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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "METO-
DO PARA A PREPARACAO DE PARTICULAS DE REPLICON DE
ALFAVIRUS (ARPs)".
[0001] Dividido do PI0317276-7, depositado em 12.12.2003.

Fundamento da Invencao

[0002] A presente invengao refere-se a tecnologia do DNA recom-
binante e em particular a introducdo de acido(s) nucléico(s) estra-
nho(s) em uma célula eucaridtica e mais particularmente a métodos
para a producdo de particulas virais ou particulas similares a virus in-
fecciosas em altos rendimentos, especialmente particulas uteis em
aplicacbes para terapias imunoldgicas e/ou terapia génica. Em particu-
lar, a presente invencdo descreve um processo possivel comercial-
mente compativel com GMP e de alto rendimento para a producao de
preparacoes de particulas de replicons de alfavirus altamente purifica-
das (ARP) adequadas para uso na medicina humana e veterinaria.

[0003] O género dos Alfavirus inclui uma variedade de virus, dos
quais todos sdo membros da familia Togaviridae. Os alfavirus incluem
o Virus da Encefalite Equina do Leste (EEE), o Virus da Encefalite
Equina Venezuelana (VEE), o Virus Everglades, o Virus Mucambo, o
Virus Pixuna, o Virus da Encefalite Equina do Oeste (WEE), o Virus
Sindbis, o Virus Semliki Forest, o Virus Middleburg, o Virus Chikun-
gunya, o Virus O'nyong-nyong, o Virus Ross River, o Virus Barmah
Forest, o Virus Getah, o Virus Sagiyama, o Virus Bebaru, o Virus Ma-
yaro, o Virus Una, o Virus Aura, o Virus Whataroa, o Virus Babanki, o
Virus Kyzylagach, o virus Highlands J, o Virus Fort Morgan, o Virus
Ndumu e o Virus Buggy Creek. O genoma viral € um RNA com sentido
de mensageiro de filamento simples, modificado na extremidade 5'
com um cap metilado e na extremidade 3' com um trato poli (A) de
comprimento variavel. As subunidades estruturais que contém uma

unica proteina viral, o capsideo, se associam com o genoma de RNA
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em um nucleocapsideo icosahédrico. No virion, o capsideo € circun-
dado por um envelope lipidico coberto com um arranjo regular de es-
piculas protéicas transmembranas, das quais cada uma consiste em
um complexo heterodimérico de duas glicoproteinas, E1 e E2. Ver Pe-
dersen e outros, J. Virol 14:40 (1974). Os virus Sindbis e Semliki Fo-
rest sdo considerados o prototipo dos alfavirus e foram estudados ex-
tensivamente. Ver Schlesinger, The Togaviridae and Flaviviridae, Ple-
num Publishing Corp., Nova York (1986). O virus VEE foi estudado
extensivamente, ver, por exemplo, a Patente U.S. N2 5.185.440.

[0004] Os estudos destes virus levaram ao desenvolvimento de
técnicas para a vacinagao contra doengas causadas pelos alfavirus e
contra outras doencas através do uso de vetores de alfavirus para a
introduga@o de genes estranhos. Ver a Patente U.S. N2 5.185.440 a Da-
vis e outros e a Publicacdo PCT WO 92/10578. O uso de vetores de
alfavirus para direcionar a expressao de genes estranhos em eucario-
tos se tornou um tépico de crescente interesse. E bem conhecido que
vacinas com virus atenuados vivos estao entre os meios mais bem su-
cedidos de controle de doenca viral. Entretanto, para alguns agentes
patogénicos virais, a imunizagdo com uma cepa de virus vivo pode ser
impraticavel ou insegura. Uma estratégia alternativa € a insergédo de
sequéncias que codificam antigenos imunizantes de tais agentes em
uma cepa replicante viva de um outro virus. Um sistema deste tipo uti-
lizando um vetor de VEE vivo €& descrito nas Patentes U.S. N2
5.505.947 e 5.643.576 a Johnston e outros. Um outro sistema deste
tipo é descrito por Hahn e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:2679-
2683 (1992), em que constructos do virus Sindbis expressam uma
forma truncada da proteina hemaglutinina do influenza. Um outro sis-
tema é o sistema de replicon de alfavirus, que é descrito na Patente
U.S. N2 6.190.666 a Garoff e outros, nas Patentes U.S. N2 5.792.462
e 6.156.558 a Johnston e outros, nas Patentes U.S. N2 5.814.482,
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5.843.723, 5.789.245, 6.015.694, 6.105.686 e 6.376.236 a Dubensky e
outros; no Pedido de Patente U.S. Publicado N¢ 2002-0015945 A1 (Po-
lo e outros), no Pedido de Patente U.S. Publicado N2 2001-0016199
(Johnston e outros), Frolov e outros (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93:11371-11377 e Pushko e outros (1997) Virology 239:389-401.
[0005] Consequentemente, permanece uma necessidade na técni-
ca de métodos, que permitam a produgao de particulas de alfavirus
altamente imunogénicas infecciosas e derivados das mesmas em alta
pureza e em alto rendimento, especialmente para uso em preparacgdes
de vacinas de alta pureza.

Sumario da Invencao

[0006] A presente invencao fornece um processo comercialmente
possivel compativel com GMP de alto rendimento para a producéo de
preparacoes de particulas de replicon de alfavirus altamente purifica-
das (ARP) ou virais adequadas para uso na medicina humana e vete-
rinaria. A presente invencdo também pode ser aplicada na producio
de vacinas de alfavirus atenuadas vivas e de composi¢des imunogéni-
cas contendo os mesmos, cujo alfavirus atenuado pode ou néo carre-
gar genes heterdélogos para expressao na vacina, como descrito na
Patente U.S. N2 5.643.576. O método da presente invencao compre-
ende as etapas de (a) introdugao de um acido nucléico de replicon de
alfavirus (ou um acido nucléico de alfavirus) em uma célula hospedei-
ra, em que o dito acido nucléico de replicon contém pelo menos um
sinal de empacotamento de alfavirus e pelo menos uma sequéncia co-
dificadora de um ou mais genes de interesse que podem ser expres-
sos no dito acido nucléico de replicon de alfavirus, em que a célula
hospedeira é capaz de expressar proteinas estruturais de alfavirus ne-
cessarias para a produgao de ARPs, para produzir uma célula hospe-
deira modificada; (b) cultura da dita célula hospedeira modificada em

meio sob condi¢cdes que permitem a expressao das proteinas estrutu-
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rais e a replicacdo do acido nucléico do replicon de alfavirus e entdo o
empacotamento do acido nucléico do replicon de alfavirus para formar
ARPs; (c) separagao opcional das células hospedeiras modificadas do
meio e (d) apds a etapa (b) ou (c) contato das células hospedeiras
modificadas com uma solucdo aquosa que possui uma forca idnica de
pelo menos aproximadamente 0,20 M ou de aproximadamente 0,2 M
até aproximadamente 5 M, (citada aqui como "Meio de Liberagao") pa-
ra liberar as ARPs na solugao aquosa para produzir uma solucao que
contém ARPs. A forga idnica do Meio de Liberacdo pode ser atingida
utilizando sais que ndo inativam os virions ou as ARPs e os sais ade-
quados incluem, mas nao estéo limitados ao cloreto de sédio, ao clore-
to de magnésio, ao cloreto de aménio, ao acetato de amoénio, ao clore-
to de potassio, ao cloreto de calcio e ao bicarbonato de amdnio. Vanta-
josamente, o Meio de Liberacao (lavagem com sais) compreende um
tampdo com um pH de aproximadamente 6 até aproximadamente 9,
de forma desejavel de aproximadamente 6,5 até aproximadamente
8,5. Quando as células ndo sao separadas do meio, a forca idbnica do
meio pode ser aumentada através da adicdo de um sal sdélido ou de
uma solucédo concentrada de sal para fornecer uma maior forga i6nica
para a liberagdo das ARPs (ou virions) das células. A lavagem com
sais das células produtoras com o Meio de Liberagcao parece aumentar
a recuperacao das ARPs, especialmente quando ha alteracdes parti-
culares de superficie na superficie das ARPs; no caso do VEE, os re-
siduos de aminoacidos em E2-209 e/ou E2-120 parecem fornecer
bons sitios para a introdu¢do de uma carga positiva. As substituigcdes
de aminoacidos que resultam nas alteragbes de cargas em certos mu-
tantes de virus atenuados aumentam a recuperacdo das ARPs pela
lavagem com sais. O fosfato de s6dio a 16 mM, o NaCl a 0,5 M é um
exemplo de Meio de Liberagéo utilizado na lavagem com sais.

[0007] As ARPs ou particulas virais sdo produzidas em uma célula
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que permita o empacotamento do virus ou do acido nucléico do repli-
con em particulas infecciosas, isto €, em uma célula permissiva para o
alfavirus. O vetor de RNA do replicon do alfavirus (ou o acido nucléico
do replicon) pode ser derivado do VEE, do virus Sindbis, particular-
mente TR339, do Arbovirus Sul Africano N2 86, do virus Semliki Fo-
rest, entre outros. Quando o acido nucléico de um replicon é utilizado,
as funcdes de empacotamento estdo presentes na célula na qual as
particulas sédo produzidas, partindo do(s) acido(s) nucléico(s) introdu-
zido(s) na célula em trans ou dos ja presentes na célula. Para alguns
vetores de replicon de alfavirus com certas sequéncias codificadoras
heter6logas, os presentes inventores observaram que o aumento na
propor¢cao do acido nucléico auxiliador da glicoproteina do alfavirus
aumenta o empacotamento e/ou o rendimento das ARPs.

[0008] Vantajosamente, a célula em que as ARPs s&o produzidas
€ uma célula de mamifero cultivada; mas células Vero, células renais
de hamster bebé (BHK), células de fibroblastos embrionarios de frango
(CEF), DF-1, 293, 293T, células de Ovario de Hamster Chinés (CHO)
e células de insetos cultivadas sdo especialmente uteis. As células de
insetos cultivadas disponiveis adequadas incluem, sem limitagao, célu-
las SF21, de Spodoptera frugiperda; C6/36, de Aedes albopictus; TRA-
171, de Toxorhynchites amboinensis; RML-12, de Aedes aegypti; AP-
61, de Aedes pseudoscutellaris; e MOS-55, de Anopheles gambiae.
[0009] Vantajosamente, as células nas quais as ARPs devem ser
produzidas sdo sincronizadas na fase G2/M do ciclo celular antes da
eletroporagdo com o vetor de replicon de alfavirus e o(s) acido(s) nu-
cléico(s) auxiliador(es). Sem desejar estar ligado a qualquer teoria par-
ticular, acredita-se que a maior eficiéncia de eletroporacéo e de trans-
feréncia do acido nucléico ao nucleo (nas modalidades da invencéao
que envolvem atividade nuclear) da célula que foi submetida a eletro-

poracao é atingida em tais células na fase G2/M.
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[0010] O acido nucléico do replicon do alfavirus pode compreender
uma sequéncia de nucleotideos de interesse para ser expressa na cé-
lula hospedeira. A sequéncia de nucleotideos pode codificar um poli-
peptideo imunogénico, uma citocina ou uma proteina terapéutica, en-
tre outros ou a sequéncia de nucleotideos pode ser transcrita na célula
hospedeira para produzir um RNA funcional, tal como uma ribozima,
uma molécula interferente ou uma anti-sentido. Se um acido nucléico
de alfavirus for utilizado, este pode ser de um virus do tipo selvagem,
de um virus recombinante que compreende uma sequéncia de nucleo-
tideos de interesse como descrito aqui ou pode ser um virus atenuado
util para a producédo de uma resposta imunogénica no hospedeiro.
[0011] Quando o acido nucléico do replicon viral e/ou o(s) acido(s)
nucléico(s) auxiliador(es) for(em) introduzido(s) através da eletropora-
cao, é especialmente eficiente eletroporar as células em que as célu-
las estejam presentes em uma concentragdo de aproximadamente 107
até aproximadamente 10° células por mL, de forma desejavel de apro-
ximadamente 5 x 107 até aproximadamente 1,5 x 108 por mL, de meio
para eletroporacao, na presencga de replicon e de acido(s) nucléico(s)
auxiliador(es) suficiente(s) para permitir o empacotamento eficiente.
A(s) molécula(s) de RNA auxiliadora(s) ndo precisa(m) ter cap.

[0012] Apos o acido nucléico ser introduzido nas células nas quais
as ARPs serdo produzidas, as células sdo colocadas em recipientes
de cultura contendo meio de crescimento. Para as células com maior
crescimento na forma de células aderidas, o recipiente compreende
meio de crescimento suficiente para permitir o crescimento, a replica-
cdo do RNA do replicon, a expressao de proteinas de empacotamento
e a producao de particulas de replicon viral e uma area de superficie
suficiente para estas células se aderirem e crescerem. A superficie
pode ser as paredes de um recipiente, de um frasco ou de uma placa

ou fibras céncavas, contas ou outros microveiculos de material apro-
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priado para o crescimento celular aderido podem ser colocados dentro
do recipiente. As células Vero ou outras células cultivadas sobre mi-
croveiculos (contas ou discos) podem sofrer eletroporacédo de forma
bem sucedida sobre os veiculos e cultivadas para produzirem as ARPs
em niveis comparaveis aos atingidos com as células ndo-aderidas. As
camaras de crescimento em fibras cbncavas ou "cubos de células"
também sao uteis. Apos as células terem crescido e produzido particu-
las, tipicamente de aproximadamente 12 até aproximadamente 48 ho-
ras, as particulas sdo coletadas. As células podem ser separadas do
meio de cultura, preferencialmente pré-lavadas para remover restos
celulares e materiais extrinsecos e entao lavadas com um volume me-
nor de Meio de Liberagdo, com o resultado de que as ARPs estao li-
vres das células e/ou dos restos celulares e podem ser entdo recupe-
radas em uma solugdo concentrada purificada. As particulas podem
ser adicionalmente purificadas utilizando qualquer uma de um numero
de técnicas bem conhecidas na area, incluindo, mas nao limitadas a
cromatografia por imunoafinidade, a cromatografia por afinidade pela
heparina ou a cromatografia de troca ibnica e similares.

Breve Descricao dos Desenhos

[0013] A Figura 1 mostra a produgdo das ARPs utilizando RNAs

auxiliadores com cap (barra a esquerda em cada par) e RNAs auxilia-

dores sem cap (barra a direita em cada par) em tipos diferentes de cé-
lulas cultivadas. As células foram submetidas a eletroporagdo com
RNA do replicon cap e moléculas de RNA auxiliadoras com cap ou
sem cap. As ARPs foram coletadas dos sobrenadantes de cultura 24 h
apos a eletroporacao e tituladas em células Vero frescas.

[0014] A Figura 2 mostra o efeito do meio de crescimento pds-
eletroporagao sobre o rendimento das ARPs. Os resultados sao forne-
cidos na forma do titulo no meio de cultura, do titulo na lavagem com

NaCl a 1 M das células em péletes e do titulo total (meio mais lava-
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gem).

[0015] A Figura 3 mostra os efeitos do pH do meio de crescimento
sobre o rendimento das ARPs. As células Vero foram submetidas a
eletroporacgao utilizando um eletrodo de placa de Petri e inoculadas em
frascos com meios de crescimento completos ajustados nos valores de
pH especificados.

[0016] A Figura 4 mostra o efeito de diferentes solu¢des de Lava-
gem de Células utilizadas logo antes da eluicdo das ARPs com o Meio
de Liberacéo; os detalhes s&o fornecidos no Exemplo 7 aqui abaixo.
[0017] A Figura 5 mostra o efeito da utilizagdo de composi¢des di-
ferentes de sais no Meio de Liberacao sobre o rendimento das ARPs.
As concentracdes e os valores de pH de varios Meios de Liberagcao
sao como mostrados.

[0018] A Figura 6 mostra o rendimento das ARPs utilizando uma
faixa de concentragdes de NaCl no Meio de Liberacéo.

Descricdo Detalhada da Invencao

[0019] A discusséo e as definicdes a seguir sdo fornecidas para
aumentar o esclarecimento da presente descricdo para um versado na
técnica relevante.

[0020] No contexto do presente pedido de patente, nm significa
nandmetro, mL significa mililitro, VEE significa o Virus da Encefalite
Equina Venezuelana, EMC significa o Virus da Encefalomiocardite,
BHK significa células renais de hamster bebé, HA significa o gene da
hemaglutinina, GFP significa o gene da proteina fluorescente verde, N
significa o nucleocapsideo, FACS significa o separador de células ati-
vadas por fluorescéncia, IRES significa o sitio de entrada interna de
ribossomos, pfu significa unidades formadoras de placas, iu significa
unidades infecciosas e FBS significa Soro Fetal Bovino. A expressao
"numero de aminoacido E2 (por exemplo, Lys, Thr, etc.)" indica o ami-

noacido designado no residuo designado da proteina E2 e € também
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utilizada para se referir aos aminoacidos em residuos especificos nas
proteinas E3 ou E1.

[0021] Como utilizado aqui, o termo "alfavirus" possui seu signifi-
cado convencional na técnica e inclui as varias espécies tais como o
Virus VEE, o Virus Semliki Forest (SFV), Sindbis, o Virus Ross River,
o Virus da Encefalite Equina do Oeste, o Virus da Encefalite Equina do
Leste, o Virus Chikungunya, S.A. AR86, o Virus Everglades, o Virus
Mucambo, o Virus Barmah, o Virus Middelburg, o Virus Pixuna, o Vi-
rus O'nyong-nyong, o Virus Getah, o Virus Sagiyama, o Virus Bebaru,
o Virus Mayaro, o Virus Una, o Virus Aura, o Virus Whataroa, o Virus
Banbanki, o Virus Kyzylagach, o Virus Highlands J, o Virus Fort Mor-
gan, o Virus Ndumu e o Virus Buggy Creek. Os alfavirus preferidos
utilizados nos constructos e nos métodos da invencao reivindicada séo
VEE, S.A. AR86, Sindbis (por exemplo, TR339, ver a Patente U.S. N2
6.008.035) e SFV.

[0022] Os termos "sequéncia de reconhecimento da replicacdo do
alfavirus 5™ e "sequéncia de reconhecimento da replicacdo do alfavi-
rus 3" se referem as sequéncias encontradas no alfavirus ou as se-
guéncias derivadas do mesmo, que sao reconhecidas pelas proteinas
replicase de alfavirus ndo estruturais e levam a replicagédo do RNA vi-
ral. Estas sdo algumas vezes referidas como as extremidades 5' e 3'
ou as sequéncia 5' e 3' do alfavirus. Nas construcdes desta invencao,
0 uso destas extremidades 5' e 3' resultara na replicacado da sequéncia
de RNA codificada entre as duas extremidades. A sequéncia de reco-
nhecimento da replicagcédo do alfavirus 3' que é encontrada no alfavirus
possui tipicamente aproximadamente 300 nucleotideos de comprimen-
to, que contém uma sequéncia de reconhecimento da replicacdo 3'
minima mais bem definida. A sequéncia de reconhecimento da repli-
cacdo 3' minima, conservada entre os alfavirus, € uma sequéncia de
19 nucleotideos (Hill e outros, J. Virology, 2693-2704, 1997). Estas se-
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guéncias podem ser modificadas através de técnicas padrao de biolo-
gia molecular para minimizar adicionalmente o potencial de recombi-
nagao ou para introduzir sitios de clonagem, contanto que estas te-
nham que ser reconhecidas pela maquinaria de replicacdo dos alfavi-
rus.

[0023] O termo "sequéncia de reconhecimento da replicacdo do
alfaviru 5' minima" refere-se a sequéncia minima que permite o reco-
nhecimento pelas proteinas nao estruturais do alfavirus, mas nao re-
sultam no empacotamento/recombinagao significativas das moléculas
de RNA que contém a sequéncia. Em uma modalidade preferida, a
sequéncia de reconhecimento da replicacdo de alfavirus 5' minima re-
sulta em um decréscimo de cinquenta até cem vezes na frequéncia
observada de empacotamento/recombinacdo do RNA que contém a
sequéncia. O empacotamento/recombinacao dos auxiliadores pode ser
avaliado através de varios métodos, por exemplo, o método descrito
por Lu e Silver (J. Virol. Methods 2001, 91(1): 59-65).

[0024] Os termos "replicon de RNA de alfavirus", "RNA do replicon
de alfavirus", "replicon do vetor de RNA de alfavirus" e "RNA do repli-
con do vetor" sdo utilizados de forma intercambiavel para se referirem
a uma molécula de RNA que expressa genes de proteinas néao-
estruturais de forma que esta possa direcionar sua propria replicacao
(amplificacdo) e compreende, no minimo, as sequéncias de reconhe-
cimento da replicacdo de alfavirus 5' e 3' (que podem ser as sequén-
cias minimas, como definido anteriormente, mas podem alternativa-
mente ser as regides inteiras do alfavirus), as sequéncias codificado-
ras das proteinas néo-estruturais do alfavirus e o trato de poliadenila-
cdo. Pode conter adicionalmente um promotor ou um IRES. Pode tam-
bém ser engenheirada para expressar proteinas estruturais do alfavi-
rus. Johnston e outros e Polo e outros (citados no fundamento) des-

crevem varios constructos para tais replicons de RNA de alfavirus e

Peticdo 870190025640, de 18/03/2019, pag. 31/87



11/63

tais constructos sao incorporados aqui como referéncia. As modalida-
des especificas dos replicons de RNA do alfavirus utilizados na inven-
cao reivindicada podem conter uma ou mais mutacdes atenuadoras,
uma mutacdo atenuadora sendo uma delecdo, uma adicdo ou uma
substituicdo de nucleotideo de um ou mais nucleotideos ou uma muta-
¢do que compreende o rearranjo ou um constructo quimérico que re-
sulta em uma perda da viruléncia em um virus vivo que contém a mu-
tacdo quando comparado com o alfavirus do tipo selvagem apropriado.
Os exemplos de uma substituicdo de nucleotideo atenuante (que re-
sulta em uma alteragdo de aminoacido no replicon) incluem uma mu-
tacdo na posicao do aminoacido 538 de nsP1, na posicdo de aminoa-
cido 96 de nsP2 ou na posi¢cao de aminoacido 372 de nsP2 no alfavi-
rus S.A.AAR86 e um exemplo de uma mutagdo atenuante na regido
nao-codificadora do acido nucléico do replicon é a substituicido de A ou
de C no nucleotideo 3 no VEE.

[0025] O termo "proteina/proteina(s) estrutural(is) do alfavirus" se
referem a uma ou a uma combinagao de proteinas estruturais codifi-
cadas pelo alfavirus. Estas sdo produzidas pelo virus na forma de uma
poliproteina e s&o representadas de forma geral na literatura como C-
E3-E2-6k-E1. A E3 e a 6k servem como sinais de translocamen-
to/transporte de membranas para as duas glicoproteinas, E2 e E1. As-
sim, o uso do termo E1 aqui pode se referir a E1, E3-E1, 6k-E1 ou E3-
6k-E1 e 0 uso do termo E2 aqui pode se referir a E2, E3-E2, 6k-E2 ou
E3-6k-E2. As mutacdes atenuadoras podem ser introduzidas em uma
ou mais proteinas estruturais do alfavirus.

[0026] O termo "auxiliadora(s)" se refere a uma molécula de acido
nucléico que é capaz de expressar uma ou mais proteinas estruturais
do alfavirus.

[0027] Os termos "célula auxiliadora" e "célula de empacotamento”

sao utilizados aqui de forma intercambiavel e se referem a célula na
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qual as particulas de replicon do alfavirus sdo produzidas. A célula au-
xiliadora compreende um conjunto de auxiliadores que codificam uma
ou mais proteinas estruturais do alfavirus. Como divulgado aqui, os
auxiliadores podem ser RNA ou DNA. A célula pode ser qualquer célu-
la que seja permissiva para o alfavirus, isto é, células que sdo capazes
de produzir particulas de alfavirus apés a introdu¢cdo de um produto da
transcricdo do RNA viral. As células permissivas para o alfavirus inclu-
em, mas nao estao limitadas as células Vero, renais de hamster bebé
(BHK), 293, 293T, de fibroblastos de embrido de frango (CEF) e de
ovario de hamster chinés (CHO). Em certas modalidades da invengao
reivindicada, a célula auxiliadora ou de empacotamento pode incluir
adicionalmente uma RNA polimerase dependente do RNA heterdlogo
e/ou uma protease especifica a sequéncia.

[0028] Os termos "particulas de replicon de alfavirus", "particulas
de replicon viral" ou "particulas de alfavirus recombinante", utilizados
aqui de forma intercambiavel, significam um complexo estrutural simi-
lar ao virion que incorpora um RNA de replicon de alfavirus que ex-
pressa uma ou mais sequéncias heterélogas de RNA. Tipicamente, o
complexo estrutural similar ao virion inclui uma ou mais proteinas es-
truturais do alfavirus embebidas em um envelope lipidico que circunda
um nucleocapsideo que por sua vez circunda o RNA. O envelope lipi-
dico é tipicamente derivado da membrana plasmatica da célula na qual
as particulas sédo produzidas. Preferencialmente, o RNA do replicon do
alfavirus é circundado por uma estrutura de nucleocapsideo compre-
endida da proteina do capsideo do alfavirus e as glicoproteinas do al-
favirus ficam embebidas no envelope lipidico derivado da célula. As
proteinas estruturais e o RNA do replicon podem ser derivados do
mesmo ou de um alfavirus diferente. Em uma modalidade especifica, o
RNA do replicon € derivado do VEE e as proteinas estruturais sao de-

rivadas do Virus Sindbis (ver, por exemplo, Dubensky e outros, Paten-
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te U.S. N2 6.376.236). As particulas de replicon do alfavirus sado infec-
ciosas, mas sao defeituosas em relagdo a propagacéo, isto €, o RNA
do replicon nao pode se propagar além da célula hospedeira a qual as
particulas infectam inicialmente, na auséncia do(s) acido(s) nucléico(s)
auxiliador(es) que codifica(m) as proteinas estruturais do alfavirus.
[0029] "Constructos auxiliadores", isto €, moléculas de DNA re-
combinantes que expressam as proteinas estruturais do alfavirus, po-
dem ser geradas partindo de um unico auxiliador que se resolve em
duas moléculas separadas in vivo. Assim, a vantagem de utilizar um
unico auxiliador em termos de facilidade de producao e de eficiéncia
de producédo € conservada, enquanto as vantagens de um sistema au-
xiliador bipartido sdo capturadas na auséncia do emprego de um sis-
tema de expressao bipartido. Um constructo auxiliador de DNA pode
ser utilizado, enquanto em um segundo conjunto um vetor auxiliador
de RNA é utilizado. No caso dos constructos auxiliadores de DNA que
nao empregam sinais de reconhecimento alfavirais para a replicagéo e
para a transcricdo, a frequéncia tedrica de recombinante € menor que
a dos sistemas auxiliadores de RNA bipartidos que empregam tais si-
nais.

[0030] Um promotor para direcionar a transcricao do RNA partindo
do DNA, isto €, uma RNA polimerase dependente de DNA, é empre-
gado para produzir o replicon de alfavirus e os acidos nucléicos auxili-
adores da presente invencao. No presente contexto, um promotor &
uma sequéncia de nucleotideos reconhecida por uma polimerase e
suficiente para causar a transcricdo de uma sequéncia (a jusante) as-
sociada. Em algumas modalidades da invengao reivindicada, o promo-
tor é constitutivo (ver abaixo). Alternativamente, o promotor pode ser
regulado, isto é, ndo atua de forma constitutiva para causar a transcri-
cdo da sequéncia associada. Se for induzivel, estdo presentes se-

guéncias que medeiam a regulacao da expressado de forma que a se-
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gUéncia associada é transcrita somente quando (i) uma molécula indu-
tora estiver presente no meio dentro ou sobre o qual as células s&o
cultivadas ou (ii) as condi¢gdes as quais as células sdo expostas sao
alteradas para serem condi¢des indutoras. No presente contexto, uma
sequéncia reguladora da transcrigdo inclui uma sequéncia promotora e
pode incluir ainda sequéncias ativas em cis para a expressao regulada
de uma sequéncia associada em resposta a sinais ambientais.

[0031] Nas modalidades dos auxiliadores de RNA e para a produ-
c¢do do RNA do replicon, o promotor € utilizado para sintetizar o RNA
em uma reacao de transcricdo in vitro e promotores especificos ade-
quados para este uso incluem os promotores SP6, T7 e da RNA poli-
merase do T3. Nas modalidades do auxiliador de DNA, o promotor
atua dentro de uma célula para direcionar a transcricdo do RNA. Os
promotores potenciais para a transcri¢ao in vivo do constructo incluem
promotores eucarioticos tais como os promotores da RNA polimerase
Il, os promotores da RNA polimerase Ill ou os promotores virais tais
como de MMTV e de MoSV LTR, da regiao inicial do SV40, do RSV ou
do CMV. Muitos outros promotores de mamiferos e virais adequados
para a presente invencdo estdo disponiveis na técnica. Alternativa-
mente, os promotores da RNA polimerase dependente do DNA de
bactérias ou de bacteriéfagos, por exemplo, SP6, T7 e T3, podem ser
empregados para uso in vivo, com 0 RNA polimerase de combinagao
sendo fornecido para a célula, por um plasmideo, um vetor de RNA ou
um vetor viral separado. Em uma modalidade especifica, o0 RNA poli-
merase de combinagao pode ser transformada de forma estavel em
uma linhagem de células auxiliadoras sob o controle de um promotor
que pode ser induzido.

[0032] Os constructos de DNA que atuam dentro de uma célula
podem funcionar como plasmideos autbnomos transfectados na célula

ou podem ser transformados de forma estavel no genoma. Nestas
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modalidades, o promotor pode ser um promotor constitutivo, isto €, um
promotor que, quando introduzido em uma célula e ligado de forma
operacional a uma sequéncia a jusante, direciona a transcricao da se-
guéncia a jusante apds a introducdo na célula, sem a necessidade da
adicdo de moléculas indutoras ou uma alteracédo para induzir as condi-
coes. Alternativamente, o promotor pode ser induzivel, de forma que a
célula produzira somente o RNA mensageiro funcional codificado pelo
constructo quando a célula for exposta ao estimulo apropriado (indu-
tor). Quando se utiliza um promotor que pode ser induzido, os cons-
tructos auxiliadores sao introduzidos na célula empacotadora concomi-
tantemente com, antes ou depois da exposicdo ao indutor e a expres-
sao das proteinas estruturais do alfavirus ocorre quando tanto os
constructos quanto o indutor estdo presentes. Alternativamente, os
constructos planejados para funcionarem dentro de uma célula podem
ser introduzidas na célula através de um vetor viral, por exemplo, de
adenovirus, poxvirus, virus associado a adeno, SV40, retrovirus, no-
davirus, picornavirus, virus da estomatite vesicular e baculovirus com
os promotores da pol Il de mamiferos.

[0033] Uma vez que um produto da transcricdo do RNA (mRNA)
que codifica os vetores auxiliadores ou do replicon de RNA desta in-
vencéao estiver presente na célula auxiliadora (através de abordagens
in vitro ou in vivo, como descrito anteriormente), este é eventualmente
traduzido para produzir os polipeptideos ou as proteinas codificadas.
Em certas modalidades, o replicon do vetor de RNA é transcrito in vitro
partindo de um plasmideo de DNA e entao introduzido na célula auxili-
adora através de eletroporacdo. Em outras modalidades, o replicon do
vetor de RNA desta invencgao € transcrito in vivo partindo de um plas-
mideo vetorial de DNA que é transfectado na célula auxiliadora (por
exemplo, ver a Patente U.S. N2 5.814.482) ou é fornecido para a célula

auxiliadora através de um virus ou de uma particula similar a um virus.
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[0034] O replicon do vetor de RNA do alfavirus € planejado para
expressar uma ou mais sequéncias codificadoras heter6logas ou um
ou mais RNAs funcionais de interesse, também referidos aqui como
um RNA heterélogo ou uma sequéncia heteréloga, que podem ser es-
colhidos de uma ampla variedade de sequéncias derivadas de virus,
procariotos ou eucariotos. Os exemplos de categorias de sequéncias
heter6logas incluem, mas n&o estdo limitados aos imundgenos (inclu-
indo proteinas, peptideos, epitopos ou fragmentos imunogénicos anti-
génicos nativos, modificados ou sintéticos), citocinas, toxinas, protei-
nas terapéuticas, enzimas, sequéncias anti-sentido e moduladores da
resposta imunoldgica.

[0035] Quaisquer aminoacidos que ocorram nas sequéncias de
aminoacidos referidas no relatério descritivo, possuem suas abrevia-
cdes usuais de trés e de uma letra utilizadas rotineiramente na técnica:
A, Ala, Alanina; C, Cys, Cisteina; D, Asp, Acido Aspartico; E, Glu, Aci-
do Glutamico; F, Phe, Fenilalanina; G, Gly, Glicina; H, His, Histidina; I,
lle, Isoleucina; K, Lys, Lisina; L, Leu, Leucina; M, Met, Metionina; N,
Asn, Asparagina; P, Pro, Prolina; Q, GIn, Glutamina; R, Arg, Arginina;
S, Ser, Serina; T, Thr, Treonina; V, Val, Valina; W, Try, Triptofano; Y,
Tyr, Tirosina.

[0036] Como utilizado aqui, a expressao direcionada por uma se-
guéncia particular é a transcricdo de uma sequéncia a jusante associ-
ada. Se apropriado e desejado para a sequéncia associada, o termo
expressao também abrange a tradugdo (sintese de proteina) do RNA
transcrito ou introduzido. Alternativamente, sequéncias diferentes po-
dem ser utilizadas para direcionar a transcrigao e a traducao.

[0037] As células permissivas para o alfavirus empregadas nos
métodos da presente invencdo sao células que, apds a transfeccéo
com um produto da transcricdo do RNA viral completo, sdo capazes de

produzir particulas virais. Os alfavirus possuem uma faixa ampla de
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hospedeiros. Os exemplos de células empacotadoras adequadas in-
cluem, mas n&o estdo limitadas as células Vero, as ceélulas renais de
hamster bebé (BHK), as células de fibroblastos de embrido de frango,
DF-1, 293, 293T, as células de Ovario de Hamster Chinés (CHO) e as
células de insetos.

[0038] A expressao "proteina estrutural" ou "proteina estrutural de
alfavirus" como utilizada aqui, se refere a uma ou mais proteinas codi-
ficadas pelo alfavirus que sdo necessarias para o empacotamento do
replicon de RNA e tipicamente incluem a proteina do capsideo, a gli-
coproteina E1 e a glicoproteina E2 no alfavirus maduro (certos alfavi-
rus, tal como o Virus Semliki Forest, contém uma proteina adicional,
E3, no revestimento maduro). O termo "proteina(s) estrutural(is) do
alfavirus" se refere a uma ou a uma combinacao das proteinas estrutu-
rais codificadas pelo alfavirus. Estas sao sintetizadas (partindo do ge-
noma viral) na forma de uma poliproteina e sdo geralmente represen-
tadas na literatura como C-E3-E2-6k-E1. A E3 e 6k servem como si-
nais para o translocamento/transporte por membranas para as duas
glicoproteinas, E2 e E1. Assim, o uso do termo E1 aqui pode se referir
a E1, E3-E1, 6k-E1 ou E3-6k-E1 e 0 uso do termo E2 aqui pode se re-
ferira E2, E3-E2, 6k-E2 ou E3-6k-E2.

[0039] Como descrito aqui, as proteinas estruturais do alfavirus
sdo distribuidas entre uma ou mais moléculas de acido nucléico auxili-
adoras (por exemplo, um primeiro RNA (ou DNA) auxiliador e um se-
gundo RNA (ou DNA) auxiliador). Em adigdo, uma ou mais proteinas
estruturais podem ficar localizadas na mesma molécula que o acido
nucléico do replicon, contanto que pelo menos uma proteina estrutural
seja deletada do RNA do replicon de forma que o replicon e a particula
de alfavirus resultante sejam defeituosos em relagdo a replicagao.
Como utilizado aqui, o termo "deletado(a)" ou "delec&o" significa a de-

lecao total do segmento especificado ou a delecdo de uma parte sufi-
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ciente do segmento especificado para tornar o segmento inoperante
ou ndo-funcional, de acordo com o uso padrdo. Ver, por exemplo, a
Patente U.S. N2 4.650.764 a Temin e outros. O termo "defeituoso em
relagao a replicacao" como utilizado aqui é sinbnimo ao "defeituoso em
relacdo a propagacao" e significa que as particulas produzidas em
uma certa célula hospedeira ndo podem produzir particulas de progé-
nie na célula hospedeira, por causa da auséncia da funcao auxiliadora,
isto é, das proteinas estruturais do alfavirus necessarias para o empa-
cotamento do acido nucléico do replicon. Entretanto, o acido nucléico
do replicon é capaz de se replicar e ser expresso dentro da célula
hospedeira na qual foi introduzido.

[0040] A célula auxiliadora, também referida como uma célula de
empacotamento, utilizada para produzir particulas de alfavirus defeitu-
osas em relacdo a replicagao infecciosas tem que expressar ou ser
capaz de expressar proteinas estruturais de alfavirus suficientes para
empacotar o acido nucléico do replicon. As proteinas estruturais po-
dem ser produzidas partindo de um conjunto de RNAs, tipicamente
dois que sao introduzidos na célula auxiliador concomitantemente ou
antes da introducdo do vetor do replicon. O primeiro RNA auxiliador
inclui um RNA que codifica pelo menos uma proteina estrutural do al-
favirus, mas nao codifica todas as proteinas estruturais do alfavirus. O
primeiro RNA auxiliador pode compreender um RNA que codifica a
glicoproteina E1 do alfavirus, mas nao codifica a proteina de capsideo
do alfavirus e a glicoproteina E2 do alfavirus. Alternativamente, o pri-
meiro RNA auxiliador pode compreender um RNA que codifica a glico-
proteina E2 do alfavirus, mas nao codifica a proteina do capsideo do
alfavirus e a glicoproteina E1 do alfavirus. Em uma modalidade adicio-
nal, o primeiro RNA auxiliador pode compreender um RNA que codifi-
ca a glicoproteina E1 do alfavirus e a glicoproteina E2 do alfavirus,

mas nao a proteina do capsideo do alfavirus. Em uma quarta modali-
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dade, o primeiro RNA auxiliador pode compreender um RNA que codi-
fica o capsideo do alfavirus, mas nenhuma das glicoproteinas do alfa-
virus. Em uma quinta modalidade, o primeiro RNA auxiliador pode
compreender um RNA que codifica o capsideo e uma das glicoprotei-
nas, isto € E1 ou E2, mas ndo ambas.

[0041] Em combinacdo com um destes primeiros RNAs auxiliado-
res, o segundo RNA auxiliador codifica pelo menos uma proteina es-
trutural de alfavirus ndo codificada pelo primeiro RNA auxiliador. Por
exemplo, quando o primeiro RNA auxiliador codificar somente a glico-
proteina E1 do alfavirus, o segundo RNA auxiliador pode codificar uma
ou tanto a proteina do capsideo do alfavirus quanto a glicoproteina E2
do alfavirus. Quando o primeiro RNA auxiliador codificar somente a
proteina do capsideo do alfavirus, o segundo RNA auxiliador pode in-
cluir um RNA que codifica uma ou ambas as glicoproteinas do alfavi-
rus. Quando o primeiro RNA auxiliador codificar somente a glicoprotei-
na E2 do alfavirus, o segundo RNA auxiliador pode codificar uma ou
tanto a proteina do capsideo de alfavirus quanto a glicoproteina E1 do
alfavirus. Quando o primeiro RNA auxiliador codificar tanto o capsideo
quanto a glicoproteina E1 do alfavirus, o segundo RNA auxiliador pode
incluir um RNA que codifica uma ou tanto a proteina do capsideo
quanto a glicoproteina E2 do alfavirus.

[0042] Em todos os acidos nucléicos auxiliadores, entede-se que
estas moléculas compreendem ainda sequéncias necessarias para a
expressdo (que abrange a tradugdo e quando apropriado, sinais de
transcricdo ou de replicagao) das seqléncias das proteinas estruturais
codificadas nas células auxiliadoras. Tais sequéncias podem incluir,
por exemplo, promotores (virais, procarioticos ou eucarioticos, induzi-
veis ou constitutivos) e sequéncias de reconhecimento da replicase
viral 5' e 3'. No caso dos acidos nucléicos auxiliadores que expressam

uma ou mais glicoproteinas, € entendido partindo da técnica que estas
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sequéncias sao vantajosamente expressas com uma sequéncia lider
ou sinal no terminal N da regido codificadora de proteinas estruturais
nos constructos de acidos nucléicos. A sequéncia lider ou sinal pode
ser derivada do alfavirus, por exemplo, E3 ou 6k ou pode ser uma se-
guéncia heterdloga tal como um peptideo sinal ativador de plasmino-
génio de tecido ou uma sequéncia sintética. Assim, como um exemplo,
um primeiro acido nucléico auxiliar pode ser uma molécula de RNA
qgue codifica capsideo-E3-E1 e 0 segundo acido nucléico auxiliar pode
ser uma molécula de RNA que codifica capsideo-E3-E2. Alternativa-
mente, o primeiro RNA auxiliador pode codificar somente o capsideo e
o segundo RNA auxiliador pode codificar E3-E2-6k-E1. Adicionalmen-
te, o sinal de empacotamento ou a "sequéncia de encapsulamento"
que esta presente no genoma viral ndo esta presente em todos os aci-
dos nucléicos auxiliadores. Preferencialmente, o sinal de empacota-
mento € deletado de todos os acidos nucléicos auxiliadores.

[0043] Estes auxiliadores de RNA podem ser introduzidos nas cé-
lulas de varias maneiras. Podem ser expressos partindo de um ou
mais cassetes de expressdo que foram transformados de forma esta-
vel nas células, estabelecendo assim linhagem de células de empaco-
tamento (ver, por exemplo, a Patente U.S. N2 6.242.259). Alternativa-
mente, os RNAs podem ser introduzidos na forma de moléculas de
RNA ou de DNA que podem ser expressas na célula auxiliadora sem a
integragdo no genoma celular. Os métodos de introdugdo incluem a
eletroporagdo, os vetores virais (por exemplo, SV40, adenovirus, no-
davirus, astrovirus) e a transfeccdo mediada por lipideos.

[0044] Uma alternativa para varios RNAs auxiliadores é o uso de
uma unica molécula de DNA, que codifica todos os polipeptideos ne-
cessarios para o empacotamento do RNA do replicon viral em particu-
las de replicon de alfavirus infecciosas. O unico DNA auxiliador pode

ser introduzido na célula de empacotamento através de quaisquer
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meios conhecidos na técnica, incluindo, mas nao limitados a eletropo-
racao, a transfeccdo mediada por lipideos (lipofecgao), os vetores vi-
rais (por exemplo, adenovirus ou SV-40) ou a transfeccdo mediada
pelo fosfato de calcio. Preferencialmente, o DNA é introduzido através
de métodos baseados na eletroporacéo desta invencdo. O DNA é tipi-
camente submetido a eletroporacao nas células com um decréscimo
na voltagem e um aumento na capacitancia, quando comparados as
necessarias para a captacdo de RNA. Em todas as eletroporacoes, o
valor para a voltagem e para a capacitancia tem que ser ajustado de
forma a evitar a destruicdo da capacidade das células de empacota-
mento (hospedeiras) de produzirem particulas de alfavirus infecciosas.
Alternativamente, a funcéo auxiliadora, neste formato e sob um promo-
tor que pode ser induzido, pode ser incorporada no genoma da célula
de empacotamento antes da introdugao/expressao do replicon do vetor
de RNA e entdo induzida com o estimulo apropriado logo antes, de
forma concomitante ou apés a introdugéo do replicon do vetor de RNA.
[0045] Vantajosamente, um ou mais acidos nucléicos que codifi-
cam as proteinas estruturais do alfavirus, isto €, o capsideo, a glico-
proteina E1 e a glicoproteina E2 ou o constructos do replicon, contém
uma ou mais mutacdes atenuadoras. As expressdes "mutagao atenu-
adora" e "aminoacido atenuador”, como utilizadas aqui, significam uma
mutagcdo de nucleotideo (que pode ou nao ocorrer em uma regido do
genoma viral que codifica polipeptideos) ou um aminoacido codificado
por uma mutacdo de nucleotideo, que no contexto de um virus vivo,
resulta em uma probabilidade menor do alfavirus causar a doenga em
seu hospedeiro (isto €, uma perda da viruléncia), de acordo com a
terminologia padrdo na técnica, Ver, por exemplo, B. Davis, e outros,
Microbiology 156-158, (42 ed. 1990), seja a mutagcdo uma mutacgao de
substituicdo ou uma delecdo em quadro ou uma mutacédo de adigdo. A

expressao "mutacdo atenuadora" exclui mutagdes que seriam letais
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aos virus, a nao ser que tal mutagcdo seja utilizada em combinagao
com uma mutacgao de "restauracao” que torna o virus viavel, apesar de
atenuado. Os métodos para a identificacdo de mutagdes atenuadoras
adequadas no genoma do alfavirus sdo conhecidos na técnica. Olms-
ted e outros (1984; Science 225:424) descrevem um método de identi-
ficacdo de mutacdes atenuadoras no virus Sindbis através da selecao
em relagdo ao crescimento rapido na cultura de células. Johnston e
Smith (1988; Virology 162:437) descrevem a identificagdo das muta-
¢cbes atenuadoras no VEE através da aplicacdo da presséo seletiva
direta para a penetracdo acelerada das células BHK. As mutacdes
atenuadoras nos alfavirus foram descritas na técnica, por exemplo,
White e outros 2001 J. Virology 75:3706; Kinney e outros 1989 Viro-
logy 70:19; Heise e outros 2000 J. Virology 74:4207; Bernard e outros
2000 Virology 276:93; Smith e outros 2001 J. Virology 75:11196; Heid-
ner e Johnston 1994 J. Virology 68:8064; Klimstra e outros 1999 J. Vi-
rology 73:10387; Glasgow e outros 1991 Virology 185:741; Polo e
Johnston 1990 J. Virology 64:4438; e Smerdou e Liljestrom 1999 J.
Virology 73:1092.

[0046] Em certas modalidades, o RNA do replicon compreende
pelo menos uma mutagao atenuadora. Em outras modalidades especi-
ficas, o(s) acido(s) nucléico(s) auxiliador(es) incluilem) pelo menos
uma mutacao atenuadora. Nas modalidades que compreendem duas
moléculas de acidos nucléicos auxiliadoras, pelo menos uma molécula
inclui pelo menos uma mutagao atenuadora ou ambas podem codificar
pelo menos uma mutagdo atenuadora. Alternativamente, o acido nu-
cléico auxiliador ou pelo menos um do primeiro ou do segundo acido
nucléico auxiliador inclui pelo menos duas ou varias mutacdes atenua-
doras. As mutacdes atenuadoras apropriadas dependem do alfavirus
utilizado. Por exemplo, quando o alfavirus foi o VEE, mutag¢des atenu-

adoras adequadas podem ser selecionadas do grupo que consiste em
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cédons na posicdo de aminoacido 76 da E2 que especificam um ami-
noacido atenuador, preferencialmente a lisina, a arginina ou a histidina
como o aminoacido 76 da E2; os cddons na posi¢cao de aminoacido
120 da E2 que especificam um aminoacido atenuador, preferencial-
mente a lisina como o aminoacido 120 da E2; os cédons na posig¢ao de
aminoacido 209 da E2 que especificam um aminoacido atenuador,
preferencialmente a lisina, a arginina ou a histidina como o aminoacido
209 da E2; os cédons no aminoacido 272 da E1 que especificam uma
mutacao atenuadora, preferencialmente a treonina ou a serina como o
aminoacido 272 da E1; os coédons no aminoacido 81 da E1 que especi-
ficam uma mutacdo atenuadora, preferencialmente a isoleucina ou a
leucina como o aminoacido 81 da E1; e os cédons no aminoacido 253
da E1 que especificam uma mutacao atenuadora, preferencialmente a
serina ou a treonina como o aminoacido 253 da E1. Mutagdes atenua-
doras adicionais incluem delecdes ou mutagds de substituicdo no do-
minio de clivagem entre E3 e E2 de forma que a poliproteina E3/E2
nao é clivada; esta mutacdo em combinacido com a mutacdo em E1-
253 é uma cepa atenuada preferida para uso nesta inveng¢ao. Similar-
mente, as mutacbes presentes nas cepas vacinais vivas existentes,
por exemplo, a cepa TC83 (ver Kinney e outros, 1989, Virology 170:
19-30, particularmente a mutagao no nucleotideo 3), sdo também van-
tajosamente empregadas nas particulas purificadas pelos métodos
desta invencéo.

[0047] Quando o alfavirus for o Arbovirus da Africa do Sul N2 86
(S.A. AR86), as mutacdes atenuadoras adequadas podem ser selecio-
nadas do grupo que consiste em cdédons na posicdo de aminoacido
538 de nsP1 que especificam um aminoacido atenuador, preferencial-
mente a isoleucina como o aminoacido 538 de nsP1; os cédons na po-
sicdo de aminoacido 304 da E2 que especificam um aminoacido ate-

nuador, preferencialmente a treonina como a posicado de aminoacido
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304 da E2; cédons na posi¢cao do aminoacido 314 da E2 que especifi-
cam um aminoacido atenuador, preferencialmente a lisina como o
aminoacido 314 da E2; cdédons na posicao do aminoacido 376 da E2
que especificam um aminoacido atenuador, preferencialmente a alani-
na como o aminoacido 376 da E2; codons na posicdo do aminoacido
372 da E2 que especificam um aminoacido atenuador, preferencial-
mente a leucina como o aminoacido 372 da E2; cédons na posi¢cao do
aminoacido 96 de nsP2 que especificam um aminoacido atenuador,
preferencialmente a glicina como o aminoacido 96 de nsP2; e cdédons
na posicao do aminoacido 372 de nsP2 que especificam um aminoaci-
do atenuador, preferencialmente a valina como o aminoacido 372 de
nsP2. As mutacdes atenuadoras adequadas uteis nas modalidades em
que outros alfavirus sdo empregados, sdo conhecidas pelos versados
na técnica.

[0048] A mutacdes atenuadoras podem ser introduzidas no RNA
através da realizagdo da mutagénese direcionada ao sitio no cDNA
que codifica o RNA, de acordo com procedimentos conhecidos. Ver,
Kunkel, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:488 (1985), cuja descri¢cao é in-
corporada aqui como referéncia em sua totalidade. Alternativamente,
as mutagdes podem ser introduzidas no RNA através da substituicdo
de fragmentos de restricdo homodlogos no cDNA que codifica 0 RNA,
de acordo com os procedimentos conhecidos ou nas copias de cDNA
utilizando métodos mutagénicos de reagdo em cadeia da polimerase.
[0049] A presente invencdo fornece métodos melhorados para a
preparacao de particulas de replicon de alfavirus altamente imunogé-
nicas defeituosas em relagdo a propagacao infecciosas em altos ren-
dimentos. Nas particulas de replicon de alfavirus (ARPs), um vetor de
alfavirus, referido aqui como um replicon, é engenheirado para conter
e expressar um ou mais genes de interesse, em que o0 gene de inte-

resse pode codificar, por exemplo, um antigeno, uma quimiocina, uma
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citocina, uma ribozima ou uma enzima. O vetor do replicon do alfavirus
pode ser derivado de qualquer alfavirus, tal como o virus da Encefalite
Equina Venezuelana (VEE), o virus Sindbis, por exemplo, a cepa
TR339, o Arbovirus Sul Africano N2 86 e o virus Semliki Forest, dentre
outros. O vetor é entdo introduzido nas células em cultura que permi-
tem a replicacdo do alfavirus e em que as proteinas estruturais do al-
favirus também sao expressas, de forma que o vetor € empacotado
pelas proteinas estruturais em ARPs que sdo eventualmente liberadas
da célula. A presente invengao também pode ser aplicada na prepara-
cao e na coleta de particulas de alfavirus atenuadas vivas, incluindo as
particulas que sédo descritas na Patente U.S. N2 5.643.576 e cepas de
alfavirus atenuadas utilizadas como vacinas contra o alfavirus.

[0050] Devido ao fato de que os métodos tradicionais de producio
e de coleta da ARP serem onerosos, ineficientes e muito trabalhosos,
0s presentes inventores examinaram varios parametros para atingir
um maior rendimento das ARPs enquanto simplificam o método e di-
minuem os custos por ARP. O novo método envolve inovagdes nas
etapas da preparacdo de acidos nucléicos, de cultura de células, de
manipulagdo de células para produzir as ARPs, de coleta das ARPs e
de formulacdo das ARPs e este método possui o beneficio de aumen-
tar os rendimentos das ARPs e de reduzir significativamente os custos
por ARP.

[0051] Em todos os relatos anteriores, as ARPs foram purificadas
do meio ou do sobrenadante de cultura, em que as células que produ-
zem as ARPs foram cultivadas. Surpreendentemente, quando os pre-
sentes inventores lavaram as células produtoras de ARPs com uma
solucdo aquosa contendo um sal a uma concentracédo superior a tipi-
camente empregada no meio de crescimento normal, um numero sig-
nificativo de ARPs infecciosos foi liberado das células e/ou dos restos

celulares. A capacidade imunogénica das ARPs coletadas apds a eta-
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pa de lavagem com sal foi comparada com a das ARPs produzidas de
acordo com métodos conhecidos e a for¢ca de resposta para as ARPs
coletadas com a lavagem com sal era tdo boa como ou melhor que a
para as particulas de ARPs liberadas inicialmente no meio antes da
lavagem com sal.

[0052] Em muitas aplicagbes, o uso do método de lavagem com
sal para coletar as ARPs, como descrito aqui, pode tornar ébvia a ne-
cessidade de coletar as ARPs do meio de cultura de células, por causa
do grande numero de particulas retidas pelas células antes da lava-
gem com sal. A proporgao das ARPs presentes no meio antes de uma
lavagem com sal em relag&o as ARPs retidas pelas células e liberadas
com a lavagem com sal pode ser de 1:1 até 1:400, dependendo dos
tipos de células, das condi¢cdes de crescimento das células e das con-
dicbes de lavagem com sal. Nas células Vero, a proporcao € tipica-
mente de pelo menos 1:3, mais comumente de 1:10, 1:100 ou 1:400
(ver a Figura 4), dependendo do grau de otimizagdo dos outros para-
metros da invencao reivindicada.

[0053] Portanto, s&o divulgados aqui métodos para a preparagéo
das ARPs que compreendem as etapas de (a) introdu¢cdo de um acido
nucléico de replicon alfaviral em uma célula hospedeira, o dito acido
nucléico do replicon contendo pelo menos um sinal de empacotamento
para o alfavirus e pelo menos uma sequéncia codificadora para um ou
mais genes de interesse que podem ser expressos no dito acido nu-
cléico de replicon alfaviral, em que a célula hospedeira ainda é capaz
de expressar proteinas estruturais do alfavirus necessarias para a
producao das ARPs, para produzir uma célula hospedeira modificada;
(b) crescimento da dita célula hospedeira modificada em um meio sob
condi¢gbes que permitem a expressao das proteinas estruturais e a re-
plicagdo do acido nucléico do replicon alfaviral e entdo o empacota-

mento do acido nucléico do replicon alfaviral para formar as ARPs; (c)
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separagao das células hospedeiras modificadas do meio e (d) contato
das células hospedeiras modificadas apos a etapa (c) com uma solu-
cao tamponada possuindo uma forca ibnica de pelo menos aproxima-
damente 0,20 M (aqui como o "Meio de Liberagao") para liberar as
ARPs e produzir uma solugao contendo as ARPs.

[0054] A etapa (d) pode ser realizada com qualquer um de um nu-
mero de Meios de Liberagéo diferentes e o rendimento da "lavagem
com sal" das ARPs (isto é, as ARPs coletadas no Meio de Liberagao)
sera em parte uma funcdo do periodo de tempo durante o qual as cé-
lulas sdo expostas ao Meio de Liberacdo. Este periodo de tempo pode
ser de 1 minuto até varias horas; 5 até 20 minutos sao tipicos. Em uma
modalidade preferida, € utilizada uma solugao de sal a 0,5 M e as célu-
las sdo incubadas nesta solucao durante aproximadamente 5 minutos.
A combinacdo 6tima de concentracdo de sal no Meio de Liberacao e
do tempo de incubacao pode ser determinada diretamente por um ver-
sado na técnica e sera adicionalmente uma fungéo do tipo de células e
do dispositivo de suporte das células.

[0055] A observacéao surpreendente de que muitas das ARPs ficam
retidas nas células fornece a oportunidade de lavar as células vigoro-
samente antes da liberacdo das ARPs das células em uma solugao
contendo sal, reduzindo significativamente assim a necessidade de
uma purificagdo a montante das ARPs. As monocamadas de células
sdo assim utilizadas eficientemente como uma matriz de afinidade pa-
ra as ARPs.

[0056] Assim, em uma modalidade preferida, as células sao culti-
vadas como descrito na etapa (b) anterior, em um receptaculo, tal co-
mo um frasco de cultura de células, uma garrafa rolante, um dispositi-
vo em cuba de células, um recipiente de cultura (incluindo frascos de
biorreatores e giratérios) com contas para o crescimento de células

aderidas ou um dispositivo de fibra céncava, onde é permitido que as
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células figuem incubadas de aproximadamente 12 até 48 horas, prefe-
rencialmente 16-24 horas, para gerar as ARPs. No caso em que séo
utilizadas células de mamiferos, as células tipicamente se aderem as
superficies internas dos receptaculos ou a outro suporte soélido, inclu-
indo, mas né&o limitado, a contas, particulas de poliestireno, fibras cén-
cavas e similares e apds o periodo de incubacdo necessario, 0 meio
de cultura é desejavelmente removido (decantado, aspirado ou similar)
das células e é reservado ou descartado, separando assim as células
hospedeiras modificadas do meio de cultura de células. Alternativa-
mente, as células que crescem em cultura em suspensao podem ser
centrifugadas para remover as células do meio de crescimento. As cé-
lulas podem entédo ser lavadas extensivamente em uma solugao de
"Lavagem de Células", que € um meio contendo baixa concentragao
de sal ou nenhum que contém opcionalmente componentes adicionais
para auxiliar na remocao de materiais extrinsecos, por exemplo, uma
preparagcdo de DNase ou outros reagentes quimicos que removem o
DNA celular residual ou as proteinases. Uma DNase disponivel co-
mercialmente € a Benzonase, uma desoxirribonuclease de Serratia
marcescens disponivel na Novagen/EMD Biosciences, Madison, WI
(ver também a Patente U.S. N2 5.173.418). Pode ser incorporada no
meio pos-eletroporagdo a uma concentragdo de aproximadamente 10
até aproximadamente 1000 unidades/mL. Quando a Dnase, por exem-
plo, a Benzonase, € incorporada na preparacao das ARPs, é utilizada
a uma concentracado de 100 até 5000 unidades por mL, de forma dese-
javel de aproximadamente 500 unidades por mL, com incubacéo a 30
até 37°C durante 10 até 90 minutos, de forma desejavel aproximada-
mente 30 minutos. Os exemplos de Meios de Liberagao uteis (solu-
cbes de lavagem de células para a liberagdo das ARPs ligadas) sao
apresentados na Figura 4. Estes resultados indicam que a solugéo de

Lavagem de Células pode ser otimizada para cada combinacao de cé-
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lula - cepa alfaviral para maximizar a retengcéo das ARPs (ou particulas
do alfavirus) pelo substrato celular e minimizar a sua liberagdo no meio
antes da adicao do Meio de Liberacdo. Através da maximizagao da
retencao das ARPs pelas células, pode nao ser eficiente ou econémico
coletar o numero muito menor de particulas presentes nos meios de
cultura de células.

[0057] Apos esta lavagem extensiva, as células sdo entdo expos-
tas ao Meio de Liberagao e as ARPs sao liberadas neste meio partindo
das células hospedeiras. Em modalidades preferidas, o Meio de Libe-
racdo € uma solucao aquosa contendo pelo menos aproximadamente
0,20 M de sal, preferencialmente entre 0,25 M e 5 M de sal e esta tipi-
camente em um volume muito menor que o volume do meio no qual as
células foram cultivadas, por exemplo, uma reducado de 10 até 50 ve-
zes no volume. Podem conter componentes adicionais, tal como a
DNAse, (particularmente se n&o forem utilizados na solugédo de Lava-
gem de Células) e estabilizantes, por exemplo, HSA e sacarose. A
temperatura da etapa de liberacdo ndo é critica, resultados similares
foram obtidos a 4°C, a temperatura ambiente e a 37°C. Os resultados
similares sdo obtidos com lavagens de sais (no Meio de Liberagao) de
10 até 30 min.

[0058] O Meio de Liberagao pode ser produzido na forga idnica
desejada com sais que incluem, mas néo estéo limitados ao NaCl, ao
KCI, ao MgCl,, ao CaClz, ao NH4Cl, ao sulfato de NH4, ao acetato de
NH4 e ao bicarbonato de NH4. De forma desejavel, o pH do Meio de
Liberacdo é compativel com a manutencao de integridade das células,
por exemplo, de aproximadamente 6 até aproximadamente 9,0 ou de
aproximadamente 6,5 até aproximadamente 8,5. Em modalidades es-
pecificas, o uso de sais volateis no Meio de Liberacgao, tais como os
sais de amdnio volateis, especialmente o acetato ou o bicarbonato de

amoénio, permite que a solugéo resultante contendo as ARPs seja liofi-
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lizada, com o resultado da remocao do sal da preparagdo concentrada
das ARPs.

[0059] Varios sais foram testados em relacdo as suas capacidades
de facilitar a coleta e a recuperacao das ARPs das células Vero em 16
e 24 horas pos-eletroporagcdo. 1 M de NaCl em pH 7,2, 1 M de acetato
de aménio em pH 7,35, 1 M de bicarbonato de aménioem pH 7,4, 1 M
de cloreto de magnésio em pH 7,2, 1 M de acetato de so6dio em pH
7,35 e 1 M de sulfato de amodnio em pH 7,35 todos forneceram resul-
tados equivalentes e bons. O aumento da concentragédo de sal no Meio
de Liberacdo de 0,5 M até 5 M nao afetou o rendimento das ARPs. A
utilizagdo de uma concentragcdo proxima a quantidade eficiente inferior
preveniu a necessidade de que volumes diluidos maiores do material
fossem carregados nos meios para cromatografia. 20 mM de fosfato
de sédio em pH 7,2, 20 mM de fosfato de sddio em pH 6,5, 50 mM de
fosfato de sddio em pH 7,2 e 20 mM de fosfato de sédio em pH 7,2
com 0,1% de Tween 80 n&o serviam para liberar eficientemente as
ARPs das células produtoras. Foram realizadas lavagens em Meio de
Liberagao a 4°C, a temperatura ambiente e a 37°C; a temperatura de
lavagem né&o afetava o rendimento.

[0060] O efeito do meio no qual as células sdo colocadas imedia-
tamente apds a eletroporacgéo, isto €, o meio pds-eletroporagao, tam-
bém foi estudado. Ver o Exemplo 3. Foram obtidos rendimentos sur-
preendentemente bons utilizando meio sem soro, frequentemente
equivalentes aos do meio contendo soro, oferecendo assim vantagens
em relagdo a seguranca potencial dos produtos utilizados ainda na re-
ducdo da quantidade de proteina potencialmente associada com as
células permissivas para o alfavirus e as particulas virais ou as parti-
culas similares a virus.

[0061] Em uma modalidade especifica, o meio de cultura separado

das células na etapa (c), como descrito anteriormente, pode ser com-
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binado com a solugédo contendo ARPs descrita anteriormente aqui e as
ARPs podem ser purificadas de uma unica vez destas duas fragdes
separadas previamente. Alternativamente, as ARPs podem ser purifi-
cadas separadamente do meio de cultura e entdo combinadas com as
particulas removidas pela lavagem com sal.

[0062] Em geral, todas as etapas da invengao reivindicada, inclu-
indo o crescimento das células antes da producdo das ARPs, podem
ser realizadas em meio sem soro.

[0063] Embora muitos métodos sejam conhecidos para a introdu-
¢do de moléculas de acidos nucléicos nas ceélulas hospedeiras, um
método particularmente util € a eletroporagao. Os presentes inventores
determinaram que maiores rendimentos das ARPs eram obtidos quan-
do tanto as células quanto a entrada dos acidos nucléicos nas mistu-
ras para eletroporacao estavam presentes em concentragdes maiores
que as recomendadas ou utilizadas anteriormente.

[0064] Geralmente, a fungao da eletroporagao é utilizar um campo
elétrico para criar poros ou aberturas nas membranas celulares sufici-
entes para permitir a entrada dos acidos nucléicos. Estdo atualmente
disponiveis comercialmente muitos dispositivos para eletroporar célu-
las, que incluem cubetas descartaveis (que tipicamente suportam 0,8 e
4 mL de meio), eletrodos de placas de petri e aparatos para passar o
fluxo ou outras camaras para eletroporacdo. H4 um ensinamento ex-
tensivo na técnica sobre a otimizacdo destes dispositivos para a ele-
troporagao de células para efetuar a transformagao genética, variando
parametros tais como a voltagem, a duracéo do pulso, a geometria do
dispositivo, a forga necessaria de campo (que € uma fungdo de cada
tipo celular e depende do raio da célula e de sua voltagem de quebra
critica) e da distancia entre os eletrodos. Adicionalmente, a densidade
das células é também um fator e as recomendacdes dos fabricantes

ficam entre 1 - 5 x 108 células/mL para células Vero e NIH-3T3 e ligei-
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ramente maior para células BHK e CHO, das quais ambas sao meno-
res que as células Vero (ver, por exemplo, Multiporator® Cuvette Ma-
nual, Brinkmann, Westbury, NY; Genetronics, Sao Diego, CA (BTX Di-
vision) protocols for the ElectroCell Manipulator (ECM®) ou the Elec-
troSquarePorator®; Parham, J. e outros 1999 CytoTechnology 28:1-9).
A técnica ensina que densidades maiores de células que as recomen-
dadas resultam em condi¢bes nao-homogéneas do campo no meio de
eletroporagao, que pode levar a fusdo da célula. Liljestrom e Garoff, J.
Virology 65:4107-4113, 1991, utilizaram a eletroporagao para introduzir
um unico auxiliador de RNA com cap e um RNA de replicon do Virus
Semliki Forest em células BHK a uma concentracdo de 5 x 10° célu-
las/mL.

[0065] Similarmente, a concentracdo de acidos nucléicos utilizada
na técnica foi determinada de forma empirica e é geralmente reco-
mendada como estando entre 5 - 20 ug de DNA por mL de tampé&o pa-
ra eletroporagdo; com quantidades maiores consideradas eficientes
somente para acidos nucléicos em grande escala. Liljestrom e Garoff
(1991) estudaram o efeito da concentracdo do RNA na eletroporacéao e
relataram que a eficiéncia de captacdo nao € linearmente dependente
da concentragdo do RNA e que 2 ug eram suficientes para a obtengao
de uma eficiéncia de transfeccdo de 100% em uma eletroporagdao em
cubeta.

[0066] Na presente invengdo, sdo obtidos melhores resultados
(rendimento de ARP por célula hospedeira) quando a eletroporagéo é
realizada utilizando células hospedeiras a uma densidade de células
de aproximadamente 1 x 107 até aproximadamente 1 x 10° por mL de
meio para eletroporagao. Mais preferencialmente, a densidade celular
no meio de eletroporagéo é de aproximadamente 5 x 107 até 5 x 108
células por mL. Como exemplificado especificamente aqui, a eletropo-

racao € realizada em uma cubeta para eletroporacdo, mas uma placa
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de Petri ou um dispositivo para eletroporacao de fluxo continuo, dos
quais ambos estdo disponiveis comercialmente, podem ser também
utilizados. Outros tipos de camaras de eletroporacdo podem ser utili-
zados. Os resultados melhorados foram obtidos com concentragcdes de
células de aproximadamente 1 x 107 até aproximadamente 5 x 108 por
mL. Por exemplo, com 108 células em uma cubeta com espaco de 0,4
cm, 10" até 10"" ARPs foram obtidas partindo de um Unico evento de
eletroporagdo. Os rendimentos equivalentes em uma base de células e
de volume podem ser obtidos escalonando apropriadamente os para-
metros em outros dispositivos para eletroporacao. Alternativamente, as
células CHO, BHK, CEF, 293T e de fibroblastos de embrido de frango
podem ser utilizadas. As células de insetos cultivadas, como discutido
anteriormente aqui, também podem ser utilizadas.

[0067] Com uma faixa de concentracdo de células otimizada para
a eletroporacao do auxiliador de replicon, cada RNA auxiliador de en-
trada esta presente em aproximadamente 10 até 50, de forma deseja-
vel aproximadamente 35 microgramas por mL (ng/mL) e o RNA do re-
plicon esta presente em 10 até 150 ng/mL, de forma desejavel aproxi-
madamente 35 ug/mL. Em outras modalidades, um ou mais auxiliado-
res de DNA sao utilizados. A concentracao dos auxiliadores de DNA
utilizada na eletroporacéo é tipicamente maior que a utilizada para os
auxiliadores de RNA, por exemplo, entre 100 e 200 ug/mL. Utilizando
auxiliadores de RNA ou de DNA, a quantidade do replicon de RNA do
alfavirus adicionada as células antes da eletroporagcao é aproximada-
mente pelo menos 35 ng/mL.

[0068] Assim, € divulgado aqui um método para a preparagao das
ARPs que compreendem a introdu¢do de um vetor de replicon de alfa-
virus em uma cultura de células permissivas para o alfavirus através
da eletroporacédo, em que a concentracao das células no meio de cul-

tura durante a eletroporacao ¢ de pelo menos 107 células/mL de meio,
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preferencialmente entre 5 x 107 e 5 x 108 células/mL de meio. Embora
os métodos preferidos da invencéo reivindicada envolvam o uso de um
RNA de replicon que é entéo introduzido na célula, uma abordagem
alternativa é introduzir o RNA do replicon através de uma molécula de
cDNA que codifica o RNA do replicon. Esta abordagem € algumas ve-
zes referida como um sistema eucariético de iniciacdo de vetor em
camadas (ELVIS), que é descrito nas Patentes U.S. N 5.814.482 e
6.015.686.

[0069] As proteinas estruturais do alfavirus produzidas na célula
hospedeira podem ser codificadas por uma ou mais sequéncias de
acidos nucléicos integradas de forma estavel dentro do genoma da
dita célula hospedeira ou podem ser introduzidas na célula hospedeira
em uma forma transitéria, simultaneamente a ou antes da introducao
do acido nucléico do replicon do alfavirus. De forma desejavel, as pro-
teinas estruturais do alfavirus fornecidas na célula hospedeira séo ex-
pressas partindo de uma ou duas moléculas de acido nucléico (RNA
ou DNA), que codificam uma proteina de capsideo de alfavirus capaz
de se ligar a um acido nucléico de replicon de alfavirus e pelo menos
uma glicoproteina do alfavirus, em que a dita glicoproteina do alfavirus
se associa com o acido nucléico do replicon do alfavirus e a proteina
do capsideo. Quando adicionada na forma de acidos nucléicos através
da eletroporacéo, tal um ou mais acidos nucléicos auxiliadores podem
ser co-eletroporados com o RNA do replicon. Na pratica do método
desta invengao com um unico acido nucléico auxiliador, uma faixa util
para a propor¢cao molar do RNA do replicon : acido nucléico auxiliador
fica entre 1:2 e 1:8 e uma faixa ampla para a propor¢cdo molar do RNA
do replicon : primeiro auxiliador : segundo auxiliador fica entre 1:2:2 e
1:5:5. Geralmente, a concentragao de cada auxiliador pode ser otimi-
zada através de experimentos de rotina e ndo € necessario ou espera-

do que ambos os auxiliadores sejam utilizados em quantidades equi-
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molares, particularmente se um auxiliador for uma molécula de RNA e
um outro auxiliador for uma molécula de DNA. As quantidades da(s)
molécula(s) auxiliador(as) podem ser aumentadas, em relagdo a quan-
tidade de acido nucléico do replicon, mas independentemente um do
outro, no caso de dois auxiliadores, para determinar a concentragao
do(s) auxiliador(es) que gera a maior concentracdo de ARPs. Em uma
modalidade especifica de um unico auxiliador de DNA que esta ex-
pressando todas as proteinas estruturais do alfavirus (por exemplo,
um auxiliador que expressa todas as proteinas estruturais do VEE
possui aproximadamente 8,7 kb de comprimento), uma propor¢ao mo-
lar util de DNA do replicon : auxiliador de DNA €& de aproximadamente
1:6. Similarmente, 30 ug do vetor do replicon do VEE que codifica uma
proteina gag do HIV e 100 - 150 ug do auxiliador de DNA (promotor do
CMV) foram submetidos a eletroporacédo em células Vero para a pro-
ducao das ARPs. O DNA foi altamente purificado para remover os con-
taminantes téxicos e concentrado até aproximadamente 5 mg/mL an-
tes da eletroporacdo. Geralmente, é preferivel concentrar o DNA até
entre 1 e 8 mg/mL, preferencialmente entre 5 e 8 mg/mL. O auxiliador
de DNA esta presente na mistura para eletroporacdo em aproximada-
mente 20-500, de forma desejavel de aproximadamente 50 até apro-
ximadamente 300, por exemplo, aproximadamente 150 ug por 0,8 mL
de mistura para eletroporacdo, de forma desejavel contendo de apro-
ximadamente 5 x 107 até aproximadamente 2 x 108 células, por exem-
plo, aproximadamente 1,2 x 108 células.

[0070] Um aspecto do método eficiente da presente invencéao, para
as modalidades utilizando replicon e/ou RNA auxiliador, é a realizacao
da transcricao partindo do vetor de DNA linearizado que codifica o re-
plicon e os acidos nucléicos auxiliadores sem a purificacao de tal DNA
apos a sua linearizagao atraves da digestdo com enzima de restrigao.

Foi desenvolvido um protocolo para a digestao pela enzima de restri-
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cao e para a transcricao do RNA no mesmo tampéao de transcricdo do
RNA (reag&o acoplada). O rendimento de RNA, se calculado por peso
de DNA de entrada, era de 2 - 3 vezes maior na reagdo acoplada
quando comparado com o dos métodos anteriores em que o DNA era
purificado apds a linearizacao e antes da transcricdo do RNA.

[0071] A contribuicdo nas economias adicionais nos custos, nos
reagentes e no trabalho a desta invencdo vem da descoberta de que
o(s) RNA(s) auxiliador(es) sem cap pode(m) ser utilizado(s) na reagao
de eletroporagdo. O Exemplo 1 descreve os experimentos que foram
realizados para determinar a eficiéncia do(s) RNA(s) sem cap para uso
na eletroporacéo junto com um RNA do replicon (ver também a Figura
1).

[0072] Foi verificado se uma estrutura de cap era necessaria nos
RNAs auxiliadores para que sejam replicados e para fornecerem prote-
inas estruturais com as quais empacotam os RNAs do replicon
(Exemplo 1). Embora ndo deva haver uma necessidade tedrica para a
adicdo de cap nos RNAs auxiliadores, dados existentes dos laboraté-
rios dos inventores assim como outros laboratorios indicaram que os
auxiliadores sem cap nao funcionavam eficientemente (se funciona-
vam) quando as ARPs eram geradas. Todavia, devido ao custo asso-
ciado com a adigao de cap dos RNAs auxiliadores e ao potencial de
aumentar significativamente o rendimento do RNA partindo das rea-
cOes de transcricdo se nao for utilizado um analogo do cap, os estudos
sobre o uso de auxiliadores sem cap para gerar as ARPs foram inicia-
dos. As células Vero foram submetidas a eletroporacdo com o RNA do
replicon junto com RNAs auxiliadores com cap ou sem cap. Surpreen-
dentemente, ARPs de titulo equivalente foram geradas com os auxilia-
dores de RNA com cap ou sem cap (Figura 1), contanto que os auxili-
adores de RNA estivessem suficientemente purificados antes da ele-

troporacdo. A producao das ARPs com auxiliadores sem cap foi entao
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tentada em outros tipos de células (células CHO, 293T e DF-1) para
confirmar que este resultado n&o estava limitado as células Vero. Os
RNAs auxiliadores sem cap foram utilizados para gerar as ARPs em
células Vero, CHO, DF-1 e 293T. As ARPs geradas com auxiliadores
de RNA sem cap eram equivalentes em relagao ao titulo as ARPs ge-
radas com auxiliadores de RNA com cap em todos os tipos de células
testados (Figura 1). A capacidade de utilizar moléculas de RNA auxili-
adoras sem cap permite economias nos custos significativas em ter-
mos de reagentes e de rendimento do RNA. Em contraste, os rendi-
mentos eram maiores para os RNAs de replicon com cap do que para
os RNAs de replicon sem cap. Os caps podem incluir cap de G, cap de
C, cap de A, G (m'G(5'ppp(5")pppG (5)A) metilado; G(G(5'ppp(5')A)
nao-metilado; ARCA (analogo de cap anti-reverso, 3-O-Me-m’G(5')
pppG(5); os reagentes de adicao de cap sao bem conhecidos na téc-
nica e estdo disponiveis comercialmente, por exemplo, na Promega,
Madison, WI e Ambion, Austin, TX. O custo da producdo do RNA é
significativamente diminuido porque o reagente de analogo de cap €
um componente oneroso do método e porque cada reacao de transcri-
cao produz mais RNA.

[0073] Comparando os resultados com os RNAs purificados e n&o-
purificados na eletroporagao, foi determinado que uma purificacdo do
RNA pelo menos parcial (utilizando kits disponiveis comercialmente e
métodos que incluem, mas ndo estao limitados a cromatografia de ex-
clusdo de tamanho, a cromatografia em coluna de silica ou ou LiCl)
era necessaria para bons rendimentos das ARPs. A purificacdo remo-
ve moléculas tais como o EDTA, o HEPES e o TRIS (constituintes co-
muns na manipulagdo de acidos nucléicos), que sdo conhecidos por
causarem efeitos prejudiciais sobre as eficiéncias de transfecgao obti-
das partindo da eletroporagao (ver, por exemplo, 0 manual de instru-

¢bes de Brinkmann Instruments), assim como os componentes do
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tampao de transcricdo utilizados para gerar os RNAs (ver o Exemplo
2). As preparagdes de acidos nucléicos utilizadas na eletroporagéo es-
tdo preferencialmente em uma proporcao de Azeo/A2s0 de aproximada-
mente 1,7 até 1,9 e sdo suspensos em agua destilada antes da eletro-
poracgao. A purificacdo do RNA possui a vantagem adicionada de reali-
zacdo de uma concentragao das solugdes de RNA. Com um volume
menor para a solugdo do RNA que deve ser adicionado as células no
meio de eletroporacdo, mais células podem ser utilizadas na eletropo-
racdo. Sem desejar estar ligado a qualquer teoria particular, acredita-
se que a remogao do cation de Mg divalente ou a redugédo do cation
divalente de Mg a uma concentragdo menor que 5 mM antes da ele-
troporacdo aumenta o rendimento final das ARPs.

[0074] Um unico auxiliador de DNA pode ser utilizado para produ-
zir ARPs quando submetido a eletroporacgao junto com o RNA do repli-
con do alfavirus que carrega a sequéncia de interesse. Embora as ele-
troporagdes em onda quadrada e em onda exponencial fornecam re-
sultados similares, quanto maior a pureza do auxiliador de DNA, me-
Ihor o rendimento das ARPs. Foi descoberto que uma voltagem menor
(com uma capacitancia maior) era preferivel para introduzir eficiente-
mente as moléculas de DNA nas células, quando comparada com a
introducédo de apenas moléculas de RNA.

[0075] Apos as ARPs terem sido coletadas das células através da
lavagem com sal e opcionalmente coletadas do sobrenadante livre de
células, as ARPs podem ser purificadas através de uma ou mais eta-
pas incluindo, mas nao limitadas a cromatografia de troca iénica e a
cromatografia por afinidade a heparina. A cromatografia com heparina
parece funcionar com varias das proteinas estruturais de alfavirus mu-
tantes atenuados incorporados nas ARPS, mas ndo para as proteinas
estruturais do virus VEE 3000.

[0076] Um alfavirus preferido para uso na presente invencao é o
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virus da encefalite equina Venezuelana (VEE). Preferencialmente, a
cepa de VEE utilizada na producdo das ARPs contém pelo menos uma
mutacao atenuadora. Uma classe representativa de tais mutacdes
atenuadoras foi primeiramente denominada como mutantes "de pene-
tracdo rapida" (Johnston e Smith, Virology 162: 437-443, 1988), muitas
das quais mostraram mais tarde carregar mutagdes na glicoproteina
E2 que resultava em uma carga liquida positiva (Davis e outros, Viro-
logy 183:20-31, 1991) e também conferia uma capacidade maior de se
ligar aos glicosaminoglicanos, por exemplo, o sulfato de heparana (ver
também Klimstra, WB e outros 1998 72: 7357-7366; Bernard e outros,
Virology 276: 93-103, 2000). Mutag¢des similares sdo conhecidas em
outros alfavirus, por exemplo, Sindbis (Olmsted e outros, Virology
148:245, 1986; Davis e outros, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 6771,
1986); um mutante de VEE atenuado que se liga a heparina especifi-
camente exemplificado € a cepa 3014. Os virus ou as ARPs derivadas
dos mesmos, que carregam mutagdes que conferem a capacidade de
ligagdo ao glicosaminoglicano sao particularmente adequados para a
purificacdo utilizando a etapa de lavagem com sal e podem também
ser adicionalmente purificadas utilizando a cromatografia por afinidade
a heparina.

[0077] As células auxiliadoras, no contexto desta invencao, sao
células que, quando os acidos nucléicos auxiliadores e de replicon es-
tdo presentes nas mesmas, produzem particulas de replicon. As célu-
las em que as funcgdes auxiliadoras sdo codificadas em uma ou mais
sequéncias integradas de forma estavel, também podem ser utilizadas
para empacotar as ARPs. O DNA ou o RNA pode ser introduzido atra-
vés de qualquer meio conhecido na técnica que seja apropriado para o
tipo de célula particular, incluindo sem limitagdo, a transformacao, a
lipofeccdo ou a eletroporagdo. Alternativamente, as células transfor-

madas de forma estavel nas quais os genes estruturais necessarios
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para o empacotamento do acido nucléico do replicon nas particulas
virais sdo integrados dentro do genoma também podem ser utilizadas
para preparar as ARPs utilizando os métodos descritos aqui.

[0078] E reconhecido pelos peritos na técnica que as seqiiéncias
codificadoras podem variar por causa da degeneracao do codigo ge-
nético e do uso de cdédons. Todas as sequéncias sindbnimas que codifi-
cam o antigeno ou outro polipeptideo ou proteina de interesse estao
incluidas dentro do ambito desta invencao.

[0079] Adicionalmente, é reconhecido pelos peritos na técnica que
podem ocorrer variagdes alélicas nas sequéncias codificadoras que
nao alteram significativamente a atividade das sequéncias de aminoa-
cidos dos peptideos que tais sequéncias codificam. Todos as tais se-
guéncias de DNA equivalentes estao incluidas dentro do ambito desta
invencao e na definicdo de um promotor.

[0080] As técnicas padrdo para clonagem, isolamento, amplifica-
cao e purificagdo do DNA, para reag¢des enzimaticas que envolvem a
DNA ligase, a DNA polimerase, as endonucleases de restrigao e simi-
lares e varias técnicas de separacao sdo as conhecidas e comumente
empregadas pelos peritos na técnica. Um numero de técnicas padrao
€ descrito em Sambrook e outros (1989) Molecular Cloning, Segunda
Edicao, Cold Spring Harbor Laboratory, Plainview, Nova York; Maniatis
e outros (1982) Molecular Cloning, Cold Spring Harbor Laboratory,
Plainview, Nova York; Wu (ed.) (1993) Meth. Enzymol. 218, Part |; Wu
(ed.) (1979) Meth. Enzymol. 68; Wu e outros (eds.) (1983) Meth. En-
zymol. 100 e 101; Grossman e Moldave (eds.) Meth. Enzymol. 65; Mil-
ler (ed.) (1972) Experiments in Molecular Genetics, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, Nova York; Old e Primrose (1981)
Principles of Gene Manipulation, University of California Press, Berke-
ley; Schleif e Wensink (1982) Practical Methods in Molecular Biology;
Glover (ed.) (1985) DNA Cloning Vol. | e ll, IRL Press, Oxford, UK;
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Hames e Higgins (eds.) (1985) Nucleic Acid Hybridization, IRL Press,
Oxford, UK; Setlow e Hollaender (1979) Genetic Engineering: Princi-
ples e Methods, Vols. 1-4, Plenum Press, Nova York; e Ausubel e out-
ros (1992) Current Protocols in Molecular Biology, Greene/Wiley, Nova
York, NY. As abreviagdes e a nomenclatura, quando empregadas, sao
consideradas padrdao no campo e sdo comumente utilizadas nos pe-
riodicos profissionais tais como os citados aqui.

[0081] As formulagdes farmacéuticas, tais como as vacinas ou ou-
tras composi¢cdes imunogénicas, da presente invengao compreendem
uma quantidade imunogénica das particulas de replicon de alfavirus
defeituosas em relagdo a propagacao infecciosas ou particulas atenu-
adas vivas em combinacdo com um veiculo farmaceuticamente aceita-
vel. Uma "quantidade imunogénica" € uma quantidade das particulas
de alfavirus infecciosas que é suficiente para ativar uma resposta imu-
nolégica no individuo ao qual a formulagao farmacéutica é administra-
da. Acredita-se que uma quantidade de aproximadamente 10* até
aproximadamente 10°, especialmente de 10° até 108, unidades infecci-
osas ou ARPs por dose seja adequada, dependendo da idade e da
espécie do individuo que esta sendo tratado. Os exemplos de veiculos
farmaceuticamente aceitaveis incluem, mas ndo estdo limitados a
agua esterilizada livre de agentes pirogénicos e a solugao salina fisio-
l6gica esterilizada livre de agentes pirogénicos. Os individuos que po-
dem receber a administracdo de quantidades imunogénicas das parti-
culas de alfavirus defeituosas em relacédo a replicacao infecciosas da
presente invencdo incluem individuos humanos e animais (por exem-
plo, o cédo, o gato, o gado, o cavalo, o burro, o camundongo, o hams-
ter, os macacos, os porquinhos-da-india, as aves, 0s ovos). A adminis-
tracao pode ser através de qualquer meio adequado, tal como a admi-
nistragdo intraperitoneal, intramuscular, intradermal, intranasal, intra-

vaginal, intra-rectal, subcutanea ou intravenosa.
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[0082] Uma ou mais moléculas potenciadoras do sistema imunolo-
gico, tais como as quimiocinas e/ou as citocinas podem ser incorpora-
das nas composi¢des imunogénicas que compreendem as particulas
de replicon do alfavirus preparadas como descrito aqui. Alternativa-
mente, as composi¢gdes imunogénicas podem compreender particulas
de replicon de alfavirus que direcionam a expressao ou uma ou mais
quimiocinas e/ou citocinas no paciente ou no animal ao qual a compo-
sicdo é administrada. Os exemplos de quimiocinas e/ou citocinas in-
cluem, sem limitaga@o, a interleucina-4, interleucina-12, o gama-interfe-
ron, o fator estimulador de col6énias de macrofagos granuldcitos e o
ligante FLT-3. E entendido que a escolha da citocina e/ou quimiocina
pode variar de acordo com a neoplasia, o parasita ou o agente pato-
génico que é direcionado para uma resposta imunoldgica.

[0083] As composi¢cdes imunogénicas que compreendem as ARPs
(que direcionam a expressao da(s) sequéncia(s) de interesse quando
as composigdes sao administradas a um ser humano ou um animal)
produzidas utilizando os métodos da presente invencdo podem ser
formuladas através de qualquer um dos meios conhecidos na técnica.
Tais composicdes, especialmente as vacinas, sao tipicamente prepa-
radas na forma de injetaveis, na forma de solu¢des ou de suspensdes
liquidas. As formas sélidas adequadas para a solugdo em ou para a
suspensdo em liquido antes da injegdo também podem ser prepara-
das. As preparacoes liofilizadas também s&o adequadas.

[0084] Os ingredientes imunogénicos ativos (as ARPs) séo fre-
guentemente misturados com excipientes ou veiculos que sao farma-
ceuticamente aceitaveis e compativeis com o ingrediente ativo. Os ex-
cipientes adequados incluem, mas nao estéo limitados a agua esterili-
zada, a solucgdo salina, a dextrose, ao glicerol, ao etanol ou similares e
a combinagdes dos mesmos, assim como estabilizantes, por exemplo,

HSA ou outras proteinas e acucares redutores adequados.
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[0085] Em adigcdo, se desejado, as vacinas podem conter quanti-
dades menores de substancias auxiliares tais como agentes umectan-
tes ou emulsificantes, agentes tamponadores do pH e/ou adjuvantes
que aumentam a eficiéncia da vacina. Os exemplos de adjuvantes que
podem ser eficientes incluem, mas nao estao limitados: ao hidroxido
de aluminio; a N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP); a
N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP 11637, referida co-
mo nor-MDP); a N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-L-alanina-2-
(1'-2'-dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (CGP 19835A,
referida como MTP-PE); e a RIBI, que contém trés componentes extra-
idos de bactérias, monofosforil lipideo A, dimicolato de trealose e es-
queleto da parede celular (MPL + TDM + CWS) em uma emulsdo de
2% escaleno/Tween 80. A eficiéncia de um adjuvante pode ser deter-
minada através da medida da quantidade de anticorpos direcionados
contra o produto imunogénico da ARP resultante da administragdo do
imundégeno nas vacinas que sdo também compreendidas dos varios
adjuvantes. Tais furmulagbes adicionais e modos de administragcéo
que sao conhecidos na técnica também podem ser utilizados.

[0086] As composi¢des que contém ARPs imunogénicas (ou biolo-
gicamente ativas de outra forma) sdo administradas de uma forma
compativel com a formulacdo da dosagem e em tal quantidade que
sera profilaticamente e/ou terapeuticamente eficientes. A quantidade
que sera administrada, que fica geralmente na faixa de aproximada-
mente 10* até aproximadamente 10° unidades infecciosas por mL em
uma dose, depende do individuo que sera tratado, da rota através da
qual as ARPs sédo administradas, da imunogenicidade do produto de
expressao, dos tipos de respostas imunoldgicas efetoras desejadas e
do grau de protecao desejado. As quantidades precisas do ingrediente
ativo necessarias para serem administradas podem depender do jul-

gamento do médico, do veterinario ou de outro praticante da area da

Peticdo 870190025640, de 18/03/2019, pag. 64/87



44/63

saude e pode ser peculiar a cada individuo, mas tal determinacgao esta
dentro da pericia de tal praticante.

[0087] A vacina ou outra composi¢ao imunogénica pode ser forne-
cida em um planejamento de dose unica ou de varias doses. Um pla-
nejamento de varias doses € um em que um curso primario de vacina-
¢ao pode incluir 1 até 10 ou mais doses separadas, seguidas por ou-
tras doses administradas em intervalos de tempo subsequentes que
sd0 necessarios para manter e ou reforgar a resposta imunoldgica, por
exemplo, semanalmente ou em 1 até 4 meses para uma segunda dose
€ se necessario, uma ou mais doses subsequentes apds varios me-
ses/anos.

[0088] Todas as referéncias citadas no presente pedido de patente
sdo incorporadas aqui como referéncia até a extensdo que nao haja
inconsisténcia o presente relatério descritivo.

[0089] Os exemplos a seguir sdo fornecidos com finalidades ilus-
trativas e ndo é pretendido que limitem o ambito da invencéo que é
reivindicado aqui. E pretendido que quaisquer variagcdes nos artigos e
nos métodos exemplificados que ocorrem aos peritos na técnica se
encaixem dentro do ambito da presente invengao.

EXEMPLOS

Exemplo 1. Parametros do RNA que Afetam o Rendimento das ARPs
[0090] Uso de RNAs Auxiliadores sem Cap em Varios Tipos de
Células

Células 293 T

[0091] As células 293T foram cultivadas em meio DMEM com 10%

de FBS. A eletroporacao foi realizada em uma cubeta com espacgo de

0,4 cm com um eletroporador com ondas quadradas BTX (Modelo 830;
Genetronics, Inc., Sdo Diego, CA) utilizando 4,8 x 107 células em PBS
e 30 ug de cada um dos trés RNAs a seguir (purificados utilizando um
RNeasy Midi Kit #75142, Qiagen Corp., Valencia, CA): auxiliador de
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capsideo do VEE, auxiliador da glicoproteina do VEE e replicon com
GFP do VEE. Os RNAs auxiliadores foram preparados através da
transcrigao in vitro com ("cap") ou sem ("sem cap") a adigdo do nucleo-
tideo G com cap na reacgao de transcricdo. Nas reacdes que incluiam o
analogo do cap, a concentragdo do rGTP foi proporcionalmente redu-
zida. Quatro pulsos a 360 V com um comprimento de pulso de 450
useC foram utilizados. Apds a eletroporacéo, as células foram semea-
das em frascos T-75 contendo 25 mL de meio. As ARPs foram coleta-
das do meio e tituladas em células Vero.

Células CHO

[0092] As células CHO foram crescidas em meio F-12 com 10% de

FBS. A eletroporacao foi realizada em um eletroporador em onda qua-
drada BTX utilizando 1,2 x 107 células em PBS e 30 .g de cada um
dos trés RNAs a seguir: auxiliador do capsideo do VEE, Auxiliador da
glicoproteina do VEE e replicon com GFP do VEE. Foram utilizados
quatro pulsos a 580 V com um comprimento de pulso de 450 usec.
Apos a eletroporacao, as células foram semeadas em frascos T-75
contendo 25 mL de meio. As ARPs foram coletadas do meio e titula-
das em células Vero.

DE-1 (frango)

[0093] As células DF-1 foram cultivadas em meio DMEM com 10%

de FBS. As condi¢cbes eram como as descritas para as células CHO.

Vero

[0094] As células Vero foram cultivadas em meio EMEM com 10%
de FBS. As condigdes eram como as descritas para as células CHO.
[0095] Os resultados sdo apresentados na Figura 1, mostrando a
IFU/mL obtida com a utilizagdo de RNAs auxiliadores sem cap vs. com
cap nos tipos de células indicados.

[0096] Efeito da Purificacdo do RNA e da Adicao de Cap sobre o
Rendimento das ARPs
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[0097] Em um experimento empregando um RNA de vetor de re-
plicon que codifica gag do HIV e dois RNAs auxiliadores codificando
os genes do capsideo e das glicoproteinas do VEE, foram realizadas
reagcdes de transcricdo in vitro utilizando um kit disponivel comercial-
mente da Promega Corporation (Madison, WI; Cat No. P1300). Para
preparar os RNAs auxiliadores e de replicon com cap, o G com cap foi
adicionado a reacao de transcricdo e a concentragao de rGTP foi re-
duzida em 1,4 mM quando comparada a dos outros rNTPs. Para pre-
parar o RNA auxiliador sem cap, os quatro rNTPs foram utilizados em
concentracdes equimolares. A purificacdo do RNA foi realizada utili-
zando o Promega SV total RNA Isolation System (Promega Corp., Ma-
dison, WI; N¢ de Catalogo Z3100, uma resina de silica) e eluindo o
RNA em agua sem RNAse. Outros métodos de purificagcdo do RNA
também sao adequados, tal como a cromatografia por exclusao de ta-
manho, mas um parametro importante € o uso de um método que gera
uma solugado de RNA concentrado muito puro, isto €, pelo menos 0,5
ug/uL, preferencialmente de pelo menos 2 - 3 ug/uL. As concentragbes
dos RNAs purificados foram determinadas utilizando um espectrofot6-
metro, enquanto que a concentragdo dos RNAs n&o-purificados (obti-
dos através da utilizagdo da reagao de transcrigdo diretamente) foi es-
timada correndo uma aliquota de 1 uL em um gel de formaldeido com
aliquotas de quantidades de RNA conhecidas.

[0098] Quantidades equivalentes de cada um dos RNAs auxiliado-
res, 5 ou 30 ug, com cap ou sem cap, foram submetidas a eletropora-
cao em 1,2 x 107 de células VERO em um volume final de 800 pL utili-
zando uma cubeta para eletroporagéo com espacgo de 0,4 cm (4 pulsos
a 580V, 25 uF), junto com 30 ung do RNA do vetor do replicon codifi-
cando gag do HIV. Apds a eletroporagao, as células foram semeadas
em um frasco T75 com 25 mL de HYQMEM + 10% de FBS e incuba-

das durante a noite a 37°C e 5% de CO.. As ARPs foram coletadas em
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24 horas, filtradas e tituladas em células VERO. Os resultados sao
apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros do RNA

Quantidade | RNA Purificado? | RNA com Cap? Rendimento de ARP
de RNA

5 ug Nao Sim 3,84 x 10°

5 ug Nao Nao 4,27 x 102

5 ug Sim Sim 2,77 x 10°

5 ug Sim Nao 4,27 x 103

30 nug Nao Sim 2,56 x 104

30 ug N&o N&o 1,07 x 103

30 ug Sim Sim 2,13 x 108

30 ug Sim N&o 2,56 x 108

[0099] A purificacdo do RNA (tanto dos auxiliadores quanto do
RNA de replicon de vetor) antes da eletroporagao nas células aumenta
drasticamente o rendimento das ARPs (comparar as Fileiras 1&2 com
3&4 e as Fileiras 5&6 com 7&8). Além disso, com o0 uso do RNA purifi-
cado, a adicao de cap dos RNAs auxiliadores ndo € necessaria em
concentragdes maiores de RNA (comparar a Fileira 1 com a Fileira 2, 3
coma4,5coma6e7coma8).

[00100] Resultados similares foram obtidos utilizando RNA(s) auxili-
ador(es) sem cap com um vetor de replicon de alfavirus em que foi in-
serida uma sequéncia que codifica PSMA (antigeno do céncer de
prostata).

Exemplo 2. Parametros Importantes na Purificagcdo do RNA

[00101] Os RNAs do replicon e auxiliadores foram preparados como
descrito no Exemplo 1. Para a eletroporacédo, 30 ug de cada RNA de
replicon e auxiliador foram combinados em tubos para microcentrifuga
livre de Rnase. Os tubos de controle possuiam RNAs purificados ou

nao purificados isoladamente, enquanto que o restante dos tubos re-
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cebeu adicionalmente o tampao de reacao de transcricdo 5X [400 mM
de HEPES-KOH (pH 7,5); 120 mM de MgCl2; 10mM de espermidina;
200mM de DTT), a enzima de restricdo Not |, a mistura de enzima de
T7 (RNA polimerase dependente do RNA do T7, inibidor da Rnase,
pirofosfatase) ou combinagdes destes trés. As concentragdes finais de
cada componente de reacao de transcricdo eram aproximadamente
equivalentes aquelas em um volume equivalente do RNA néo-
purificado. 1,2 x 10”7 de células VERO foram adicionadas a cada tubo
de microcentrifuga e a mistura foi transferida para um cubeta para ele-
troporacéo com espaco de 0,4 cm. As células foram submetidas a pul-
sos 4 vezes a 580 V e 25 uF e foi permitido que se recuperassem a
temperatura ambiente durante 10 min. As células eletroporadas foram
semeadas em frascos T75 contendo 25 mL de HyQMEM com 10% de
soro fetal bovino e antibi6ticos. Foram semeadas aliquotas em placas
de 96 cavidades para a analise das eficiéncias de eletroporacao.
[00102] As células VERO em placas de 96 cavidades foram fixadas
com MeOH e analisadas em relacdo a expressado do replicon ou da
proteina auxiliadora através do ensaio de imunofluorescéncia (IFA). As
eficiéncias dos RNAs purificados eram maiores que 90% para todos os
trés RNAs, enquanto as eficiéncias dos controles de RNAs né&o-
purificados eram de 50% ou inferiores. A adigdo de Not | ou da mistura
de enzimas do T7 isoladamente aos RNAs purificados possuia pouco
até nenhum efeito sobre as eficiéncias de eletroporagao. A adi¢cao do
tampao de transcricao isoladamente ou em combinagao com outros
componentes da reacéo de transcricdo diminuia as eficiéncias de ele-
troporacéo até 10% ou inferiores.

[00103] O meio de cultura foi coletado de frascos T7 e filtrado para
remover os restos celulares. O rendimento das ARPs partindo de cada
eletroporacao foi determinado através da titulacdo em células Vero em

placas de 96 cavidades. Como mostrado na Tabela 2, os rendimentos
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das ARPs utilizando RNAs nao-purificados diminuiram em dois logs
quando comparados aos rendimentos utilizando RNAs purificados. A
Not | ou a mistura de enzima do T7 ndo possuia efeito significativo so-
bre os rendimentos das ARPs quando adicionada aos RNAs purifica-
dos isoladamente; entretanto, a adicao do tampao de reacao de trans-
cricdo do T7 em qualquer combinacao resultou em um decréscimo de
4 logs ou maior nos rendimentos das ARPs quando comparados com
os dos RNAs purificados.

[00104] Estes resultados sugerem que um ou mais componentes do
tampao de reagado de transcricdo podem ter um efeito negativo sobre
as eficiéncias de eletroporacédo e em ultima analise sobre o rendimento
das ARPs. O decréscimo significativo nos rendimentos das ARPs
quando o tampao de transcricao do T7 é adicionado ao RNA purificado
gquando comparados com os para o RNAs nao-purificados contendo o
tampao de transcricdo do T7 sugere que o efeito € quantitativo, uma
vez que a concentragdo dos componentes do tampao era maior na
amostra de RNAs purificados.

Tabela 2. Efeito da Manipulacdo do RNA sobre o Rendimento das

ARPs

RNA Compotente de Transcricéo In Vitro Rendimento
de ARP

Purificado Nenhum 1,4 x 107
Nao-purificado Nenhum 1,1 x10°
Purificado Tampao 1X lod*
Purificado Enzima Not | 1,9 x 107
Purificado Mistura de enzima do T7 3,2 x 108
Purificado Tampéao 1X + Enzima Not | lod
Purificado Tampéao 1X + Mistura de enzima do T7 lod
Purificado Enzima Not | + Mistura de enzima do T7 1,4 x 107
Purificado Tampao 1X, Not I, Mistura de enzima do T7 lod

*lod = no ou abaixo do limite de detec¢édo (aproximadamente 2,1 x 103
ARP/mL)
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Exemplo 3. Efeito das Condicdes de Eletroporacao sobre o Rendimen-
to das ARPs

[00105] Nos experimentos iniciais com a eletroporacao de certas de
célula linhagens para eletroporacdo, por exemplo, com as células
293T e CEF, foi observado que rendimentos maiores das ARPs pode-
riam ser obtidos através do aumento da concentracdo das células na
mistura para eletroporagdo, enquanto se mantinha a mesma quantida-
de de acidos nucléicos de entrada.

Experimento 1

[00106] As células Vero foram ressuspensas na concentragao indi-
cada em PBS em uma cubeta com espaco de 0,4 cm, com 30 ug de
RNA do replicon (codificando um antigeno de tumor cancerigeno),
26,8 ng de auxiliador de RNA do capsideo do VEE e 55,6 ug do auxili-
ador de RNA da glicoproteina do VEE. Apds a eletroporacéo, as célu-
las foram semeadas em um ou mais frascos, quando necessario, a
uma densidade de 1,4 x 10° células/cm? de area de crescimento com
aproximadamente 0,3 mL de meio de cultura por cm?. Vinte e trés ho-
ras apos a eletroporagao, o meio foi coletado de cada frasco e as mo-
nocamadas de células foram lavadas com aproximadamente 10 mL de
meio livre de soro. Esta solugéo de lavagem foi adicionada ao meio
coletado de cada frasco. Uma lavagem com sal foi entao realizada em
cada frasco, utilizando 0,5 M de NaCl durante 10 minutos. A lavagem
com sal foi coletada e analisada separadamente. Quando indicado,
uma segunda lavagem com sal foi realizada e analisada separada-
mente. Os rendimentos das ARPs sao apresentados na Tabela 3 na
forma do numero total de particulas obtidas partindo da eletroporacao

em uma unica cubeta.
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Tabela 3. Parametros de Lavagem e Rendimento das ARPs

Concentracgéo de | Volume de meio ou | Rendimento | Rendimento total
Células Células/ mL; | de lavagem com sal | das ARPs das ARPs (lavagem
unidade relativa com sal + meio)
3x107 2X 50 mL de meio 9,0 x 107
10 mL de lavagem | 6,9 x 108 7,8 x 108
com sal
9 x 107 6X 150 mL de meio 6,2 x 108
30 mL de lavagem | 1,1 x 10°
com sal #1
30 mL de lavagem | 4,5 x 108 2,2x10°
com sal #2
1,2 x 108 8X 225 mL de meio 3,2x108
30 mL de lavagem | 2,4 x 10°
com sal #1
30 mL de lavagem | 1,2 x 10° 3,9x10°
com sal #2
1,5 x 108 10X 300 mL de meio 4,8 x108
60 mL de lavagem | 3,8 x 10°
com sal #1
60 mL de lavagem | 1,4 x 10° 5,7 x 10°
com sal #2
[00107] Assim, um aumento de cinco vezes na concentragao de cé-

lulas, sem qualquer aumento na quantidade de RNA utilizado na ele-
troporacéo, resulta em um aumento de quase 10 vezes no rendimento
das ARPs.

Empacotamento das ARPs com um Unico Auxiliador de DNA

[00108]

densidades celulares indicadas. As células foram submetidas a eletro-

As células Vero foram ressuspensas em meio sem soro nas

poracao utilizando 30 ug de um RNA de replicon do VEE do gag do
HIV e 100 - 150 ug de auxiliador de DNA do VEE expressando todas
as proteinas estruturais do VEE sob um promotor do CMV. O auxilia-
dor de DNA foi purificado e concentrado a pelo menos 5 mg/mL antes
do uso na eletroporagao.

[00109]

10 minutos a temperatura ambiente e entdo foram transferidas para 4

ApoOs a eletroporagao, as células foram incubadas durante
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mL de OptiPro, que foi entdo dividido igualmente em dois frascos T300
cada um contendo 100 mL de OptiPro. As células foram incubadas du-
rante a noite a 37°C e 5% de CO2. As ARPs foram coletadas retirando
primeiro das células o meio por aspiragcdo e passando-o através de um
filtro de 0,2 micron para um recipiente esterilizado. As células no fras-
co foram lavadas durante 5 minutos a temperatura ambiente com 10
mL de uma solugédo de NaCla 1 M em 20 mM de NaPi, pH 7,2-7,4. A
lavagem com sal foi transferida para o filtro utilizado e incubada duran-
te 5 minutos a temperatura ambiente. Esta lavagem com sal foi passa-
da através do filtro para um recipiente limpo e separado do meio. O
meio e a lavagem com sal foram mantidos e titulados separadamente.
A UFI total, que é relatada na Tabela 4, representa a soma da lavagem
com sal e o meio; geralmente, o meio continha um numero insignifi-
cante de ARPs quando comparado com a lavagem com sal. Resulta-
dos similares foram obtidos utilizando uma solu¢cdo de lavagem com
sal de NaCl a 0,5 M.

Experimento 3.

[00110] Um Corning Cell Cube (Corning, Inc., Acton, MA) foi utiliza-

do para cultivar uma quantidade grande de células. Uma unica eletro-

poracgdo foi realizada utilizando 5 x 108 células Vero em uma cubeta
para eletroporagao com espacgo de 1 cm. 150 ug de cada um de repli-
con do VEE (codificando gag do HIV), auxiliador do capsideo do VEE
e auxiliador da glicoproteina do VEE foram submetidos a eletropora-
cdo nas células utilizando 4 pulsos a 1150V, 25 uF em um eletropora-
dor da Bio-Rad (Gene Pulser Il, BioRad Laboratories, Inc., Hercules,
CA; N2 de Catalogo 165-2105). Apds a eletroporagao, as células foram
semeadas em 5 frascos T-300 contendo 100 mL de OptiPro SFM (Invi-
trogen, Carlsbad, CA; N2 de Catalogo 12309019). Vinte e quatro horas
pos-eletroporacdo, o meio foi coletado de cada frasco e combinado

para a titulacdo. Uma lavagem com sal foi entdo realizada em cada
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frasco utilizando 20 mL de NaCl a 1,0 M em cada frasco e as lavagens
com sal foram combinadas para a titulagcdo. O rendimento total das
ARPs no meio era de 1 x 108 i.u.; o rendimento total das ARPs na la-
vagem com sal era de 2,2 x 10" i.u.

Exemplo 4. Parametros de Cultura Pds-Eletroporagcao

Meio de Crescimento Pos-Eletroporacéo

[00111] Nos relatos anteriores da producédo das ARPs, as células
sao semeadas no meio contendo 10% de FBS pds-eletroporacado. Pa-
ra verificar os efeitos do soro sobre o rendimento das ARPs, as células
foram semeadas em meios diferentes com concentragdes variaveis de
soro. Um meio pds-eletroporacédo 6timo nao requereria o uso de soro e
teria uma baixa concentracao de proteinas. Os meios com teores me-
nores de soro assim como trés meios livres de soro foram examinados
para uso em eletroporagcbes com altas densidades de células: meio
OptiPro livre de soro, Gibco Cell Culture/lnvitrogen, Séo Diego, CA,;
VP-SFM, VP Serum Free Medium, Gibco Cell Culture/Invitrogen, Sao
Diego, CA; Ex-Cell 505, JRH Biosciences, Lenexa, KS; e meio de cul-
tura de células definido quimicamente InVitrus, (Cell Culture Technolo-
gies GmbH, Zurich, CH; N2 de Catalogo IVT). Todos estes meios pos-
suem um pH tamponado entre 7,0 e 7,4. As células Vero foram sub-
metidas a eletroporagao com RNAs auxiladores e de replicon. A mistu-
ra para eletroporacao foi dividida entre 8 frascos T-75 contendo os
meios diferentes. As células foram cultivadas durante 18 - 24 horas a
37°C. A analise dos rendimentos das ARPs revelou que os niveis de
soro no EMEM podem ser reduzidos de 10% para 1% sem decréscimo
significativo nos rendimentos das ARPs. Ainda, o meio OptiPro forne-
ceu rendimentos das ARPs equivalentes aqueles em EMEM + 10% de
FBS. O OptiPro, que ¢é isento de proteinas humanas e/ou de animais,
forneceu rendimentos das ARPs equivalentes aos obtidos utilizando
EMEM + 10% FBS para varias ARPs diferentes. Os meios livres de
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soro uteis para o crescimento de pds-eletroporacao e para a produgao
das ARPs incluem varios meios disponiveis comercialmente:

[00112] O Efeito do pH do Meio de Crescimento Pés-Eletroporacao
[00113] O efeito do pH do meio de crescimento pds-eletroporacio
sobre o rendimento das ARPs também foi verificado. As células Vero
foram submetidas a eletroporacdo em um aparelho de eletrodo para
placa de Petri e foram inoculadas aliquotas no meio de crescimento
completo ajustado do pH de interesse. Os resultados sdo mostrados
na Figure 4.

Cartuchos de Fibra Cbncava para o Crescimento de Células Pos-

Eletroporacao

[00114] Foi descoberto que as células eletroporadas se aderem ra-
pidamente a fibras de polissulfona, tais como aquelas no FiberCell HF
Cartridge (Fibercell Systems, Inc.; Frederick, MO; N2 de Catalogo:
4300-C2011). A colocagdo das células eletroporadas em uma fibra
cobncava fornece vantagens para a coleta das ARPs produzidas pelas
células nas fibras céncavas. O volume final em que as ARPs podem
ser eluidas pode ser tao baixo quanto 40 mL (utilizando um cartucho
pequeno que pode sustentar até 10° células) até 100 mL (cartucho
maior que pode sustentar até 5 x 10'° células).

Tabela 4. Densidade Celular e Rendimento das ARPs

Densidade de Células Vero Na Cubeta de | Rendimento das ARPs (IFU
Eletroporagéo (células/mL) Total)

2,5x 107 6,5 x 108

5,0 x 107 9,5x 108

7,5x 107 3,6 x10°

1,0 x 108 3,45 x 10°

1,3x10° 6,4 x 10°

Exemplo 5. Efeito da Concentracdo do RNA Auxiliador sobre os Ren-
dimentos das ARPs

[00115] A eletroporacdo em uma cubeta com espaco de 0,4 cm foi
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realizada utilizando 1 x 108 de células Vero. Cada eletroporacgéo incluia
30 pg de cada do RNA do replicon de gag do HIV do VEE e do auxilia-
dor da glicoproteina do VEE; a concentragao do auxiliador do capsideo
do VEE era variada, como indicado. A eletroporacéo foi realizada em
um instrumento da Bio-Rad utilizando as condigdes a seguir: 4 pulsos
a 580V, 25 uF (comprimento resultante do pulso: aprox. 0,8 ms). As
células foram semeadas em 50 mL de EMEM + FBS ou OptiPro, como
indicado, em frascos T175. Vinte e quatro horas apds a eletroporacao,
o meio de cada frasco foi coletado e filtrado. Cinco mL de NaCla 1 M
foram adicionados em cada frasco e foi permitido que incubassem com
as células aderidas durante 5 minutos. A solugéo de lavagem com sal
foi entdo removida e filtrada através do mesmo filtro utilizado para o
meio coletado anteriormente.

Tabela 5. Concentracdo de RNA, Meio e Rendimento das ARPs

Meio Lavagem com Sal
30ug de RNA do capsideo /EMEM + FBS 2,20 x 10° 9,70 x 10"
30ug de RNA do capsideo /Optipro 2,12 x 10° 9,10 x 10
90ug de RNA do capsideo /Optipro 3,12 x10° 7,70 x 10"
80ug de RNA do capsideo /Optipro 4,80 x 108 8,00 x 10
30ug de RNA truncado do capsideo /Optipro 1,50 x 10° 9,00 x 10"
90ug de RNA truncado do capsideo /Optipro 2,36 x 10° 8,30 x 10"

Exemplo 6. Auxiliador de DNA e Condicdes de Eletroporacéo

[00116] Tipicamente, quantidades maiores de DNA e condi¢des de
eletroporagédo de alguma forma diferente s&o necessarias para a ob-
tencao da eletroporacéo eficiente dos auxiliadores de DNA nas células
Vero, quando comparadas as quantidades e as condi¢gdes utilizadas
para os auxiliadores de RNA. Por exemplo, os auxiliadores de DNA
sao submetidos a eletroporacgao utilizando 250 V, 950 uF ou 2 - 3 pul-
sos (30 ms) a 250 V, 800 pF, enquanto que os auxiliadores de RNA
sdo submetidos a eletroporacao utilizando 580 V, 25 pyF (quatro pul-

S0S).
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[00117] Como com o RNA, o auxiliador (ou auxiliadores) de DNA é
desejavelmente purificado(s) antes da eletroporacdo. Em uma cubeta
para eletroporacdao com espaco de 0,4 cm, com 1 x 108 células Vero e
um unico auxiliador de DNA que codifica todas as proteinas estruturais
do VEE, a eletroporagao foi realizada utilizando dois dispositivos de
eletroporacao diferentes. A primeira maquina fornece um pulso de vol-
tagem inicial que decai exponencialmente. Utilizando 100 ou 150 ng de
DNA (de uma solugéao purificada a uma concentragéo de pelo menos 5
mg/mL), um ajuste util de condigbes € um unico pulso a 250V, 950 nF,
que distribui um pulso de aproximadamente 20 até 30 milissegundos.
A capacitancia pode ser reduzida, por exemplo, até 800 uF e 2 - 3 pul-
sos a 250V fornecem aproximadamente o mesmo rendimento das
ARPs. Em uma segunda maquina que distribui a voltagem na forma de
uma onda quadrada, um pulso entre 20 e 50 ms a 300V forneceu re-
sultados similares aos da primeira maquina. Este procedimento pode
ser otimizado para todos os tipos de células variando o comprimento, a
forma, a voltagem, a capacitédncia e o numero de pulsos. As células
Vero tipicamente ndo sobrevivem a um pulso de 25 ms acima de
400V. Uma vez que estas condigdes sao adstringentes que as neces-
sarias para fornecer o RNA do replicon do vetor, as particulas prepa-
radas utilizando um auxiliador de DNA sao submetidas a eletroporacao
nas condi¢cdes otimizadas para o DNA e o RNA do replicon do vetor
entra nas células eficientemente nestas condicdes.

[00118] 108 células em 0,8 mL foram submetidas a eletroporacgéo
utilizando 30 ug de um RNA de replicon de gag do HIV do VEE e 150
Mg do auxiliador de DNA do VEE expressando todas as proteinas es-
truturais do VEE sob o controle de regulagdo de um promotor do CMV.
Apods a eletroporagao, as células foram manipuladas e as ARPs foram

coletadas e tituladas como descrito anteriormente na tabela abaixo.
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Tabela 6. Condigdes de Eletroporacao e Rendimento das ARPs

Voltagem (V) |Capacitancia (uF) |# de Pulsos IU Total
250 950 1 5,2e6
300 " 1 3,9e6
350 " 1 2,9e6
400 " 1 0
450 " 1 0

" " 1 0
250 800 2 5,2e6
" " 3 4,3e6
350 650 2 0

" " 3 1,4e6
250 950 2 4,7e6

[00119] E observado que no experimento para o qual os dados s&o
apresentados acima, acredita-se que a pureza insuficiente da prepara-
¢ao do auxiliador de DNA seja responsavel pelos rendimentos gerais
relativamente baixos, mas estes dados documentam os efeitos relati-
vos dos parametros da eletroporacao.

Exemplo 7. Sincronia de Células para a Producao das ARPs

[00120] Foi verificado o efeito da sincronia das células na fase G2/M
do ciclo celular sobre a eficiéncia da eletroporacédo. As células foram
tratadas 2 h apos semeadura com 1 ug/mL de afidicolina em DMSO
(Sigma Chemical Co., St. Louis MO) durante 20 h, foi permitido que
ficassem em repouso durante 4 h e foram coletadas para a eletropora-
¢ao (Golzio e outros (2002) Biochem. Biophys. Acta 1563:23-28). As
eletroporagées com o DNA auxiliador (junto com o RNA do replicon)
foram realizadas como descrito aqui. As células foram observadas em
relacdo ao crescimento e a morfologia celular ao longo de todo o mé-
todo de tratamento. Com cada grupo de células, foi produzido um fras-
co contendo um controle para o tratamento com DMSO com os frascos
tratados com afidicolina/DMSO. Nao havia efeitos negativos sobre a

saude geral das células durante o tratamento nos frascos de teste ou
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de controle. Foi determinado que era benéfica a obtencdo da con-
fluéncia dentro de um periodo de incubagcao de duas h antes de iniciar
o protocolo de sincronia. A camada de células era melhor a 90 - 100%
antes do inicio do tratamento com a afidicolina porque a divisdo celular
adicional era prevenida pelo tratamento. Utilizando células Vero, foi
descoberto que uma densidade de 4,0 x 10° de células/cm? era muito
alta; uma densidade de 1,1 x 10* de células/cm? resultou em uma con-
fluéncia de 90% em 2 h.

Exemplo 8. Solugdes de Pré-Lavagem e Rendimentos das ARPs
[00121] Ap6s as ARPs terem sido produzidas pelas células subme-
tidas a eletroporagéo, as células podem ser lavadas extensivamente
com uma Solugdo de Lavagem de Células para remover materiais ex-
trinsecos antes que a coleta das ARPs comece. A escolha da Solucao
de Lavagem de Células afeta o numero das ARPs liberadas durante
esta etapa de pré-lavagem.

[00122] Foi realizada uma unica eletroporagédo em uma cubeta com
espaco de 0,4 cm utilizando 1 x 108 de células Vero e 30 ng de cada
um do RNA do replicon de gag do HIV do VEE, do RNA auxiliador do
capsideo do VEE e do RNA auxiliador da glicoproteina do VEE. As cé-
lulas foram semeadas igualmente em 8 frascos T-75, cada um conten-
do 25 mL de meio OptiPro. Apds 24 horas, o meio foi removido, as
monocamadas de células foram lavadas com 6 mL da solugao de La-
vagem de Células indicada e as células foram finalmente lavadas com
6 mL de NaCl a 1 M (tamponado com fosfato em pH 7,2). O meio, as
solugdes de Lavagem de Células e de lavagem com sal foram analisa-
das separadamente em relacdo ao rendimento das ARPs através da
titulagdo em células Vero. Os resultados sé&o apresentados na Figure 4
Exemplo 9. Parametros de Lavagem com Sal

Composicao de Sais

[00123] A eletroporacao foi realizada em um cubeta com espaco de
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10 mm utilizando 5 x 108 de células vero, 150 ng de cada um do RNA
do replicon de gag do HIV do VEE, do RNA auxiliador do capsideo do
VEE e do RNA auxiliador da glicoproteina do VEE. A eletroporacéo foi
realizada utilizando 4 pulsos a 1150 V, 25 uF. As células eletroporadas
foram semeadas igualmente entre 40 frascos T-75. Um frasco foi cole-
tado em 16 horas, realimentado com meio fresco e coletado em 24 ho-
ras pos-eletroporagao. Os outros frascos foram coletados em 24 ho-
ras. O meio foi removido de cada frasco e 5 mL da solucéo de sal indi-
cada foram adicionados em cada frasco e incubados durante cinco mi-
nutos. A solugéo de lavagem com sal foi entdo removida e titulada. Os
resultados obtidos utilizando estas solugdes de lavagem diferentes séo
mostrados na Figura 5. A quantidade das ARPs (que € medida através
da titulagdo) liberada no meio de cultura partindo das células é suave-
mente afetada pelo pH na faixa de pH 7,0 - 8,0 (ver a Figura 3).

Concentracdo de Sal no Meio de Liberacao

Tabela 7. Parametros de Lavagem com Sal

Concentragcdo de NaCl no | Ambiente (°C) | Rendimento das ARPs
Meio de Liberacao

5M 4 3,7 x108
5M TA 4,45 x 108
5M 37 3,5x108
25M 4 3,1 x 108
2,5M TA 3,55 x 108
25M 37 4,60 x 108
1M 4 4,05 x 108
1M TA 3,75 x 108
1M 37 4,35 x 108
0,5M 4 3,45 x 108
0,5M TA 3,84 x 108
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Exemplo 10. Purificacao das ARPs

[00124] As ARPs podem ser purificadas através da cromatografia
por afinidade utilizando varias resinas. Geralmente, pode ser utilizada
uma faixa de condi¢des de eluicdo, dependendo da resina escolhida,
tomando-se cuidado de ndo submeter as ARPs a um pH menor que
aproximadamente 6. E observado que o antigeno codificado pelo RNA
do replicon € geralmente incorporado dentro das ARPs; as proprieda-
des do antigeno podem afetar o comportamento das ARPs durante a
purificacdo. O versado na técnica sabe como reconhecer tais efeitos e
modificar o procedimento de purificacdo das ARPs conformemente.

Cromatografia de Afinidade pela Heparina

[00125] As ARPs em uma solugdo de lavagem com sal sdo diluidas
com fosfato de sdédio a 5 mM, pH 7,4, em um conteudo de cloreto de
sodio de 0,12 M ou inferior. A solugao é entdo carregada em uma co-
luna contendo a resina Heparin Sepharose Fast Flow (Amersham,
Pharmacia Biotech, Inc., Piscataway, NJ; N2 de Catalogo 17-0998-01)
ou a resina Heparin HyperD M (Biosepra, Marlboro, MA) a uma veloci-
dade linear de 100 cm/h ou menor. Por exemplo, o eluato das ARPs
do VEE 3014 a uma concentragcédo de cloreto de sodio de aproxima-
damente 0,3 M em pH 7,4. As ARPs do VEE 3014 sdo coletadas e
formuladas através da diluicdo direta ou através da diafiltracdo. Os
rendimentos tipicos para as ARPs purificadas através deste método
sdo de 70%. Os gradientes de sal em etapas ou lineares podem ser
utilizados para eluir as ARPs.

[00126] A maior parte dos contaminantes do soro e das células Vero
€ reduzida pela etapa de cromatografia em heparina; a maior parte de
tais contaminantes n&o se liga a resina.

Cromatografia por Afinidade em Sulfato de Celufina

[00127] As ARPs em uma solucdo de lavagem com sal séo diluidas

com fosfato de sdédio a 5 mM, pH 7,4, até um conteudo de cloreto de
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sédio de 0,25 M ou inferior. A solugao é entdo carregada em uma co-
luna contendo um gradiente de resina de sulfato de celufina (Millipore)
com teor de cloreto de sodio crescente. As ARPs sao eluidas a uma
concentracao de cloreto de sddio de aproximadamente 0,7 M em um
pH de 7,4. As ARPs sao coletadas e formuladas através da diluicdo
direta ou através da diafiltracdo. Os rendimentos tipicos para as ARPs
purificadas através deste método sédo de 85%.

Cromatografia por Interacao Hidrofobica

[00128] As ARPs em uma solucao de lavagem com sal séo diluidas
com 5M de NaCl/20 mM de fosfato de sédio pH 7,4 em uma concen-
tracao final de NaCl de 3 M. As ARPs sao carregadas em uma coluna
que contém a resina Toyopearl fenila 650-M em uma velocidade linear
de 100 cm/h e sao eluidas com um gradiente linear de 3 M a 0 M de
cloreto de sodio. A recuperacado das ARPs através deste método é de
aproximadamente 77%.

Cromatografia de Troca Anidbnica

[00129] As ARPs sao carregadas diretamente ou apos a diluigdo
adequada, em uma resina de troca aniénica, por exemplo, Toyopearl
superQ ou Amersham Q Sepharose ou em membranas de troca anié-
nica, por exemplo, Mustang Q (Pall Trincor, Exton, PA). Os materiais
da cromatografia Q se baseiam nas aminas quaternarias para a liga-
¢ao de grupos acidos nos materiais passados pelas mesmas. As con-
dicbes de carregamento sdo manipuladas para possibilitar a ligagao ou
o fluxo continuo de muitos tipos de ARPs, com as propriedades de li-
gacgao sendo influenciadas através da proteina expressa de interesse
codificada pelo vetor de replicon de alfavirus e expressas nas células
em que as ARPs sao produzidas. Em certos casos, a resina de troca
aniénica é suficiente para uma unica etapa de purificagcao resultando
na reducao das proteinas do soro, das proteinas das células hospedei-

ras e do DNA. As propriedades de ligacdo das ARPs em uma certa
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area da resina atuam na resina escolhida, nas espécies das ARPs e
no pH e no conteudo de sais da solugao que carrega a preparacao das
ARPs.

[00130] Por exemplo, quando uma proteina do Marburg Musoke
(uma glicoproteina) € o antigeno codificado de interesse e a proteina
do revestimento das ARPs € a proteina de revestimento do VEE 3014,
as ARPs sao coletadas utilizando o procedimento de lavagem com sal.
O material de lavagem com sal (preparagdo das ARPs) é carregado
diretamente na membrana Mustang Q. As proteinas do material de la-
vagem com sal passam através da membrana e a membrana € lavada
com 0,5 M de NaCl, 10 mM de fosfato de sodio para eluir qualquer
DNA. As ARPs séo entdo eluidas utilizando um gradiente em etapas,
com a eluicdo a 1,5 M de NaCl, 10 mM de fosfato de sédio.

Exemplo 11. Efeito de Auxiliadores Diferentes de Capsideo

[00131] As células AlphaVax WCB p146 foram ressuspensas em
PBS até 1,6 x 108 célula/mL. Para as eletroporagdes 1 - 4, o RNA do
replicon (com a sequéncia codificadora de gD do Herpesvirus) recebeu
a adicao de cap G e foi purificado através da cromatografia por exclu-
sdo de tamanho. Os RNAs auxiliadores tiveram o cap retirado e foram
purificados através da precipitacdo com LiCl para as eletroporacées 1 -
3. Para a eletroporacao 4, os RNAs auxiliadores tiveram o cap retirado
e foram purificados através da cromatografia de exclusdo de tamanho.
700 pL de células (1,1 x 108 células) foram misturados com o RNA e
submetidos a eletroporagdo em cubetas de 0,4 cm (eletroporador da
BioRad, 580V, 25 pFd, 4 pulsos). As células foram semeadas em dois
frascos T300cm? com 100 mL de meio OptiPro em cada. As ARPs fo-
ram coletadas aproximadamente 18 horas pods-eletroporacdo em 30
mL 0,5 M de NaCl/10 mM de NaPO: e filtradas através de um filtro de
0,2 ym.
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Tabela 8. Propor¢cao de RNA e Parametros do Capsideo.

Eletroporagdo | RNA auxiliador | Proporgédo de RNA (em | Titulo de
do capsideo MQ) replicon:cap:gp ARP Ul/mL

1 hcap4-3 30:30:60 1,1€9

2 hcap4 19nt 30:30:60 3,5e8

3 hcap4 121nt 30:30:60 5,1e8

4 hcap4-3 30:100:100 3,4e8
Tabela 8. -continuacao-

Eletroporagao IU Total | IU por | Titulo do capsideo | Titulo de gp 1U/

célula | IU/mL

1 3,3e10 | 330 1,9e5 4,9e5

2 1,17¢10 | 110 1,1e4 2,95

3 1,5e10 | 150 1,2e4 3,0e5

4 1,0e10 | 100 1,1e4 1,7€5
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REIVINDICACOES

1. Método para a preparacdo de particulas de replicon de
alfavirus (ARPSs), caracterizado pelo fato de que compreende:

(@) introduzir um vetor de replicon de RNA de alfavirus e
uma ou mais moléculas de acido nucléico auxiliadoras em células
permissivas para o alfavirus através da eletroporacdo, em que a
concentracdo das células permissivas para o alfavirus no meio de
cultura durante a eletroporacéo é de 5 x 107 a 5 x 108 células/mL; e em
que a concentracdo do vetor de replicon de RNA de alfavirus
adicionada as células antes da eletroporacéo € de 35 pg por mL;

(b) cultivar as células permissivas para o alfavirus contendo
o vetor de replicon de alfavirus e um ou mais moléculas de acido
nucléico auxiliadoras para formar os ARPs; e

(c) coletar os ARPs das células permissivas para o alfavirus
cultivadas,

em gue a uma ou mais moléculas auxiliadoras é codificada
dentro de uma molécula Unica de DNA auxiliadora que codifica todas
as proteinas estruturais do alfavirus.

2. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a eletroporacdo € realizada em uma camara para
eletroporacdo em que um espaco entre os eletrodos € entre 0,4 e 1,0
cm.

3. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que as células permissivas para o alfavirus apés a etapa
(b) séo colocadas em contato com uma solugdo aquosa apresentando
uma forca idnica de 0,2 M a 5 M para liberar os ARPs para produzir
uma solucdo contendo ARP; e os ARPs sdo coletados da solucéo
contendo ARP.

4. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado

pelo fato de que a concentracédo da molécula unica de DNA auxiliadora
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é de pelo menos 100 pg/mL.

5. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que as células permissivas para o alfavirus séo células
Vero.

6. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o alfavirus é um alfavirus atenuado.

7. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que o alfavirus € o virus da encefalite equina Venezuelana
(VEE).

8. Método de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de que a etapa (c) € seguida por uma etapa de cromatografia
de troca ibnica, cromatografia de afinidade pela heparina, de

cromatografia por afinidade ou hidrofdbica.
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