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DESCRICAQ

“Associacdo medicamentosa Util para a transfeccido e expressio in vivo de

exogenes”

O presente invento refere-se ao dominio da terapia génica e
nomeadamente a utilizacdo de adenovirus para a expressdo de genes de
interesse terapéutico. Refere-se mais particularmente a um novo modo de
tratamento das patologias de origem genética com base na utilizacao

combinada de dois tipos de agentes terapéuticos.

A terapia génica consiste na correccdo de uma deficiéncia ou de uma
anomalia (mutacdo, expressdo anormal, etc.) através da introducdo de uma
informacdo genética na célula ou 6rgdo afectado. Esta informagao genética
pode ser introduzida quer in vitro quer ex vivo numa célula extraida do d6rgao,
sendo a célula modificada entdo reintroduzida no organismo, directamente
in vivo no tecido apropriado. Neste segundo caso, existem diferentes técnicas
fisicas de transfeccdo, entre as quais 0 emprego de virus como vectores. A este
respeito, diferentes virus foram testados quanto a sua capacidade para infectar
certas populagdes celulares. Em particular, os retrovirus (RSV, HMS, MMS,

etc.), o virus HSV, os virus adeno-associados e 0os adenovirus.

Entre estes virus, os adenovirus apresentam certas propriedades
interessantes para uma utilizacdo em terapia génica. Estes tém um espectro de
hospedeiros bastante largo, sdo capazes de infectar células quiescentes e nao
se integram no genoma da célula infectada. Os adenovirus sdo virus de ADN de
cadeia dupla linear com um tamanho aproximado de 36 kb. O seu genoma
compreende nomeadamente uma sequéncia invertida repetida (ITR} na sua
extremidade, uma sequéncia de encapsidacdo, genes precoces € genes tardios
(Ver figura 1). Os principais genes precoces sdo os genes E1 (Ela e E1b), E2,
E3 e E4. Os principais genes tardios s3o os genes L1 a L5.

Tendo em conta as propriedades dos adenovirus acima mencionados,
estes foram ja utilizados para a transferéncia de genes in vivo. Para este efeito,
foram preparados diferentes vectores derivados de adenovirus, incorporando
diferentes genes (B-gal, OTC, a-1AT, citéquinas, etc.). Em cada uma destas

construcdes, o adenovirus foi modificado de maneira a tornar-se incapaz de
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replicacao na célula infectada. Assim, as construcdes descritas na arte anterior
sdo adenovirus com delecdes das regides E1 (E1a e/ou E1b) e eventualmente
E3 ao nivel das quais é inserida uma sequéncia de ADN heterdloga (Levrero et
al., Gene 101 (1991) 195; Gosh-Choudhury et al., Gene 50 (1986) 161).

Contudo, como para todos os virus conhecidos, a administracdo de um
adenovirus selvagem (Routes et al., J. Virol. 65 {1991) 1540) ou recombinante
defectivo para a replicagao (Yang et al., PNAS (1994) 4407), induz uma

resposta imunitaria importante.

A prncipal finalidade do sistema imunitédrio é a integridade do individuo
ou a integrnidade do “préprio”. Este conduz a eliminacdo de agentes infecciosos
assim como a rejeicdo de enxertos e de tumores sem que no entanto estes
poderosos mecanismos de defesa do organismo se voltem contra si e déem
lugar as doencas autoimunes. Este estado de ndo resposta face a antigénios
“préoprios” enquanto que o0s antigénios estranhos sdo eliminados é definido
como um estado de tolerancia fisiolégica. Para eliminar os agentes estranhos, o
sistema imunitario desenvolve dois tipos de mecanismos. O primeiro é a
producdo de anticorpos especificos pelos linfécitos B; falamos de imunidade
humoral. Estes anticorpos vao fixar o antigénio e inactiva-lo ou elimina-lo do
organismo. O segundo mecanismo de defesa refere-se a imunidade celular e
utiliza os linfécitos T, e de entre estes, os linfocitos T citotéxicos, portadores de
um receptor especifico do antigénio considerado. O reconhecimento do
antigénio pelo receptor T necessita que este seja expresso em associacdo com
proteinas codificadas pelos genes do complexo principal de histocompatibilidade

ou MHC de classe | e de classe l.

Como consequéncia, esta resposta imunitaria desenvolvida contra as
células infectadas constitui um obstaculo principal a utilizacdo de vectores virais
em terapia génica visto que (i) induzindo uma destruicdo das células infectadas
esta limita a duracdo da expressdo do gene terapéutico e portanto o efeito
terapéutico, (i) esta induz paralelamente uma resposta inflamatéria importante,
e (iii) esta leva a eliminacao répida das células infectadas apds injeccdes
repetidas. Entenda-se que a amplitude desta resposta imunitdria para com as
células infectadas varia consoante a natureza do 6rgdo submetido & injeccéo e o
modo de injeccdo utilizado. E deste modo que a expressdo da B-galactosidase,

codificada por um adenovirus recombinante administrado no musculo de
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ratinhos imunocompetentes, é reduzida para niveis minimos 40 dias apds a
injeccdo (Kass-Eisler et al., PNAS 90 (1993) 11498). Do mesmo modo, a
expressdo de genes transfectados por adenovirus para o figado é
significativamente reduzida nos 10 dias que se seguem & injeccdo (Yang Y et al.
1994 /mmunity 1 433-442) e a expressdo do factor 1X transferido por
adenovirus para os hepatdcitos de cédes hemofilicos desaparece 100 dias apds a
injeccdo (Kay et al., PNAS 91 (1994) 2353).

Na perspectiva de uma exploracdo em terapia génica de vectores
derivados de adenovirus, torna-se portanto necessario controlar a resposta

imunitaria desenvolvida contra estes ou contra as células que eles infectam.

Do precedente, sobressai que a activacdo do sistema imunitario necessita
previamente de um reconhecimento por este de -elementos estranhos ao
organismo (o néo préprio ou préprio modificado) como os vectores derivados de
adenovirus, que devem em tempo normal ser destruidos. Ao longo dos ultimos
anos foram desenvolvidas estratégias de imuno-intervencdo onde o objectivo é
criar um ambiente imunitario “permissivo”, ou seja inducdo de um estado de

tolerancia, face a antigénios estranhos predefinidos.

E precisamente a este nivel que intervém o presente invento. Este visa
prevenir a eliminacdo rapida de adenovirus das células infectadas e portanto
prolongar de forma consequente a expressao /in vivo do gene terapéutico de que
sdo portadores.

Recentemente, 0s requerentes demonstraram que a co-expressao nas
células infectadas de certos genes é capaz de induzir um efeito imunoprotector
e assim fazer escapar os vectores e/ou as células infectadas ao sistema
imunitério. Eles aperfeicoaram nomeadamente adenovirus nos quais a expressao
de um gene de interesse terapéutico estd associada a de um gene
imunoprotector (FR N°9412346). Pode nomeadamente tratar-se de um gene
cujo produto age sobre a actividade do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) ou sobre a actividade de citéquinas permitindo
reduzi-las consideravelmente, procurando suprimir toda a reaccdc imunitaria
contra o vector ou as células infectadas. Estes inibem pelo menos parcialmente
a expressao das proteinas do MHC ou a apresentacdo antigénica tendo como
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consequéncia vantajosa uma reducdo notdvel da reaccdo imunitaria contra o
vector ou as células infectadas e portanto um efeito terapéutico prolongado.

De forma inesperada, os requerentes demonstraram que era possivel
prolongar significativamente o efeito terapéutico de um tal vector associando-
lhe um imunossupressor. A eliminagdo do vector considerado e/ou a destruicao
das células infectadas, pelo sistema imunitario, encontram-se retardadas por um
periodo claramente superior ao que podemos esperar pela simples justaposicao
dos efeitos imunoprotectores do referido vector e do imunossupressor.
Vantajosamente, a associacdo medicamentosa objecto do presente invento
induz um fendémeno de "pseudo-inércia" do sistema imunitdric propicio a

expressao a longo prazo de um gene terapéutico.

No sentido do presente invento, imunossupressor designa qualquer
composto capaz de inibir em parte ou totalmente pelo menos uma via de
sinalizacdo imunitaria. De uma forma geral, os imunossupressores sdo
habitualmente utilizados em transplantacdo, com o fim de prevenir a rejeicdo de
aloenxertos, e no tratamento de certas doencas autoimunes. Os produtos
classicamente utilizados sdo quer imunossupressores quimicos como o0s
corticosterdides, a azatioprina, a ciclosporina, o FK5086, quer
imunossupressores bioldgicos tais como anticorpos policlonais ou monoclonais.
A primeira categoria de imunossupressores, € entre estes sobretudo a
ciclosporina e o FK506, inibem de forma importante a producdo de citéquinas
tais como a interleucina 2, cujo papel na diferenciagdo e na proliferacdo das
células linfocitdrias € essencial. Infelizmente, a eficicia deste tipo de
imunossupressores necessita da sua administracdo permanente que é
confrontada mais cedo ou mais tarde com o problema da sua toxicidade. Assim
a azatioprina € potencialmente mielotoxica e a ciclosporina é nefrotéxica e pode

além disso acarretar uma hipertensdo ou problemas neuroidgicos.

No que diz réspeito mais particularmente a anticorpos, trata-se de
anticorpos dirigidos contra as células linféides do sistema imunitario. O primeiro
anticorpo utilizado a titulo de imunossupressor é o anti-CD3, dirigido contra os
linfécitos T. O seu alvo é uma das cadeias polipeptidicas da molécula CD3 que
compGe o receptor para o.antigénio das células T. Segue-se uma inactivacdo
funcional das células T CD3+ reconhecidas pelos anticorpos. No caso da
problematica que aqui nos interessa, a administracdo de um imunossupressor
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deste tipo juntamente com a de um adenovirus recombinante contendo um gene
terapéutico seria um meio de bloquear a reacgao imunitaria do hospedeiro face
ao vector viral e/ou aos seus produtos expressos a superficie das células
infectadas. Com o mesmo principio podemos utilizar anticorpos anti-CD4, -CD2,
-CD8,- CD28, -B7, -ICAM-1 e -LFA-1.

Os requerentes aperfeicoaram agora um novo modo de tratamento
particularmente eficaz para retardar de forma importante e mesmo inibir a

reaccdo do sistema imunitério sem levantar problemas de toxicidade.

Mais precisamente, 0 presente invento resulta da evidéncia de um efeito
sinergético particularmente importante ligado & utilizacdo combinada de um
adenovirus recombinante no qual a expressdo de um gene de interesse
terapéutico estad associada a de um gene imunoprotector, tal como descrito

anteriormente, e pelo menos um agente iIMUNOSSUPressor.

Um primeiro objectivo do presente invento refere-se entdo a uma
associacdo medicamentosa de pelo menos um agente imunossupressor e pelo
menos um adenovirus recombinante cujo genoma compreende um primeiro ADN
recombinante contendo um gene terapéutico e um segundo ADN recombinante
contendo um gene imunoprotector, para uma utilizacdo consecutiva,
intermitente e/ou simultanea no tempo, Util para transfeccdes exogénicas in

vivo e/ou ex vivo.

Tal como indicado mais a frente, o presente invento assenta
nomeadamente na evidéncia de um efeito sinergistico entre a actividade do
agente imunossupressor € o efeito do gene imunoprotector expresso, sobre a

expressdo do gene terapéutico.

Esta utilizacdo combinada permite um efeito terapéutico nitidamente
prolongado e necessita vantajosamente de doses significativamente reduzidas

nomeadamentc de agente imunossupressor.

Tal como indicado mais & frente, os dois componentes e a associacao
combinada do presente invento podem ser utilizados de forma consecutiva,
intermitente e/ou simultanea no tempo. De preferéncia, o agente
imunossupressor é injectado antes e depois da injeccao do adenovirus. Segundo
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esta concretizacdo do presente invento, a administracdo do imunossupressor
pode ser espacada no tempo e preferencialmente renovada regularmente. Neste
casa particular os dois componentes sdo condicionados separadamente. No
caso de uma administracdo simultanea, estes podem ser misturados
extemporaneamente antes de serem administrados em conjunto ou, pelo
contrario, administrados simultaneamente mas de forma separada. Em

particular, as vias de administracdo dos dois agentes podem ser diferentes.

Segundo o presente invento, podemos utilizar, a titulo de agente
imunossupressor, qualquer composto capaz de inibir em parte ou na totalidade
pelo menos uma via de sinalizacdo imunitaria. Pode nomeadamente ser
escolhido de entre a ciclosporina, o FK506, a azatioprina, os corticosterdides e
quaisquer anticorpos mono- ou policlonais. Trata-se de preferéncia de
anticorpos capazes de inactivar as moléculas imunitarias ou de provocar a
destruicdo das células imunitdrias portadoras dessas moléculas. Podemos
nomeadamente utilizar a titulo de anticorpos, os anti-CD4, -CD3, -CD2, -CD8, -
CD28, -B7, -ICAM-1, -LFA-1. Podem igualmente tratar-se de moléculas hibridas
como a CTLA4lg, uma proteina de fusdo entre a molécula CTLA-4 (um
homologo do CD28) e uma imunoglobulina. O local G1Fc desta molécula
ligando-se a molécula B7 revela-se capaz de inibir a activagéo das células T (D.
J: Lenschow; Science, 257, 789, 1992). E claro que o alcance do presente
invento ndo estd de modo algum limitado aos imunossupressores acima
enumerados. Estes imunossupressores podem ser empregues de forma isolada

ou em associacao.

No que se refere aos ADN recombinantes presentes no genoma do
adenovirus postos em pratica segundo o presente invento, trata-se de
fragmentos de ADN contendo o gene considerado (terapéutico ou
imunoprotector) e eventualmente de sinais que permitem a sua expressdo,
construidos in vitro e depois inseridos no genoma do adenovirus. Os ADN
recombinantes utilizados no ambito do presente invento podem ser ADN
complementares (ADNc), ADN genémicos (ADNg), ou construcdes hibridas
consistindo, por exemplo, num ADNc no qual seriam inseridos um ou vérios
intrdes. Pode igualmente tratar-se de sequéncias sintéticas ou semi-sintéticas.
Estes ADN podem ser de origem humana, animal, vegetal, bacteriana, viral, etc.
De forma particularmente vantajosa, utilizamos ADNc ou ADNg.
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Como gene terapéutico utilizdvel para a construcdo de vectores do
presente invento, podemos citar qualquer gene que codifique um produto
possuindo um efeito terapéutico. O produto assim codificado pode ser uma
proteina, um péptido, um ARN, etc.

Tratando-se de um produto proteico, este pode ser homdlogo face a
célula alvo (ou seja um produto que € normalmente expresso na célula alvo
desde que esta nao apresente nenhuma patologia). Neste caso, a expressao de
uma proteina permite por exemplo remediar uma expressdo insuficiente na
célula ou a expressao de uma proteina inactiva ou fracamente activa devido a
uma modificacdo, ou ainda sobre-expressar a referida proteina. O gene
terapéutico pode também codificar para um mutante de uma proteina celular,
possuindo uma estabilidade acrescida, uma actividade modificada, etc. O
produto proteico pode iguaimente ser heterélogo face a célula alvo. Neste caso,
uma proteina expressa pode por exemplo completar ou conferir uma actividade
deficiente na célula, permitindo-lhe lutar contra uma patologia ou estimular uma
resposta imunitaria.

Entre os produtos proteicos terapéuticos no sentido do presente invento,
podemos citar mais particularmente as enzimas, os derivados sanguineos, as
hormonas, interleucinas, interferdes, TNF, etc. (FR 9203120), os factores de
crescimento, 0S neurotransmissores ou seus percussores ou enzimas de sintese,
os factores tréficos: BDNF, CNTF, NGF, IGF, GMF, aFGF, bFGF, NT3, NT5,
HARP/pleiotrofina, etc.; as apolipoproteinas: ApoAl, ApoAlV, ApoE, etc. (FR
93051265), a distrofina ou uma minidistrofina (FR 9111947), a proteina CFTR
associada a mucoviscidose, os genes supressores de tumores: p53, Rb, Rap1A,
DCC, k-rev, etc. (FR 9304745), os genes que codificam para factores
implicados na coagulacdo: Factores Vi, VIIi, le, 0s genes intervenientes na
reparacao do ADN, etc.

Como acima indicado, 0 gene terapéutico pode igualmente ser um gene
ou uma sequéncia anti-sentido, cuja expressdo na célula alvo permite controlar
a expressdo de genes ou a transcricio de ARNm celulares. Tais sequéncias
podem, por exemplo, ser transcritas na célula alvo em ARN complementares de
ARNm ceiulares e bloquear assim a sua traducdo em proteina, segundo a
técnica descrita na patente EP 140308. Os anti-sentido compreendem
igualmente as sequéncias que codificam para as ribozimas, que s&o capazes de
destruir selectivamente os ARN alvo (EP 321201).



86495
EP 0 809 516/PT
8

Os genes terapéuticos podem ser de origem humana, animal, vegetal,
bacteriana, viral, etc. Estes podem ser obtidos por qualquer técnica conhecida
do pcrito na arte e nomeadamente por pesquisa de bancos, por sintese quimica
ou ainda por métodos mistos incluindo a modificacdo quimica ou enzimatica de

sequéncias obtidas por pesquisa de bancos.

O gene imunoprotector utilizado no dmbito do presente invento pode ser
de diferentes tipos. Como anteriormente explicitado, trata-se de um gene cujo
produto actua sobre a actividade do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) ou sobre a actividade das citéquinas. Trata-se de preferéncia de um gene
cujo produto inibe pelo menos parcialmente a expressio das proteinas do MHC
ou a apresentacao antigénica. A titulo de exemplos preferidos, pode-se citar
certos genes contidos na regiao E3 do adenovirus, o gene ICP47 do virus do
herpes ou o gene UL18 do citomegalovirus.

A regidao E3 do genoma do adenovirus contém diferentes enquadramentos
de leitura que, por processamento alternativo, ddo origem a proteinas
diferentes. Entre estas, a proteina Gp19k (ou E3-19k) é uma proteina
transmembranar glicosilada localizada na membrana do reticulo endoplasmatico
(RE). Esta proteina compreende um dominio luminal ligando as moléculas do
MHC-l e uma extremidade citoplasmatica C-terminal capaz de ligar os
microtubulos (ou a tubulina), que actua para ancorar a proteina gp19k na
membrana do RE. Gp19K é assim capaz de impedir a expressdo das moléculas
do MHC-I a superficie das células por interaccdo e sequestro ao nivel do RE.
Contudo, na auséncia de replicacdo viral, a proteina gp19k ¢é fracamente
expressa pelos adenovirus. Por outro lado, a expressdo da gp19k estd
igualmente condicionada a realizacdo de um processamento. A introducdo nos
vectores do presente invento de um ADN recombinante contendo uma
sequéncia (de preferéncia ADNc) que codifique para a gp19k permite controlar e
optimizar a expressdo da referida proteina. Em particular, o emprego de
promotores constitutivos e a supressdo de outros enquadramentos de leitura
permitem aumentar fortemente a expressdo desta proteina e eliminar a
dependéncia face & replicacdo viral e 3 presenca de elementos indutores. Isto
permite de forma particularmente vantajosa diminuir consideravelmente a lise
pelas CTL das células infectadas e deste modo aumentar e prolongar a
producao in vivo do gene terapéutico.
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Outras proteinas codificadas pela regido E3 do genoma do adenovirus tais
como as proteinas 10,4k e 14,5k apresentam certas propriedades interessantes

com vista a sua incorporacdo nos vectores do presente invento.

O gene ICP47 do virus do herpes simplex constitui um outro gene
imunoprotector particularmente interessante no sentido do presente invento. As
células infectadas pelo virus do herpes simplex apresentam uma resisténcia a
lise induzida pelas CTL. Foi demonstrado que esta resisténcia poderia ser
conferida pelo gene ICP47, o qual é capaz de reduzir a expressao das moléculas
do MHC-! a superficie das células. A incorporacdo do gene ICP47 num ADN
recombinante segundo o presente invento permite igualmente aos virus

recombinantes do presente invento escapar ao sistema imunitario.

O gene UL18 do citomegalovirus constitui um outro exemplo preferido de
gene imunoprotector segundo o presente invento. O produto do gene UL18 é
capaz de ligar a 32-microglobulina (Browne et al. Nature 347 (1990) 770). A
B2-microglobulina ¢ uma das cadeias das moléculas MHC-I. A incorporacéo do
gene UL18 num ADN recombinante segundo o presente invento permite deste
modo diminuir o namero de moléculas de B2-microglobulina funcionais nas
células infectadas pelos virus do presente invento, e assim diminuir as
capacidades dessas células para produzirem moléculas do MHC-l completas e
funcionais. Este tipo de construgcdo permite assim proteger as células infectadas
da lise pelas CTL.

Como aqui indicado adiante, o gene imunoprotector utilizado no ambito
do presente invento é, numa outra concretizacdo preferida, um gene cujo
produto inibe a actividade ou as vias de sinalizacdo das citéquinas. As
citdquinas constituem uma familia de proteinas segregadas que actuam como
moléculas de sinalizacdo para o sistema imunitario. Estas podem atrair as
células da imunidade, activa-las, induzir a sua proliferacdo e mesmo actuar
directamente sobre as células infectadas para as matar.

Entre os genes cujo produto afecta a actividade ou as vias de sinalizacdo
das citéquinas, podemos citar os genes que intervém na sintese das citdquinas,
ou cujo o produto é capaz de sequestrar as citdquinas, de antagonizar a sua
actividade ou de interferir nas vias de sinalizacdo intercelulares. A titulo de
exemplos preferenciais, podemos citar em particular o gene BCRF1 do virus de
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Epstein Barr, os genes crmA e crmB do virus da variola, os genes B15R e B18R
do virus da vacina, o gene US28 do citomegalovirus, os genes E3-14,7, E3-
10,4 e E3-14,5 do adenovirus.

O gene B15R do virus da vacina codifica para uma proteina soltivel capaz
de se ligar a interleucina-1f (a forma segregada da interleucina-1) e assim
impedir que esta citoquina se ligue aos seus receptores celulares. A
interleucina-1 é com efeito uma das primeiras citéquinas produzidas em
resposta a uma agressao antigénica e desempenha um papel muito importante
na sinalizacdo do sistema imunitdrio no inicio da infeccdo. A possibilidade de
incorporar o gene B15R num vector segundo o presente invento permite reduzir
vantajosamente a actividade da IL-1p, nomeadamente na activacao das células
imunitarias, e desta forma proteger localmente as células infectadas pelo virus
do presente invento contra uma resposta imunitaria importante. Genes
homdlogos ao gene B15R podem igualmente ser utilizados, tais como o gene do

virus da variola.

Da mesma forma, o gene B18R do virus da vacina codifica para uma
proteina homodloga ao receptor da interleucina-6. Este gene, ou todo o
homélogo funcional, € igualmente utilizadvel nos vectores do presente invento
para inibir a ligacdo da interleucina-6 ao seu receptor celular e deste modo

reduzir localmente a resposta imunitéria.

Sempre da mesma forma, o gene crmB do virus da variola pode ser
vantajosamente utilizado. Este gene codifica de facto para uma proteina
segregada capaz de se ligar ao TNF e de entrar em competicdo com os
receptores do TNF a superficie das células. Este gene permite portanto, nos
virus do presente invento, diminuir localmente a concentracdo de TNF activo
susceptivel de destruir as células infectadas. Outros genes que codifiquem para
proteinas capazes de se ligarem ao TNF e de inibir pelo menos parcialmente a
sua ligacdo aos seus receptores podem iguaimente ser utilizados.

O gene crmA do virus da variola codifica para uma proteina com uma
actividade de inibidor de proteases do tipo serpina, que é capaz de inibir a
sintese da interleucina-1p. Este gene pode portanto ser utilizado para diminuir
locaimente a concentracao de interleucina-1f e assim reduzir o desenvolvimento

da resposta imunitéria e inflamatéria.
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O gene BCRF1 do virus de Epstein Barr codifica para um analogo da
interleucina 10. O produto deste gene é uma citéquina capaz de diminuir a
resposta imunitaria e de modificar a sua especificidade, induzindo a proliferacao

de linfocitos B.

O gene US28 do citomegalovirus codifica para uma proteina homaéloga ao
receptor da proteina inflamatéria dos macréfagos 1o (MIP-1a). Esta proteina é
portanto capaz de actuar como competidor dos receptores de MIP e assim inibir

a sua actividade localmente.

O produto dos genes E3-14,7, E3-10,4 e E3-14,5 do adenovirus é capaz
de bloquear a transmissdo do sinal intercelular mediado por certas citéquinas.
Quando as citéquinas se ligam aos seus receptores na superficie de uma célula
infectada, é transmitido um sinal ao ndcleo para induzir a morte celular ou parar
a sintese proteica. E o caso em particular do factor de necrose tumoral (TNF). A
incorporacdo dos genes E3-14,7, E3-10,4 e/ou E3-14,5 num ADN recombinante
segundo 0 presente invento com o objectivo da sua expressdo constitutiva ou
regulada permite bloquear a sinalizacao intercelular induzida pelo TNF e proteger
assim as células infectadas pelos virus recombinantes do presente invento dos

efeitos téxicos desta citéquina.

Uma inibicdo local e transitoria pode ser particularmente vantajosa. Esta
pode ser obtida nomeadamente pela escolha de determinados sinais de
expressdo (promotores dependentes de citdbquinas por exemplo) como

posteriormente indicado.

Entenda-se que outros genes homdlogos ou possuindo propriedades
funcionais semelhantes podem ser utilizados para a construgdo dos vectores do
presente invento. Estes diferentes genes podem ser obtidos por quaisquer
técnicas conhecidas dos peritos na arte e nomeadamente por pesquisa de
bancos, por sintese quimica ou ainda por métodos mistos que incluam a
modificacdu guimica ou enzimatica de sequéncias obtidas por pesquisa de
bancos. Por outro lado, estes diferentes genes podem ser utilizados sozinhos ou
em combinacao(des).
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A insercdo dos genes considerados sob a forma de ADN recombinantes
segundo o presente invento oferece uma maior flexibilidade na construgao de

adenovirus e permitc um melhor controlo da expressédo dos referidos genes.

Assim, os ADN recombinantes (e portanto os dois genes de interesse)
incorporados nos vectores adenovirais segundo o presente invento podem ser
dispostos de diferentes maneiras.

Podem em primeiro lugar ser inseridos num mesmo local do genoma do
adenovirus ou em locais diferentes, seleccionados. Em particular, os ADN
recombinantes podem ser inseridos pelo menos em parte ao nivel das regides
E1, E3 e/ou E4 do genoma do adenovirus, em substituicdo ou como suplemento
das sequéncias virais.

De preferéncia, os ADN recombinantes sdo inseridos, pelo menos em
parte, ao nivel das regides E1, E3 ou E4 do genoma do adenovirus. Quando sio
inseridos em dois locais diferentes, preferimos, no ambito do presente invento,
utilizar as regides E1 e E3 ou E1 e E4. Os exemplos mostram com efeito que
esta organizacdo permite uma expressdo elevada dos dois genes, sem
interferéncia entre os dois. Vantajosamente, os ADN recombinantes sio

inseridos em substituicdo das sequéncias virais.

Estes ADN recombinantes podem em seguida comportar, cada um, um
promotor transcricional, idéntico ou diferente. Esta configuracdo permite obter
niveis de expressd@o superiores e oferece um melhor controlo de expressdo dos
genes. Neste caso, os dois genes podem ser inseridos com mesma orientacdo
ou com orientacoes opostas.

Estes podem igualmente constituir uma entidade transcricional Unica.
Nesta configuracao, os dois ADN recombinantes sio contiguos e posicionados
de tal forma que os dois genes fiquem sob o controlo de um dnico promotor, e
déem lugar a um unico ARN pré-mensageiro. Esta disposicdo é vantajosa uma

vez que permite utilizar um Unico promotor transcricional.

Finalmente, o emprego de ADN recombinantes segundo o presente
invento permite utilizar promotores transcricionais de natureza diferente e
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nomeadamente promotores fortes ou fracos, regulados ou constitutivos,
especificos do tecido ou ubiquitarios, etc.

A escolha dos sinais de expressdo e da posicdo respectiva dos ADN
recombinantes é particularmente importante para obter uma expressdo elevada
do gene terapéutico e um efeito imunoprotector importante.

Uma concretizacado preferida do presente invento emprega um adenovirus
defectivo comportando um primeiro ADN recombinante contendo um gene
terapéutico e um segundo ADN recombinante contendo um gene
imunoprotector, no qual os dois ADN recombinantes s&@o inseridos ao nivel da
regiao E1.

Uma concretizacdo particularmente preferida do presente invento
emprega um adenovirus defectivo comportando um primeiro ADN recombinante
contendo um gene terapéutico, inserido ao nivel da regido E1, e um segundo
ADN recombinante contendo um gene imunoprotector, inserido ao nivel da

regido E3.

Como aqui indicado adiante, os adenovirus do presente invento sao
defectivos, isto &, sdo incapazes de replicar de forma auténoma na célula alvo.
Geralmente, o genoma dos adenovirus defectivos segundo o presente invento é
portanto desprovido pelo menos das sequéncias necessarias a replicacdo do
referido virus na célula infectada. Estas regides podem ser eliminadas (no todo
ou em parte), ou tornadas nao-funcionais, ou substituidas por outras sequéncias
e nomeadamente pelos genes terapéuticos. O caracter defectivo dos adenovirus
do presente invento é um elemento importante, uma vez que assegura a nao

disseminacdo dos vectores do presente invento apés administracao.

Numa concretizacdo preferida, os adenovirus do presente invento
compreendem as sequéncias ITR e uma sequéncia que permite a encapsidacao,
e possuem uma delecdo de todo ou parte do gene E1.

As sequéncias invertidas repetidas (ITR) constituem a origem da
replicacdo dos adenovirus. Encontram-se localizadas nas extremidades 3’ e &'

do genoma viral (Ver figura 1), donde podem ser faciimente isoladas segundo as
técnicas classicas de biologia molecular conhecidas do perito na arte. A



86496
EP O 809 516/PT
14

sequéncia nucleotidica das sequéncias ITR dos adenovirus humanos (em
particular dos serotipos Ad2 e AdD) esta descrita na literatura, assim como dos
adenovirus caninos {nomeadamente CAV1 e CAV2). No que diz respeito ao
adenovirus Ad5 por exemplo, a sequéncia ITR esquerda corresponde a regido

que compreende os nucledtidos 1 a 103 do genoma.

A sequéncia de encapsidacdo (igualmente designada sequéncia Psi) é
necessaria a encapsidacao do ADN viral. Esta regido deve portanto estar
presente para permitir @ preparacao dos adenovirus recombinantes defectivos
segundo o presente invento. A sequéncia de encapsidacdo esta localizada no
genoma dos adenovirus, entre a |TR esquerda (5') e o gene E1 (Ver figura 1).
Pode ser isolada ou sintetizada artificiaimente através das técnicas classicas da
biologia molecular. A sequéncia nucleotidica da sequéncia de encapsidacédo dos
adenovirus humanos (em particular dos serotipos Ad2 e Adb5) estéd descrita na
literatura, assim como dos adenovirus caninos (nomeadamente CAV1 e CAV2).
No que diz respeito ao adenovirus Adb por exemplo, a sequéncia de
encapsidacdo corresponde a regido que compreende os nucledtidos 194 a 358
do genoma.

De maior preferéncia, os adenovirus do presente invento compreendem
as sequéncias ITR e uma sequéncia que permite a encapsidacdo, e possuem

uma delecdo da totalidade ou parte dos genes E1 e E4.

Numa concretizacao particularmente preferida, o genoma dos adenovirus
segundo o presente invento tem delecionado a totalidade ou parte dos genes
E1, E3 e E4, e, ainda de maior preferéncia, da totalidade ou parte dos genes E1,
E3, L5 e E4.

Os adenovirus do presente invento podem ser preparados a partir de
adenovirus de origens diversas. Existem com efeito diferentes serotipos de
adenovirus, cuja estrutura e propriedades variam um pouco, mas que
apresentam uma organizacdo gcndética comparavel. Assim, os ensinamentos
descritos no presente pedido podem ser facilmente reproduzidos pelo perito na

arte para todo o tipo de adenovirus.

Mais particularmente, os adenovirus do presente invento podem ser de
origem humana, animal ou mista (humana e animal).
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No que diz respeito aos adenovirus de origem humana, preferimos utilizar
ns classificados no grupo C. De maior preferéncia, entre os diferentes serotipos
de adenovirus humanos, preferimos utilizar no ambito do presente invento os
adenovirus do tipo 2 ou 5 (Ad2 ou Adb).

Tal como indicado mais acima, os adenovirus do presente invento podem
igualmente ser de origem animal ou comportar sequéncias oriundas de
adenovirus de origem animal. A requerente do pedido demonstrou com efeito
que os adenovirus de origem animal sdo capazes de infectar com uma grande
eficacia as células humanas e que sdo incapazes de se propagar nas células
humanas nas quais foram testados (Ver pedido FR 93 05954). A requerente do
pedido mostrou igualmente que os adenovirus de origem animal ndo sdo de
modo algum trans-complementados por adenovirus de origem humana, o que
elimina qualquer risco de recombinacéo e de propagacao in vivo, na presenca de
um adenovirus humano, podendo conduzir & formacdo de uma particula
infecciosa. A utilizacdo de adenovirus ou de regides de adenovirus de origem
animal € pois particularmente vantajosa visto que os riscos inerentes a
utilizacdo de virus como vectores em terapia génica sao ainda mais fracos.

Os adenovirus de origem animal utilizaveis no ambito do presente invento
podem ser de origem canina, bovina, de murideo (exemplo: Mav1, Beard et al.,
Virology 75 (1990) 81), ovina, suina, avicola ou ainda simia {exemplo: SAV).
Mais particularmente, entre os adenovirus avicolas, podemos citar os serotipos
1 a 10 acessiveis na ATCC, como por exemplo as estirpes Phelps (ATCC VR-
432), Fontes (ATCC VR-280), P7-A (ATCC VR-827), IBH-2A (ATCC VR-828),
J2-A (ATCC VR-829), T8-A (ATCC VR-830), K-11 (ATCC VR-921) ou ainda as
estirpes referenciadas ATCC VR-831 a 835. Entre os adenovirus bovinos,
podemos utilizar os diferentes serotipos conhecidos, e nomeadamente os
disponiveis na ATCC (tipos 1 a 8) sob as referéncias ATCC VR-313, 314, 639-
642, 768 e 769. Podemos igualmente citar os adenovirus de murideo FL (ATCC
VR-650) e E20308 (ATCC VR-528), o adenovirus ovino de tipo 5 (ATCC VR-
1343) ou de tipo 6 (ATCC VR-1340); os adenovirus suinos 5359, ou os
adenovirus simios tais como nomeadamente os adenovirus referenciados na
ATCC sob os nimeros VR-591-594, 941-943, 195-203, etc.
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De preferéncia, entre os diferentes adenovirus de origem animal,
utilizamos no &mbito do presente invento adenovirus ou regidoes de adenovirus
de origem canina, e nomeadamente quaisquer estirpes de adenovirus CAV2
[estirpe manhattan ou A26/61 (ATCC VR-800) por exemplo]. Os adenovirus
caninos tém sido objecto de numerosos estudos estruturais. Deste modo, os
mapas de restricao completos dos adenovirus CAV1 e CAV2 foram descritos na
arte anterior (Spibey et al., J. Gen. Virol. 70 (1989) 165), e os genes Ela, E3
assim como as sequencias IR toram clonadas e sequenciadas (ver
nomeadamente Spibey et al., Virus Res. 14 (1989) 241: Linné, Virus Res. 23
(1992) 119, WO 91:11525).

Os adenovirus recombinantes defectivos segundo o presente invento
podem ser preparados de diferentes formas.

Um primeiro método consiste em transfectar o ADN do virus
recombinante defectivo preparado in vitro (quer por ligacdo, quer sob a forma
de plasmideo) para uma linha celular competente, isto &€, contendo em #rans
todas as funcdes necessédrias & complementacdo do virus defectivo. Estas
funcbes sdo de preferéncia integradas no genoma da céiula, o que permite
evitar os riscos de recombinacdo e confere uma estabilidade acrescida & linha

celular.

Uma segunda abordagem consiste em co-transfectar para uma linha
celular apropriada o ADN do virus recombinante defectivo preparado in vitro
{quer por ligacao, quer sob a forma de plasmideo) e o ADN de um virus
ajudante. Segundo este método, ndo é necessario dispor de uma linha celular
competente capaz de complementar todas as funcdes defectivas do adenovirus
recombinante. Uma parte destas funcdes é com efeito complementada pelo
virus ajudante. Este virus ajudante deve ele préprio ser defectivo e a linha
celular possui em trans as funcbes necessarias & sua complementacéo. Entre as
linhas celulares utilizadveis nomeadamente no ambito desta segunda abordagem,
podemos citar nomeadamente a linha de rim embrionarioc humano 293, as
células KB, as células Hela, MDCK, GHK, etc. (ver exemplos).

Em seguida, os vectores que se multiplicaram sédo recuperados,
purificados e amplificados sequndo as técnicas classicas de biologia molecular.
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Segundo uma variante de execucdo, ¢ possivel preparar in vitro, quer por
ligacdo quer sob a forma de plasmideo, o ADN do virus recombinante defectivo
possuindo as delecdes apropriadas e os dois ADN recombinantes. Tal como aqui
adiante indicado, os vectores do presente invento possuem vantajosamente
uma delecdo da totalidade ou parte de certos genes virais, nomeadamente os
genes E1, E3, E4 e/ou L5. Esta delecdo pode corresponder a qualquer supressao
que afecte o gene considerado. Pode tratar-se nomeadamente da supressio de
toda ou de parte da regido de codificacdo do referido gene e/ou de toda ou
parte da regido promotora da transcricdo do referido gene. A supressdo &
geralmente realizada no ADN do virus recombinante defectivo, por exemplo por
digestdo através de enzimas de restricdo apropriadas, depois ligacdo, segundo
as técnicas de biologia molecular, tal como ilustrado nos exemplos. Os ADN
recombinantes podem em seguida ser inseridos neste ADN por clivagem
enzimatica seguida de ligacdo, ao nivel das regiGes seleccionadas e com a
orientacao escolhida.

O ADN assim obtido, que transporta portanto as delecdes apropriadas e
os dois ADN recombinantes, permite gerar directamente o adenovirus
recombinante defectivo transportando as referidas delecdes e ADN
recombinantes. Esta primeira variante estd particularmente adaptada 2
realizacdo de adenovirus recombinantes nos quais os genes estdo dispostos sob
a forma de uma unidade transcricional Unica ou sob controlo de promotores

separados mas inseridos num mesmo local do genoma.

E igualmente possivel preparar o virus recombinante em duas etapas,
permitindo a introducd@o sucessiva dos dois ADN recombinantes. Deste modo, &
construido o ADN de um primeiro virus recombinante transportando as delecdes
apropriadas {ou uma parte das referidas delecdes) e um dos ADN
recombinantes, por ligacdo ou sob a forma de plasmideo. Este ADN é em
seguida utilizado para gerar um primeiro virus recombinante transportando as
referidas delecGes e um ADN recombinante. O ADN deste primeiro virus é em
seguida isolado e co-transfectado com um segundo plasmideo ou o ADN de um
segundo virus recombinante defectivo transportando o segundo ADN
recombinante, as delec6es apropriadas (parte ndo presente no primeiro virus) e
uma regido que permita a recombinacdo homdloga. Esta segunda etapa gera
deste modo o virus recombinante defectivo transportando os dois ADN
recombinantes. Esta variante de preparacdo é particularmente apropriada para a
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preparagdo de virus recombinantes transportando dois ADN recombinantes
inseridos em duas regides diferentes do genoma do adenovirus.

Os dois agentes segundo o presente invento, a saber o imunossupressor
e o adenovirus recombinante, podem ser formulados com vista a uma
administracdo por via tépica, oral, parentérica, intranasal, intravenosa,

intramuscular, subcutanea, intraocular, transdérmica, etc.

De preferéncia, a formula ou as férmulas farmacéuticas respectivas
contém veiculos farmaceuticamente aceitdveis para uma féormula injectavel.
Pode tratar-se em particular de solucoes salinas (fosfato monossédico,
dissodico, cloreto de sddio, potassio, célcio ou magnésio, etc., ou misturas
destes sais) estéreis, isotdnicas, ou de composicdes secas, nomeadamente
liofilizadas, que, por adicdo agua esterilizada ou de soro fisioldégico, conforme o

caso, permitem a constituicdo de solutos injectaveis.

As doses de imunossupressor e de adenovirus utilizadas para a injeccao
podem ser adaptadas em funcao de diferentes parametros e nomeadamente em
funcdo do modo de administracdo utilizado, da patologia envolvida, do gene a

expressar ou ainda da duracao do tratamento procurado.

De uma maneira geral, os adenovirus recombinantes segundo o presente
invento sao formulados e administrados sob a forma de doses compreendidas
entre 10°e 10" pfu/ml, e de preferéncia 10°e 10' pfu/ml. O termo pfu (“plaque
forming unit”) corresponde ao poder infeccioso de uma solucdo considerada e é
determinado pela infeccdo de uma cultura celular apropriada e medicéo,
geralmente apos 5 dias, do nimero de placas de células infectadas. As técnicas
de determinacdo do titulo em pfu de uma solugdo viral estdo bem
documentadas na literatura. No que diz respeito mais particularmente aos
imunossupressores, as suas doses e modos de injeccdo variam segundo a sua
natureza. O ajustamento destes dois parametros faz parte das competéncias do

perito na arte.

A associacdo medicamentosa segundo as reivindicacdes 1 a 25 pode ser
utilizada para o tratamento ou prevencdo de numerosas patologias. Conforme o
gene terapéutico inserido no seu adenovirus, esta pode ser utilizada
nomeadamente para o tratamento ou prevencao de doencas genéticas (distrofia,
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muscoviscidose, etc.), de doencas neurodegenerativas (alzheimer, parkinson,
ALS, etc.), de patologias hiperproliferativas (cancro, estenose recidiva, etc.), de
patologias ligadas a desordens da coagulacdo ou a dislipoproteinémias, de
patologias ligadas a infecgoes virais (hepatites, SIDA, etc.), etc.

O presente invento serd mais completamente descrito com a ajuda dos
exemplos que se seguem, que devem ser considerados como ilustrativos e néo
limitativos.

Figura 1 : Organizacdo genética do adenovirus Ad5. A sequéncia completa do
Ad5 esta disponivel em base de dados e permite ao perito na arte seleccionar
ou criar qualquer local de restricdo e deste modo isolar qualquer regido do

genoma.

Figura 2 : Mapa de restricao do adenovirus CAV2 estirpe Manhattan (segundo
Spibey et al. supracitado).

Figura 3 : Construgcéo do vector pADS5-gp19k-Bgal.

Figura 4 : Construcdo do adenovirus Ad-gp19k-Bgal, AET,AE3.

Técnicas gerais de biologia molecular

Os métodos classicamente utilizados em biologia molecular tais como as
extraccoes preparativas de ADN plasmidico, a centrifugacdo de ADN plasmidico
em gradiente de cloreto de césio, a electroforese em géis de agarose ou
acrilamida, a purificacdo de fragmentos de ADN por electroeluicdo, as
extraccbes de proteinas com fenol ou fenol-cloroférmio, a precipitacdo de ADN
em meio salino pelo etanol ou pelo isopropanol, a transformacao para
Escherichia coli, etc. sdo bem conhecidas do perito na arte e estdo
abundantemente descritas na literatura [Maniatis T. et al,, "Molecular Cloning, a
Laboratory Manual”, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.,
1982: Ausubel F.M. et al. (eds.), "Current Protocols in Molecular Biology”, John
Wiley & Sons, New York, 1987].
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Os plasmideos do tipo pBR322, pUC e os fagos da série M13 siéo‘ae
origem comercial (Bethesda Research Laboratories).

Para as ligacdes, os fragmentos de ADN podem ser separados segundo o
seu tamanho por electroforese em géis de agarose ou acrilamida, extraidos com
fenol ou com uma mistura fenoi/cloroformio, precipitados em etanol, depois
incubados na presenca da ADN-ligase do fago T4 (Biolabs) conforme as
recomendacdes do fornecedor.

O preenchimento das extremidades 5’ proeminentes pode ser efectuado
pelo fragmento de Klenow da ADN-Polimerase | de £. coli (Biolabs) conforme as
especificacdes do fornecedor. A destruicdo das extremidades 3’ proeminentes €
efectuada na presenca da ADN-polimerase do fago T4 (Biolabs) utilizada
segundo as recomendacdes do fabricante. A destruicdo das extremidades 5’
proeminentes ¢ efectuada através de um tratamento efectuado pela nuclease
S1.

A mutagénese dirigida /in vitro por oligodesoxinucleétidos sintéticos pode
ser efectuada segundo o método desenvolvido por Taylor et al. [Nucleic Acids
Res. 13 (1985) 8749-8764] utilizando o estojo distribuido por Amersham.

A amplificacdo enzimatica de fragmentos de ADN pela técnica referida
como PCR [Polymerase-catalyzed Chain Reaction, Saiki R.K. et al., Science 230
(1985) 1350-1354; Mullis K.B. e Faloona F.A., Meth. Enzym. 155 (1987) 335-
350] pode ser efectuada utilizando um “DNA thermal cycler” (Perkin Elmer
Cetus) conforme as especificacoes do fabricante.

A verificacdo das sequéncias nucleotidicas pode ser efectuada pelo
método desenvolvido por Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1977)
5463-5467] utilizando o estojo distribuido por Amersham.

Linhas celulares utilizadas

Nos exemplos que se seguem, as linhas celulares seguintes foram ou
podem ser utilizadas:
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- Linha de rim embrionario humano 293 (Graham et al., J. Gen. Viro:l 36
(1977) 59). Esta linha contém nomeadamente, integrada no seu genoma, a
parte esquerda do genoma do adenovirus humano Ad5 (12%).

- Linha de células humanas KB: proveniente de um carcinoma epidérmico
humano, esta linha estd acessivel na ATCC (ref. CCL17) assim como as
condicoes que permitem a sua cultura.

- Linha de células humanas Hela: proveniente de um carcinoma de epitélio
humano, esta linha estd acessivel na ATCC (ref. CCL2) assim como as
condicdes que permitem a sua cultura.

- Linha de células caninas MDCK: as condicdes de cultura das células
MDCK foram descritas nomeadamente por Macatney et al., Science 44 (1988)
9.

- Linha de células gm DBP6 (Brough et al., Virology 190 (1992) 624).
Esta linha € constituida por células Hela possuindo o gene E2 de adenovirus sob
controlo da LTR de MMTV.,

EXEMPLOS

Exemplo 1. Construcao de adenovirus recombinantes defectivos
compreendendo um gene terapéutico (o gene LacZ de E. coli ) sob o controlo do
promotor da LTR do RSV e o gene gp19k sob o controlo do promotor da LTR do
RSV, ambos inseridos ao nivel da regido E1.

Estes adenovirus foram construidos por recombinagdo homdloga entre
um plasmideo possuindo a parte esquerda do adenovirus Ad5, os dois ADN
recombinantes e uma regidao do adenovirus Adb (correspondendo a proteina 1X)
e o ADN de um adenovirus defectivo possuindo diferentes delecdes.

1. Construcdo do vector pADbB-gp19k-Bagal (figura 3)

1.1 Construcao do plasmideo pGEM-gp19k

O plasmideo pADb5-gp19k-Bgal contém uma sequéncia de ADNc que
codifica para a proteina gp19k de adenovirus. Este plasmideo foi construido do
seguinte modo. O fragmento Xbal do genoma do adenovirus AdS5 selvagem
contendo a regido E3 foi isolado e clonado no local correspondente do
plasmideo pGEM (Promega) para dar origem ao plasmideo pGEM-E3. O
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a 29634 do adenovirus Ad5 selvagem) foi em seguida isolado a partir do
plasmidec pGEM-E3. As extremidades deste fragmento foram tornadas lisas
pela accdo do fragmento de Klenow da ADN-polimerase | de E. coli (Ver
técnicas gerais de biologia molecular), depois o fragmento obtido foi clonado no
local Smal do plasmideo pGEMzf+ (promega).

O plasmideo obtido foi designado pGEM-gp1 9k (figura 3).
1.2. Construcdo do vector pADb5-gp19k-Bgal

Este exemplo descreve a construcdo de um plasmideo contendo um dos
dois ADN recombinantes compreendendo o seu proprio promotor, a parte
esquerda do genoma do adenovirus e uma parte suplementar (proteina plX) que
permite a recombinacdo homologa. Este vector foi construido a partir do
plasmideo pAd.RSVBGal do seguinte modo.

O plasmideo pAd.RSVpGal contém, na orientagéo 5' >3,

- o fragmento Pvull correspondente a extremidade esquerda do
adenovirus Ad5 compreendendo: a sequéncia ITR, a origem de replicacao, os
sinais de encapsidacdo e o amplificador E1A;

- 0 gene que codifica para a B-galactosidase sob o controlo do promotor
RSV (do virus do sarcoma de Rous);

- um segundo fragmento do genoma do adenovirus Adb, que permite a
recombinacdo homdloga entre o plasmideo pAd.RSVfGal e o adenovirus d1324.
O plasmideo pAd.RSVpBGal foi descrito por Stratford-Perricaudet et al. (J. Clin.
Invest. 90 (1992) 626).

O plasmideo pAd.RSVBGal foi primeiramente cortado pelas enzimas Eagl
e Clal. Isto gera um primeiro fragmento possuindo nomeadamente a parte
esquerda do adenovirus Ad5 e o promotor da LTR do RSV. Paraielamente, o
plasmideo pAd.RSVpGal foi igualmente cortado pelas enzimas Fagl e Xbal. Isto
gera um segundo tipo de'fragmento possuindo nomeadamente o promotor da
LTR do RSV, o gene LacZ e um fragmento do genoma do adenovirus AdS, que
permite a recombinacdo homéloga. Os fragmentos Clal-Eagl e Eagl-Xbal foram
em seguida ligados na presenga do fragmento Xbal-Clal do plasmideo
pGEM-gp19k (exemplo 1.1) possuindo a sequéncia que codifica a gp19k (Ver
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figura 3). O vector assim obtido, designado por pADS5-gp19k-Bgal, contém
portanto

- o fragmento Pvull correspondente & extremidade esquerda do
adenovirus AdS compreendendo: a sequéncia ITR, a origem de replicacdo, os
sinais de encapsidacao e o amplificador E1A;

- a sequéncia que codifica para a gp19k sob o controlo do promotor RSV
{do virus do sarcoma de Rous);

- 0 gene gue codifica para a -galactosidase sob o controlo do promotor
RSV (do virus do sarcoma de Rous), e

- um segundo fragmento do genoma do adenovirus Ad5, que permite a
recombinacao homologa.

2. Construcao de adenovirus recombinantes

2.1. Construcao de um adenovirus recombinante delecionado na regido
E1, possuindo os dois ADN recombinantes inseridos na mesma orientacdo, ao
nivel da regiao E1.

O vector pADb5-gp19k-Bgal foi linearizado e co-transfectado com um
vector adenoviral deficiente no gene E1, para as células ajudantes (linha 293)
possuindo em trans as funcles codificadas pelas regides E1 (E1A e E1B) de

adenovirus.

Mais precisamente, o adenovirus Ad-gp19k-Bgal,AE1 ¢ obtido por
recombinacdo homoéloga /in vivo entre o adenovirus Ad-RSVpgal (Ver Stratford-
Perricaudet et al. supracitado) e o vector pADb-gp19k-Bgal, segundo o seguinte
protocolo: o plasmideo pAD5-gp19k-Bgal, linearizado por Xmnl, e o adenovirus
Ad-RSVpagal, linearizado pela enzima C/al, sdo co-transfectados para a linha 293
na presenca de fosfato de célcio, para permitir a recombinacdo homdloga. Os
adenovirus recombinantes assim gerados sdo em seguida seleccionados por
purificacao em placa. Apés isolamento, o ADN do adenovirus recombinante é
amplificado na linha celular 293, o que conduz a um sobrenadante de cultura
contendo o adenovirus defectivo recombinante nao purificado com um titulo de
aproximadamente 10'° pfu/ml.

As particulas virais sac geralmente purificadas por centrifugacdo em
gradiente de cloreto de césio segundo as técnicas conhecidas (ver
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nomeadamente Graham et al., Virology 52 (1973) 456). O adenovirus Ad-
gp19k-Pgal,AE1 pode ser conservado a —80°C em 20% de glicerol.

2.2. Construcdo de um adenovirus recombinante delecionado nas regides
E1 e E3, possuindo os dois ADN recombinantes inseridos na mesma orientacao,
ao nivel da regiao E1 (figura 4).

O vector pAD-gp19k-Bgal foi linearizado e co-transfectado com um vector
adenoviral deficiente nos genes E1 e E3, para as células ajudantes (linha 293)
possuindo em trans as funces codificadas pelas regides E1 (E1A e E1B) de

adenovirus.

Mais precisamente, o adenovirus Ad-gp19k-Bgal, AE1,AE3 foi obtido por
recombinacdo homdloga /n vivo entre o adenovirus mutante Ad-di1324
(Thimmappayaet al., Cell 31 (1982) 543) e o vector pAD5-gp19k-fgal, segundo
o seguinte protocolo: o plasmideo pADb5-gp19k-Pgal e o adenovirus Ad-di1324,
linearizados pela enzima Clal, foram co-transfectados para a linha 293 na
presenca de fosfato de célcio, para permitir a recombinacdo homdloga. Os
adenovirus recombinantes assim gerados foram em seguida seleccionados por
purificacdo em placa. Apés isolamento, o ADN do adenovirus recombinante é
amplificado na linha celular 293, o que conduz a um sobrenadante de cultura
contendo o adenovirus defectivo recombinante nédo purificado com um titulo de

aproximadamente 10'° pfu/mi.

As particulas virais sdo geralmente purificadas por centrifugacdo em
gradiente de cloreto de césio segundo as técnicas conhecidas {ver
nomeadamente Graham et al., Virology 52 (1973) 456). O genoma do
adenovirus recombinante foi em seguida verificado por analise "Southern biot".
O adenovirus Ad-gp19k-Bgal, AE1,AE3 pode ser conservado a —-80°C em 20%

de glicerol.

Exemplo _2: Evidéncia da actividade imunoprotectora da associacdo
medicamentosa segundo o presente invento.

60 ratinhos adultos fémeas DBA/2 sdo repartidos ac acaso por 6 grupos

de 10 ratinhos tratados respectivamente segundo os seguintes protocolos de
injeccao:
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- GRUPO 1a:

Recebe uma injeccdo intraocular de 10 ug de anticorpos monoclonais
anti-CD3 nos dias -2, -1, 1, 2, 3, 4 e 5 com, no dia 0, uma injeccdo
intravenosa de 4 x 10° pfu de virus Ad-RSVpgal (Ver Stratford-Perricaudet et 4.

supracitado).

- GRUPO 1b:
Recebe o mesmo tratamento que o grupo la utilizando como virus, 4 x
10° pfu de virus Ad-gp19k-pgal (figura 4).

- GRUPO 2a:

Recebe uma injeccdo intraperitoneal de 250 pg de anticorpos
monoclonais anti-CD4 nos dias -2, -1, 1, 4, 7 com, no dia 0, uma injeccao
intravenosa de 4 x 10° pfu de virus Ad-RSVpgal.

- GRUPQ 2b:
Recebe o mesmo tratamento que o grupo 2a utilizando como virus, 4 x
10° pfu de virus Ad-gp19k-Bgal.

- GRUPO 3a:
Recebe uma -injeccdo intravenosa de 4 x 10° pfu de Ad-Bgal sem

administracdo conjunta de imunossupressor.

- GRUPO 3b:
Recebe uma injeccdo intravenosa de 4 x 10° pfu de Ad-gp19k-Bgal sem

administracdo conjunta de imunossupressor.

Em tempos diferentes, dois animais de cada grupo foram sacrificados
com a finalidade de retirar o figado e o baco.

2.1. — Anélise por imunofiuorescéncia da reparticdo das principais sub-
populacdes linfocitdrias (CD3+, CD4+ e CD8+) nos esplendcitos
retirados no D15 apds a injeccao.

Uma suspensdo de células isoladas foi preparada a partir dos bacos
retirados. Uma amostra de células foi analisada por imunofluorescéncia, com a
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ajuda de anticorpos especificos para cada sub-populacéo linfocitaria. A leitura
das células fluorescentes foi efetuada gracas a um citofluorometro (FACS Scan-

Becton Dickinson). O quadro | que se segue mostra os resultados.

Grupo 3a | Grupo 3b Grupo 1a Grupo 2a
Ad-Bgal Ad-Bgal- anti-CD3/ anti-CD4/
gp19k Ad-Bgal Ad-Bgal
% de células que expressam Bgal na superficie

celular

CD3|20,0(17,5{20,6] 21 54 | 6,112 1103

CD413,4|12,6|15,3|16,8| 4,4 | 5,1 | 2,7 | 4.1

cCD8{ 555561 6 202 {2379 6,6

QUADRO |
Nota-se a diminuicao clara das células CD3+, CD4+ e CD8+ nos
animais tratados com anti-CD3 e a diminuicdo selectiva das células CD4 + nos

animais tratados com anti-CD4.

2.2. — Analise da capacidade citotdoxica dos esplendcitos retirados no

D32 apds a injeccdo e estimulados in vitro na presenca de alvos

histocompativeis expressando a 3-gal

Uma segunda amostra de esplendcitos isolados a partir dos bacos dos
animais tratados foi cultivada /n vitro durante 4 dias na presenca de células
P815 expressando a Pgalactosidade & sua superficie. No fim da cultura, a
actividade citotoxica dos esplendcitos face aos alvos P815-fgal marcados com
Cr® foi avaliada. A actividade citotéxica, expressa pela percentagem de citdlise,
foi determinada de modo convencional pondo células efectoras na presenca de
células alvo em diferentes proporcdes. Os resultados sdo apresentados no

quadro Il que se segue.
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Grupo 2b 3A
Tratamento Anti-CD4/ AD-fgal
Ad-Bgal-gp 19k
Proporcao
efectora/alvos % de citdlise
80/1 4 2 13 14
40/1 2 1 13 9
201 T 1 5 9
101 0 O 2 5
5/1 o 1 1 2

Os esplendcitos, retirados dos animais que receberam o tratamento com
anti-CD4, isto é o grupo 2b, mostram uma neutralizacdo muito clara da sua

capacidade citotoxica.

QUADRO il

2.3. Expressao da actividade de Bgalactosidase no figado apés 15 e 32

2
)
7]

Os figados sado seccionados e corados com X-gal para revelar a
actividade de Pgalactosidase e de eosina para pér em evidéncia a histologia da

seccio. Os resultados sdo apresentados no quadro lll que se segue.

Ndmero de células

expressando Bgal

15 dias 32 dias
Grupo 2a: (anti-CD4/Ad-Bgal) 1 1
Grupo 2b: (anti-CD4/Ad-gp19k-Bgal) 250 50
Grupo 3a: (Ad-pgal) 3 0
Grupo 3b: (Ad-gp19k-Bgal) 25 0

QUADRO 1l
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Dos resultados acima apresentados, sobressai que a injeccdo de
anticorpos anti-CD4 associada a uma injeccdo de Adgp19k-Bgal induziu uma
expressdo claramente prolongada do gene considerado. E assim que 30 dias
apés as injeccdes, observamos no caso do grupo 2b uma actividade de
B-galactosidase significativa. Este prolongamento que pode ser interpretado
como a consequéncia de um fendmeno de tolerancia induzida segundo o
presente invento é claramente superior ao que podia ser esperado da simples
justaposicdo dos efeitos respectivos do imunossupressor anti-CD4 e do
adenovirus recombinante Adgp19k-Bgal.

Nenhuma reaccao inflamatéria nem quaiquer outra foram observadas
neste periodo de 30 dias no caso do grupo 2b.

Lisboa, o
L.

- -

Por AVENTIS PHARMA S.A. e INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA
RECHERCHE MEDICALE (INSERM)
- O AGENTE OFICIAL -
; N ?B
- ada.:x

Eng.” ANTONIO JOAO
DA CUNHA FERREIRA
Ag. Of Pr. Ind.

Rua das Flores, 74-.4,°
1200195 LISBOA
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REIVINDICACOES

1. Associacdo medicamentosa de pelo menos um agente
imunossupressor e pelo menos um adenovirus recombinante defectivo cujo
genoma compreende um primeiro ADN recombinante contendo um gene
terapéutico e um segundo ADN recombinante contendo um gene
imunoprotector, para uma utilizacdo consecutiva, intermitente e/ou simultanea
no tempo, util para transfeccGes exogénicas in vivo e/ou ex vivo.

2. Associacdo medicamentosa segundo a reivindicacdo 1 caracterizada
por o agente imunossupressor ser de preferéncia escolhido de entre a
ciclosporina, o FK506, a azatioprina, os corticosterdides e 0os anticorpos mono-
ou policlonais.

3. Associacdo medicamentosa segundo a reivindicacdo 2 caracterizada
por tratar-se de anticorpos capazes de inactivar moléculas imunitarias ou de
provocar a destruicdo das células imunitarias possuindo essas moléculas.

4. Associacdo medicamentosa segundo a reivindicagdo 3 caracterizada
por os anticorpos serem escolhidos de entre os anti-CD4, -CD2, -CD3, -CD8, -
CD28, -B7, -ICAM-1, -LFA-1 e a CTLA4Ig.

5. Associacdo medicamentosa segundo uma das reivindicacdes anteriores
caracterizada por o gene terapéutico codificar para uma proteina terapéutica.

6. Associacdo medicamentosa segundo uma das reivindicacbes 1 a 4
caracterizada por o gene terapéutico codificar para um ARN terapéutico.

7. Associacdo medicamentosa segundo uma das reivindicacdes anteriores
caracterizada por o gene imunoprotector ser um gene cujo produto actua sobre
a actividade do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) ou sobre a
actividade das citéquinas.

8. Associacdo medicamentosa segundo a reivindicacdo 7 caracterizada
por 0 gene imunoprotector ser um gene cujo produto inibe pelo menos
parcialmente a expressao de proteinas do MHC ou a apresentac@o antigénica.

9. Associacdo medicamentosa segundo uma das reivindicacdes anteriores
caracterizada por o gene imunoprotector ser escolhido de entre o gene da
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gp19k do adenovirus, o gene ICP47 do virus do herpes ou o gene UL18 do
citomegalovirus.

10. Associagdo medicamentosa segundo uma das reivindicacdes
anteriores caracterizada por os dois ADN recombinantes do genoma do
adenovirus constituirem uma entidade transcricional Unica.

11. Associacao medicamentosa segundo uma das reivindicacbes 1 a 9
caractenizada por os dois ADN recombinantes possuirem, cada um, um
promotor transcricional, idéntico ou diferente.

12. Associacao medicamentosa segundo a reivindicacao 11 caracterizada
por os dois ADN recombinantes estarem inseridos com a mesma orientacéo.

13. Associacao medicamentosa segundo a reivindicacdo 11 caracterizada
por os dois ADN recombinantes estarem inseridos com orientacdes opostas.

14. Associacdao medicamentosa segundo uma das reivindicacdes
anteriores caracterizada por os dois ADN recombinantes estarem inseridos num
mesmo iocal do genoma do adenovirus, de preferéncia ao nivel das regides E1,
E3 ou E4.

15. Associacao medicamentosa segundo a reivindicacao 14 caracterizada
por os dois ADN recombinantes estarem inseridos ao nivel da regido E1.

16. Associacdo medicamentosa segundo uma das reivindicacdes 1 a 13
caracterizada por os dois ADN recombinantes estarem inseridos em locais
diferentes do genoma do adenovirus.

17. Associacdo medicamentosa segundo a reivindicacdo 16 caracterizada
por um dos ADN recombinantes estar inserido ao nivel da regido E1 e o outro
ao nivel da regiao E3 ou E4.

18. Associacdo medicamentosa segundo uma das reivindicacdes
anteriores caracterizada por o adenovirus ser um adenovirus recombinante
defectivo compreendendo as sequéncias ITR, uma sequéncia que permita a
encapsidacao, e possuindo uma delecdo da totalidade ou parte dos genes E1 e
E4.
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19. Associacdo medicamentosa segundo a reivindicacdo 18 caracterizada
por tratar-se de um adenovirus compreendendo as sequéncias ITR, uma

sequéncia que permita a encapsidacdo e possuindo uma delecdo da totalidade
ou parte dos genes E1, E3 e E4.

20. Associacdo medicamentosa segundo uma das reivindicacées 1 a 19
caracterizada por tratar-se de um adenovirus cujo genoma esta delecionado da
totalidade ou parte dos genes E1, E3, L5 e E4.

21. Associacdo medicamentosa segundo uma das reivindicacoes
anteriores caracterizada por o adenovirus recombinante ser de origem humana,
animal ou mista.

22. Associacao medicamentosa segundo a reivindicacdo 21 caracterizada
por os adenovirus recombinantes de origem humana serem escolhidos de entre
os classificados no grupo C, de preferéncia de entre os adenovirus
recombinantes do tipo 2 ou 5 (Ad2 ou Adb).

23. Associacdo medicamentosa segundo a reivindicacdo 21 caracterizada
por os adenovirus de origem animal serem escolhidos de entre os adenovirus de
origem canina, bovina, de murideo, ovina, suina, avicola e simia.

24. Associacdo medicamentosa segundo uma das reivindicacdes
anteriores caracterizada por o agente imunossupressor ser injectado antes e
ap6s a injeccdo do adenovirus.

25. Associacdo medicamentosa segundo uma das reivindicacées 1 a 23
caracterizada por ¢ agente imunossupressor € 0o adenovirus recombinante serem
injectados simultaneamente.

Eateta

1A

Lleoa, éu JEAVERE 4SS

Por AVENTIS PHARMA S.A. e INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA
RECHERCHE MEDICALE (INSERM)
- O AGENTE OFICIAL -

T -

——Emg> ANTONIO JOAO
DA CUNHA FERREIRA
Ag. Of Pr. Ind.

Rua das Flores, 74-4.°
1200-155 LISBOA
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