da cultura de E. coli hospedeira (MC1061), re-
suspensas em PBS e re-centrifugadas. Os sobrenadantes resultantes foram titulados em E.
Coli (k91Kan). Diluigdes em série foram plaqueadas em placa de agar Luria-Bertani
contendo tetraciclina e canamicina, e as unidades de transdugdo (TU) foram determinadas
por contagem das col6nias.

Ensaios de Ligagdo na Superficie da Célula Mamifera e Internalizag&o. Os
inventores usaram o método de selecdo (“biopanning”) e andlise rapida de ligantes
interativos seletivos (denominado BRASIL) (Giordano et al., 2001) para avaliar a ligagao de
fagos as células intactas. Em resumo, as células KS1767 foram desprendidas com
etilenodiaminatetraacetato (EDTA) e re-suspensas em meios de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) contendo BSA a 1% em 4 x 10° células por mL. A suspenséo de células
(50 uL) foi incubada com 10° TU de ou clones de RGD-4C AAVP ou de AAVP exibindo
versdes misturadas (scrambled) de RGD-4C (CDCFGDCRC (SEQ ID NO:2), CDCGFDCRC
(SEQ ID NO:3), CRCGFDC (SEQ ID NO:40, peptideo RGE-4C mutante, ou controle néo
alvejado. Depois de 2 horas, a mistura de AAVP/célula (fase aquosa) foi transferida para o
topo de uma fase organica imiscivel (solugdo de 200 uL em um tubo Eppendorf de 400 ulL)
consistindo em ftalato de dibutila:cicloexano (9:1 [v:vl, D = 1,03 g/mL) e centrifugada a
10.000 g por 10 minutos, a 4°C. O tubo foi entdo congelado rapidamente em nitrogénio
liquido, o fundo do tubo foi cortado, e o precipitado de célula-AAVP foi isolado e o AAVP
ligado @ membrana foi recuperado (Giordano et al., 2001).

Para internalizagdo nas células, células KS1767 foram crescidas em [@minas de
camara de tecido (Sistema de Lamina de Camara Lab-Tek II; Nalge Nunc International
Corp.), lavadas duas vezes com PBS, incubadas com 10° TU de RGD-4C AAVP ou de
AAVP de controle exibindo versdes misturadas (scrambled) de RGD-4C ou de RGE-4C em
DMEM contendo BSA a 1% a 37°C, e lavadas com PBS para remover AAVP ligado, depois
de 4 horas de incubagdo. Os clones ligados as membranas celulares foram eluidos
quimicamente por rinsagem das células com glicina 20mM (pH 2,3). A seguir, as células
foram lavadas trés vezes com PBS, fixadas com PBS contendo paraformaldeido (PFA) a
4%, & temperatura ambiente, por 15 minutos, lavadas com PBS, permeabilizadas com Triton
X-100 a 0,2%, lavadas com PBS, e bloqueadas com PBS contendo BSA a 1%. As células
foram entdo incubadas com uma diluigdo 1:2000 do anticorpo de bacteriéfago anti-M13
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priméario (Amersham) em PBS contendo BSA a 1% a temperatura ambiente,por 2 horas,
lavadas com PBS, e incubadas com uma diluigdo 1:2000 de um anticorpo secundario anti-
coelho conjugado a Cy3 em PBS contendo BSA a 1%, por 1 hora, a temperatura ambiente.
Finalmente, as células foram lavadas com PBS, fixadas com PBS contendo PFA a 4%,
montadas, e visualizadas em um microscépio 6ptico de fluorescéncia.

Resgate do AAV Recombinante de Células Transduzidas por Particulas de AAVP.
Células 293 humanas foram infectadas com RGD-4C AAVP-GFPneo ou RGD-4C fago-
GFPneo. Quatro dias depois da infecgdo, as células foram transfectadas com plasmideo de
expressdo de AAV rep e cap (pXX2) (Xiao et al., 1998) e superinfectadas com adenovirus
tipo 5 do tipo selvagem (Ad.). Assim, os genes de AAV rep e cap foram supridos por
transfecgao, e as fungdes auxiliadoras do adenovirus foram supridas por superinfecgdo. As
células foram colhidas 72 horas apés infecgdo adenoviral e os sobrenadantes foram entéo

usados para infectar novas células 293. A expressdo GFP foi-analisada usando FACS, 48

horas depois. Nesse ensaio, um AAV recombinante funcional foi gerado das células

transduzidas com a quimera de RGD 4C AAVP-GFP somente, mas n&o das células
transduzidas com a GFP do fago ndo quimérico ou de varios controles. Resultados similares
foram também obtidos com todos os clones de RG-4C AAVP, mas com nenhum dos clones
do fago.

Geragéo de Linhagens de Células Mamiferas Clonais. Células 293 humanas foram
infectadas com RGD-4C AAVP-GFPneo ou RGD-4C fago-GFPneo (a 10° TU por célula em
cada caso). Clones simples (n = 9 por grupo) foram isolados sob selecdo de G418 e
analisados quanto a expresséo de GFP por FACS nas 12 semanas depois da selegdo. OS
clones estaveis foram denominados clones de fago #1 — 9 para fago-GFPneo e clones de
AAVP #1 — 9 para AAVP-GFPneo.

Modelos de Tumor. A experimentagdo com animal foi revisada e aprovada pelo
Institutional Animal Research Committee. Camundongos contendo tumor foram
estabelecidos conforme descrito (Pasqualini et al., 1997; Arap et al.; Ellerby et al., 1999;
Hajitou et al., 2001; Arap et al. 2004; Marchib et al., 2004). Os camundongos foram
anestesiados por administragdo intraperitoneal de AvertinB ou por inalagdo de gas
(isoflurano a 2% e oxigénio a 98%). Construgdes alvejadas ou de controle foram
intravenosamente administradas. As células tumorais foram ftripsinizadas, contadas,
centrifugadas, e re-suspensas em meio isento de soro. Um total de 10° células de linhagens
de sarcoma de Kaposi (KS 1767), carcinoma da bexiga (UC3) ou carcinoma da prostata
(DU145) foi implantado subcutaneamente em camundohgos sem pelagem (nude),
imunodeficientes, de 6 semanas de idade. As células de tumor mamario de camundongb
EF43-FGF4 (5 x 10%) foram implantadas subcutaneamente em camundongos fémeas

BALB/c, imunocompetentes, de 6 semanas de idade. Os volumes tumorais foram calculados
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conforme descrito (Pasqualini et al., 1997; Arap et al.; 1998; Ellerby et al., 1999; Hajitou et
al., 2001; Arap et al., 2004; Marchib et al., 2004) e expressos como volume tumoral médio *
desvio padrao (DP). Quando os tumores alcangaram um volume de xenoenxerto derivados
de DU145 de -50 mm? (considerado pequeno) ou 150 mm (considerado grande) (dia 0), os
camundongos contendo tumor receberam uma dose intravenosa tnica de RGD-4C AAVP-
HSVik ou de controles. O tratamento com GVC (80 mg/kg por dia, via intraperitoneal) foi
iniciado dois dias mais tarde nas coortes de camundongos contendo tumor correspondendo
ao tamanho maior.

Imageamento Molecular-Genético em Camundongos Contendo Tumor. Para
imageamento molecular ndo invasivo, usamos um modelo de cancer da préstata com base
na linhagem de células humanas DU145 onde os camundongos sem pelagem (nude),
machos, contendo xenoenxertos de tumor na érea subcutanea do ombro direito foram
usados. Para imagear a expressdo de gene de Luc de vagalume, os camundongos
con_tendo tumor receberam uma dose unica (1 50 mg/kg) do substrato D-luciferina
(Xenogen) por administragao intraperitoneal. A emissdo fotdnica foi submetida ao
imageamento usando o Sistema de Imageamento /n Vivo 200 (IVIS200; Xenogen, CA)
depois da administragdo na veia da cauda do RGD-4C AAVP alvejado transportando o gene
de Luc ou controles (AAVP-Luc ndo alvejada néo, ou RGD-4C AAVPLuc misturadas
(scrambled)). Parametros de imageamento: tempo de aquisigdo da imagem, 1 minuto;
binning, 2; sem filtro; fistop, 1; campo de vista, 10 cm. As Regides de Interesse (ROI) foram
definidas manualmente sobre os tumores para medir as intensidades de sinail, expressas
como fétons/s/cm2/sr.

Embora BLI possa avaliar a viabilidade da célula de expressar o transgene em
sistemas experimentais, ele ndo é clinicamente aplicavel. Assim, para avaliar a viabilidade
dos xenoenxertos de tumor estabelecidos, os camundongos foram submetidos ao
imageamento com escaneador microPET (Concorde Microsystems, TN), 2 horas depois da
administragdo intravenosa de ["*F]-FDG 100 uCi/camundongo. ['®F]-FDG foi adquirido
comercialmente (PETNet, Houston, TX). Para submeter a expressdo do gene de HSVtk ao
imageamento, o imageamento por PET foi realizado de 1 a 2 horas depois da administragao
intravenosa do analogo de nucleosideo radiomarcado ['*F]-FEAU. O imageamento por PET
foi realizado em micerET R4 (Concorde Microsystems, Inc.) equipado com um leito de
posicionamento controlado por computador, tem um campo de vista (FOV) transaxial de
10,8 cm e axial de 8 cm, ndo tem septos e opera exclusivamente em modo de listagem
tridimensional. Os dados do modo de listagem integralmente tridimensional foram coletados
usando uma janela de energia de 350-750 keV e uma janela de tempo de 6 ns. Todos os
dados brutos foram inicialmente classificados em sinogramas tridimensionais, seguido por

re-binnig de Fourier e reconstrugdo de imagem OSEM usando o software ASIPRO VM
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% (Concord Microsystems, TN). Tamanho de pixel de imagem foi de aproximadamente 1 mm

transaxialmente, com uma espessura de lamina de 1,2 mm.

['®F]-FEAU radiomarcado foi sintetizado para pureza radioquimica maior que 99%
pelo uso de éter 5-etiluracil-2,5-bis-trimetilsililico como a base de pirimidina para
condensagdo com 1-bromo-2-des6xi-2-['°F]-fluor-3,5-di-O-benzoil-a-D-arabinofuranose,
como originalmente descrito por Alauddin et al. (2003). Para quantificar a concentragéo de
radioatividade derivada de ['®F]-FEAU ou de ["®F]-FDG em tumores e em outros érgéos e
tecidos, as regides de interesse foram colocadas sobre imagens e os valores medidos
convertidos de nCi/mm? para a % de dose injetada por grama (% de ID/g; Tjuvajev et al.,
1998). Imageamento por PET, repetitivo, com ["®F]-FEAU, foi realizado nos dias 3, 5, 10 e 16
depois da administragdo do AAVP transportando o gene de HSVtk ou o AAVP néo alvejado
de controle, conforme descrigdo acima; o tratamento com GCV foi administrado entre os
dias 11 e 19. Deve ser esclarecido que o imageamento com PET no dia 1 foi realizado 24
horas depois da dosagem de GCV para permitir que a eliminagéo de GCV fosse suficiente, o
que, do contrério, competiria com FEAU para fosforilado pela enzima HSVtk. Imageamento
por PET com ["®F]-FDG foi repetido no dia 17 depois da administragdo do AAVP para avaliar
a viabilidade do tumor residual, se algum.

Imunoistoquimica. Camundongos anestesiados foram mortos e perfundidos com
PBS contendo PFA a 4%. A vascularizagdo do tumor foi avaliada em secgbes congeladas
usando um anticorpo CD31 anti-camundongo (BD Biosciences). A analise da apoptose foi
realizada nas secgdes embutidas em parafina com um kit TUNEL (Promega). Para
imunodetecgdo de fago nos tecidos, as secgbes de parafina foram incubadas com um
anticorpo primério anti-fago de coelho (Sigma) seguido por um anticorpo secundario anti-
coelho conjugado & peroxidase (Dako). Laminas foram desenvolvidas com o substrato-
cromégeno 3,3-diaminobenzidina e contra-colorido com hematoxilina. Para imunocoloragao
da GFP, os 6rgdos e tumores foram fixados por 2 horas em PBS contendo PFA a 2% e
equilibrados por 48 horas em PBS contendo sacarose a 15%. As criossecgdes foram pos-
fixadas em PBS contendo PFA a 4%, por 20 minutos, e bloqueadas com soro de cabra a 5%
em PBS contendo BSA a 1% e Triton X-100 (PBS-T) a 0,1%. A seguir, a secgdes de tecido
foram incubadas com anticorpo de GFP purificados por afinidade com coelho (Sondas
Moleculares) em soro de cabra a 2% e BSA a 1%. As secgdes foram entéo coloridas com o
anti-coelho de cabra conjugado com o anticorpo secundério Alexa Flour 488 (Molecular
Probes) em PBS-T e BSA a 1%. Imunocoloragdes com av integrina foram realizadas sobre
secgdes congeladas fixadas em acetona de tumores removidos de animais perfundidos com
PBS. As secgdes foram incubadas por 1 hora com o anticorpo primario monoclonal anti-ov
integrina de rato (Chemicon), seguido pelo anticorpo secundario anti-rato de cabra

conjugado com Cy3 (Jackson ImmunoResearch).
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Particulas Direcionadas A Ligantes S&o Funcionais em Células Mamiferas. Foram
construidos um virus quimérico alvejado compreendendo AAV recombinante e um clone de
fago fd-tet exibindo o peptideo ciclico duplo CDCRGDCFC (SEQ ID NO:2) (denominado
fago RGD-4C (Pasqualini et al., 1997; Arap et al., 1998). O peptideo de RGD-4C se liga as
av integrinas, um receptor de superficie de célula superexpresso em ambas as células
tumorais e no endotélio neo-angiogénico de vasos sangliineos de tumor (Brooks et al.,
1994; Pasqualini et al., 1997; Arap et al., 1998; Sipkins et al., 1998; Ellerby et al., 1999;
Hood et al., 2002). Para obtengdo de virus quiméricos (ainda referidos como AAV/fago;
AAVP), os inventores inseriram um cassete de gene eucariético de AAV recombinante em
uma regido intergenémica de fago RGD-4C (RGD-4C AAVP), fago sem inserg&o (AAVP ndo
alvejado), ou fago que exibe peptideos de controle, tal como RGD-4C AAVP misturado
(scrambled) ou AAVP mutante D a E (denominado RGE-4C) e acondicionado com o DNA do
fago no capsideo do fago (Figura 7). De modo a mostrar que os elementos cis do virus
quimérico alvejado com av integrina, resultantes, permanecem funcionais, os inventores
avaliaram as propriedades do ligante do peptideo de RGD-4C e as propriedades resultantes
das repetigdes terminais invertidas (ITRs) no contexto do AAVP. Inicialmente, para avaliar a
especificidade de peptideo, foi mostrado que o RGD-4C AAVP se liga as células mamiferas
expressando ov integrinas, em contraste com o AAVP n&o alvejado ou AAVP exibindo
peptideos de controle negativo tal como RGE-4C ou varias versdes misturadas (scrambled)
da seqiiéncia de RGD-4C (Figura 1A), que ndo se liga nem infecta as células mamiferas. Foi
também demonstrado que o RGD-4C AAVP transportando genes reporter pode mediar a
internalizagdo direcionada por ligante (Figura 1B) e a transdugé&o das células mamiferas
(Figura 1C) com relagéo aos controles. Para experimentos de internalizagdo em células, os
controles negativos incluiram AAVP ndo alvejado, varios RGD-4C-AAVP misturados
(scrambled), ou RGE-4C AAVP (Figura 1B); para experimentos de transdugéo de células,
AAVP n3o alvejado (Figura 1C), RGD-4C AAVP misturados (scrambled), ou RGE-4C AAVP
serviram como controles negativos. Consistente com esses resultados, os inventores
demonstraram previamente que o peptideo RGD-4C sintético inibe especificamente a
ligagdo celular e a internalizagdo de varias construgdes com base no fago RGD-4C
(Giordano et al., 2001; Chen et al., 2004, e resultados néo publicados). Finalmente, foi
mostrado que a transdugdo de células mamiferas podem sofrer também de competigéo
especifica pelo peptideo RGD-4C sintético com relagéo aos controles negativos tal como
AAVP n3o alvejado (Figura ID), RGD-4C misturado (scrambled), ou RGE-4C. Para excluir a
possibilidade de que alguns desses resultados (Figuras 1A e 1B) pudeésem representar um
artefato resultante da falha seletiva da etapa de lavagem de glicina (pH baixo) para remover
AAVP de membranas celulares, experimentos de controle de temperatura (gelado) foram

realizados (Giordano et al., 2001) onde a ligagdo das células foi observada, mas sem
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internalizagdo mediada por RGD-4C AAVP.

A seguir, para avaliar se as ITRs sdo ainda funcionais na particula de AAVP,
experimentos de resgate foram realizados. Mostramos que particulas de AAV recombinante
funcional sdo geradas de células mamiferas transduzidas somente com o RGD 4C AAVP,
mas nao das células transduzidas com construgdes de controle negativo (Figura 1E). Esses
dados estabelecem que a quimerizagdo genética resultante em uma particula de RGD-4C
AAVP nao altera fundamentalmente (i) as propriedades alvejadoras do peptideo do fago
RGD-4C direcionado a ligante ou (ii) a capacidade de resgatar as particulas de AAV
recombinante de células mamiferas transduzidas por RGD-4C AAVP. Um curso de tempo,
lado a lado, de uma expressao de transgene reporter revelou que a transdugéo de RGD-4C
AAVP era detectavel por muito mais tempo em comparagdo aquela do RGD-4C fago
(Tabela 4). '

Tabela 4. Expressao de transgene in vitro.

Dias depois dainfecgdo 0 5 10 15 20 30 35 40 45 50 55 60

Fago RGD-4C - =+ o+ - - - - - - - - -
RGD-4C AAVP - ++ ++ ++  ++ ++ H+ ++ + +

Dois observadores independentes calcularam a expressdo de GFP semi-
quantitativamente em pogos em triplicata de células 293 por pdnto de tempo.

Mecanismos Moleculares da Expressdo de Transgene. Para se ter uma idéia dos
mecanismos moleculares de expressdo de transgene mediada por particulas de AAVP, os
inventores investigaram o destino do genoma transduzido em células mamiferas.
Inicialmente, linhagens de células transduzidas estavelmente foram geradas pelo uso de
AAVP que expressam GFP-neo para possibilitar a selegdo dos clones de células
transduzidas, individuais. Tanto RGD-4C AAVP-GFPneo como fago RGD-4C-GFPneo
carecendo de ITRs de AAV foram usados para transduzir células 293 que expressam av
integrinas (Nakamura et al., 2002), e os clones foram isolados sob a sele¢ao de G418.
Experimentos de resgate mostraram AAV-GFPneo recombinante funcional gerado de todos
os clones de células 293 RGD-4C AAVP-GFPneo, mas nenhum gerado dos clones fago
RGD-4C-GFPneo, confirmando assim que os clones individuais quiméricos contém ITRs
funcionais. Embora as células transduzidas com o fago RGD-4C-GFPneo nédo quimérico
retivesse resisténcia a G418, a expressdo de GFP era geralmente mais fraca que aquela
dos clones RGD-4C AAVP-GFPneo (Figura 2A). Os inventores resolveram determinar o
destino do cassete de transgene GFPneo em clones transduzidos instavelmente por uma
digestdo de enzima de restrigo compreensiva de DNA gendmico seguido por analise com
base em Southern blotting e em reagdo em cadeia de polimerase (PCR) (Figura 2, Figura 8,

e Tabela 5). Para provar a persisténcia do cassete de transgene, o DNA gendmico foi
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digerido com Aflll e Xhol para detectar a liberagdo de cassetes de transgenes de tamanho
natural antes da analise. Tal liberag&o foi observada em 100% dos clones transduzidos por
RGD-4C AAVP (n = 9 de 9 clones), em comparagdo com somente em 33% dos clones (n =
3 de 9 clones) transduzidos pela construgdo de fago RGD-4C n&o quimérico (Figura 2B).
Um outro digestor de transigdo de DNA gendmico foi desenhado para detectar formas
concataméricas potenciais do cassete de transgene (Lieber et al., 1999; Hsiao et al. 2001).
A presenca de concatdmeros de cabega a cauda do cassete de transgene foi detectada em
67% dos clones transduzidos por RGD-4C AAVP (n = 6 de 9 clones), embora nenhum de
tais concatdmeros tenha sido detectado em clones transduzidos pela construgdo de fago
RGD-4C nao quimérico (Figura 2C). Para identificar formas concataméricas adicionais do
cassete de transgene, PCR multiplex foi realizada usando iniciadores que flanqueiam as
extremidades 5’ e 3’ das construgdes. Novamente, nenhum concatamero foi encontrado em
clones transduzidos por constru¢do do fago RDG-4C quimérico, ao passo que 100% dos
clones transduzidos por RGD-4C AAVP continham formas concataméricas (n = 9 de 9
clones), todos eles encontrados na orientagdo cabega a cauda (Figura 8B). Além disso, a
clonagem topo de produtos de PCR menores revelou a orientagéo de cabega a cauda do
cassete de transgene com delegdes de ITR (Figura 8C) (Yang et al., 1997). Finalmente,
embora os produtos grandes de PCR ndo pudessem ser seqlienciados, seus tamanhos
sugerem a presenca de concatdmeros com ITRs intactas no sitio de jungdo. Uma analise de
DNA para cada clone simples esta também detalhada (Tabela 5). N&o desejando esta ligado
a qualquer teoria ou mecanismo, esses dados sugerem que o AAVP pode render a
vantagem na expresséo de gene por meios de um destino alterado do cassete de transgene
através da manutengdo do cassete de transgene mamifero, inteiro, melhor persisténcia de
DNA epissémico, formagdo de concatémeros do cassete de transgene, ou talvez por uma
combinagdo destes mecanismos ndo mutuamente exclusivos. Essas observagbes s&o
consistentes com os recentes desenvolvimentos no entendimento do AAV (McCarty et al.,
2004). ,

Tabela 5. Destino do vetor DNA em clones de células 293 transduzidas
estavelmente por RGD-4C AAVP-GFneo ou fago RGD-4C-GFneo.

Fago RGD-4C ou|Contém Contém Contém formas | Cassete Comentarios e

RGD-4C AAVP | formas formas concateméricas |transgene |interpretagéo ‘

(denominagdo de |integradas |episomais |de cassete | preservado

clones de construto | de construto | transgene

estavelmente

trancritos)

Fago 1 Sim Nao Nao Nao

Fago 2 Sim Sim Nao Sim Forma episomal do
(episomal) | vetor fago de

comprimento total

Fago 3 Sim Nao Nao Sim

Fago 4 Sim Nao Nao Néao

|Fago 5 Sim Nao Nao Nao
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Fago 6

Sim

1 Sim

Sim
(episomal)

Forma episomal do
vetor fago de
comprimento total

Fago 7

Sim

Nao

Nao

Nao

Fago 8

Sim

Nao

Nao

Nao

Fago 9

Sim

Nao

Nao

Nao

AAVP 1

Sim

Sim

Sim

Sim

Forma episomal ndo
concatemérica de
vetor AAVVP de
comprimento  total
detectada. A forma
integrada

concatemérica com
sitio Stiol deletado.

AAVP 2

Sim

Sim

Sim

A forma
concatemérica é
cabega a cauda

com ITRs deletados |.

no sitio de jungéo.
iTRs flangueando
as seqiiéncias
concateméricas e
adjacentes séo
preservados.

AAVP 3

Sim

Sim

Sim

Sim

Forma episomal néo
concatemérica de
vetor AAVVP de
comprimento  total.
Pelo menos uma
forma integrada
contém
concateméricos de
cabega a cauda e
ITRs flanqueando o
concatemérico,
assim as
sequiéncias de
AAVP  adjacentes
sao preservadas.
Pelo menos uma
forma integrada
contém
concateméricos de
cabeca a cauda
com ITRs deletados
no sitio de juncgao.

AAVP 4

Sim

Sim

Sim

Sim

Forma episomal néo
concatemérica de
vetor AAVVP de
comprimento  total.
Pelo menos uma
forma integrada
contém

concateméricos de
cabega a cauda e
ITRs flanqueando o

concatemérico,
assim as
seqiiéncias de

AAVP  adjacentes
sdo  preservadas.
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Pelo menos uma
forma integrada
contém
concateméricos de
cabega a cauda
com ITRs deletados
no sitio de jungdo.

AAVP 5

Sim

Sim

Sim

Sim

Forma episomal ndo
concatemérica de
vetor AAVVP de
comprimento total.
Pelo menos uma
forma integrada
contém
concateméricos de
cabe¢a a cauda e
ITRs flanqueando o
concatemérico,
assim as
sequéncias de
AAVP  adjacentes
sdo preservadas.
Pelo menos uma
forma integrada
contém
concateméricos de
cabegca a cauda
com ITRs deletados
no sitio de juncéo.

AAVP 6

Sim

Nao

Sim

Sim

Os concateméricos
sdo cabega a cauda
com ITRs deletados
e sitios Stiol. Os
ITRs flanqueando o
cassete transgene
(concatemérico)
assim como as
sequéncias
adjacentes de AAVP
sdo preservados.

AAVP 7

Sim

Sim

Sim

Concateméricos sao
cabega a cauda
com ITRs
preservados.
Concateméricos
adicionais com ITRs
deletados.

AAVP 8

Sim

Sim

Sim

Pelo menos uma
forma integrada
contém

concateméricos de
cabega a cauda e
ITRs flanqueando o

concatemérico,
assim as
seqliéncias de

AAVP  adjacentes
sdo  preservadas.
Pelo menos uma
forma integrada
contém
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concateméricos de
cabega a cauda
com ITRs deletados
no sitio de juncéo.

AAVP 9 Sim Sim Sim Sim Forma episomal nao
concatemérica de
vetor AAVVP de
comprimento  total.
Pelo menos uma
forma integrada
contém

concateméricos de
cabega a cauda e
ITRs flanqueando o

concatemérico,
assim as
sequéncias de

AAVP  adjacentes
sdo  preservadas.
Pelo menos uma
forma integrada
contém
concateméricos de
cabeca a cauda
com ITRs deletados
no sitio de jungdo.

Alvejando Tumor In Vivo e Imageamento Molecular-Genético. Depois de
demonstrar que os elementos centrais da particula viral quimérica alvejada (i.e., o peptideo
RGD-4C e as ITRs de AAV) estdo intactos e funcionais e depois da elucidagdo dos
mecanismos moleculares da expressdo de gene mediada por AAVP em células mamiferas,
a especificidade e eficacia de distribuicdo de genes para o tumores depois da administragao
sistémica de AAVP foi avaliada. Como um modelo pré-clinico inicial foi feito uso de
camundongos sem pelagem (nude) contendo xenoenxertos tumorais subcutaneos derivados
de sarcoma de Kaposi humano KS 1767 (Arap et al., 1998; Ellerby et al, 1999).
Primeiramente, para verificar que a construgdo viral alveja os xenoenxertos derivados de
KS1767 em camundongos, RGD-4C AAVP ou um de varios controles negativos (AAVP nao
alvejado, RGD-4C AAVP misturado (scrambled), ou RGE-4C AAVP) foram administrados
intravenosamente. Depois de um tempo de circulagéo de 3 a 5 minutos, uma coloragéo anti-
AAVP forte na musculatura do tumor foi observada nos camundongos que receberam RGD-
AC AAVP-HSV, mas néo nos camundongos de controle (Figura 3A). Uma variante de RGD-
4C AAVP que codifica o gene da proteina fluorescente verde (GFP) foi usada como um
reporter para determinar, pelo uso de imageamento microscopico de imunofluorescéncia in
situ, se este vetor (RGD-4C AAVP-GFP) pode transduzir xenoenxertos derivados de KS
1767. Imunocoloragdo contra GPF em tumores e em diferentes 6rgéos foi realizada sete
dias depois da administragdo sistémica de ou RGD-4C AAVP-GFP ou construgdes de
controles negativos em camundongos contendo tumor. A imuofluorescéncia revelou a

expressdo de GFP largamente nos vasos sangiineos tumorais e células tumorais




r

10

15

20

25

30

35

55

circundantes em camundongos que receberam RGD-4C AAVP-GFP. Em contraste, nao foi
detectada coloragdo de GFP em tumores de camundongos de controle que receberam
AAVP-GFP nzo alvejada, misturada (scrambled), ou mutante (Figura 3B). Seu padrdo de
coloragdo sugere que a transdugéo direcionada por ligante é mediada por alvejamento de av
integrinas no endotélio vascular de tumores (Brooks et al., 1994; Pasqualini et al., 1997;
Arap et al., 1998; Sipkins et al., 1998; Ellerby et al., 1999; Giordano et al., 2001; Hood et al.,
2002; Chen et al., 2004). Consistentemente, vérios 6rgaos de controle n&o-alvo (cérebro,

figado, pancreas e rim) careciam de expressdo tecidual de GFP (Figura 9). Juntamente,

- esses resultados indicam que as particulas de RGD-4C AAVP podem alvejar

especificamente xenoenxertos de tumor por um mecanismo direcionado a ligante e
transduzir os mesmos depois da administragéo sistémica in vivo.

A seguir, os inventores avaliaram a eficacia de imageamento por bioluminescéncia
pré-clinica (BLI) e imageamento por PET molecular-genético clinicamente aplicavel com
['®F}-FEAU para monitoramento n&o invasivo da dinamica temporal e heterogeneidade
espacial da luciferase de vagalume (Luc) e da expressdo do gene reporter de HSVik,
respectivamente, em camundongos, Vivos, contendo tumor seguinte a administragdo
sistémica do RGD-4C AAVP. Esses estudos de imageamento molecular-genético foram
conduzidos em um modelo pré-clinico de cancer da préstata humano ja que este tumor
particularmente prevalente permanece um desafio para imageamento apropriado em
pacientes. Inicialmente, os inventores usaram uma configuragdo experimental padrao para
imageamento in vivo dos repérteres de transgene da Luciferase (Luc) de vagalume em
camundongos contendo tumor (Figura 4A). Os inventores selecionaram BLI de expresséo de
Luc porque ¢ um método bastante sensivel para imageamento de gene reporter em
camundongos e ndo tem virtuaimente nenhuma atividade residual ndo especifica nas
imagens (Gross e Piwnica-Worms, 2005A/ Gelovani e Blasberg, 2003/ Uhrbom et al., 2004/
Walensky et al., 2004). Uma expressé&o muito especifica de tumor de Luc foi préparada em
tumores DU145 em camundongos recebendo RGD-4C AAVP-Luc. Em contraste, sinais de
bioluminescéncia associadas ao tumor ndo puderam ser observados em camundongos de
controle recebendo AAVP-Lﬁc ndo alvejada ou RGD-4C AAVP-Luc misturada (scrambled).
Com todos os tipos de vetores de AAVP (AAVP-Luc ndo alvejada, RGD-4C AAVP-Luc
misturada  (scrambled), RGE-4C AAVP-Luc ou RGD-4C AAVP-Luc) nenhuma
bioluminescéncia foi observada em 6rgaos normais tais como figado, bago, ou rins. Esses
dados confirmam a especificidade de tumor de alvejamento mediada por RGD-4C AAVP e a
expressdo de transgene observada com estudos de imageamento com microscopia de
imunofiuorescéncia com RGD-4C AAVP-GFP. Consistente com os resultados anteriores
apresentados aqui (Figura 9), a cinética de distribuicdo sugere que apesar da depuragao
das particulas de fago (Geier et al., 1973; Pasqualini et al., 1998; Barbas et al., 2001), tal
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fendmeno ndo resulta em transdugdo de gene indesejavel do figado. Essas observagbes
estdo em forte contraste com a transdugdo ndo especifica bem documentada dos érgdos
normais (tal como o figado) pelos vetores de distribuicdo de gene virais mamiferos
(Shayakhmetov et al., 2005). Pelo uso de BLI in vivo, a expresséo de transgene reporter de
Luc dentro de tumores foi claramente detectada no dia 3 depois da administragdo de AAVP
e aumentada gradualmente para alcangar os niveis maximos no dia 10. BLI bidimensional
repetitiva da expressdo de gene reporte de Luc foi realizada um dia sim um dia néo e
proporcionou uma estratégia de custo efetivo inicial para estudar a especificidade, dindmica
temporal, e heterogeneicidade espacial da expressdo de transgene repérter mediada por
AAVP. Contudo, devido ao fato da BLI da expressdo do gene reporter Luc ndo ser
clinicamente aplicavel, inventores introduziram, a seguir, no vetor de AAVP o gene de
HSVtk, que podem ambos servir como um gene suicida (quando em combinagdo com
ganciclovir; GCV) € como um transgene repérter para imageamento por PET clinicamente
aplicavel com analogos de nucleosideos, radiomarcados, especificos de HSVtik (por
exemplo, ['?I-FAIU, ['®F]-FHBG, e ["®F]-FEAU).

Estudos anteriores estabeleceram que o imageamento por PET da expressdo de
HSVtk proporciona a capacidade de definir a localizagdo, magnitude e duragdo da
expressdo do transgene (Tjuvajev et al., 1998; Tjuvajev et al., 1999; Ray et al., 2001,
Massoud e Gambhir, 2003). Foi também previamente determinado que a magnitude de
tracadores radiomarcados acumulados em linhagens de células transduzidas com HSVtk e
tumores in vivo se correlaciona com o nivel de expressdo de HSVik (Blasberg e Tjuvajev,
2003; Gross e Piwnica-Worms, 2005a; Tai and Laforest, 2005). Nos estudos apresentados
aqui, os inventores selecionaram, sintetizaram e usaram o analogo de nucleosideo
radiomarcado 2'-[**F]-fliior-2’-desoxi-1-B-D-arabino-furanosil-5-etil-uracil (['®F]-FEAU), que é
um substrato radiomarcado melhor para a enzima HSVtk que outros analogos de
nucleosideo de consideragées farmacocinéticas (uma atividade residual muito baixa em
todos os érgéos e tecidos normais) (Kang et al., 2005). Ao se usar o imageamento de PET
repetitivo com ([**F]-FEAU (nos dias 0, 3, 5, 10 e 16), os inventores visualizaram e
quantificaram a dindmica temporal e a hetereogeneicidade de expressdo do gene de HSVtk
depois de uma administragdo sistémica Unica de RGD-4C AAVP-HSVik ou AAVP-HSVtk
nédo alvejada em xenoenxertos de tumor derivado de DU145 e de outros 6rgdos e tecidos
em camundongos sem pelagem (nude) (Figura 4B). Os tamanhos dos xenoenxertos de
tumor (aproximadamente 150 mm?) antes, bem como taxas de crescimento de tumor depois
da administragdo de ou RGD-4C AAVP-HSVtk ou AAVP-HSVtk n&o alvejada foram similares
em ambas as coortes de camundongos (Figura 4C). Imageamento com PET com (['’F]-
FEAU revelou um aumento gradual do nivel da expressdo de transgene de HSVtk em

tumores (aumento em % da dose, administrada, intravenosa, por grama) durante os cinco
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dias iniciais depois da administragéo de RGD-4C AAVP-HSVtk, seguido por estabilizagao
gradual dos niveis da expressao de HSVik no dia 10 depois da administragéo do vetor. Em
contraste, em camundongos contendo tumor de controle que estavam recebendo AAVP-
HSVtk ndo alvejada, somente uma menor quantidade de acimulo tumoral de ['®F]-FEAU foi
observada no dia 3, que rapidamente diminuiu para o nivel residual (Figura 4D). Consistente
com os experimentos de BLI precedentes, nenhuma expressdo de HSVtk detectavel por
PET com ['®F]-FEAU foi observada nos 6rgaos ou tecidos n3o alvo (Figura 4B). Certamente,
a atividade heterogénea de baixo nivel nas imagens de PET representa uma atividade
residual normal, que foi intencionalmente intensificada em imagens para demonstrar que
nenhum truncamento de baixos niveis de radioatividade foi feito para “aperfeigoar’
artificialmente a expressdo de HSVtk em tumores versus tecidos ndo alvo. Quando os
tumores cresceram para tamanhos confiavelmente palpaveis (aproximédamente 350-400
mm?), e o platd de expressdo de HSVik foi alcangado em tumores, o tratamento com GCV
foi iniciado em todas as coortes de animais (Figura 4C). Imageamento por PET com ['®F]-
fluordesoxiglicose (["®F]-FDG) serviu para monitorar o metabolismo da glicose e as
alteragdes induzidas por GCV. Dois dias antes de iniciar a terapia com GCV (dia 9 depois da
administragdo do vetor), os tumores DU145 em ambos os grupos de camundongos estavam
viaveis e acumularam ['®F]-FDG ativamente (Figura 4E). Depois da terapia com GCV, o
volume dos tumores em camundongos que receberam RGD-4C AAVP-HSKtk estava
significantemente menor que nos camundongos que receberam AAVP-HSVtk néo alvejada
(p<0,05. Figura 4C). Além disso, xenoenxertos de tumores foram também metabolicamente
suprimidos como evidenciado por uma'redugéo do acumulo de [*®F]-FDG (Figura 4E). Os
niveis de expressdo de HSVtk nos tumores dos camundongos administrados com RGD-4C
AAVP-HSVtk foram também significativamente reduzidos depois da terapia com GCV,
conforme evidenciado por uma redugdo acentuada do acumulo de ['®F]-FEAU nas imagens
por PET (Figura 4D), que foram obtidas 24 horas antes da Ultima dose de GCV (para evitar
competicio com FEAU). Esses estudos confirmam a especificidade do alvejamento do
tumor por RGD-4C AAVP e demonstram que o nivel de expressdo de transgene de HSVtk é
adequadamente alto para ativagao eficaz dos pré-férrhacos de GCV.

De modo a avaliar a eficacia horizontalmente em outros modelos pré-clinicos,
montamos um painel de linhagens de células tumorais de diferentes espécies e origens
histologicas e tumores gerados em camundongos imunossuprimidos ou imunocompetentes.
Coortes de camundongos contendo tumores derivados de sarcoma de Kaposi (KS1767)
receberam sistemicamente uma dose intravenosa unica de ou RGD-4C AAVP-HSVtk ou de
AAVP-HSVik néo alvejada (controle), seguido por tratamento com GCV em todos 0s grupos.
A supresséo acentuada de cresdimento de tumor foi observada em camundongos contendo

tumor que receberam RGD-4C AAVP-HSVtk, em comparagdo com camundongos tratados
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com veiculo ou camundongos que receberam AAVP ndo alvejado (Figura 5A). Efeitos
supressivos de crescimento de tumor similares foram observados em carcinomas da bexiga
derivados de UC3 (Figura 5B) e carcinomas da prostata derivados de DU145 (Figura 5C) em
camundongos sem pelagem (nude), mesmo quando xenoenxertos tumorais foram tratados
(Figura 5D) e consistentes com os resultados de imageamento apresentados (Figura 4).
Para excluir a possibilidade de que os efeitos antitumor observados fossem ou especificos
da espécie ou especificos dos xenoenxertos, procuramos analisar a eficacia da RGD-4C
AAVP-HSVtk em um modelo de tumor de camundongo padrdo. Escolhemos um tumor
isogénico ao qual células mamarias de camundongo EF43-FGF4 s&o administradas
subcutaneamente para induzir crescimento rapido dos tumores altamente vascularizados em
camundongos imunocompetentes (Hajitou et al., 2001). Inicialmente, mostramos “homing”
direcionado a ligante de RGD-4C AAVP para tumores derivados de EF43 FGF4 por
imunocoloragdo anti-fago (Figura 10). RGD-4C AAVP-GFP ou RGD-4C AAVP néo alvejado
foi administrado intravenosamente aos camundongos contendo tumores mamarios
isogénicos por um tempo de circulagio de 3 a 5 minutos. Diferentemente, o AAVP-GFP nao
alvejado, RGD-4C AAVP produziram uma forte coloragdo anti-fago em tumores (Figura
10A). A seguir, foi realizada imunofluorescéncia com um anticorpo anti-GFP em sete dias
depois da administragdo intravenosa para revelar forte expressdo de GFP nos tumores em
camundongos que receberam RGD-4C AAVP-GFP; em contraste, a coloragdo de GFP foi
detectada em tumores de camundongos que receberam AAVP-GFP; consistentemente, um
anticorpo anti-av integrina detectou forte expressdo em tumores EF43-FGF4 (Figura 10B).
Novamente, uma dose sistémica Gnica de RGD-4C AAVP-HSVtk seguida por GCV inibiu
acentuadamente o crescimento de tumores EF43-FGF-4 (Figuras 5E-G e Figura 6). Alem
disso, quando os tumores voltaram a crescer depois do término da terapia, administragGes
repetidas de RGD-4C AAVP-HSVik inibiram novamente o crescimento do tumor EF43-FGF4
e aperfeicoaram a sobrevivéncia dos camundongos contendo tumor (Figura 5F). Particulas
com base em fago s&o conhecidas por serem imunogénicas, mas esta caracteristica pode
ser modulada através do proprio alvejamento (Trepel et al., 2001). De fato, RGD-4C AAVP-
HSVtk mais GCV permaneceram surpreendentemente eficazes em camundongos
imun'ocompetentes vacinados com fago apesar dos titulos muito altos de IgG anti-fago
circulante (Figura 5G). Em experimentos seletivos, foi usado um painel compreensivo de
controles experimentais negativos incluindo apenas veiculo, veiculo mais GCV, AAVP néo
alvejado, e RGD-4C AAVP-GFP alvejada mais GCV (transduc;éo simulada (mock)) (Figura
6A). ,

Para verificar os efeitos pos-tratamento, os inventores obtiveram analise
histopatolégica detalhada dos tumores EF43 FGF4 recuperados sete dias depois da terapia.
Destruigdo extensiva do tumor causada pela dose sistémica unica de RGD-4C AAVP-HSVtk
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mais GCV foi observada:: Especificamente, a coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E)
revelou a destruicdo uniforme da &rea central do tumor e somente uma pequena borda
externa viavel: em contraste, AAVP-HSVtk ndo teve tal efeito (Figura 6B). Coloragdo com
um anticorpo anti-CD31 confirmou tanto os vasos sangtiineos de tumor rompidos dentro da
regido central do tumor como a vasculatura conservada em relagdo a borda externa, ao
passo que nenhum dano foi observado nos tumores tratados com AAVP-HSVtk ndo alvejado
(Figura 6B). Os inventores também avaliaram os tumores para coloragdo de marcagéo de
extremidade por clivagem de dUTP biotina mediada por desoxinucleotidil transferase
terminal (TUNEL), que marca células apoptoéticas, porque a estratégia de HSVtk/GCV esta
associada & morte apoptética das células (Hamel et al., 1996). Em tumores tratados com
RGD-4C AAVP-HSVik e GCV, coloragdo com TUNEL detectou apoptose na regido central
do tumor, mas ndo dentro da borda externa, embora nenhuma apoptose tenha sido
observada em tumores de camundongos que receberam quimera de AAVP-HSVtk na
alvejada (Figura 6B). Orgaos de controle removidos dos camundongos contendo tumor

tratado pelo mesmo protocolo nédo revelaram anormalidades histopatolégicas (Figura 11).

‘Juntos, esses resultados mostram que a manutengdo de uma Unica dose sistémica de RGD-

4C AAVP-HSVtk mais GCV pode suprimir o crescimento do tumor.

A contribuicdo relativa do alvejamento de cada compartimento de tumor (i.e.,
células tumorais versus endotélio vascular tumoral e/ou estroma) dependera do sistema de
ligante-receptor e do(s) modelo(s) usados. Por exemplo, a expresséo do alvo de membrana
(i.e., av integrina) em células tumorais variara de baixa (EF43 FGF4) a forte (KS1767). Além
disso, com excegdo da dose 6tima especifica para transdugéo de cada modelo (e aplicagdo)
usada, ha também um tempo étimo para examinar a expressdo do transgene. Em outras

palavras, a estequiometria da expressdo do gene reporter depende ndo somente dos niveis

- e padrdes da expressdo de reporter em células individuais, mas também do numero relativo

das células que expressam o transgene que estdo proliferando versus as células que
expressam o transgene que estao morrendo. Assim, enquanto os inventores usavam
parametros fixos para estes exemplos, posterior determinacdo das doses 6timas de AAVP
alvejado e os horarios em uma base caso a caso ainda se aplicam.

Os invehtores contemplam que uma ampla faixa de questdes biologicas
correntemente n3o trataveis bem além da oncologia molecular pode ser abordada usando
AAVP alvejado, especialmente em combinagdo com diferentes configuragbes de
imageamento molecular-genético, pré-clinico e clinico. Por exemplo, a distribuig@o sistémica
direcionada por ligante das construgdes com tecido e/ou promotores especificos de doencga
(em vez do promotor CMV) para sitios alvo permitira monitorar a expressao de seus genes
correspondentes in vivo; tal transcrigdo acionada por promotor da atividade de repoérter

permitira o estudo do trafego e enxerto de células. Varias aplicagdes de imageamento nao
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invasivo podem ser empregadas, tais como monitoramento experimental da degradagéo
especifica de substrato, interagdes de proteina-proteina e outros eventos moleculares via
transativagdo do repérter, complementagdo, ou estratégias de reconstituicdo (Luker et al.,
2004; De e Gambhir, 2005; Gross e Piwnica-Worms 2005b) em células e em animais
inteiros. Os inventores descreveram recentemente redes de nanoparticulas de ouro e
bacteri6fago como sensores biolégicos e agentes alvejadores de células (Souza et al.,
2006), tal tecnologia pode se combinada com AAVP direcionada por ligante para
adicionalmente aperfeicoar o imageamento molecular-genético. Em uma outra observagao,
o préprio AAVP pode proporcionar reagentes para estudar o papel mecanico das estruturas
de ITR na persisténcia do transgene e integragdo cromossdmica, pois (em contraste com
vetores de AAV) as construgdes com base em fago sem ITRs podem servir como controles
experimentais negativos. Assim, muitas outras aplicagbes de aIVejamento sistémico e
imageamento molecular in tandem s&o possiveis em um espago de tempo relativamente
curto com esta nova plataforma e suas ferramentas derivadas.

EXEMPLO 2

USO DE AAVP PARA ALVEJAR TNF-o EM VASCULATURA DO TUMOR

A. Métodos

Cultura de Células. Células endoteliais da veia umbilical humana (HUVEC) foram

obtidas da Cambrex (Walkersville, Maryland) e cultivadas em Meio-2 de Crescimento de
Células Endoteliais conforme descrigéo prévia (Tandle et al., 2005). Todos os experimentos
foram conduzidos com HUVEC na passagem 3-5. Células de melanoma humano M21 foram
crescidas em meio RPMI 1640 contendo soro a 10%, glutamina 2mM, 100 w/mL de
penicidila, 100 w/mL de estreptomicina, 100 WmL de gentamicina e fungizona. Células Pmel
foram crescidas em meio DMEM contendo soro a 10%, glutamina 2mM, 100 w/mL de
penicilina, 100 w/mL de estreptomicina, 100 w/mL de gentamicina e fungizona.

Construgédo de um AAVP Alvejado Expvressando TNF-o/EMAP-II. O desenho geral e
construgdo da cadeia principal de AAVP foi descrita por ‘Hajitou et al. (2006). Uma
construcdo de AAVP expressando TNF-o foi criada em duas etapas. Inicialmente, um
fragmento de 880 bp de Notl/Hindlll do pG1SiTNF foi digerido e ligado a um vetor de pAAV-
eGFP/Notl/Hind!ll repondo as seqiiéncias de gene de GFP (Hwu et al., 1993). Na segunda
etapa, fMCS/RGMCS e AAV-TNF foram digeridos por Pvull. Entao AAV-TNF-a com
repeticbes terminais invertidas (ITRs) foi re-ligado ao sitio de fMCS-/RGDMCS Pvull para
obter um vetor de AAVP. Assim, pfdTNF-a. é um vetor ndo alvejado, ao passo que ‘
pRGDTNF é um vetor alvejado com afinidade de ligagdo com os receptores de av integrina

na superficie celular.
Uma construgdo de AAVP expressando EPMAP-II foi criada em trés etapas. 0]

plasmideo pET-20b, expressando EMPA-II maduro foi um presente generoso de Paul
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Schimmel do The Scripps Research Institute, La Jolla, CA. Na primeira etapa, sequiéncias de
EMAP-II foram ampliadas de pET-20bEMAP-II, usando 3 iniciadores para incorporar sitios
de enzima de restrigdo e a seqiiéncia de sinal secretavel no produto de PCR. O iniciador 1 é
um iniciador de avango de 132 bp com o sitio de enzima de restricdo Notl na extremidade 5’
seguido por uma seqiiéncia de sinal (desenhada a partir d o vetor pSecTag2, Invitrogen,
Carlsbad, Califérnia) para secregdo extracelular de produto génico e sequéncias de EMAP-
II. O iniciador 2 € uma versao mais curta do iniciador 1 para facilitar a ampliagéo do produto
de PCR. O iniciador 3 é um iniciador reverso com um sitio de enzima de restrigdo Hindlll na
extremidade 3'. A ampliagcdo dé PCR gerou um produto de 667 bp com sitios de enzima Notl
e Hindlll e sequiéncia de sinal. Na segunda etapa, o produto de PCR de EMAP-I! foi clonado
no vetor de clonagem pCRII-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia). Os clones resultantes
foram seqiienciados, e entdo o fragmento de Notl/Hindlll de 667 bp foi ligado a um vetor de
pAAV-eGFP/Notl/Hindlll conforme explanagéo acima. Na terceira etapa, fMCS/RGDMCS e
AAV-EMAP-II foram digeridos por Pvull e ligados para obtengdo do vetor AAVP. Assim,
pfdEMAP-II é um vetor néo alvejado, ao passo que pPRGDEMAP-II € um vetor alvejado com
afinidade de ligagdo para receptores de av integrina de células. O iniciador 1:
5ATTTGCGGCCGCTTTACCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGC
TCTGGGTTCCAGGTTCCACTGGTGACGCGGCCCAGCCGGCCAGGCGCGCCGTAATGT
CTAAGCCAATAGATGTT 3 (SEQ ID NO:4); Iniciador 2:
5'ATTTGCGGCCGCTTTACCACCATGG 3’ (SEQ ID NO:5); Iniciador 3: &
CCCAAGCTTGGGTTATTTGATTCCACTGTTGC 3’ (SEQ ID NO:6). '

Purificagdo das Particulas de AAVP. Para obter particulas de AAVP néo alvejado e
alvejado, DNA foi eletroporado em MC1061 E. coli. Células e particulas de virus foram
purificadas do sobrenadante da cultura. Particulas de AAVP em grande escala foram
purificadas de células k91Kan permissivas. De modo a determinar o ndmero de unidades de
transdugdo bacteriana (TU), células k91 foram infectadas com diluigbes em série de
particulas de fago e plaqueadas em placas de agar de Luria-Bertani contendo tetraciclina e
canamicina. Tu foi entdo determinado por contagem do nimero de colénias bacterianas.

Ensaio de Internalizagdo de Fago /n Vitro. Células M21 foram deixadas crescerem
durante a noite em placas de tecidos de 6 pogos. Para estudar a internalizagéo do vetor, as
células foram lavadas com o meio e entdo infectadas com particulas virais a 37°C, por 3
horas. Depois da incubagéo, as placas foram colocadas sobre gelo, por 5 minutos, de modo
a interromper a internalizagéo viral. As particulas néo ligadas foram removidas por lavagem
extensiva das células na solugdo salina balanceada de Hank (HBSS). Particulas virais
extracelulares foram inativadas por tratamento com Subtilisina (3 mg/mL de subtilisina, Tris
20mM pH 7,5, EDTA 2mM pH 8,0 em HBSS sem calcio e sem magnésio) por 1 hora sobre

gelo (lvanenkov et al., 1999). Entdo, as células foram desprendidas com pipetagem
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cuidadosa e a subtilisina foi inativada com EDTA 2mM sobre gelo, por 15 minutos.As
células foram lisadas pelo uso de tamp&o de lise (Tris 10mM ph 7,5, EDTA 2mM pH 8,0 e
ortovanidato de sédio a 2%) para liberar as particulas de AAVP internalizadas. A
concentragdo de AAVP internalizado foi entdo determinada como TU, conforme descrigao
acima.

Ensaio de Imunofluorescéncia (IF). IF foi usada para observar as particulas virais
internalizadas em células M21. Em resumo, as células crescidas em laminas de vidro de
camara Lab-Tek de oito pogos (Nunc, Rochester, Nova lorque) foram infectadas com
particulas de AAVP usando DEMEM contendo soro a 10%, a 37°C, por 16 horas. Depois da
infecgdo, as células foram lavadas com PBS, as camaras foram removidas e as células
foram fixadas em formaldeido a 3,7% por 10 minutos. As células foram permeabilizadas com

saponina a 0,1% (Sigma, St. Louis, Missouri) em PBS, e bloqueadas com tamp&do de

_ bloqueio (PBS contendo BSA a 1%, azida sédica a 0,025%, e saponina a 0,1%) por 15

minutos. Depois da lavagem com tamp&do de permeabilizagédo, as células foram incubadas
com anticorpo anti-bacteriéfago de camundongo, por 1 hora, seguido por um anticorpo IgG
anti-camundongo conjugado com FITC, por 1 hora. Gaxetas foram destacadas e as células
foram montadas usando Antifade (MP Biomedicals, Solon, Ohio) e examinadas sob um
microscopio fluorescente Zeiss Axiovert.

Expressdo de Gene por Fago. As células M21 foram infectadas com particulas de
AAVP como no ensaio de internalizagdo. O meio foi reposto em 48 horas. No dia 4 e no dia
12, o sobrenadante da cultura foi coletado par medir os niveis de citocina secretavel por
ELISA (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia).

Ensaio do Fator Tecidual (FT). Para examinar se TNF-o/EMPA-II é funcional,
examinamos sua capacidade de induzir a sintese de TF em células endoteliais ECs. Em
resumo, 2 x 10° HUVEC foram plaqueadas em placas de cultura de tecido de 6 pogos, por
poco. No dia seguinte, as células foram tratadas com os sobrenadantes de cultura de M21
por 6 horas em meio RPMI isento de soro. As células foram lavadas com PBS e incubadas
com Tris 25 mM pH 7,5, por 10 minutos, a temperatura ambiente. As placas de cultura foram
entdo incubadas a -80°C, por 2 horas. Os lisados de células totais foram preparados em
tampdo de ensaio de fator tecidual (Tris 20mM pH 7,5, NaCl 150mM e BSA a 0,1%). Os
lisados foram clareados por centrifugagdo a 13.000 rpm, por 10 minutos. O lisado de 100 pL
foi analisado quanto a presenga de fator tecidual por medigdo do tempo requerido para
coagulagdo do plasma deficiente em Fator VIII (Geroge King Biomedical Inc., Overland Park,
Kansas) em presenca de CaCl, (Sigma, St. Louis, Missouri) em um Analisador de Micro-
Coagulagdo Amelung KC 4A (Sigma, St. Louis, Missouri). O tempo requerido para coagular
plasma deficiente em Fator.VIII foi convertido em unidades de fator tecidual usando uma

curva de calibragdo padréo plotada com concentragdes conhecidas de fator tecidual.
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Distribuicdo de AAVP in vivo e Detecgéo por Coloragdo com Imunofluorescéncia.
Todos os experimentos em animais foram conduzidos de acordo com protocolos aprovados
pelo NIH Animal Care and Use CommitTee. Camundongos sem pelagem (nude), fémeas,
atimicos, foram obtidos de Jackson Laboratories e alojados na unidade para animais, no
National Cancer Institutes. Células de melanoma humano (4 X 10°) foram inoculadas
subcutaneamente no flanco direito dos camundongos sem pelagem (nude). O volume
tumoral (mm?) foi medido em trés dimensdes e calculado como comprimento x largura X
altura x 0,52. Quando os volumes tumorais alcangaram em torno de 100 — 150 mm®, 1 x 10"
particulas de AAVP foram injetadas intravenosamente (via veia da cauda). Os animais foram
eutanizados em varios intervalos de tempo. Tecidos de tumores e tecidos de controle re-
seccionados (rim e figado) foram congelados para anélise posterior.

Para detectar a presenga de AAVP, secgdes congeladas, espessas, 5pM foram
coloridas usando coloragdo por IF dual. Em resumo, as secgdes foram fixadas em
paraformaldeido a 4% por 5 minutos, seguido de 2 lavagens em PBS por 10 minutos. A
permeabilizagdo foi efetuada em PBS contendo Triton-X-100 a 1%, por 10 minutos. As
secgdes foram incubadas com intensificador de sinal Image-iT FX por 30 minutos, a
temperatura ambiente (T.amb), seguido por trés lavagens em PBS contendo Triton-X-100 a
1%. Ligagéo ndo especifica foi bloqueada usando soro de cabra a 5%, por 30 minutos, a
temperatura ambiente. Os anticorpos primarios foram aplicados durante a noite, a 4°C:
diluigdo de 1:2.000 do anticorpo de bacteriéfago anti-fd (Sigma Louis, Missouri) e diluigio de
1:50 de CD31 anti-camundongo (BD Biosciences, San Jose, Califérnia). As secgdes foram
lavadas trés vezes em PBS contendo Triton-X-100 a 1% por 10 minutos, entao incubadas
com os anticorpos secundérios (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia): diluigoes 1:400, cada uma
de Alexa Flour 594 anti-coelho de cabra e Alexa Flour 488 de anti-rato de cabra por 30

minutos, no escuro. As secgdes foram lavadas trés vezes em PBS contendo Triton-X-100 a

-1%, por 10 minutos e uma vez com PBS, seguido por montagem em um meio de montagem

Vectashield com DAPI (Vector Labs, Burlingame, Califérnia).

Expressdo de TNF-a in vivo. Para detectar expresséo da proteina TNF-a, o lisado
de célula total foi preparado de secgdes de tecidos congelados de 5uM usando tampé&o de
lise (Tri 50mM pH 7,4, NaCl 140mM, SDS a 0,1%, NP40 a 1% e desoxicolato de sédio a
0,5%) contendo coquetel de inibidor de protease (Roche, Branchburg, New Jersey). Os
lisados foram clareados por centrifugagéo a 13.000 rpm, por 10 minutos. A quantidade de
proteina foi quantificada usando reagente de ensaio de proteina da BioRAD. A quantidade
de lisado equivalente a 50 pg da proteina total foi ensaiada quanto ao TNF-a humano por
ELISA (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia).

Para examinar a localizagdo da expressdo de TNF-a, tecidos congelados de 5 uM

foram coloridos como a seguir. Em resumo, as secgdes foram fixadas em PBS contendo

a,
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paraformaldeido a 4% por 20 minutos, lavadas com PBS trés vezes por cinco minutos cada
e ligagdo nao especifica foi bloqueada com soro de cabra a 5%, por 20 minutos. As secgbes
foram incubadas ou com anticorpo anti-fd diluido 1:200 (Sigma, St. Louis, Missouri) ou
anticorpo de TNF-a diluido 1:10 (Novus Biologicals, Littleton, Colorado), ou CD31 de anti-
camundongo de rato (BD Biosciences, San Diego, Califérnia), por 1 hora, seguido por trés
lavagens de 5 minutos cada, em tamp&o de lavagem (PBVS contendo Tris 50mM pH 7,6 e
Tween-20 a 0,02%). Peroxidase endégena foi bloqueada com peréxido de hidrogénio a 3%,
por cinco minutos, seguido de lavagem e incubagdo com diluigdo 1:200 do HRP anti-
camundongo secundario ou anticorpo anti-rato de burro biotinilado, por 30 minutos. As
secgoes foram reveladas com o subétrato de tetracloridrato de diaminobenzidina (Dako,
Carpinteria, Califérnia) por 5 minutos e contra-coloridas com hematoxicilina por 30
segundos, lavadas em agua da bica, desidratadas, clareadas e montadas.

Ensaio de Apoptose. A apoptose foi detectada usando o kit de Detecgdo de
Apoptose In Situ, TACS TdT (R&D Systems, Minneapolis, Minnesota), de acordo com as
recomendagoes do fabricante.

Andlise do Crescimento de Tumor. Células de melanona humano (3 x 10°) foram
inoculadas subcutaneamente no flanco direito dos camundongos sem pelagem (nude).
Quando os volumes tumorais alcangaram aproximadamente 100 mm?, 1 x 10" particulas de
AAVP foram administradas via a veia da cauda. A administragdo de particulas de AAVP foi
repetida uma vez mais depois de 7 dias. Os camundongos contendo tumor foram seguidos
depois disso por medigdo dos volumes tumorais a cada trés dias em um modo cego.

Analise Estatistica. Os grupos foram comparados usando-se Analise de Variancia
(ANOVA) e pos-teste de comparagio de Tukey (GraphPad Instat Software, Inc., San Diego,
Califérnia). Os valores P<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

B. Resultados

Particulas de AAVP sio Internalizadas por Células Mamiferas. Estudos prévios
mostraram que particulas de fago podem ser internalizadas por internalizagéo de receptor
mediada por integrina (Hajitou et al., 2006). Células M21 expressam receptores avf3 sobre
sua superficie celular (dados ndo mostrados). De modo a examinar se as células M21
podem internalizar as particulas de AAVP, infectamos células com particulas de AAVP e
entdo fago internalizado contado. Depois da infecgdo, o virus extracelular inteiro foi inativado
por tratamento de subsilisina, células foram lisadas e o fago internalizado foi recuperado no
lisado. A concentragdo de AAVP internalizada foi medida como TU (Tabela 6). Houve
internalizagdo minima do AAVP pelas células M21 infectadas com ou virus null (fd) ndo
alvejado ou virus ndo alvejado (fdTNF-o) expressando TNF-a. em contraste com as células
infectadas com AAVP (RGD) expressando null alvejado (RGD) ou TNF-a (RGDTNF-a)

alvejado.
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Tabela 6: Ensaio de Internalizagéo do Fago

Agente pfu/pl Numero Total de particulas
de fago (10%)

PBS 0 0

Fd 3x10° 1.500

RGD 140x10° 70.000

fdTNF-a 6x10° 3000

RGDTNF-a 215x10° 107.500

IF foi usada para visualizar a localizagdo de particulas de AAVP internalizadas
dentro das células M21. As células infectadas com AAVP (fdTNF-a) expressando TNF-a né&o

alvejado ndo mostraram a localizagdo do fago (Figura 12A, painel superior). Em contraste,

" as células infectadas com AAVP expressando TNF-a (RGDTNF-a) mostraram a localizagao

intensificada dentro das células M21 (Figura 12A, painel inferior).

Expressdo de Gene Mediada por AAVP. Depois de determinar que o AAVP
alvejado pode infectar e se localizar dentro das células mamiferas, investigamos se a
infecgdo com virus poderia levar & expressdo do produto génico. As células M21 foram
infectadas com AAVP expressando TNF-a, em duplicata, e a produgdo do produto génico de
TNF-a, foi medida por ELISA. O produto génico é secretavel e pode ser detectado nos
sobrenadantes de cultura (Figura 12B). O sobrenadante testado depois de 5 dias de
infeccdo mostrou niveis de TNF-a de 800 pg/mL. O produtb génico testado no dia 12 foi
maior que no dia 4. O controle diluente (PBS), o virus vazio (fd), ndo alvejado, expressando
TNF-o (fdTNF-a) e AAVP null alvejado (RGD) néo tinham niveis detectaveis de secfegéo de
TNF-a (Figura 12B).

Para examinar se o TNF-a secretado por células M21 infectadas com AAVP era
funcional, testamos sua capacidade de induzir a sintese do fator tecidual (TF) em ECs. O
TNF-o secretado foi capaz de induzir a expressdo de TF em ECs (Figura 12C). O TNF-a
recombinante foi usado como um controle positivo. A indugéo por TF poderia ser bloqueada
por incubagdo do sobrenadante monoclonal de TNF-a. O sobrenadante da cultura analisado
23 dias depois da infecgdo também mostrou secregdo de TNF-a funcional (Figura 12C).
Assim, uma infecgdo Unica com AAVP resultou na produgdo do produto génico funcional até
23 dias depois da infecgao.

Alvejando Tumor /n Vivo por AAVP. Observamos a infecgdo com AAVP de células
mamarias e a expressado de gene de TNF-a. in vitro. De modo a avaliar o alvejamento in vivo
de AAVP, o virus foi injetado sistemicamente via a veia da cauda em camundongos sem

pelagem (nude) contendo tumor.
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Os camundongos injetados com ou um diluente (PBS) ou:RGDTNF-a AAVP foram
eutanizados aos 15 minutos, 1 dia, 2 dias, 3 dias, 4 dias, 8 dias e 10 dias depois da injegao.
As secgbes congeladas de tecidos tumorais foram analisadas quanto a presenga das
particulas virisl como coloragdo com IF dual. Como mostrado na Figura 13, as particulas de
AAVP coloridas de vermelho (Alexa Flour 594, vasos sangiiineos de verde (Alexa Flour 488)
e DAPI mostraram coloragdo nuclear. Nenhum dos animais injetados com PBS mostrou
presenca de AAVP em nenhum ponto. Uma secg&o de tumor representativa de um animal
injetado com PBS por 15 minutos é mostrada (Figura 13A). Os animais injetados com AAVP
expressando RGDTNF-a. mostraram a co-localizagdo de particulas de virus nos vasos
sanguineos (Figura 13B-H). O maior acimulo de particulas de virus foi detectado em
animais injetados depois de 15 minutos (Figura 13B). A presenca de AAVP foi detectada em
todos os pontos de tempo, dia 1 (Figura 13C), dia 2 (Figura 13D), dia 3 (Figura 13E), dia 4
(Figura 13F), dia 8 (Figura 13G), e dia 10 (Figura 13H). Contudo, observamos um
decréscimo gradual das particulas de virus com o tempo. '

AAVP n3o Alveja Tecidos Normais /n Vivo. De modo a examinar a especificidade
do AAVP alvejando vasos sanglineos in vivo, examinamos dois tecidos de controle de
camundongos sem pelagem (nude) injetados coh ou PBS ou AAVP expressando RGDTNF-
o em pontos de tempo diferentes (Figura 14 e Figura 15). A presenga do virus foi detectada
usando coloragdo com IL dual conforme descri¢&o anterior.

Como mostrado na Figura 14, observamos alguma coloragdo das particulas de
virus no dia 1 (Figura 14A) no tecido do figado. Contudo, a coloragéo do virus foi reduzida
para niveis minimos no dia 2 (Figura 14B) sem coloragao de virus observada no dia 3
(Figura 14C), dia 8 (Figura 14D) e no dia 10 (Figura 14E). A Figura 15 mostra secgbes de
rim coloridas para verificagdo da presenga de particulas de virus. As particulas de AAVP
nio foram detectadas no rim em nenhum dos pontos de tempo testados, dia 1 (Figura 15A),
dia 2 (Figura 15B), dia 3 (Figura 15C), dia 8 (Figura 15D) e dia 10 (Figura 15E). No entanto,
todos os tecidos de rim, em diferentes pontos de tempo, mostraram boa coloragdo dos
vasos. |

Expressdo in vivo do Produto Génico Funcional por AAVP. Para examinar se as
particulas de AAVP alvejado para a vasculatura tumoral podem expressar o produto génico,
analisamos, em duplicata, dia 3, dia 4, dia 8 e dia 10, tecidos tumorais quahto aos niveis de
proteina TNF-a por ELISA (Figura 16). Observamos niveis enddgenos basais da expresséo
de TNF-o em todos os tecidos testados. Os animais injetados com PBS n&o mostraram
nenhum aumento dos niveis endégenos em nenhum dos pontos de tempo testados. Os
camundongos injetados com RGDTNF-a. AAVP mostraram expresséao de TNF-a comegando
no dia 4 e aumentando gradualmente até o dia 10 (Figura 16).

Para determinar o tipo de célula onde o produto génico estava sendo produzidb,
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colorimos secgdes de tecido usando um anticorpo especifico para TNF-a. Observamos a
presenga de coloragdo do TNF-o. em volta dos vasos sanguineos (Figura 17A). Para
observar o efeito da expressdo de TNF-a, colorimos secgdes de tumor para apoptose. A
fragmentagdo do DNA foi detectada usando marcador azul de TACS. As células apoptéticas
se coloriram de azul (Figura 17B, painel esquerdo). Para discriminar as células apoptéticas
das células necroticas, as amostras foram contra-coloridas com vermelho rapido nuclear
para auxiliar a verificagdo morfolégica da apoptose. Observamos vasos sanguineos e
células de tumor circundantes passando por apoptose. O painel direito mostra vasos
sangliineos coloridos com um anticorpo especifico CD31 (Figura 17B, painel direito).

Analise do Crescimento do Tumor. Analisamos o efeito do AAVP em xenoenxertos
de tumor crescidos em camundongos sem pelagem (nude) em dois modelos diferentes de
tumor, sensivel a TNF-a. (M21) e resistente a TNF-a (Pmel), para examinar a eficacia de
tratamento de AAVP expressando TNF-a. Tumores M21 de melanoma humano, que sdo
sensiveis ao TNF-a, foram crescidos subcutaneamente em camundongos sem pelagem
(nude). Depois do desenvolvimento do tumor, o0s camundongos foram tratados
sistemicamente via injegdes na veia da cauda com vérias construgdes de AAVP ou PBS. Os
animais foram acompanhados por 27 dias. O tratamento dos tumores M21 com AVVP
alvejado expressando TNF-a (RGDTNF-a) mostrbu necrose do tumoral central e
encolhimento do tumor. No dia 27, o ponto de tempo medido final para as coortes diferentes,
o grupo tratado com PBS tinha um volume de tumof médio de 743+155 (+DP) mm?®, o grupo
de fdTNF n3o alvejado tinha um volume de tumor médio de 613+141 (+DP) mm?3, o fago
RGD alvejado null tinha um volume de tumor médio de 622+141 (+DP) mm?® e grupo que
expressa TNF-a alvejado tinha um valor médio de 358+98 (+DP) mm?® (p<0,048) (Figura
18A). A redugdo em volume tumoral no grupo RGDTNF-a foi estatisticamente significante,
comegando no dia 20.

Em um modelo de tumor resistente ao TNF-a, tumores Pmel de melanoma humano
foram sensibilizados para o efeito de TNF-a por pré-tratamento deles com AAVP
expressando EMAP-Il antes da administragdo de TNF-a. Em um estudo prévio,
demonstramos que a distribuigdo do vetor viral de EMPA-II pode sensibilizar tumores
resistentes aos efeitos de TNF-a distribuido sistemicamente. Os tumores crescidos
subcutaneamente em carhundongos sem pelagem (nude) foram tratados sistemicamente
com AAVP expressando EMAP-Il, seguido por tratamento sistémico com TNF-a
recombinante (rTNF-a). Os tumores foram acompanhados por 2 semanas depois do
tratamento. Como mostrado na Figura 18B, os camundongos tratados com AAVP néo
alvejado expressando EMAP-Il (fdEMAP) mostraram crescimento de tumor similar em

comparagdo com camundongos tratados com PBS sozinho. Os camundongos tratados com
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ou rTNF-a ou AAVP alvejado ‘expressando EMPA-II (RGDEMAP-II) sozinho mostraram
pouco efeito, e ndo foram significantemente diferentes do virus RGD-EMAP-II, e rTNF-a
mostrou redugao significante do volume do tumor (p = 0,007).

EXEMPLO 3

PETIDEO _DE__TRANSFERRINA HUMANA ALVEJA O SISTEMA DE
TRANSFERRINA/RECEPTOR DE TRANSFERRINA

A transdugio de células de glioma humano em cultura por CRTIGPSVC (SEQ IND

NO:1) — células de glioma derivadas de humanos de Luc U87 foram semeadas em uma

placa com 24 pogos na concentragéo de 40.000 células/pogo e cultivadas O.N a 37°C. No
dia seguinte, as células foram incubadas com AAVP, de acordo com o protocolo do Nature
Method. RGD-4C AAVP GFP e RGD-4C AAVP Luc foram usadas como controle positivo
para eficacia de transdugéo. As imagens foram tomadas no dia 7. A absorgao de fago esta
baixa, mas aumenta dramaticamente quando as células s&o cultivadas em hidrogel de Ferro
AAVP (ultima coluna da placa e gréfico) (Figuras 19A-19B). Avaliamos a especificidade e
eficacia do CRTIGPSVC (SEQ ID NO:1) AAVP — Luc depois da administrag&o sistémica em

animais contendo U87 humano — a atividade foi medida depois de 7 dias da injeg&o de fago.
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P|0710571 o REIVINDICACOES

1. Método de tratamento de um sujeito, CARACTERIZADO pelo fato de compreen-

der:

(a) administrar um AAVP terapéutico codificando um repérter a um paciente tendo,
suspeito de ter ou em risco de desenvolver uma condigédo patolégica ou doenga; e

(b) calcular a expressao in situ do AAVP em um tecido ou célula marcada para tra-
tamento pela detecgao do repérter codificado ou atividade do reporter.

2. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
adicionalmente compreende administrar um tratamento de cancer ao paciente, baseado na
expressao de um nivel terapéutico suficiente de um gene terapéutico expresso pelo acido
nucléico do AAVP no 6rgéo alvo, tecido ou célula.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 2, CARACTERIZADO pelo fato de que
um segundo AAVP é administrado se a expressado do primeiro AAVP terapéutico ndo é ex-
presas em um nivel terapeuticamente efetivo.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
calculo da expressao do AAVP é por uma detecgdo nao invasiva do repérter ou de uma ati-
vidade do repbrter.

5. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o

" repérter € uma proteina terapéutica.

6. Método, de acordo com a reivindicagdo 5, CARACTERIZADO pelo fato de que a
proteina terapéutica € um pré-medicamento convertendo enzima.

7. Método, de acordo com a reivindicagdo 4, CARACTERIZADO pelo fato de que o
reporter € uma enzima.

| 8. Método, de acordo com a reivindicagdo 7, CARACTERIZADO pelo fato de que a
enzima € uma quinase.

9. Método, de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADO pelo fato de que a
quinase é uma timidina quinase.

10. Método, de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADO pelo fato de que
a quinase modifica um composto marcado detectavel.

11. Método, de acordo com a reivindicagdo 10, CARACTERIZADO pelo fato de que
o composto marcado detectavel é detectavel por fluorescéncia, quimio-luminescéncia, es-
pectroscopia raman intensificada péla superficie (SERS), imagem de ressonancia magnética
(MRI), tomografia computadorizada (CT), e tomdgrafia por emissao de pésitrons (PET).

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 10, CARACTERIZADO pelo fato de que
o composto marcado detectavel € um analogo de nucleosideo. _

13. Método, de acordo com a reivindicagdo 10, CARACTERIZADO pelo fato de que

o composto marcado detectavel é: fluordeoxiglicose (FDG); 2'-flior-2'deoxi-lbeta-D-
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arabionofuranosil-5-etil-uracil (FEAU); 5-['?*I]-2'-flGor-5-iodo-|8-D-arabinofuranosil-uracil; 5-
['?41]-T-2"-fluor-5-iodo-|8-D-arabinofuranosil-uracil; 5-["*"1]-2"-flGor-5-iodo-| B-D-
arabinofuranosil-uracil, 5-["®F]-2'-fluor-5-fluor-l--D-arabinofuranosil-uracil; 2-[''l] e 5-([''C]-
metil)-2'-flior-5-metil-I-B-D-arabinofuranosil-uracil; 2-[''C]-2'-fltor-5-etil-I-8-D-
arabinofuranosil-uracil;  5-([''C]-etil)-2'-flGor-5-etil-l-3-D-arabinofuranosil-uracil;  5-(2-[18F]-
etil)-2'-flior-5-(2-flaor-etil)- 1-B-D-arabinofuranosil-uracil, 5-['%1]-2'-flior-5-iodovinil-I-B-D-
arabinofuranosil-uracil; 5-['2*1]-2'-fluor-5-iodovinil-I-8-D-arabinofuranosil-uracil; 5-[**'1]-2'-fluor-
5-iodovinil-l--D-arabinofuranosil-uracil;  5-['?*1}-2'-flior-5-iodo-I-8-D-ribofuranosil-uracil;  5-
['24]-2'-fluor-5-iodo-I-B-D-ribofuranosil-uracil;  5-['*'l]-2'-flior-5-iodo-I-8-D-ribofuranosil-uracil;
5-['21]-2'-flior-5-iodovinil-I-8-D-ribofuranosil-uracil; 5-['%1}-2'-flior-5-iodovinil-I-8-D-
ribofuranosil-uracil; 5-{"*'l}-2'-fltor-5-iodovinil-l-8-D-ribofuranosil-uracil; ou 9-4-[*®F]fldor-3-
(hidroximetil)butilguanina.

14. Método, de acordo com a reivindicagdo 10, CARACTERIZADO pelo fato de que
o composto marcado detectavel compreende um '°F, ?"Ac, 2'"'At, '**Ba, "*'Ba, 'Be, *¥'Bi,
ZOSBi’ ZOSBi, 7GBI', 77Br, SZBI', 1ong, 47C8, 11C, 14C, 3GC|, 4BCI', 51CI’, SZCU, 64CU, 67CU, 165Dy, 155EU,
153Gd, GGGa, 67Ga, 68Ga’ 72Ga, 198AU, 3H, 166HO, 111|n, 113|n, 115|n’ 123|, 125|’ 131|’ 189|I’, 191"., 192“.,
194“’, 52Fe, 55Fe, nge, 177LU, 150’ 19103, 109Pd, 32P, 33P, 42K, 226RaI 186Re| 188Re, 82Rb, 153Sm,
4680, 47SC, 7288, 7586, 105Ag, 22Na, 24Na, BQSr, 358, 388, 177Ta, QSTC, gngC, 201T|, 202T|, 1133[\,
117msn, 121Sn’ 166Yb, 169Yb, 175Yb, 88Y, 90Y, GZZn ou SSZn.

15. Método, de acordo com a reivindicagao 14, CARACTERIZADO pelo fato de
que o composto marcado detectavel & ™I, 29, 123, 11|, 99mTc, Ny 18Re, 1Re, 2P, 15m,
Ga, 2°'TI, "Br ou '®F marcado.

16. Método, de acordo com a reivindicagéo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o AAVP compreende uma porgdo que seletivamente atinge um tecido ou célula alvo para
tratamento.

17. Método, de acordo com a reivindicagdo 16, CARACTERIZADO pelo fato de que
a porgao € codifiada por uma proteina capsUlada do AAVP.

18. Método, de acordo com a reivindicagdo 17, CARACTERIZADO pelo fato da pro-
teina da superficie ser proteina capsulada recombinante. :

19. Método, de acordo com a reivindicagdo 18, CARACTERIZADO pelo fato da pro-
teina capsulada recombinante compreender um peptideo alvo.

20. Método, de acordo com a reivindicagdo 19, CARACTERIZADO pelo fato do
peptideo alvo ser ummpeptideo ciclico.

21. Método, de acordo com a reivindicacdo 19, CARACTERIZADO pelo fato do
peptideo alvo ser um peptideo linear. '

22. Método, de acordo comr a reivindicagdo 19, CARACTERIZADO pelo fato do

peptideo alvo se ligar seletivamente a célula expressando um integrin sobre a superficie da
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célula.

23. Método, de acordo com a reivindicagdo 20, CARACTERIZADO pelo fato de que
o integrin € um integrin avB3 ou avB5. '

24. Método, de acordo com a reivindicagdo 22, CARACTERIZADO pelo fato do
peptideo compreender um RGD modificado. | |

25. Método, de acordo com a reivindicagéo 19, CARACTERIZADO pelo fato do
peptideo se ligar seletivamente a célula expressando um receptor de transferéncia.

26. Método, de acordo com a reivindicagdo 25, CARACTERIZADO pelo fato do
peptideo compreender uma seqiiéncia de aminoacido compreendendo CRTIGPSVC.

27. Método, de acordo com a reivindicagédo 1, CARACTERIZADO pelo fato do pa-
ciente possuir, ser suspeito de possuir, ou em risco desenvolver uma doenga hiper-
proliferativa. ‘ _

28. Método, de acordo com a reivindicagéo 27, CARACTERIZADO pelo fato de que
a doenga hiperproliferativa é fibrosarcoma, miosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sar-
coma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endoteliosarcoma, Iinféngiosarcoma, linfangio-
endoteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomios-
sarcoma, cancer gastrico cancer, cancer esofagico, cancer retal, cancer pancreatico, cancer
ovariano, cancer de préstata, cancer uterino, cancer de cabega e pescogo, cancer de pele,
cancer do cérebro, carcinoma de células escamosas, carcinoma da glandula sebacea, car-
cinoma papilar, adenocarcinoma papilar, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcino-
ma broncogénico, carcinoma de célula renal, hepatoma, carcinoma do duto biliar, coriocarci-
noma, seminoma, carcinoma embrional,tumor de Wilm, cancer cervical, cancer testicular,
carcinoma de pequenas célulad do pulmao, carcinoma de células pulmonares ndo peque-
nas, carcinoma de bexiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, cranio-
faringioma, ependimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendrogli-
oma, meningioma, melanoma, neuroblastoma, retinoblastoma, leucemia, linfoma, ou sarco-
ma Kaposi.

29. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
gene repbrter é operativamente acoplado a um promotor seletivo de tecido ou célula, ou um
promotor especifico de tecido ou célula.

30. Método, de acordo com a reivindicagéo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
a expressao avaliada compreende a administragdo de um marcador que esta seletivamente
metabolizado por uma expresséo celular de acido nucléico AAVP.

31. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
0 terapéutico AAVP codifica um segundo agente tefapéutico.

32. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que

o um segundo agente terapéutico é enzima de conversdo supressora de tumor, inibidora de
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| RNA, inibidora de DNA ou prodroga.

33. Acido nucléico AAVP terapéutico, CARACTERIZADO pelo fato de que compre-
ende um segmento de &cido nucléico compreendendo RNA inibit6rio € DNA inibitério.

34. Acido nucléico, de acordo com a reivindicagdo 33, CARACTERIZADO pelo fato
de que o RNA inibitério € um siRNA, miRNA ou RNA anti-sentido.

35. Particula de fago, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende acido nu-
cléico AAVP, conforme definido na reivindicagédo 33.

36. Particula de fago, de acordo com a reivindicagdo 35, CARACTERIZADA pelo
fato de que compreende adicionalmente um ligante almejado.

37. Método para modulagéo da expressdo de um gene, CARACTERIZADO pelo fa-
to de que compreende a administragdo de um acido nucléico AAVP, de acordo com a reivin-
dicagéo 26.

38. Método de detecgdo de transferéncia de gene e expresséo de um tecido alme-.
jado de um paciente hospedeiro, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a) distribuir ao tecido almejado do paciente hospedeiro um vetor AAVP contendo
gene reporter presente ndo naturalmente no paciente hospedeiro, em que o gene reporter é
selecionado do grupo que consiste em tipo selvagem, mutante ou gene quinase virus-
timidina de herpes geneticamente modificado, ou quinase timidina tipo 2, e onde o vetor de
transferéncia é introduzido as células do tecido desejado, e o gene repdrter é expresso nas
células do tecido almejado, de modo a gerar um produto de gene repérter (proteina) a qual
acumula somente nas células efetivamente transfectadas pelo vetor AAVP;

(b) administrar ao paciente hospedeiro um substrato repérter marcado onde células
expressando o gene o produto do gene repoérter da etapa (a) metabolizam o substrato repor-
ter marcado para produzir um metabolito repdrter marcado onde o substrato rep6rter marca-
do compreende um analogo de nucleosideo radiomarcado;e

(c) visualizar ndo-invasivamente o tecido ou célula marcada contendo o metabolito
do substrato reporter depois da liberagdo do substrato reporter residual ndo metabolizado
pelo produto do gene repérter do referido paciente hospedeiro de modo a prover detecgéo
da transferéncia de gene e expressao do tecido almejado.

39. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende adicionalmente um tempo de espera apés o passo (b) suficiente para permitir
pelo menos 67% de marcadores ndo especificos derivados de substrato repérter residual
ndo metabolizado pelo produto de gene reporter para retira-lo do paciente.

40. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que

* compreende adicionalmente um tempo de espera apés o passo (b) suficiente para permitir

pelo menos 80% de marcadores ndo especificos derivados de substrato repérter residual

nao metabolizado pelo produto de gene reporter para retira-lo do paciente.
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41. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
compreende adicionalmente um tempo de espera apos o passo (b) suficiente para permitir
pelo menos 90% de marcadores ndo especificos derivados de substrato reporter residual
ndo metabolizado pelo produto de gene repérter para retira-lo do paciente.

42. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o vetor AAVP é introduzido as células do tecido almejado por transfecgdo(ou transdugéo) in
vitro ou in vivo.

43. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o substrato repérter é marcado com um radioisétopo adequado para visualizagao por tomo-
grafia de emisséo de pésitroh, camera gama, ou tomografia computadorizada de unica e-
missao de féton.

44. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o substrato reporter e metabdlito do substrato reporter sdo compostos contendo nuclideo
isbtopo-estavel selecionado do grupo que consiste em 2H, °C, °N e "°F. |

45. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o metabolito do substrato repérter marcado é visualizado por tomografia de emiss&o de posi-
tron.

46. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o metabélito do substrato repérter marcado é visualizado por camera gama ou tomografia
computadorizada de Unica emisséo de foton.

47. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o metabdlito do substrato repérter marcado ¢ visualizado por ressonéncia magnética.

48. Método, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que
o vetor AAVP incorpora o gene repérter e o promotor de transcricdo adequado e elementos
melhoradores, certificando-se de que o tecido especifico, fator especifico de transcrigéo, ou
transdugao-especifica de sinal sofrerdo ativagdo transcricional do reporter e co- expressao
do gene terapéutico. 7

49. Método, de acordo com a reivindicagdo 48, CARACTERIZADO pelo fato de que
através do uso do vetor AAVP as células (ou a célula) sdo transfectadas com o gene repor-
ter e o promotor de transcrigdo adequado e os elementos melhoradores ex vivo (in vitro)
antes da administragdo das células (ou da célula) ao paciente hospedeiro.

50. Método, de acordo com a reivindicagdo 38, CARACTERIZADO pelo fato de que

o andlogo de 2'flior-nucleosideo marcado & 5-["2I]-2'-flior-5-iodo-|B-D-arabinofuranosil-

uracil,  5-'?I)-T-2-flior-5-iodo-I8-D-arabinofuranosil-uracil;  5-[*'l]-2'-fltor-5-iodo-I8-D-
arabinofuranosil-uracil, 5-['*F]-2'-fluor-5-flior-1-g-D-arabinofuranosil-uracil; 2-") e 5-("'Cl-
metil)-2'-flior-5-metil-I-3-D-arabinofuranosil-uracil; i 2—[11C]-2'-f|uor-5-etil-l-,B-D-

arabinofuranosil-uracil; 5-(["'C]-etil)-2'-fluor-5-gtil--8-D-arabinofuranosil-uracil; 5-(2-[°F]-etil)-



2'-fluor-5-(2-fluor-etil)-1-B-D-arabinofuranosil-uracil, 5-['%1]-2'-fltor-5-iodovinil-I-8-D-
arabinofuranosil-uracil; 5-['2*1]-2'-flior-5-iodovinil-I-8-D-arabinofuranosil-uracil; 5-[**'1}-2'-fldor-
5-iodovinil-l-8-D-arabinofuranosil-uracil;  5-["*1]-2"-fltor-5-iodo-I-8-D-ribofuranosil-uracil;  5-
['24]-2'-fltor-5-iodo-I-B-D-ribofuranosil-uracil;  5-[**']-2'-fluor-5-iodo-I-8-D-ribofuranosil-uracil;
5-['1]-2'-flGor-5-iodovinil-I-8-D-ribofuranosil-uracil; 5-['?*1]-2'-fltior-5-iodovinil-I-3-D-
ribofuranosil-uracil; 5-[**'1]-2'-flior-5-iodovinil-I-8-D-ribofuranosil-uracil; ou 9-4-["°F] flaor-3-

(hidroximetil)butilguanina.
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nucléico terapéutico pode ser acessada antes da administragdo de um tratamento ou proce-

_ RESUMO
“METODOS E COMPOSICOES RELACIONADAS A PARTICULAS DE ViIRUS
FAGO ADENOASSOCIADAS"
Modalidades da invengdo sdo geralmente direcionadas a composi¢gdes e métodos
de liberagdo de um ou mais transgenes em uma célula alvo, tal como uma célula de tumor,
em um sitio especifico de maneira a alcangar expressdo aprimorada e para constructo e

composi¢des Uteis em tais composigbes. Em certos aspectos, a expressdo de um &acido

dimento de diagnéstico em um paciente.
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REIVINDICACOES
1. Uso de um AAVP terapéutico codificando um repérter CARACTERIZADO pelo
fato de ser na preparagao de um medicamento para tratar uma condigéo patolégica ou do-

enca, em que a expressao, in situ, do AAVP terapéutico é calculada em um tecido ou célula
alvo de um individuo por deteccao do repérter codificado ou atividade do repérter.
2. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o

medicamento compreende um segundo AAVP se a expressao do primeiro AAVP terapéutico

ndo € expressa em um nivel terapeuticamente eficaz.

3. Uso, de acordo com a reivih“dic-a&;‘é; 1CARACTERIZADOpelofatodeqac-; o
calculo da expressdo do AAVP é por uma deteccao nao invasiva do reporter ou de uma ati-
vidade do repérter.

4. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o re-
porter € uma proteina terapéutica.

5. Uso, de acordo com a reivindicagao 4, CARACTERIZADO pelo fato de que a
proteina terapéutica € uma enzima conversora de pré-medicamento.

6. Uso, de acordo com a reivindicagdo 3, CARACTERIZADO pelo fato de que o re-
pérter € uma enzima.

7. Uso, de acordo com a reivindicacdo 6, CARACTERIZADO pelo fato de que a en-
Zima € uma quinase.

8. Uso, de acordo com a reivindicagdao 7, CARACTERIZADO pelo fato de que a
quinase € uma timidina quinase.

9. Uso, de acordo com a reivindicacao 7, CARACTERIZADO pelo fato de que a
quinase modifica um composto marcado detectavel.

10. Uso, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato de que a
marca detectavel é detectada por fluorescéncia, quimio-luminescéncia, espectroscopia Ra-
man intensificada pela superficie (SERS), imagem por ressonancia magnética (MRI), tomo-
grafia computadorizada (CT), e tomografia por emisséo de podsitrons (PET).

11. Uso, de acordo com a reivindicagdo 9, CARACTERIZADO pelo fato de que o
composto marcado detectavel € um anélogd de nucleosideo.

12. Uso, de acordo com a reivindicacdo 9, CARACTERIZADO pelo fato de que o
composto marcado detectavel é: fluordeoxiglicose (FDG), 2'-fluor-2'deoxi-1beta-D-
arabionofuranosil-5-etil-uracil (FEAU); 5-['*I]-2'-fltior-5-iodo-1B-D-arabinofuranosil-uracil; 5-
['*41]-2'-flGior-5-iodo-1B-D-arabinofuranosil-uracil; 5-['*'1]-2'-flior-5-iodo-1p3-D-arabinofuranosil-
uracil, 5-["®F]-2'-flor-5-flior-1-B-D-arabinofuranosil-uracil; 2-[''l] e 5-([''C]-metil)-2'-flior-5-
metil-1-B-D-arabinofuranosil-uracil;  2-[''C]-2'-fldor-5-¢til-1-B-D-arabinofuranosil-uracil;  5-
(["'C]-etil)-2'-flGior-5-etil-1-B-D-arabinofuranosil-uracil; 5-(2-[18F]-etil)-2'-flGor-5-(2-flGor-etil)-1-
B-D-arabinofuranosil-uracil, 5-['?*1]-2'-fliior-5-iodovinil-1-B-D-arabinofuranosil-uracil; 5-['**{}-2'-



flior-5-iodovinil-1-B-D-arabinofuranosil-uracil; 5-["*'1]-2"-flior-5-iodovinil-1-B-D-
arabinofuranosil-uracil; 5-['%1)-2'-flior-5-iodo-1-B-D-ribofuranosil-uracil; 5-['?*1]-2'-flGor-5-iodo-
1-B-D-ribofuranosil-uracil; 5-['*'l}-2'-flior-5-iodo-1-B-D-ribofuranosil-uracil; 5-['%1]-2'-fiGor-5-
iodovinil-1-B-D-ribofuranosil-uracil;  5-[*#[}-2'-flior-5-iodovinil-1-B-D-ribofuranosil-uracil;  5-
['¥(]-2'-fltor-5-iodovinil-1-B-D-ribofuranosil-uracil; ou 9-4-["®Fflor-3-
(hidroximetil)butillguanina.

13. Uso, de acordo com a reivindicagcdao 9, CARACTERIZADO pelo fato de que o
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SGGa, 67Ga, 68Ga, 72Ga, 198AU, 3H, 166HO, 111|n, 113|n’ 115|n, 123|, 125|’ 131|, 189“., 191"., 192“.’ 194"’
52Fe, 55Fe’ 59Fe, 177LU, 150’ 19103, 109Pd’ 32P, 33P, 42K, 226Ra, 186Re, 188Re, 82Rb, 1538m, 4680,
47SC, 7286, 7586, 1°5Ag, 22Na, 24Na, 898'.’ 358, SBS, 177Ta, gGTC, gngC, 201T|, 202-”, 11ssn, 117msn’
121Sn, 166Yb, 169Yb, 175Yb, BBY, 90Y, SZZn ou SSZn.

14. Uso, de acordo com a reivindicagdo 13, CARACTERIZADO pelo fato de que a
marcagdo detectavel é uma marcagdo de ', %, 12| 1| %mTc Ny 18R '¥Re, 2P,
'3Sm, “Ga, *'Tl, ""Br ou "°F.

15. Uso, de acordo com a reivindicagcdao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
AAVP compreende uma por¢ao que seletivamente atinge um tecido ou célula alvo para tra-
tamento. ‘

16. Uso, de acordo com a reivindicagado 15, CARACTERIZADO pelo fato de que a
porcao € codificada por uma proteina de capsideo do AAVP.

17. Uso, de acordo com a reivindicagao 16, CARACTERIZADO pelo fato da protei-
na da superficie ser proteina de capsideo recombinante.

18. Uso, de acordo com a reivindicagdo 17, CARACTERIZADO pelo fato da protei-
na de capsideo recombinante compreender um peptideo alvo.

19. Uso, de acordo com a reivindicagdo 18, CARACTERIZADO pelo fato do pepti-
deo alvo ser um peptideo ciclico.

20. Uso, de acordo com a reivindicagdao 18, CARACTERIZADO pelo fato do pepti-
deo alvo ser um peptideo linear.

21. Uso, de acordo com a reivindicagdo 18, CARACTERIZADO pelo fato do pepti-
deo alvo se ligar seletivamente a célula expressando uma integrina sobre a superficie da
célula.

22. Uso, de acordo com a reivindicacdo 19, CARACTERIZADO pelo fato de que a
integrina € uma integrina avp3 ou av5.

23. Uso, de acordo com a reivindicagdo 21, CARACTERIZADO pelo fato do pepti-
deo compreender um motivo RGD.

24. Uso, de acordo com a reivindicagdo 18, CARACTERIZADO pelo fato do pepti-
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deo se ligar seletivamente a célula expressando um receptor de transferrina.

25. Uso, de acordo com a reivindicagdo 24, CARACTERIZADO pelo fato do pepti-
deo compreender uma sequéncia de aminoacido compreendendo CRTIGPSVC.

26. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato do indivi-
duo possuir, ser suspeito de possuir, ou em risco desenvolver uma doenga hiper-
proliferativa.

27. Uso, de acordo com a reivindicagcao 26, CARACTERIZADO pelo fato de que a

doenca hiperproliferativa é fibrosarcoma, miosarcoma, liposarcoma, condrosarcoma, sarco-

ma osteogénico, cordoma, angiosarcoma, endc;telidsércoma, Iinfangiosaf&ﬁfﬁ;,"IAi_hfangioen-
doteliosarcoma, sinovioma, mesotelioma, tumor de Ewing, leiomiosarcoma, rabdomiossar-
coma, cancer gastrico, cancer esofagico, cancer retal, cancer pancreatico, cancer ovariano,
cancer de prostata, cancer uterino, cancer na cabeca e pescogo, cancer de pele, cancer no
cérebro, carcinoma de células escamosas, carcinoma da glandula sebacea, carcinoma papi-
lar, adenocarcinoma papilar, cistadenocarcinoma, carcinoma medular, carcinoma broncogé-
nico, carcinoma de célula renal, hepatoma, carcinoma do ducto biliar, coriocarcinoma, semi-
noma, carcinoma embrional, tumor de Wilm, cancer cervical, cancer testicular, carcinoma de
pequenas células do pulmao, carcinoma de células pulmonares ndo pequenas, carcinoma
de bexiga, carcinoma epitelial, glioma, astrocitoma, meduloblastoma, craniofaringioma, e-
pendimoma, pinealoma, hemangioblastoma, neuroma acustico, oligodendroglioma, meningi-
oma, melanoma, neuroblastoma, retinoblastoma, leucemia, linfoma, ou sarcoma Kaposi.

28. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que ge-
ne reporter é operativamente acoplado a um promotor seletivo de tecido ou célula, ou um
promotor especifico de tecido ou célula.

29. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que a
expressido avaliada compreende a administragdo de uma marcagao que esta seletivamente
metabolizada por uma expressao celular de acido nucléico AAVP.

30. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
AAVP terapéutico codifica um segundo agente terapéutico.

31. Uso, de acordo com a reivindicagdao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
segundo agente terapéutico é enzima de conversao supressora de tumor, inibidora de RNA,
inibidora de DNA ou enzima conversora de pré-medicamento.

32. Acido nucléico de AAVP terapéutico, CARACTERIZADO pelo fato de que com-
preende um segmento de acido nucléico compreendendo RNA inibitério € DNA inibitério.

33. Acido nucléico, de acordo com a reivindicagdo 32, CARACTERIZADO pelo fato
de que o RNA inibitério € um siRNA, miRNA ou RNA anti-senso.

34. Particula de fago, CARACTERIZADA pelo fato de que compreende acido nu-
cléico de AAVP, conforme definido na reivindicagao 32.



35. Particula de fago, de acordo com a reivindicagdo 34, CARACTERIZADA pelo
fato de que compreende adicionalmente um ligante alvo.

36. Método para modulagédo da expressao de um gene, CARACTERIZADO pelo fa-
to de que compreende a administragdo de um acido nucléico AAVP, conforme definido na
reivindicagao 25.

37. Método de deteccdo de transferéncia de gene e expressdao em um tecido alvo
de um individuo hospedeiro, CARACTERIZADO pelo fato de que compreende:

(a)' levar ao tecido alvo do individuo hospedeiro um vetor AAVP contendo gene re-
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porter presente ndo naturalmente no individuo hospedeiro, em q-ué 0 gene reporter é sele-
cionado a partir do grupo que consiste em tipo selvagem, mutante ou gene do Virus do Her-
pes Simples-timidina quinase (HSV) geneticamente modificado, ou timidina quinase tipo 2, e
onde o vetor de transferéncia é introduzido as células do tecido alvo, e o gene reporter é
expresso nas células do tecido alvo, de modo a gerar um produto de gene repoérter (protei-
na) a qual acumula somente nas células efetivamente transfectadas pelo vetor AAVP;

(b) administrar ao individuo hospedeiro um substrato repdrter marcado onde células
expressando o produto do gene repérter da etapa (a) metabolizam o substrato repérter mar-
cado para produzir um metabdlito repérter marcado onde o substrato repdrter marcado
compreende um analogo de nucleosideo radiomarcado; e

(c) visualizar ndo-invasivamente o tecido ou célula alvos marcados contendo o me-
tabélito marcado do substrato repérter depois da liberagao do substrato repérter residual nao
metabolizado pelo produto do gene repoérter a partir do referido individuo hospedeiro de mo-
do a prover detecgao da transferéncia de gene e expressao no tecido alvo.

38. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
vetor AAVP é introduzido as células do tecido alvo por transfecgéo (ou transdugéo) in vitro
ou in vivo. |

39. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
substrato repérter € marcado com um radiois6topo adequado para visualizagdo por tomogra-
fia de emissdo de pésitron, camera gama, ou tomografia computadorizada por emissao de
féton unico.

40. Uso, de acordo com a reivindicagdao 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
substrato e metabdlito repoérteres do substrato repérter sdo compostos contendo nuclideo
is6topo-estavel selecionado a partir do grupo que consiste em 2H, °C, "*N e "°F.

41. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
metabdlito do substrato reporter marcado é visualizado por tomografia por emissao de pési-
tron.

42. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o

metabolito do substrato repérter marcado é visualizado por camera gama ou tomografia
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computadorizada por emissao de féton unico.

43. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
metabdlito do substrato repdrter marcado é visualizado por imagens por ressonancia mag-
nética.

44. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de que o
vetor AAVP incorpora o gene repdrter e o promotor de transcrigdo adequado e elementos

potenciadores, certificando-se de que o tecido especifico, fator especifico de transcri¢ao, ou

do gene terapéutico.

45. Uso, de acordo com a reivindicacao 44, CARACTERIZADO pelo fato de que,
através do uso do vetor AAVP, as células (ou a célula) sdo transfectadas com o gene rep6r-
ter e o promotor de transcricdo adequado e os elementos potenciadores ex vivo (in vitro)
antes da administragdo das células (ou da célula) ao individuo hospedeiro.

46. Método, de acordo com a reivindicagdo 37, CARACTERIZADO pelo fato de que
o analogo de 2'-flior-nucleosideo marcado é 5-['**1]-2'-flGior-5-iodo-1B-D-arabinofuranosil-
uracil,  5-['%*]-2'-fiCior-5-iodo-1B-D-arabinofuranosil-uracil;  5-["*'I]-2'-flGor-5-iodo-18-D-
arabinofuranosil-uracil, 5-["®F]-2'-fllior-5-flGior-1-B-D-arabinofuranosil-uracil; 2-[''l}- e 5-([''C]-
metil)-2'-fltior-5-metil-1-B-D-arabinofuranosil-uracil; 2-["'C]-2'-flior-5-etil-1-B-D-
arabinofuranosil-uracil;  5-([''C]-etil)-2'-flior-5-etil-1-B-D-arabinofuranosil-uracil;  5-(2-["*F]-
etil)-2'-fluor-5-(2-flor-etil)-1-B-D-arabinofuranosil-uracil, 5-['21]-2'-flior-5-iodovinil-1-B-D-
arabinofuranosil-uracil;  5-['*1]-2'-flior-5-iodovinil-1-B-D-arabinofuranosil-uracil;  5-['*'I]-2'-
flior-5-iodovinil-1-B-D-arabinofuranosil-uracil; 5-['21}-2'-fluor-5-iodo-1-B-D-ribofuranosil-
uracil; 5-['?4]]-2'-fliior-5-iodo- 1-B-D-ribofuranosil-uracil; 5-["*"1)-2'-flor-5-iodo-1-B-D-
ribofuranosil-uracil;  5-['?*I]-2'-flGior-5-iodovinil-1-B-D-ribofuranosil-uracil;  5-[***[]-2'-flior-5-
iodovinil-1-B-D-ribofuranosil-uracil; 5-["*'1]-2'-flGor-5-iodovinil-1-B-D-ribofuranosil-uracil; ou 9-

4-["*F] fldor-3-(hidroximetil)butillguanina.
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RESUMO

“METODOS E COMPOSIGOES RELACIONADAS A PARTICULAS DE VIRUS
FAGO ADENOASSOCIADAS”

Modalidades da invengao sdo geralmente direcionadas a composigdes e métodos
de liberagdo de um ou mais transgenes a uma célula alvo, tal como uma célula de tumor, em
um sitio especifico de maneira a alcangar expressao aprimorada e para construgées e com-
posigdes Uteis em tais aplicagbes. A invengao refere-se também ao uso para preparar medi-
camentos. Em certos aspectos, a expressao de um acido nucléico terapéutico pode ser a-
cessada antes da administragdo de um tratamento ou procedimento de diagnéstico em um
individuo.
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