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Relatorio Descritive da Patente de Invencéo para "VIRUS
ENVELOPADO RESISTENTE A INATIVACAO PELO COMPLEMENTO
PARA O TRATAMENTO DE CANCER".

REFERENCIA A LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[0001] A Listagem de Sequéncias depositada eletronicamente na

forma de um arquivo de texto Annex C/ST.25 e que carrega referéncia
de deposito 21003-PCT constitui uma parie da divulgacao.
ANTECEDENTE DA INVENCAO

10002] Virus oncoliticos foram testados como agentes para o trata-

mento de canceres através da infeccdo e da destruicdo de células tu-
morais. E£stes virus oncoliticos incluem Virus da Doenca de Newcastle,
Adenovirus, virus Sindbis, virus Vaccinia, virus Herpes etc. O Virus da
Doenca de Newcastle (NDV) mostrou um grande potencial de encolhi-
mento de fumor em pacientes com cancer devido a sua propriedade
unica de replicacao preferencial em células tumorais e de lise das mes-
mas, presumivelmente gracas ao fato que a maioria das células tumo-
rais tem uma via de interferon deficiente (Pecora et al., 2002; Laurie et
al., 2006; Lorence et al., 2007). Apesar dos resultados clinicos promis-
sores prefliminares, o NDV como um agente terapéutico para cancer
possui uma deficiéncia: inevitavelmente a maioria das particulas de
NDV sera destruida pelo sistema imunoldgico inato do paciente, a via
do complemento alternativa, assim que os virus entrarem no corpo do
paciente.

{0003} O sistema do complemento faz parte do sistema imunologico
inato e adaptativo (revisado por Volanakis, J.E., 1998. Chapter 2. In The
Human Complement System in Health and Disease. Edited by J. E. Vo-
lanakis, and M.M. Frank. Marcel Dekker, Inc., New York pp 8-32). O
complemento desempenha uma funcéo importante na morte microbiana
e para o transporte e a eliminacdo de complexos imunolégicos. Muitos

dos produtos de alivacdo do sistema do complemento tambeém estdo
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associados com fungbes pré-inflamatdrias ou imunorreguladoras. O sis-
tema do complemento consiste de proteinas do plasma e associadas as
membranas que sdo organizadas em trés cascatas de ativacado enzima-
tica: a classica, a da lectina e as vias alternativas. Todas as trés vias
podem levar a formacado do complexo do complemento terminal/com-
plexo de ataque a membrana (TCC/MAC) e um arranjo de produtos bi-
clogicamente ativos.

[0004] As celulas e os 6rgdos humanos possuem uma familia de
proteinas reguladoras do complemento ligadas a membrana para pro-
teger 08 mesmo da lise homdloga mediada pelo complemento. Eslas
proteinas reguladoras do complemento incluem CD55 (fator de acelera-
¢cao do decaimento, DAF), CD46 (proteina de cofator de membrana,
MCP), CD35 (receptor do complemento 1, CR1) e CDEY (inibidor de
membrana de lise reativa) (Carroli et al., 1988; Rey-Campos et al., 1988;
Lublin et al., 1989; Morgan et al., 1994; Kim € Song, 2006).

[0005] CD55 é uma proteina ancorada a glicosilfosfatidilinositol
(GP1) e se liga a uma membrana plasmatica da célula através de um
grupamento glicolipidico (ancorador de GPI) em seu C-terminal. As pro-
teinas ancoradas a GPl tal como CDS5 podem ser endocitadas e degra-
das ou clivadas e liberadas da membrana plasmatica da célula (Censu-
Ho e Davitz, 1994a, 1994b; Turner 1894). Por exemplo, as proteinas an-
coradas a GPI incluindo CD55 podem ser liberadas da superficie da cé-
lula através da acdo de fosfolipases C e D especificas para GPI (Turner
1894). Provavelmente estas atividades enzimaticas controlam o catabo-
lismo das proteinas ancoradas a GPI e regulam a expressao na super-
ficie celular destas proteinas (Censullo e Davitz, 1994b).

SUMARIO DA INVENCAQ

[0006] Esta invencéo fornece uma proteina de fuséo recombinante

que compreende: (a) uma sequéncia peptidica de CD55, (b) uma se-

guéncia de ligacdo C-terminal a sequéncia de CDS5, (¢) um dominio
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transmembrana C-terminal 8 sequéncia de ligacdo e (d) um dominio in-
tracelular C-terminal ac dominio transmembrana, em que a proteina de
fusdo ndo contém um ancorador de GPI. Esta invencéo fornece também
acidos nucleicos e vetores de expressdo gue codificam a proteina, as
células que expressam a proteina, os virus envelopados que incorpo-
ram a proteina sobre a membrana viral, composicdes farmacéuticas que
compreendem o virus que incorpora proteina desta invengado, bem como
métodos de tratamento & usos do virus.

{00071 Esta invencao se baseia, em parte, na descoberia de que o
virus que expressa uma proteina de fusao de acordo com esta invencéo
era resistente a inativacdo pelo soro humano normal, que & evidenciada
por uma taxa de recuperacdo maior comparada com a de virus que nao
expressa a proteina de fusao. O virus envelopado oncolitico proeduzido
pelas células engenheiradas da invencdo que incorporam um inibidor
do complemento na forma de uma proleina de fusédo recombinante so-
bre a membrana viral € um agente terapéutico para cancer melhor e
fornece melhores resultados clinicos para pacientes com cancer quando
comparado com o virus correspondente que n&o possui um inibidor do
complemento sobre a membrana viral, devido a sua capacidade de so-
brevivéncia na circulacdo do soro humano antes de entrar em um tumor.
Os beneficios sdo triplos: 1) o virus oncolitico pode ser produzido em
um sistema de cultura de células em um biorreator; 2) menos particulas
virais s&o necesséarias para atingir a mesma eficacia terapéutica quando
comparado com o virus oncolitico original produzido em ovos de gali-
nha; 3) a infuséo de menos particulas virais a um paciente com cancer
pode reduzir os efeitos colaterais associados as grandes quantidades
de particulas virais tal como tempestade de citocinas ou efeitos relacio-
nadas a impurezas.

[{0008] Outros que estudaram os efeitos da proteina reguladora do

complemento CD55 sobre a protecdo do Virus da Doenca de Newcastle
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(NDV) (Biswas et al., 2012; Rangaswamy et al., 2016) utilizaram CD55
nac meodificado nativo, que inclui um ancorador de glicosilfosfatidil-ino-
sitol (GPI). Em contraste, a proteina de fusdo desta invencdo omite o
ancorador de GPl. Sem desejar ficar limitado a teoria, acredita-se que a
omisséo de um ancorador de GPI alterou a dindmica do catabolismo de
CD55 sobre a superficie celular. A proteina de fusao desta invencéo foi
capaz de suportar condicbes de inativac&o mais rigorosas que aquelas
utilizadas por Biswas e Rangaswamy. Biswas utilizou 5 a 10% de soro
humano normal e Rangaswamy utilizou 0,3 a 5% de soro humano nor-
mal em seus ensaios de inativacdo. O exemplo a seguir utilizou 40% de
soro humano normal para conduzir o ensaio de inativacao sobre o NDV
que incorporou a proteina de fusdo recombinante.

BREVE DESCRICAQ DAS FIGURAS

[0009] Figura 1. Sequéncia do mapa de construcdo de expresséo

em célula de mamifero que codifica uma proteina de fuséo inibidora do
complemento recombinanie que consiste de a peptideo sinal de secre-
cao, quatro repeticbes consenso curtas (SCR) de CD55, um ligante fle-
Xivel, um dominio transmembrana de CD8 e um dominio intracelular de
CD8 truncado, seguidos pelo marcador selecionavel IRES-neo e um si-
nal de poliadenilacio sintético (polyA).

[00010] Figura 2. Diagrama que ilustra a orientacdo da proteina de
fusao inibidora do complemento maturada sobre a membrana celular de
DF1 engenheirada ou sobre a membrana de NDV modificada.

[00011] Figura 3. Expresséo em superficie celular de uma proteina
de fus&o inibidora do complemento recombinante. Analise de citometria
de fluxo para expresséo da proteina de fusao por um anticorpo especi-
fico para CD55. O histograma a esquerda representa as células DF1
naive como um controle negativo. O histograma a direita representa as
células DF1 que expressam estavelmente a SEQ ID NO:2 (ndmero de

clone de céluia 8).

Petigdo 870180159452, de 06/12/2018, pag. 41/59



5115

[00012] Figura 4. Ensaio de citotoxicidade do NDV produzido pelas
celulas DF1 engenheiradas (Clone numero 8) incorporadas com a pro-
teina de fusao inibidora do complemento nas linhagens de células tu-
morais.
[00013] Figura 5. Sequéncia de Aminoacidos de uma proteina de fu-
$&0 inibidora do complemento recombinante gue consiste de peptideo
sinal de secrecdo, quatro repeticdes consenso curtas (SCR) de CD55,
um ligante flexivel, um dominio transmembrana de CD8 & um dominio
intracelular de CD8 truncado. (SEQ 1D NO:2)

Sublinhado Duplo indica Peptideo sinal de secrecéo

Caractere regular indica SCR de CD55

Sublinhado indica (G451)3 Ligante

Negrito indica o dominio transmembrana de CD8

itafico indica o dominio intracelular de CD8 truncado
DESCRICAQ DETALHADA DA INVENCAQ

[00014] De acorde com a proteina de fuséo desta invencéo qualquer

sequéncia peptidica de CD55 pode ser utilizada para sequéncia (a). Em
uma modalidade a sequéncia peptidica de CD55 € uma sequéncia pep-
tidica de CD55 humana. A sequéncia peplidica de CD5S5 compreende
preferencialmente quatro repeticdes consenso curtas (SCR) de CD55.
Qualquer ligante flexivel pode ser ulilizado para sequéncia (b), por
exemplo um ligante flexivel convencional conhecido no campo. Emuma
modalidade é utlilizado um ligante G451, preferencialmente um ligante
{(G451)3. Qualquer dominio transmembrana pode ser utilizado para se-
quéncia (c), por exemplo, um dominio transmembrana convencional co-
nhecido no campo. Em uma modalidade o dominio transmembrana é
um dominio transmembrana de CD8. Qualquer dominio intracelular
pade ser utilizado para sequéncia (d), por exempio um dominio intrace-

ular convencional. Em uma modalidade o dominio transmembrana é um
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dominio transmembrana de CD8, preferenciaimente um dominio trans-
membrana de CD8 truncado.

[00015] A proteina de fusao desta invengéo pode compreender ainda
um peptideo sinal de secrecdo N-terminal a sequéncia (a). De acordo
com o processo preferido desta invencao a proteina de fuséo € inicial-
mente expressa com o peptideo sinal. O peptideo sinal direciona a pro-
teina de fuséo recem-sintetizada para o reticulo endoplasmatico (ER),
onde o peptideo sinal é clivado pela peptidase sinal. A SEQ IDNQO:2 é
um exemplo de proteina de fusdo desta invencdo que possui um pepti-
deo sinal N-terminal. A SEQ 1D NO:3 é um exemplo de proteina de fuséo
desta invencéo que nao possui um peptideo sinal N-terminal.

[00016] De acordo com a proteina de fuséo desta invencdo pode ha-
ver opcionalmente um espacador de um ou mais aminoacidos enire ©
peptideo sinal N-terminal e a sequéncia (a), enfre a sequéncia (a) e a
sequéncia (b), entre a sequéncia (b) e a sequéncia (¢}, entre a sequén-
cia {¢) e a sequéncia (d), entre guaisquer duas das mesmas, entre
quaisquer trés das mesmas ou entre todas as quatro. Em uma modali-
dade desta invencdo ndo ha espacador entre o peptideo sinal N-termi-
nal € a sequéncia (a) ou, em outras palavras, o peptideo sinal N-terminal
esta covalentemente ligado a sequéncia (a) através de uma unica liga-
¢ao peptidica. Em outra modalidade ha um espacador entre o peptideo
sinal N-terminal e a sequéncia (a).

(000171 Emuma modalidade desta invencao nao ha espacador entre
a sequéncia (a) e a sequéncia (b) ou, em outras palavras, a sequéncia
{a) esta covalentemente ligada a sequéncia (b) atraves de uma unica
ligacao peptidica. Em outra modalidade ha um espacador entre a se-
guéncia (a) e a sequéncia (b). Em uma modalidade desla invencdo ndo
ha espacador entre a sequéncia (b) e a sequéncia (c) ou, em oufras
palavras, a sequéncia (b) esta covalentemente ligada a sequéncia (¢)

atraves de uma unica ligacdo peptidica. Em outra modalidade ha um
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espacador entre a sequéncia (b) e a sequéncia (¢). Em uma modalidade
desta invencdo n&o ha espacador entre a sequéncia (¢} e a sequéncia
{d) ou, em outras palavras, a sequéncia (¢) esta covalentemente ligada
a sequéncia (d) através de uma unica ligagao peptidica. Em outra mo-
dalidade ha um espacador entre a sequéncia (¢) e a sequéncia (d). Em
principio ndo ha limitacao sobre o tamanho dos espacadores.

[00018] CD55 contem quatro repeticdes consenso curias extracelu-
lares (SCR), uma regido rica em Ser/Thr/Pro (STP) e um dominio de
ancoragem de GPl. De acordo com a proteina de fuséo desta invencéo
o dominio de ancoragem de GPl € omitido. A regi8o rica em STP pode
estar presente ou ausente. Uma modalidade da sequéncia que codifica a
proteina de fuséo desta invencao compreende ainda um sinal de poliade-
nilacdo C-terminal a terceira sequéncia que codifica a sequéncia pepli-
dica. Um sinal de poliadenilacio (Poly A) pode ser qualguer Poly A,
[00019] Esta invencdo fornece um acido nucleico que codifica a pro-
teina descrita acima. Em uma modalidade o acido nucleico é DNA. Este
pode conter opcionalmente um ou mais introns, entre as seqguéncias que
codificam o peptideo sinal e a sequéncia (a), entre a sequéncia (a8) e a
sequéncia (b), entre a sequéncia (b) e a sequéncia (¢), entre a sequén-
cia {c) e a sequéncia (d) ou em outro local. Em uma modalidade desta
invencao o acido nucleico codifica uma proteina que possui a sequéncia
SEQ ID NO:2 ou SEQ ID NO:3. A SEQ ID NO:1 é um exempio de um
acido nucleico que codifica uma proteina que possui a sequéncia SEQ
1D NO:2. Devido ao fato de que tripletos de cddons de acidos nucleicos
diferentes codificam o mesmo aminoacido, uma relacao conhecida
como a degeneracao do codigo geneético, muitas outras sequéncias de
acidos nucleicos que cedificam uma proteina que possui a sequéncia
SEQ 1D NO:2 podem ser faciimente previstas e s&o incluidas nesta in-
VENCEO.

[00020] Uma modalidade desta invenco € um velor de expresséo
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que compreende o acido nucleico descrito anteriormente ligado de
forma operacional a uma segquéncia de controle, por exemplo, um pro-
motor. O promotor que controla a proteina de fusio pode ser qualquer
promotor € ndo € limitado a um promotor do CMV. Quando houver um
intron entre © promotor € a sequéncia que codifica a proteina de fusao,
pode ser utilizado qualquer intron adequado e convencional. Por exem-
plo, um intron da B-globina € adequado.

[00021] Esta invengdo fornece uma linhagem de ceélulas que ex-
pressa de forma estavel a proteina de fusao desta invencdo sobre sua
superficie celular. Qualquer linhagem de células convencional para ex-
pressao de proteina pode ser utilizada de acordo com esta invencao.
Em uma modalidade a linhagem de células é uma linhagem de células
de mamifero. Em outra modalidade a linhagem de celulas € uma linha-
gem de células que nao é de mamifero, por exemplo, uma linhagem de
celulas de fibroblasto embrionario de frango DF-1.

[00022] Estainvencdo fornece um virus envelopado que incorpora a
proteina de fusao descrita anteriormente sobre a membrana viral. De
acordo com esta invencdo qualguer virus envelopado pode ser ulilizado.
Em uma modalidade o virus é um virus oncelitico, por exemplo, um pa-
ramixovirus tal como o Virus da Doenca de Newcastle (NDV). Nos
exemplos um inibidor do complemento na forma de uma proteina de
fusdo recombinante foi incorporade sobre ¢ envelope das particulas de
NDV. A proteina de fusdo recombinante desta invencao poderia ser uti-
lizada para virus oncoliticos sem ser o NDV, levando a geracdo de par-
ticulas virais oncoliticas que sao mais resistentes a inativacio pelo com-
plemento do hospedeiro. O novo inibidor do complemento recombinante
na forma de uma proteina de fusdo pode ser utilizado para modificar
outras células de mamiferos tais como ceélulas Hela para produzir virus
oncoliticos. Os virus oncoliticos s80 descritos na Publicagdo de Patente

Internacional No. WO 2000/062735, cujo conteudo € incorporado aqui
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como referéncia. Nos experimentos cujos resultados s&o mostradoes a
sequir, o NDV utilizado foi o PPMK107 descrito na WO 2000/062735.
[00023] O virus pode ser incorporado em uma composigao farmacéu-
tica que compreende o virus e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
Esta invencao fornece um meétodo para o tratamento de um estado de
saude neoplasico em um individuo mamifero, que compreende a admi-
nistracdo ao individuo de uma gquantidade do virus descrito anterior-
mente eficiente para tratar o estado de salde neoplasico. Para trata-
mento de céncer, o virus pode ser administrado aos pacientes através
de gualquer rota convencional, por exemplo, através de um ou mais in-
ieches intratumorais ou intravenosas. Para administracdo intratumoral,
a faixa de doses pode ser de 1x107 a 5x10'? ufp/por tumor. Para admi-
nistracdo intravenosa, a faixa de doses pode ser de 1x107 a 1x10"
ufp/m?. (‘Ufp’ € uma abreviagdo para ‘unidade formadora de placa’.).
[00024] O virus oncolitico de acordo com esta invencdo também po-
deria ser engenheirado para incorporar outras moléculas tal como
GMCSF para aumentar a eficacia do virus oncolitico. Em adigao, o virus
oncolitico poderia ser parte de uma terapia para cancer de combinacao
com um inibidor de ponto de verificacédo tal como molécula anti-PD1 ou
anti-PDL1. Ainda, o virus oncolitico poderia ser parie de uma terapia
para cancer de combinacdo com outros agentes quimioterapéuticos. Os
agentes quimioterapéuticos poderiam ser, mas n&o sao limitados a,
compostos de camptotecina, por exemplo, irinotecan ou fopotecan.
[00025] Todas as publicaches, patentes e pedidos de patentes men-
cionados neste relatorio descritivo s&o incorporados aqui como referén-
cia em sua totalidade no relatdrio descritivo até a mesma extensao como
se cada publicacao, patente ou pedido de patente individual fosse es-
pecificamente e individualmente indicado como sendo incorporado aqui
como referéncia. E também incorporada aqui como referéncia gualquer

informacéo suplementar que foi publicada junto com qualquer uma das
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publicacdes, das patentes e dos pedidos de patentes mencionados an-
teriormente. Por exemplo, alguns artigos de periddicos sdo publicados
com informacdo suplementar que esta tipicamente disponivel online.
[00028] Ainvencao sera melthor entendida com referéncia aos exem-
plos a seguir, gue ilustram, mas ndo limitam a invencdo descrita agui.
EXEMPLOS

Exemplo 1:

(000271 Uma vers&o modificada de CD55 recombinante com quatro
repeticbes consenso curtas (SCR) de CD55 a jusante do peptideo sinal
de secrecao seguidas por um ligante flexivel (3xG4S1) e um CD8 trans-
membrana & um dominio intracelular de CD8 fruncado (Figura 1). A se-
guéncia codificadora foi clonada em uma construcdo de expressdo em
mamiferos gue possui um promotor do CMV, um intron sintético que
controla a expresséo da proteina recombinante. O cassete de expres-
s$80 tambem continha um marcador selecionavel com farmaco, neomi-
cina fosfotransferase a jusante de IRES. O cassete de expressdo génica
terminava com um sinal de poliadenilacao sintéticc. ASEQ IDNO:1é a
sequéncia de nuclectideos da construcdo de expressao em células de
mamiferos. A SEQ ID NO:2 representa a sequéncia de aminoéacidos da
proteina expressa. Quando expresso sobre a superficie celular de fi-
broblastos embrionarios de frango DF1 ou incorporado na membrana
do virus, o peptideo sinal é clivado fornecendo a proteina de fusao re-
combinante madura (SEQ ID NO:3) que possui uma configuracéo/orien-
tacéo tal que CD55 SCR fica sobre a parte externa da célula ou da mem-
brana viral, o ligante flexivel adjacente a célula ou a membrana viral
deve fornecer flexibilidade maxima para SCR de CD55 para exercer sua
fungao bioldgica, isto €, desativando a C3 convertase que € o regulador
central da via do complemento. O ligante flexivel & seguido por um do-
minio transmembrana de CD8 e um dominio intracelular de CD8 trun-

cado.
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Exemplo 2:
[00028] A construcéo de expressao em mamiferos foi transfectada

em células de fibroblasto embrionario de frango DF 1 através da trans-
feccéo mediada por PEI 25K (polietilenoiminag, 25 kDa linear, Polyscien-
ces, Cat. No. 23966). Setenta e duas horas apos a transfeccio, as ce-
tulas transfectadas foram selecionadas em 300 pg/mi de G418 (Gene-
ticin®, antibidtice de aminoglicosideo) para criar uma linhagem de célu-
las estavel que expressa de forma constitutiva a SEQ 1D NO:2. A linha-
gem de células estavel expressava de forma constitutiva a SEQ ID NO:3
sobre sua superficie celular como foi detectado por um anticorpo mono-
clonal (R&D Systems, Catalog No. MAB20091) que é especifico para
CD55 humana madura. Como mostrado na Figura 3, a proteina de fusdo
recombinante foi expressa sobre as células DF 1 transfectadas de forma
estavel com a construcéo gue codifica a proteina de fuséo recombinante
como foi analisado por citometria de fluxo (Figura 3, o histograma a di-
reita). As celulas DF 1 naive serviram como um controle negativo (Figura
3, o histograma a esquerda).

Exemplo 3.

[00029] A linhagem de células estavel expressando a SEQ D NO:3
sobre a superficie celular foi infectada com NDV do tipo selvagem que
foi produzido partindo dos ovos embrionados de galinha. O virus foi en-
tao titulado na linhagem de células de tumor humano HT1080. Uma
quantidade equivalente do virus (medida por UFP) foi submetida a incu-
bacdo com 40% de soro humano normal (NHS) e 40% de soro humano
normal inativado com calor (iINHS) respectivamente. O virus gue perma-
neceu ativo apos a incubacdo com o soro humano foi entao contado nas
células HT1080 através de ensaio de placas. Foi calculada a proporgao
de virus recuperado apos a incubacao com NHS vs iINHS. Como mos-
trado na Tabela 1, a taxa de recuperacdo para o virus produzido em

ovos embrionados de galinha era 0,5%, sugerindo que a vasta maioria
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das particulas de NDV produzidas pelos ovos de galinha foi inativada
mais provavelmente pela via do complemenio alternativa humana. Simi-
farmente, a taxa de recuperagdo para o virus produzido pelas células de
fibroblasto embrionario de frango DF1 originais era 0,5%. Surpreenden-
temente, a taxa de recuperacao para o virus produzido partindo das ce-
tulas DF1 n&o clonais em massa que expressavam de forma estavel a
SEQ ID NO:3 sobre a superficie celular era 5,8%, mais de 10 vezes ¢
virus do tipo selvagem. Quando um total de 11 populacdes clonais de
células DF1 expressando a SEQ 1D NO:3 foi examinado, a taxa de re-
cuperacdo variava de 0,8 a 20% com cinco clones avaliados com uma
taxa de recuperacio menor € seis clones avaliados com uma taxa de
recuperacdo maior gue a da linhagem de células ndo clonais em massa
{Tabela 1). O virus produzido pelo clone numero 8 tinha uma taxa de
recuperacao de 10% gque era 20 vezes maior que a do virus produzido
pelos ovos embrionados de galinha ou pelas células DF1 originais. O
virus produzido pelo clone numero 40 tinha uma taxa de recuperacdo
de 20% que era 40 vezes maior que a do virus produzidos pelos ovos
embrionados de galinha ou pelas células DF1 originais. Estes dados su-
gerem fortemente que a atividade do complemento apresentada no soro
humano normal destruia as particulas de NDV que foram produzidas
pelos ovos embrionados de galinha ou pelas células de fibroblasto em-
brionario de frango DF1 originais. Entretanto, as novas particulas de
NDV produzidas pelas celulas DF-1 que ndo expressavam de forma es-
tavel o inibidor do complemento recombinante sobre a superficie celular
exibiram uma taxa de recuperacao notave! até 40 mais alta quando com-
parados com o virus produzido pelos ovos de galinha ou pelas células
DF1 originais apds a incubacdo com 40% de soro humano normal sob
condicbes experimentais idénticas.

Tabela 1. Taxa de recuperacdo viral medida pela propor¢ao do virus

recuperado apds a incubacéo com 40% de soro humano normal (NHS)
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vs 40% soro humano inativado com calor (iNHS)

NDV Oncolitico Produzido partindo de % da taxa de recuperacdo apds

a incubagao com soro humano

Ovos embrionados de galinha 0,5
Células DF1 Originais 0,5
Ceélulas DF 1 ndo clonais que expressama SEQ | 5,8
D NOC:3

Clone #1 DF 1 que expressa a SEQ 1D NO3 4,3
Clone #2 DF 1 que exprassa a SEQ 1D NO:3 52
Clone #3 DF 1 que expressa a SEQ 1D NO:3 0,8
Clone #4 DF 1 que expressa a SEQ 1D NO:3 6,8
Cione #5 DF 1 que expressa a 3EQ 1D NOG:3 3,6
Clone #6 DF1 que expressa a SEQ 1D NO:3 1,5
Clone #7 DF1 que expressa a SEQ 1D NO:3 7.4
Clone #8 DF 1 que expressa a SEQ 1D NO3 10,0
Clone #10 DF1 gue expressa a SEQ IDNO:3 | 6,1
Cione #11 DF1 gue expressa a SEQ IDNG:3 | 8,0
Clone #40 DF1 gue expressa a SEQ ID NO:3 | 20,0

Exemplo 4:
[00030] A atividade oncolitica de espectro amplo do NDV que foi pro-

duzido partindo das células DF1 que expressam de forma estavel a pro-
teina de fusao inibidora do complemento sobre sua superficie celular
{Clone numero 8) foi avaliada utilizando CellTiter96® AQueous One So-
fution. Esta solucao funciona de forma similar aos ensaios com MTT
(isto &, brometo de 3-(4,5-dimetilliazol-2-i-2,5-difeniltetrazolio) nos
quais células metabolicamente ativas sdo capazes de biorreduzir MTS
tetrazdlio (isto é, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazdlio) no reagente em formazan cromogénico solivel.
Sucintamente, {rés linhagens de células tumorais diferentes HT1080 (fi-
brossarcoma), PANC-1 {carcinoma epitelial pancreatico) e OV-CARS

(adenocarcinoma de ovario) foram crescidas em placas de 96 pogos se-
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paradas. No dia seguinte, diluicbes em serie do virus NDV foram adici-
onadas nos respectivos pocos e a placa foi incubada durante 6 dias na
incubadora a 37°C com 5% de C0O2. No Dia 6, a absorbancia de todos
08 pocos em cada placa foi medida em 480 nm utilizando um espectro-
fotdmetro. A ICso foi calculada utilizando analise de regressao naoc linear
logistica de 4 parédmetros para cada linhagem de célula. Isto resultou
em valores de 1Cx finais de 255, 120 e 47 ufp/pogo para as linhagens
de celula HT1080, OV-CAR-3 e PANC-1 respectivamente (Figura 4).
Estes resuliados indicam que as particulas de NDV produzidas pelas
células DF-1 gue expressavam de forma estavel o inibidor do comple-
mento recombinante sobre sua superficie celular mantinham a capaci-
dade de lisar varias linhagens de celulas tumorais de uma manegira de-
pendente da dose.
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REIVINDICACOES

1. Proteina de fusdo, caracterizada pelo fato de que compre-
ende: {(8) uma sequéncia peptidica de CD55, (b) uma sequéncia de |-
gacao C-terminal a sequéncia de CDS5, (¢) um dominio fransmembrana
C-terminal a sequéncia de ligacéo e (d) um dominio intracelular C-ter-
minal ao dominio ransmembrana; em que a proteina de fusdo nao con-
tem um ancorador de GPI.

2. Proteina de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que a sequéncia peplidica de CD55 é uma sequéncia pep-
tidica de CD55 humana.

3. Proteina de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que sequéncia (8) compreende guatro repeticdes consenso
curtas (SCR) de CD55.

4. Proteina de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que o ligante & um ligante (G4S1)3.

5. Proteina de acordo com a reivindicacdo 1, caraclerizada
pelo fato de que dominio transmembrana € um dominio ransmembrana
de CD8.

6. Proteina de acordo com a reivindicacdo 1, caraclerizada
pelo fato de que o dominio intracelular € um dominio intracelular de CD8
truncado.

7. Proteina de acordo com a reivindicacao 1, caracterizada
pelo fato de que a sequéncia peptidica (a) esta ligada de forma cova-
lente a sequéncia peptidica (b) atraveés de uma unica ligacdo peptidica.

8. Proteina de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que a sequéncia peptidica (a) esta ligada de forma cova-
lente a sequéncia peptidica (b) por um espacador.

8. Proteina de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que a sequéncia peptidica (b) esta ligada de forma cova-

lente a sequéncia peptidica (¢) atraves de uma unica ligacdo peptidica.
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10. Proteina de acordo com a reivindicacéo 1, caraclerizada
pelo fato de que a sequéncia peptidica (b) esia ligada de forma cova-
fente a sequéncia peptidica (c) por um espacador.

11. Proteina de acordo com a reivindicacéo 1, caraclerizada
pelo fato de que a sequéncia peptidica (c) esta ligada de forma cova-
lente a sequéncia peptidica (d) atraves de uma unica ligacdo peptidica.

12. Proteina de acordo com a reivindicacéo 1, caraclerizada
pelo fato de que a sequéncia peptidica (¢) esta ligada de forma cova-
lente a sequéncia peptidica (d) por um espacador.

13. Proteina de acordo com a reivindicacéo 1, caraclerizada
pelo fato de que a proteina de fusao compreende ainda um peptideo
sinal de secrecdo N-terminal a sequéncia (a).

14. Proteina de acordo com areivindicacdo 13, caracterizada
pelo fato de que o peptideo sinal de secrecdo é um peptideo sinal de
secrecdo de CD55.

15. Proteina de acordo com areivindicacdo 13, caraclerizada
pelo fato de que o peptideo sinal N-terminal de secrecio esta covalen-
temente ligado a sequéncia (&) por um Gnico peptideo.

16. Proteina de acordo com areivindicacdo 13, caraclerizada
pelo fato de que o peptideo sinal N-terminal de secrecio esta covalen-
temente ligado a sequéncia (&) por um espacador.

17. Proteina de acordo com a reivindicacéo 1, caracierizada
pelo fato de que possui a sequéncia SEQ 1D NO:2.

18. Proteina de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada
pelo fato de que possui a sequéncia SEQ 1D NO:3.

19. Acido nucleico caracterizado pelo fato de que codifica a
proteina como definida em qualquer uma das reivindicactes 1 a 18,

20. Acido nucleico de acordo com a reivindicacdo 19, carac-

terizado pelo fato de que ¢ acido nucleico é DNA.
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21. Acido nucleico de acordo com a reivindicacdo 20, carac-
terizado pelo fato de gue compreende um ou mais introns.

22. Acido nucleico de acordo com a reivindicacao 19, carac-
terizado pelo fato de que codifica uma proteina que possui a sequéncia
SEQ ID NO:2.

23. Acido nucleico de acordo com a reivindicacao 22, carac-
terizado pelo fato de que possui a sequéncia SEQ 1D NO:1.

24. Vetor de expressao, caracterizado pelo fato de que com-
preende ¢ acido nucleico como definido em qualquer uma das reivindi-
caches 19 a 23, ligado de forma operacional a uma sequéncia de con-
trole.

25. Linhagem de ceélulas, caracterizada pelo fato de que ex-
pressa de forma estavel a proteina como definida em qualquer uma das
rejvindicacbes 1 a 18 sobre a superficie celular.

26. Linhagem de células de acordo com a reivindicacdo 25,
caracterizada pelo fato de que a linhagem de células € uma linhagem
de células de mamifero.

27. Linhagem de células de acordo com a reivindicacdo 25,
caracterizada pelo fato de que a linhagem de células € uma linhagem
de célula de fibroblasto embrionario de frango DF-1.

28. Virus envelopado caracterizado pelo fato de que incor-
pora a proteina como definida em qualquer uma das reivindicacdbes 1 a
18 na membrana viral.

29. Virus de acordo com a reivindicacdo 28, caracterizado
pelo fato de que o virus € um virus oncolitico.

30. Virus de acordo com a reivindicacdo 29, caracterizado
pelo fato de qgue o virus oncolitico é um Virus da Doenca de Newcastle.

31. Composicéo farmacéutica caracterizada pelo fato de que
compreende o virus como definido na relvindicacdo 29 ou 30 e um vei-

culo farmaceuticamente aceitavel.
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32. Processo para o tratamento de uma condicao neoplasica
em um individuo mamifero, caracterizado pelo fato de que compreende
a administracdo ao individuo de uma quantidade do virus como definido
na reivindicacdo 28, eficiente para tratara condicéo..

33. Processo de acordo com a reivindicacdo 32, caracteri-
zado pelo fato de que o virus € administrado de forma intratumoral.

34. Processo de acordo com a reivindicacdo 32, caracteri-

zado pelo fato de que o virus é administrado de forma intravenosa.
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RESUMO

Patente de Invencdo: "VIRUS ENVELOPADO RESISTENTE A INATIVA-
CAQ PELO COMPLEMENTO PARA O TRATAMENTO DE CANCER".

E descrita uma proteina de fusdo recombinante. A proteina
de fusdo compreende: (8) uma sequéncia peptidica de CD55, (b) uma
sequéncia de ligacao C-terminal a sequéncia de CD55, (¢) um dominio
transmembrana C-lerminal a sequéncia de ligacdo, e (d) um dominio
intracelular C-terminal ao dominio transmembrana. A proteina de fuséo
nao contém um ancorador de GPL A proteina de fusdo pode ser expres-
sada com um peptideo sinal de secrecdo N-terminal, que é clivado para
produzir a proteina madura sobre a superficie de uma linhagem de cé-
tulas ou um virus envelopado. Um virus oncolitico que expressa a pro-
teina de fuséo € resistente a inativacao pelo complemento e pode ser

utilizado para tratar cancer.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolbgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

8 C408A8813FO0EOCSHS

Campo 2

CA8F COA9FF1TFCZ2EF

Qutras Informacdes:

- Nome do Arquivo: listagem de sequéncia.txt
- Data de Geracao do Cédigo: 06/12/2018
- Hora de Geracéo do Cadigo: 15:21:39
- Cdédigo de Controle:
- Campo 1. 8C408A8813FOEOCS5
- Campo 2: CA8FCOA9FF1FC2EF
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