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RESUMO

CELULAS SENSIVEIS A FTCp1 DERIVADAS DE MEDULA 0SSEA

A presente invencio tem por objecto uma populagio
homogénea de c¢élulas sensiveis a FTCP derivadas de medula
éssea, um processc para a sua selecgdo a partir da medula
bssea e um processe para a expressdo de uma proteina
recombinante a partir das células derivadas da medula Ossea.
A selecgdo compreende as etapas de tratamento das células de
medula &ssea in vitro com uma proteina de FICRL, que
selecciona uma populagdo homogénea das células para posterior
tratamento. As células seleccionadas podem entdc ser
expandidas, depois do que um gene que codifica uma proteina
terap@utica pode ser inserido nas células expandidas e depois
expressar a proteina terap8utica. As células transduzidas
podem entdo ser introduzidas num mamiferoc para produzir um

resultado terapéutice.



DESCRIGAO

CELULAS SENSIVEIS A FICPl DERIVADAS DE MEDULA OSSEA

Dominio da Invengéo

A presente invengdio tem por objecto células derivadas da
medula O&sgea, um procegso para Sua selecgdco a partir da
medula Ossea e a utilizagdo das células derivadas da medula
6ssea como veiculos para a transferéncia de genes. Mais par-
ticularmente, @a ©Ppresente invencdo tem por objecte a
utilizagdo de uma proteina do factor de transformacdo do
crescimento Bl (FTCPL) para a selecgdo de medula Ossea de uma
populagido de células, gue sdo sensiveis 3 proteina de FTCRL
(TGFPLl na terminologia inglesa). As cé&lulas seleccionadas
podem ser depois ser utilizadas come veiculos para a
transferéncia de genes que codificam uma proteina terapéutica

em mamiferos, incluindoc seres humanos.

Antecedentes da Invencdo

Os dois principiais sistemas celulares asgociados com os
ossos € com a medula s8o os sistemas de células tronco
hemopciéticas e os gistemas das c&lulas tronco do estroma. No
sistema das células tronce do estroma, as células do tronco
do mesénquima (també&m conhecidas comec células progenitoras
mesengquimicas) ddo origem aos progenitores de muitos feno-
tipos diferenciados, incluindo ostedcitos, crondécitos,
miécitos, adipbécitos, fibroblastos e c¢élulas estromais da
medula. Contudo, o termo “célula tronco” ndo tem uma defini-
¢80 facil. De acordo com Maureen Owen (Bone and Mineral
Research, pp. 1-25 {(Elsevier Science Publishers 1985)), “ndo
h& uma definic8o rigorosa de células tronco. RElas tém elevada

capacidade de auto-renovagdo ao longe da vida e a capacidade



de se diferenciarem numa variedade de populacdes de células
funcicnais”. Owen em 1. No que respeita ao sistema das cé&lu-

las tronce do estroma, Owen estabelece que

do mesénquima, do estroma, fibroblastica, reticular, do
reticulo e do feixe das fibras nucleares, sdo termos
utilizados de forma intermutdvel para estas células do
tecido conjuntivo, que também tém sido designadas por

mecandcitog. O termo “fibroblastice” & normalmente uti-

lizado para englcobar todas estas cé&lulas

condigdes de cultura dque promovem o crescimento clonal
de células fibroblasticas, incluem a utilizag¢do de soro
bovino fetal, normalmente uma alteragdo completa e fre-
guente do meio.. e prepara¢des de células Gnicas.. Quando
as c¢élulas preparadas desta forma sdo postas em cultura
in vitro, nag condicles antericores, a maioria das célu-
las hemopoié&ticas morrem e as c¢oldnias fibroblasticas do
estroma formam-se. As células da medula postas em
cultura nestas condi¢des genéricas ddo origem a coldnias
fibrobldsticas, cada uma delas derivada de uma Gnica cé-
lula. Estas células crescem rapidamente até a conflu-
éncia e sdoc muitas vezeg referidas como fibroblastos da

medula.

Owen em 4, 6. Owen acrescenta que “a verdadeira complexidade
da populagdo das células tronco, considerando a hetercogenei-
dade de ... clones examinados, ndc pode ser sobrestimada”.

Owen em 10.

Caplan et al. (patente de inven¢fo norte-americana U.S,
N°. 5.486.359) relatam gue separaram uma populacdc homogénea
de células tronco do meséngquima humane a partir da medula

bggea. Caplan et al. também descrevem processos para a ca-



racterizagdo e a utilizacdo de células tronco do mesénquima
purificadas para fins de investigagdo, de diagnéstico e tera-

péuticos.

No processc de Caplan et al., os cilindros de medula
Ossea sdo centrifugados em meio de cultura complementado ccm
lotes seleccionados (mas indefinidos) de soro bovino fetal.
Faz-ge uma nova suspengdo do granulado de células lavadas,
faz-ge passar através de agulhas graduadas (primeiroc com a
medida 18 e depols com a 20), lavam-se, contam-se e colocam-
se em placa. Alternativamente, os produtos de medula d&ssea
aspiradcs sdo colocados em placa com um gradiente de Percoll,
depcis do que se recolhe uma fracgdo de baixa densidade e se
colcca em placa, em condigBes de cultura normalizada. Em
qualguer um dos casos, as células ndo aderentes sdo elimi-
nédas na mudancga do meio e as c¢élulas remanescentes sdo
deixadas para crescerem até & confluénecia, originando, de
acordo com Caplan et al., uma pcopulagdo homogénea de células
uniformes semelhantes a fibroblastos. Especificamente, Caplan
et al., relatam gue “as células tronco do mesénquima aderen-
tes, retiradas dos ossos porosos da cabega do fémur ou
agspiradas do iliaco, tém uma morfoleogia similar, sendo quase
todag fibroblasticas, com pcoucas c¢é&lulas adipociticas,
poligonais ou redondas...” Coluna 19, linhas 46-49; Figura 1.
Caplan et al., ainda descrevem que estas células fibroblés-
ticas aderentes ©podem passar em condigdes de cultura
normalizadas ou serem induzidas para ge diferenciarem em

células gque formam ossos em certas condigdes.

Sabe-gse que certas células progenitoras do mes&nguima
sdo capazes de se auto-renovarem e de sofrerem expansf8o na
presenca do factor ds transformagdo do crescimento fpl
(FTCR1), uma citocina pleotrdpica, com fungdes da autocrina e

da paracrina.



0 factcr de transformagdo do crescimento B (FICA), um
péptido de 25 KDa, foi encontrado com abundancia nas pla-
gquetas e neos ossosg, libertado em resgposta a traumas dos
tecidos e tem-se tornado, <¢rescentemente, uma ferramenta
importante para imunoregulagdc, cura de feridas e reparagdoc
de tecidos. O FTCE & também um guimic-atractor para as
células que tém origem no mesénguima e, como tal, recruta
fibroblastos para o sitio da ferida, estimula a angiogénese e
faz a gintese de novo das proteinas da matriz extracelular em
concordidncia com a sobre-regulagdo de inibideores da degra-
dagdo da matriz. Ver Roberts A.B., Eporn M.B.: The
Transforming Growth Factor-Bs, pp. 420-472 (193%0). Os FTCPl e
FTCB2 s3o agentes imunoreguladores potentes, que suprimem a
proliferac¢do e a funcdo dos linfdécitos T e B in vitro (Id.) e
in vivo (Ver Wrann M, et al., “T Cell Suppressor Factcr from
Human Glioblastoma Cells is a 12.5 KD Protein <C(losely
Relating to Transforming Growth Factor-beta”, EMP. J. 6:
1633-36 (1987)). Por isso, o FICP parece desemperhar um papel
crucial em distiirbios relevantes sob o pontco de vista clinico
da vigiléncia imunitdria, regeneragdo e reparagdo de tecidos.
Além disso, a reparagdo apds traumas do tecido, tais como,
queimaduras, enfarte do miocdrdio, isquémia e traumas
cerebrais, assim como a cura de feridas cirtGrgicas, podem ser
aceleradas por uma Gnica infusdo sistémica ou uma aplicagdo
local deste factor de crescimento do péptido. Ver Beck 8.L.,
et al., "“FTC-BRl Induces Bone Closure of Skull Defects”, J.
Bone Mineral Res. 6 (1991). Os efeitos terapéuticos da
administracd3o de FTCR podem ser aumentades e/ou prolongados

pelas suas fun¢Bes pronunciadas de autocrina e de paracrina.

A captura de células tronco do mesénquima humano
derivadas da medula dssea com uma proteina de fusdo do factor
de transformacdo do crescimento Bl (FTCBl) j& foi evidenciada

em Gordon et al. 1995, Blood, 86, suplemento 1, pagina 998a.



Sumidrio da Invencio

A presente invencdo tem por objecto uma populagdo
homogénea de células sensiveis ao FTCBLl derivadas da medula
fgsea e um processo para a sua selecgdo da medula bsgea,

preferencialmente, da medula 6éssea humana.

As células gensiveis a FICRl derivadas de medula humana
da presente invengdo tém sido referidas na literatura
cientifica recentemente publicada como células progenitoras
do mesénguima ou células tronce do meséngquima. Ver E.M.
Gordon, et al., Human Gene Therapy 8: 1385-94 (20 de Julho de
1997). Contudo, o8 zrequerentes reconhecem agora gue as
cé€lulas sensiveis a FTCPl derivadas da medula éssea devem sger
mais apropriadamente designadas por “células progenitoras do
pré-mesénquima” ou “c¢élulas tronco do pré-mesénquima”, dado
que as cé&lulas seleccionadas morfologicamente parecem egtar
nuna forma precoce ou mais primitiva das células tronco do
meséncquima ou das células progenitoras do mesénquima, como
evidenciado pela forma redonda como a dos blastdides destas
c&lulas em vez de uma forma comc os fibroblastecs ncrmalmente
associados com as cé&lulas tronco do mesénguima. As células
sengiveis a FTCRl derivadas da medula d&ssea podem assim
incluir uma populagdo homogénea das células tronco do pré-
megénguima (também conhecidag como cé&lulas progenitoras do
pré-mesénguima) ou uma populagdo homogénea de células do pré-
mesénquima diferenciadas, tai como, as células do estroma. A
populacdo homogénea das cé&lulas tronco do pré-mesénquima

podem incluir células blastdides pluripotentes.

A selecgdo € realizada por tratamento de células da
medula o&ssea In vitro com uma proteina do FTCRLl, gue

selecciona das célulag uma populacdo de células gue séo



gensivels a proteina de FTCBl. As células seleccionadas podem

gser depois expandidas numa cultura de cé€lulas.

Noutro aspecto, a presente invengdo tem por objecto um
processo para a expressdao de uma proteina recombinante, a
partir de uma populag¢do homogénea seleccionada de células
sensiveis a FTCBRLl derivadas de medula &éssea. As células podem
ser transduzidas com um segmento de ADN, gue codifica uma
proteina terapéutica, para fazer com gue as células expressgem
a proteina terapéutica. Num aspectc adicional, a presente
inven¢do tem por objecto um processc para a introdugdc delas

num receptor para prcduzir um resultado terapéutico.

A proteina do FTCRl é uma proteina de fus3o de FTCRI,
que compreende um sitio de ligagdo da matriz extracelular,
que é preferencialmente um sitio de ligagdo do colagémio. O
sitio de ligacdo da matriz extracelular da proteina de fusdo
de FTCB1 pode entdo ser utilizado para atingir a proteina de
fugdo de FTCRl com uma matriz extracelular, tal como
colagénio. Num enquadramento, o sitio de ligagdo do colagénio
& um sitio de ligagd3o de colagénio derivado do facter de von

Willebrand.

Ainda noutro aspecto, a presente i1nvengdo tem por
objecto um processo por terapia de genes, que compreende as
etapas de captura das células sensiveis a FTCPl derivadas des
medula ©&ssea, em condigdes de pouco soroe numa matriz de
colagénio impregnada com uma proteina de fusdo de FTCBL, que
compreende um sitio de ligagdio do colagénic derivado do
factor de von Willebrand (FTCRLl-fvW) o gual atinge a proteima
de fusfo de FTCBRl com a matriz de colagénio, As células
capturadas podem entdo expandir-se numa cultura de células
para formar coldnias de férias diferenciadas. Estas colfnias

de células expandidas podem entdo ser transduzidas in vitro



com um vector viral, que compreende um gene gue codifica uma
proteina terapéutica, em gque o gene & expresso para produzir
a proteina terapéutica. As células transduzidas podem entdo
ger introduzidas num mamifero, tal como, um ser humano, para

produzir um resultado terapéutico.

Num enquadramento particular da presente invengédo,
verificou-se que as células progenitoras do pré-mesénguima,
igoladas com uma proteina de fusdo de FTCRI1-fvW, expandidas
em cultura e transduzidas com um vector retroviral, continham
o factor de c¢odificagdo do gene IX, expresso a niveis
significativos da proteina do factor IX. Além disso, guando
as célulag transduzidas eram transplantadas para ratos imunc-
competentes, © transgene do factor humano IX era expresso in

vivo.

Breve Descricdco dos Desenhos

As caracteristicas, aspectos e vantagens da presente
invengdoc serdc compreendidecs de  uma forma mais completa
quando se considerar a descrigdo detalhada que se seque, as

reivindicagfes em anexce e 05 desenhos que as acompanham, em

que:

A figura 1 & uma representagdo esquemdtica da estrutura
de fusdo do factor de von Willebrand-FTCPL tratada por
engenharia genética. A proteina expressa contém um
marcador de purificagdo de histidina, um sitio de
protease, uma sSequéncia auxiliar de decapéptidos de
ligac8c ao colagénio e a sequéncia de ADNc que codifica

o fragrmentc activo maduro de FTCE1 humano.

A figura 2 mostra a proliferacdo das células de estroma

da medula em varias concentracdes de soro bovino fetal



(8BF). C nimero de cé&lulag, desenhado nc eixo wvertical,
estd expresso em fungdo da concentraglo no soro (% de
SBF), ao longo de um periodo de tempeo de 6 dias,

desenhado no eixo horizontal.

A figura 3 contém fotografias de gel que mostram as
secgdes de controlo coradas de hematoxilineosina (H &
E}, blocos de colagénio ndo tratados na figura 3{a} e
blogog de colagénio tratados com FTCRL-ZvW nas figuras
3(b} & 3(c), depois da retirada das culturas de medula

Ossea, passados 8 dias.

A figura 4 contém fotografias de gel demonstradas na
figura 4(a), aspirados de medula &ssea em cultura, em
melc pobre em soro, que exibem a degenera¢do das células
e a morte das cé&lulas; na figura 4(b), sobrevivéncia de
uma populacdc primitiva de células de blastdides em géis
de colagénio aumentadas por uma proteina de fusdo
recombinante de FTCBl de ligagdo ao colagénio; na figura
4(¢), expansdo das células tronco capturadas apds
selecgdo, na presenga de factores adicionais do soro; e
na figura 4(d), formagdo de coldnias de cé&lulas tronco
expandidas, revelando derivados de estroma/fibroblés-

ticos.

A figura 5 contém fotografias de gel que mostram a
diferenciacidoc das célulias tronco capturadas de
colagénio/FTCRL numa linhagem osteogénica. A figura 5(a)
mostra o controlo‘ de aspirados de medula Odssea em
cultura de gel de colagénio, na ausénecia da proteina de
fusfo recombinante de FTC31, enguanto a figura 5(b)
mostra a expansdo das colénias osteogénicas, na presenga
da proteina de fusdo recombinante de FTCPl e depois da

subsequente cultura na presenca de factores osteo-



indutivos (dexametasona, vitamina C e B—glicerofoéfato).
A figura 5{¢} mostra a formag&d de “tecidcs” osteoc-
génicos, na presenca de proteina de fusdo de FTCPl e de
factores osteo-indutivos. A figura 5(d) & um alargamento

da figura 5(c).

A figura 6 representa fotografias de gel que mostram na
figura 6(a), o controlc dos aspirados de medula dssea em
cultura em cavidades revestidas de colagénio, na
ausénecia de FTCR1-£vW; na figura 6{b), a captura de uma
populacdc de células precurscras de blastdides em
cavidades revestidas com colagénio, impregnadas com
FTCRI-vWEF; e na figura 6(c), células do pré-mesénquima
da medula, transplantadas, a seguir &as cultura e a
expansao, na presenga de FTCPl-fvW, reconstituigdo com
goro e transdugac com o vector LIXSNL.

A figura 7 mostra a detecgdo & base de transcriptase
inversa-reaccdo em cadeia de polimerase (& base de TI-
RCP) das sequéncias tinicas do factor IX humano na medula
bssea (coluna 2) e no pulmdo (coluna 3) de ratos
receptores com vinte oito dias apbs a transplantagdo do
facto IX, cé&lulas progenitoras do pré-mesénquima
transduzidas num vector. Os ratos foram sacrificados
para a detecgdo por TI-RCP das sequéncias do factor IX
humano em varios &rgdos do rato. AS bandas positivas que
idertificam as sequéncias do ADNc do factor IX humano
(colunas & e 9) podem ver-se numa regido de 180 pb de
ndo homologia com as sequéncias do ADNc do factor IX do
ratoc. As amostras vieram de vdrios tecidos de murino tal

como se segue:

Coluna 1, LIXSNL/figado; c¢oluma 2, LIXSNL/medula

bssea; coluna 3, LIXSNL/pulmdo; coluna 4,

10



LXSNL/figado; coluna 5, LXSNL/medula &ssea; coluna 6,
LIXSNL/rim; coluna 7, marcador de 1 Kb; colunas 8 e
9, figade humano; coluna 10, branco; coluna 11,

LIXSNL/baco; coluna 12, LXSNL/rim.

A figura 8 mostra os resultados da captura de
subconjunto de precursores osteoblésticos obtidos da
medula Ossea por exposigdc das cilulas a varios tipos de
proteinas morfolégicas dos ossos (PMOs, BMPs na termi-
nologia inglesa) {rhOP-1, rhPMO-2 e DbFGF). Tal ccmo se
mogtra nas fotografias, estas populagdes de cé&lulas
possuem caracteristicas distintas em termos do seu
potencial menos proliferativo e mais proliferativo dos

fendtipos.

A figura 9 mostra os resultados dos estudos da camara
bsgea, em que o0 FTCB1 capturado e as células expandidas
exibem capacidade de gerar cartilagem {muito mais com o
FTCR-1, FTCPRL-F2 atingidos pelo colagénio}, embora as

capturadas com PMOs produzam 0SsO.

Descrigdo Detalhada da Invengéo

Tal como se indicou antes, a presente invengdc tem por
objecto células sensivels de FTCBL deﬁivadas de medula &ssea,
um processo para sua selecgdc a partir da medula Ossea e a
utilizacdo das células derivadas de medula Ogsea
seleccionadas, como veiculos celularss para a transferéncia
de genes. A presgente invencdo demonstra gque uma populagido
homogénea de células sensiveis a FTCBl, derivedas de medula
éssea, incluindo as células progeniteras do pré-mesénguima,
pode ser seleccionada e expandida em virtude das suas
respostas fisioldgicas intrinsecas a FTCRl. A presente

invencfio ainda demonstra a utilidade destas células tratadas

11



para realizar abordagens de terapia com genes em mamiferos.

Incluindo seres humanos.

Os requerentes demonstraram a captura, expansao,
diferenciacdo e utilidade potencial de uma populagdo distinta
de células redondas de blastdéides obtidas em condigdes de
gseleaccdc rigorosas, em virtude de uma respcsta de
sobrevivéncia recentemente definida, provocada por um factor
de c¢rescimento definide. Nomeadamente, o FTC-beta esta
normalmente armazenado nas plaquetas e na matriz dos ossos
donde se liberta em resposta a traumas mas, por outro lado,
ndo estd presente na circulagdo em geral. Tal como se disse
anteg, © FIC-beta desempenha um papel fundamental no recru-
tamento e diferenciac8o das células precursoras do mesén-
guima, Esta resposta fisicldgica ao FTC-beta (proteinas de
fusdo) & essencial para a captura (isto &, a scobrevivéneia)
destas c¢é&lulag blastdides, que de outra forma 280 sdo
fisicamente separiveis quer das células hematcpoiéticas, quer
de outras células do megénquima com base na sua dimensdo,
densidade ou aderéncia. As c¢élulas sensiveis a FTC-beta
proliferam em resposta a factores do soro e formam coldniasg
distintas dentro das matrizes do colagénic. A morfologia
destas células & inicialmente blastbide e ndo fibrobléstica,
embora as células proliferativas sejam capazes de tornar
visivel a cito-diferenciacdo em células fibroblasticas e/ou
ogteogénicas, o que significa um precursor de mesénguima. Tal
como se mostrou na figura 9, colocadas em c8@maras Osseas, as
células precursoras do pré-mesénquima capturadas por FTC-beta
da presente invencdo, formam cartilagem e nfo osso, ao
contrdrio das células tronco capturadas por PMO, que exibem

um fendtipo, in vive, menos proliferative e mais diferenciade

{(formagdo de osso).

12



A presente invengdo tem por objecto um processo para a
seleccdo de células sensiveis a FTICBL derivadas de medula
éssea, seleccionadas da medula dgsea, 0 gue compreende as
etapas de tratamento das cé&lulas de medula Gssea in vitro com
uma proteina de FTCBl, seleccionande assim as c&€lulas de uma
populagdo de células que sfo sensivels & proteina de FTCBRI.
As células seleccionadas pedem ser expandidas mna cultura de
c&lulas. A presente invengdco, num outro aspectc, tem por
objecto um processo de expressdc de uma proteina recombinante
a partir de células derivadas da medula &éssea, compreendendo
a insercdo de um segmento de ADN que codifica uma proteina
terapéutica, nas células expandidas, para fazer com gue as

células expreggem a proteina terapéutica.

A proteina de FTCBl atilizada para o© tratamento das
células de medula 6ssea in vitro & uma proteina de fusdo de
FTCRl, gque compreende um sitio de ligagdo de matriz
extracelular. O gitio de ligagdo da matriz extracelular
permite que a proteina de fusdo de FTCEL se ligue a uma
matriz extracelular, tal como, uma matriz de colagénio. Um
sitio de ligacgdc preferido da matriz extracelular & assim um
sitio de ligac3o de colagénio. Os vérios tipos de matrizes de
colagénio incluem géis e blocos. Esta ligagdo da proteina ds
fusdo de FTCPl a uma matriz extracelular, permite a captura
das células derivadas da medula &gsea, sensiveis a FTCRIL,

numa matriz extracelular.

Ags células sensiveis a FTCR1l derivadas de medula &ssea
da presente inveng8o, incluem as células tronco progenitoras
do pré-mesénguima, também referidas como células progenitoras
sensiveis a FTCR1 (CPST, TRPC na terminologia inglesa) =2
células diferenciadas derivadas da medula Ossea, tal como,

células do estroma.

13



A introdugdo de um segmento de ADN in vitro em célulasg
derivadas de medula Ossea, pode ser conseguida por pProcessos
conhecidos, preferencialmente, por transdugdo de um vector
viral, mais preferencialmente, um vector retroviral. Os
processos néo virais incluem a electroporsgdo, a transfecgdo
mediada por fosfato de c&lcio, a micro-injecgdo e os

proteoclipossomas.

0 segmentc de ADN introduzido nas células derivadas de
medula &ssea no presente processo podem codificar gqualquer
uma das varias proteinas terapéuticas. O processo da presente
invengdo & particularmente Util para as abordagens da
terapéutica genética para corrigir defeitos no sistema de
homeostase da trombose. Exemplos de genes apropriados ou de
segmentcs de ADN apropriados incluem os que codificam o
factor IX, o factor VIIIc humanos, o factor de von
Willebrand, o activador do plasmogénio do tecido, a proteina

C, a proteina S e a anti-trombina III.

A presente invengdo também tem por objecto um processo
para providenciar um receptor, incluindo um mamiferoc, com uma
quantidade efectiva sob o ponto de vista terapéutico de uma
proteina terapéutica, por melo da introdugdo das c¢é&lulas
derivadas da medula Ossea, sensiveis a FTCBRl, no receptor. As
células derivadas de medula Ossea, sensiveis a FTCBL, sdo
tratadas in vitro antes da introdugdoc no receptor, primeiro
com uma proteina de FTCPL para seleccionar as células

sensiveis a FTCR1 das restantes ou dos componentes celulares

s contidos numa amostra de medula Ossea e, em segundo lugar,

para ingerir nas células sensiveis a FTCRL um segmento que
codifica uma proteina terap&utica. As cé&lulas transduzidas
depois vio expressar uma quantidade efectiva sob 'o ponto de
vista terapButice da proteina terap&utica in vive no

receptor.
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A presente invengdo també&m tem vor objecto um processo
de terapia de genes gue compreende a primeira etapa de
captura das células derivadas de medula &ssea, sensivels a
FTCP1, preferencialmente <cé&lulas progenitoras de ©pré-
mesénquima, em condigdes ds soro baixas numa matriz de
colagénio (por exemple, blocos e géis) impregnados com uma
proteina recombinante de fusdo de FTCBl, que compreende um
sitio de ligagdo do colagénio, preferencialmente, derivado de
um factor de von Willebrand, gque atinge a proteina de FTCRI1
com a matriz de colagénioc e prolonga o seu semi-periodo de
vida biolégico. Ver Tuan T.L., et al., “Engineering,
Expression and Renaturation of Targeted FTC-beta Fusgion
Proteing”, Conn. Tisg. Res. 34: 1-8 (1996}. As proteinag de
fusdo de FTCPl tratadas por engenharla genética, incorporando
o sitic de ligagdo do colagénio que se funde com um fragmento
activo da proteina de FTCRLl, estdo ilustradas na figura 1,
exibem propriedades funcionais que ndo existem na natureza.
Ver Tuan T.L., et al.. Estas proteinas de fusdo de FTCPRLl-£fvW,
atingidas pelo colagénio, mostraram funcionar sficientemente
na captura de células progenitoras de blastdides, sensiveis a
FTCB3l. As estruturas de FTCBL a que faltava o dominio de

ligacgo do colagénio ndo foram tdo eficientes.

0 processo de terapla de genes da presente invencgdo
compreende a expansioc das células sensiveis a FTCRl pare
formar coldnias de células diferenciadas, seguidas de uma
etapa de transdugdo das c¢élulas expandidas in vitro
utilizando processos de transferénecia de genes, incluinde
transferéncias de genes mediadas por virus e, preferen-
cialmente, mediadas por retrovirus. Num enquadramento
preferido, adicicna-se as células PFTCELl, preferencialmente,
de uma fonte purificada, durante as etapas de captura e de
expangde. As células transduzidas podem entdo expressar a

proteina terapfutica.

15



O processo de terapia dos genes também inclui a etapa de
introducdo das <células transduzidas num mamifero para
produzir um resultacdo terap@utico. Mais especificamente, e
tal como =e indica c¢om mais detalhe a seguir, a presente
invengdo demonstra a utilidade das matrizes de coclagénio
impregnadas de FTCPR-fvW para isolar novas células alveo, como

veiculos para realizar a terapia de genes ex vivo.

Para optimizar as condigles da cultura de células para
efectivar a selecgdo ex vivo das células progenitoras
gengiveis a FTCRL, adicioncu-se as células de estroma de
medula Ossea concentrais vadrias de soro bovino fetal (SBF) e
as células cresceram em meio egsencial minimo de Dulbecco
(MEMD, DMEM na terminologia inglesa), durante 6 dias. A
figura 2 mostra um decréscimec caracteristico no nimero de
células observado &8s 24 horas, seguido de um aumento
dependente do soro nas contagens das células ao longo do
tempo. Ndo se c¢bservou nenhum aumento na contagem das
células, nas culturas complementadas com SBF a 1 % ou menos,
enquanto as culturas complementadas com concentragles maiores
do que 1 % de SBF, mostraram uma recuperagdo progressiva apds
um periodo de estacionamento de cerca de 3 diasg. Com base
nisto, utilizou-se SBF a 1 % e 0,1 % como as concentragdes

minimas do soro para © desenvolvimento de condigdes

favordveis & sobrevivéncia das células sensiveis a FTCRL.

A figura 2 wostra secgdes de blocos de colagénio coradas
com hematoxilineosina. Especificamente, a figura 3(a) mostra
controlos, bloccs ndo tratadog, enquanto as figuras 3(b) e
3(¢c) mostram blocos tratados com FTCR1-fvW retirados das
culturas de medula O&ssea passados 8 dias. O0s bklocos de
colagénio ndo tratados, mostraram uma auséncia uniforme de
elementos -celulares, enguanto as secgdes de blocos tratados

com FTCR1-fvW revelaram uma populagdo de c&lulas peguenas,

16



blastdides mononucleares, com cromatina nuclear grosseira e
rodeada por peguenos nlicleos nalgumas &dreas com uma corca
estreita de citoplasma agranular azul. Ocasionalmente notou-
ge uma populagdo de célulag pleombrficas, incluindo células
blastdides e presumivels derivados, tal como se mestra na
figura 3({c¢). Ambosg os tipos de c&lulas pareciam ter segregado
proteinas da matriz extracelular de novo. Egstasg proteinas de

matriz distinguem-se das fibras originais de colagénio.

Depois de se realizarem os estudos anteriores utilizando
aspirados de medula &6ssea, observaram-se as culturas de
células directamente em estudos adicicnais, em gue se
investigou a seleccdc (captura) e expansio mitdtica de
células derivadas de medula de roedores, cultivadas em géis
de colagénio. Comparando as figuras 4(a) e 4(b), mostra-se
que a manutengdo de uma populagdo relativamente uniforme de
células de blastdides requer a presenga de preoteinas de fusdo
de TFTCRl-fvW dentrc da matriz de colagénio. Tal como
demonstrado pela figura 4(b}, FTCRl-fvW aparentemente
suportam a sobrevivéncia mas ndo a expansdo destas células
blagtbdides, em condigbes fracas do soro. Contudo, apds a
adigdo de SBF a 10 % & cultura de células, as células
capturadas comegaram a proliferar, como ficou evidente pela
formagio de dobletos de células, tal como se mostra na figura
4(c) e a formagac de coldnias multicelulares, tal como se
mostra mna figura 4(d). O facto das células Dblastdides
capturadas terem uma forma de célula do mesénguima (ou célula
do pré-mesénquima) fol confirmado, comc se mostra na figura
5, pela adicdo de factores osteo-indutivos (dexametasona,
vitamina " C e f-glicerofosfato) ac meilo de crescimento
completo, que induziu a cito-diferenciag¢de & a mineralizagio

das colénias em expansdo.
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Utilizando um vector contendo o ¢gene de P-galactosidase
como um gene repdrter, observou-se a eficiéncia da trangducio
tanto nas cé&lulas de progenitores de pré-mesénquima derivadas
da medula Ossea, capturadas por FTCBLl-fvW, tanto de roedores
como humanas, variou de 20 a 30 %. Ao comparar a difusio do
gene nas células tronco expandidas de FTCRLl-ZvW com as
difundidas nas células diferenciadas com um fendtipo de
origem mesénguimal, tanto as células tronco derivadas da
medula, como as células estromais maduras, estdo transduzidas
com um vector retroviral, comportando um ADNc do factor IX
humano (LIXSNL). O quadrc I a segulr mostra a produgdc do
factor IX depois da expansdo das células seleccionadas, na
presenca de proteina de fusdo de FTCRLl-fvW, sequida da
transducdo das células com o vector LIXSNL. As células gque
foram capturadas e expandidas em resultado do tratamento com
uma proteina de fusdo de FTCRL-fvW ligadas ao c¢olagénio,
produziram quantidades significativas (pg) da proteina de

factor IX por 10° células.

Também . se o©Observou que guando se complementava as
culturas de célulag com FTCRl purificado, isso induzia um

dramidtico aumento {(de dez vezes) na produgdo do factor IX.

QUADRO I
Produgdo do Factor IX em Células Tronce do Pré-mesénguima da
Medula Humana apds, Expansdo com uma Proteina de Fusdo de FICBl-IivW

e Transferéncia de Genes Mediados por Vectores Retrovirais

Experiéneia Factor IX pug/10° células/dia
Colagénio + PTCPL-fvW 5,8 + 2,6
n=4
Colagénio + FTCRl-IfvW 53,7 + 12,5
+ FTCRL n=4
p<0,001

* O antigénic do factor IX nfo fol detectado mnas culturas
transduzidas com vector de comtrolo.
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0 nivel do factor IX produzido por estas culturas de
células estimuladas por FICPl era consideravelmente mais
elevado do que os niveis produzidos por <é&lulas maduras com
origem no mesénquima apds a transferérncia isolada do gene
mediada por um vector retroviral. Contudo, estas culturas
estimuladas de células progenitoras de pré-meséngquima,
exibiram wuma actividade coagulante relativamente baixa
(actividade aglutinac¢do de 0,1 mU/ng de preoteina), sugerindo
agssim que ag células eram imaturas sob o ponto de vista
bioguimico e/ou tal como se vai ver mais a frente, ndo tinham

desenvolvido ainda um sistema de 1-carboxilagdo competente.

Por comparagdo, observou-se uma eficiéncia de transdugdo
similar (de cerca de 28 %) de um vector de p-galactosidase
nas células diferenciadas do estroma da medula. 0O quadro II a
gseguir mostra a produgdc de factor IX em cé&lulas de estroma
da medula seleccionadas de G418 no seguimento da transdugéo
de um vector contendo ¢ gene do factor IX. A quantidade de
factor IX activeo sob o ponto de vista biclbgico segregado
nestas culturas foli propercional ao nivel de antigénio,
indicando um sistema de t-carboxilac8o funcional e exibindo
uma relag¢do entre a actividade coagulante do factor IX
natural em rela¢do a0 antigénio, consistente com a relagdo
observada no plasma normal (1 mU de actividade de agluti-
nacdo/5 ng de proteina). O nivel do factor IX produzido pelas
células de estroma da medula, fol compardvel aos niveis de
expressdo resultantes dos fibroblastos humanos. Ver Palmer,
T.D,, et al., "“Producticon of Human Factor IX 1in Animals by
Genetically Modified Skin Fibroblasts: Potential Therapy for
Hemophilia B. Blood”, 73: 438-445 (1989).
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QUADRO II

Produgdo de Factor IX em Células de Estroma da Medula Eumana

Ap6s Transferéncia de Genes Mediados por Vectores e Selecglo

de G418
Namero da Antigénio do Factor IX Actividade de Agregagdo do
Amostra 1g/10° células/dia Factor IX mU/10° células/dia
T 1,3 258, 0
IT 0,3 52,58
ITT 0,3 68,0
v ¢,3 60,0

* Qg dados tabuladogs =do o8 resultados de ensalos em
duplicado. © antigénio do factoer IX e a actividade de
agregacdo foram detectades em culturas, transduzidas com o
vector de controlo.

Realizou-gse um estudo piloto para demonstrar a
transplantagdo das células de progenitor transduzidas,
conforme descrito antes, na descendéncia de ratog. Tal com se
mostra na figura 6(b), as células sensiveis a FTCRl-fviW da
medula &ssea de ratos B6CBA foram capturadas de matrizes de
colagénio/FTCB1-fvW, er condi¢des de soro pobre (SBF a 1 %),
durante‘B dias, ap6s os quais, tal como se mostra na figura
6(c), as culturas seleccionadas foram ent8o reconstituias em
meio de c¢rescimento completo (D10), durante 2 dias. As
culturas de células expandidas foram entdo transduzidas com
um vector LIXSNL na presenga de 8 pg/mL de polibreno. No 21°
dia, fez-se uma infusdo de 1 X 10° células numa veia da cauda
do rato receptor e colheram-se amostras de sangue de 7 em 7
dias da cauda do rato, para analisar o antigénio do factor

IX.

No memento da transplantagdo, verificou-ge due a produ-
cdo média do factor IX era de 2,8 ug/l0° células/24 horas,
com uma actividade de agregag¢ic média de 676 muU/10°

células/24 horas e uma taxa de actividade de agregagdc de 1

20



mU até 4,2 ng de proteina (n=3). Injectando células
progenitoras transduzidas de LIXSNL através da veia da cauda
do rato imuno-competente (n=3) produziram-se niveis detecta-
vels Iin vivo de factor IX humano, especificamente, até 14,6
ng de factor IX humano/mi de plasma no dia 7, 9,7 ng/mL 2
duas semanas apds a transplantacgdo, seguido de um decréscimo
até niveis nfo detectdveis 28 dias apbs a transplantagdo., O
nivel esperado de expressa do transgene do factor IX foi
estimado com base na quantidade de factor IX produzida em
culturas de c¢élulas progenitores transduzidas de ratos,

medido no momento da transplantac¢do, utilizando a férmula:

4 de células transplantadas x preduglo de

Nivel de factor IX = factor IX (ng/célula/24 hr) x 4 (hrs)
{Esperado, ng/mL) p/kg x volume de plasma (ml) 24 hrs
em que “# das células transplantadas”, era 10X 10{

significado de ‘“producgdo de factor IX" média foi de 2,8
ug/10® células por 24 horas, significado de “peso (p)/kg X
volume de plasma (mL)” foi de 20 gm para um volume de plasma
de 1 mL (50 ml/kg) e um semi-periodo de vida (t¥%¥) para o
factor IX recombinante fol de 24 horas. Os niveis médios do
factor IX de plasma de 14}6 ng/ml e 9.7 ng/mL observados nos
trés ratos transplantados nos dias 7 e 14, respectivamente,

aproximam-se bastante do nivel previsto de cerca de 14 ng/mL.

Tal como se mostra na figura 7, og transcriptos do
factor IX humano foram detectados por TI-RCP na medula &ssea
e nog pulmdes dos animais tratados, mas nfo no figado, nem no

rim e nem no bago.

As implicac¢Bes terapéuticas da presente invengdo para a
terapia de genes sfo substanciais. Em particular, existe um
potencial de utilizacdo da tecnologia das células tronco mio-
fibro-osteogénicas para terapias do gene fetal de distrofia

muscular, distfirbics do tecido conjuntivo, distlGrbios da
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armazenagem de lipidos e distirbios do esqueleto, assim ccmo,
hemofilia. Além disso, a terapla scomética de genes pode
tornar o tratamento éptico para a hemofilia B (deficifncia de

coagulacdc do factor IX).

Além disso, a terapila dos dgenes para o tratamento da
hemofilia B pode nfc exigir uma expressdo regulada, precisa,
nem sitios especificos de integragdoc dos genss. Embora se

Q

tenham encontrado niveis de factor IX t3c altcs como 150 % em
individuos saudiveis, um nivel de factor IX de apenas 5 %
pederd  eliminar doengas incapacitantes causadas por
hemorragias recorrentes das articulagdes. Dado que factor IX
normalmente circula no plasma, gqualquer cé&lula tratada por
engenharia genética, que tenha acesso vascular e gque produz
niveis guficientes de factor IX funcional, pode ser uma fonte
continua in viveo, obviando aséim a necessidade de transfusdes
repetidas. As c¢élulas progenitoras do pré-meséngquima, em
particular, sdo um candidato atractive devido & sua

capacidade de auto-renovarem e de se diferenciarem em

fenbtipos segregadores presentes na medula Ossea.

A presente invengdo serd ilustrada em detalhe nos
exemplosg que se seguem. Estes exemplos s8o incluides com fing
ilustrativos e ndo devem ser considerados como um limite a

presente invengdo.

Exemplo 1

Produgéo de uma Proteina de fusdo Recombinante de FTCRI-fvW

Tratou-se por engenharia genética um vector de expressao
procariético para produzir uma proteina de fus8o tripartida,
conforme se mostra na figura 1, consistindo num marcador de

purificagdo de 6 x His, um sitio auxiliar de ligagdo do
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colagénic derivado do factor de von Willebrande uma segquéncia
de ADNc gque codifica o fragmento active, maduro, de FTCEL
humano (FTCRL-fvW}. O processo de preparagdc das proteinas de
fusdo de FTCRI-fvli constitul o tema do pedido de patente de
inven¢do seguencial norte-americana, co-pendente, U.S8. N°.
08/465.772, registada em 6 de Junho de 1995 e aqui
incorporado como referéncia. Ver também Tuan T.L., et al.,
“Engineering, Expression and Renaturation of Targeted FTC-
beta Fusion Proteins”, Conn. Tiss. Res. 324: 1-9 (1996),

também azqui incorporadas comce referéncia.

Uma proteina de fusdo expressa do wvector anterior foi
isolada e purificada até se tornar homogénea, a partir de
corpos de inclusio de E. coli utilizande a cromatcgrafia de
gquelatos de niquel, solubilizandc com ureia 8 M e renaturando
por redobragem oxidativa, em condigdes optimizadas de redox.
Ver o pedido de patente de invengcdo norte-americana U.S.
série N°. 08/465.772, aqui incorporado como referéncia; Ver
também Tuan T.L., et al.. A actividade bioldgica desta
estrutura fol entdo avaliada por meio de ensaiogs de
proliferagdo das células in vitro, utilizando FICB1

purificado como um controlo padronizado.

Exemglo 2

Preparacdo de Matrizes de Colagénio

Prepararam-se matrizes de colagénio sdlidas tal como foi
descrito previamente por Nimni e colaboradores. Ver Nimni et
al., Biotechnology 17:51-82 (1980). Especificamente, corta-
ram-se circulos de 5 mm a partir de folhas de c¢olagénic
(egspegsura de -1 mm), esgterilizaram~se com etanol a 70 %,

lavaram-se em MEMD ¢ incubaram-se com FTCRI-fvW {50 plL/bloco;
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1 pg), durante 2 horas, a 37 °C, antes de se fazer a cultura

com aspirados da medula Ossea em placas de 6 cavidades.

Exemplo 3

Estabelecimento das Condigfes Iniciaig da Cultura para a

Selecgdo de Células Sensiveis a FTCEL

Para estabelecer as condi¢des minimas de crescimento
requeridas para a selecgdc de células sensiveis a FTCBL,
monitorizou-se a taxa de células de estroma maduras,
aderentes, por meio da contagem de ‘células em cultura
contendo MEMD complementado com ccncentragdes variaveis de
SBF (Riowhittaker). A concentragdo mais elevada de SBF (0,5 a
1 %) que originou um precipitado, estava dentro de um nimero
de células sem recuperacdo significativa ao longo de 6 dias,
conforme mostrado na figura 2, foi utilizada para um meio de
selecc¢do de sucessivas experiencias. Coloccu-se em cada uma
das 6 cavidades da placa (Falcon), aproximadamente, 1 X 10°
células normais de medula 6ssea humana (obtidas do USC Norris
Hospital) contendo 1) blocos de cclagénio tratados com FICP1-
fvW, 2} blocos de colagénio ndo tratados (didmetro de 5 mm)
ou 3) uma camada fina de colagénio da cauda do rato, do tipo
1 {Becton-Dickenson), pré-incubado com a proteina de fusdo de
FTCR1-fvW, As células cresceram em condi¢8es minimas do soro:
SBF a 1 % em MEMD complementado com 200 pg/mL de ampicilina.
O meio foi substituido com MEMD-SBF a 1 %, de 4 em 4 dias,
durante 12 dias, ao fim dos quais o meio fol substituidc por
SBF a 10 % antes da transdugfo das células. Retirou-se o
bloco de colagénio tratade com FTCRL ou fvW ou ndo tratado,
de 4 em 4 dias, durante 12 dias, fixou-ge em formalina a 10
%, embekeu-se em parafina, secclonou-se € cCorou-ge com

hematoxilineosina para fazer o exame histoldgico.
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Exemplo 4

Captura e Expansdo de C&lulag Progenitoras de Pré-meséngquima

em Géis de colagénio

Obtiveram-se os aspirados de medula &scea dos ratos
Fisher de um még eutanizados. Lavou-se tecido da medula dgsea
do eixo médio do fémur, em MEMD contende penicilina (100
U/ml) e estreptomicina (100 ug/mL). Recclheram-se entdo as
células de medula 6ssea vertendo vArias vezes a medula para
seringas ajustada com uma agulha de dimensdc 18. Depois,
aglomeraram-se as células por centrifugacdo a 1.000 rpm,
durante 5 minutos, fez-ge uma nova suspensdo em meio igento

de soro e contaram-se com um hemocitbmetro.

Preparou-se colagénio do tipo 1 do tenddo da cauda do
rato, conforme descrito por Nimni et al. Especificamente,
recolheram-se tendfes da cauda do rato e lavaram-se com 1X
SBF, foram diferidos durante a noite com pepsina (0,5 mg/mL),
precipitaram duas vezes com NaCl 1 M (pH 7,5) e fez-se a sua
didlise em &cido acético 0,5 M, seguida da didlise em HC1
0,001 N. Determinou-se a concentracdo do colagénic por meio
de um engaio com hidroxiprolina, enquanto se confirmava a sua
pureza por meilo de um mapeamento a 2-D do péptido, conforme

descrito por Benya et al., Collagen Res 1: 17-26 (1981).

Diluiu~ge 3 wg/mL de cclagénio, trés wvezes, com 3X MEMD para
se fazer uma solugdc de 1X colagénio e depois ajustou-se o pH

para 7,5 e armazenaram-se aliquotas a 4 °C.

Fez-se uma suspensdc do aglomerado de células lavadas em
10 uL de meio isento de soro e 200 pL de colagénic neutra-
lizado e, em seguida, adicionou-se 10 ulL de FTCB31-fvW recom-
binante ou meio de controlo. As misturas de células/colagénio

foram depois transferidas para placas de cultura de tecido

25



com 24 cavidades e incubadas a 37 °C, durante 30 minutog, até
gque as meléculas de colagénic se agregaram em fibrilos,
fixando assim as c¢élulas dentro dos gé&is de colagénio.
Sobrepbs-se entdo uma camada de 0,5 mL de SBF a 0,5 % em MEMD
gobre o gel e incubaram-se ag células a 37 °C, durante 7
dias, sem alterar o melo. Pasgsados 7 dias de privagao de
soro, substituiu-se o meio por meio D10, que Zfol depois
mudado de 3 em 3 dias. Sete dias depois da reconstituigdo com
meio D10, complementaram-se culturas seleccionadas com
agentes osteo-indutivos: dexametasona 10" M, &cidc ascérbico

2,8 x 10" M e fosfato de B-glicerol 10 mM em meio DIO.

Exemplc &

Transducdo de C&lulag Seleccionadas de FTCBL e Células de

Estroma de Medula com P-galactosidase e Vectores Retrovirais

do Factor IX (LIXSNL)

Ag c¢élulas sensiveis a FTCRl-fvW capturadas dentro ds
blocos de colagénio {ou em placas revestidas de cclagénio) e
as células de estroma de medula humana, seleccionadas por
colocacdo diferencial em placa em meio MEMD-SBF a 10 % (D10),
foram expostas durante 2 horas tanto ao vector de (-
galactosidase (GlBgSvNa) como a um vector do factor IX
(LIXSNL), na presenga de 8 pg/mL de polibreno. As designagdes

G1BgSvNa e LIXSNL indicam a ordem do promotor e as regides de

codificacdo (@1 ou L = MoMuLV LTR; Bg = ADNc de B-
galactosidase; IX = ADN¢ do factor IX humano; 3Sv ou S =
promotor SV40; Na ou N = gene de fosfotransferase de

neomicina) . 0s titulcos dos vectores foram de 1,3 X 10° cfu/mL
para GlBgSvNa e 1 X 10° cfu/mL para LIXSNL. O vector LXSNL,
que contém apenas © gene resistente a neomicina, serviu como
o vector de contreolo. Os vectores retrovirais GlBgSvNa e

LIXSNL foram providenciados como clones de células produtoras
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de PA317 pela Genetic Therapy, Inc., Gaithersburg, MD e Dr.
Dusty Miller, University of Washington, Seattle, Washington,

respectivamente.

Passadas 48 horas, fixaram-se os blocos de colagénio com
paraformaldeido e coraram-se com o corante X-gal @ (p-
galactosidase) para detectar as células que produzem f-
galactosidase citopléasmica. As células do estroma da medula
transduzidas com o vector de f-galactosidase foram também
coradas com o corante X-gal antes e depois da selecgdo de
G418. A eficiéneia da transdugdo das células do estroma foi
determinada em células transduzidas, ndo seleccionadas, por
meio da determinacdo dc nimero de células coradas de azul em
300 células contadas, Este nfimero foi entdoc expresso como a
percentagem de células coradas de azul. Ver Skotzko M.J., et
al., “Retroviral Vector-mediated Gene Transfer of Antisense
Cyclin G1 (CYCGl) Inhibits Proliferation of Human Osteogenic
Sarcoma Cells”, Cancer Research 55: 5493-54%8 (1995). A
intervalog seriados, recclheu-se o meio dag culturas de
células transduzidas com factor IX e vectores de controlo e
armazenaram-se em aliquotas a -70 °C, até se fazer o ensaio

de actividade de agregagdo do factor IX e antigénio.

Mediu-se a actividade coagulante do factor IX tal como
descrito por Gordon E.M., et al., *“Characterization of
Monoclonal Antibedy-purified Factor IX Produced in Human
Hepatoma (HepG2) Cell Cultures after Retroviral Vector-
Mediated Transfer”, J. Int. Pediatr. Heamtol. Oncol. 2: 185-
191, (19985), utilizandc uma modificagdo do tempo parcial de
tromboplastina enquanto se media a quantidade do antigénio do
factor IX utilizande  técnicas de  radio-imuno-ensaio
egspecificas, conforme descrito por Gorden E.M., et al.,
“Expression of Coagulation Factor IX (Christmas factor) in

Human Eepatoma (HepG2) Cell Cultures after Retroviral Vector-
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Mediated Transfer”, 2aAmer. J., Pediatr. Hematol. Oncel. 15;
195-203 (1893). Qualguer elemento significativo nas diferen-
¢as entre os grupos foi analisada por meio de uma andlise da
varidncia. Ver Dixon W.J., et zl., BMDP Statistical Software

(Berkley: University of California Press, 1990).

Exemplo 6

Trangplantacdo de C&lulas Progenitoras do Pré-mesénguima de

Murina, Transduzidas com um Vector Retroviral do Factor IX

(LIXSNL)

Capturaram-se células sensiveis a FTCEL a partir da
medula Ossea de ratos imunco-competentes B6CBA, de 20 gm, com
6 semanas de idade (Jackson Labg, Barr Harbor, Maine), em
placas impregnadas com FTCBl-fviW revestidas com colagénic, em
condigdes de soro pobre (MEMD-SBF a 1 %), durante 5 dias.
Reconstituiram-se entdoc as culturas em meio D10 (MEMD-SBF a
10 %). Fez-se a transducdo das culturas expandidas ao 7° dia
com o vector do factor IX LIXSNL cu o vector de controlo
LXSNL, na presenga de 8 pg/mlL de polibreno e manteve-se em
D10 durante mais 2 semanas. No 21° dia, fez-se uma infusdo de
1 X 10° células na veia da cauda do rato da mesma espécie (n
= 3 para cada grupo}. Recolheram-se amostras de sangue de 7
em 7 dias a partir da cauda do rato, para realizar um ensaio

do antigénio do factor IX.

Exemglo 7

Andlise por Reacgdo em Cadeia de Polimerase & Base de

Transcriptase Inversa (RCP-TI) do Transgene do Factor IX

Humano em Orgios de Murinos
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Izolou-se o ARN total de diferentes &drgdcs de ratos
tratados no exemplo 6, pelo processo do isoticcianato de
guanidinio, conforme descrito por Chormeczynski P., et al.,
“"Single Step Method of RNA TIscolation by Acid Guanidinium
Thiocyanate-Phenol-Chloroform Extraction”, Anal. Biochem,
192:156-59 (1988). Sintetizou-se a primeira hélice do ADNc do
ARN total por transcriptase inversa, conforme descrito pelo
kit do ciclo do ADNc da Invitrogen {Invitrogen, San Diego
Ca), segquido de amplificagdo por RCP. Cada reacgdo num volume
de 20 pL continha 1 pg de ARN, 1 pg de iniciador aleatdrio e

5 unidades de transcriptase inversa de AMV.

Aqueceu-se primeiro em conjunto, a 65 °C, o ARN e inici-
adores aleatdrios para eliminar a sua estrutura secundaria e
depois colocaram-se a temperatura ambiente durante 2 minutos.
Realizaram-se entdo as reac¢bes subsequentes 1X num tampdo de
transcriptase inversa compreendendo dNTPs 5 mM, pirofosfato
de s6dic 4 mM e 5 unidades de transcriptase inversa, a 42 °C,
durante 60 minutos. Aqueceu-se a amogira a 95 °C, durante 2
minutos, para desnaturar o hibrido de ARN-ADNc. Para ampliar
o gene do factor IX humano por RCP, prepararam-ge iniciadores
utilizando a regido do gene do factor IX dentro da qual
ocorre uma diferenca entre a homologia das sequéncias dos

amincdcidos do ADNc humano e de= rato.

Os oligonucledtidos utilizados para efectuar a ampli-
ficag¢do por RCP da sequéncia do factor IX humano, foram osg
seqguintes: (707) 21-mer 5’ ACT CAA GGC ACC CAA TCA TTT 3’
paralelos; (708) 5' AAC TGT AAT TTT AAC ACC AGT TTC AAC 3'.
Adicionalmente, utilizou-se ARN de figado humano como um

controlo pogitivo para a reacgdo de amplificagdo.

O ADNc eintetizado a partir da reacgdo anterior foi

desnaturado, primeirc a 94 °C, durante 5 minutos, depois a 80
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°C, durante 1 minuto, seguidco de 60 °C, durante 45 segundos
(etapa 1). Aqueceu-se entdo a amostra a 72 °C, durante 2 mi-
nutos (etapa 2), seguida de agquecimento a 94 °C, durante 1
minuto, 60 °C, durante 45 gegundos e 72 °C durante 10 minutos
(etapa 3). Realizaram-se as etapas 1 e 2 &apenas 1 vez,
enquantc a etapa 3 foi realizada 30 vezes. Depois da reacgao
estar completa, passaram-se as amostras por géis de agarose a
2,5 % para se visualizarem as bandas do factor IX, conforme

demonstrado pela figura 7.

De acordo com isto, as verificacdes anteriores demons-
tram que FTCBl pode ser utilizado num protocolo de terapia
com genes, em gque as células derivadas de medula O&ssea,
preferencialmente, as células tronco pluri-potentes, sdo oOs

alvos desejados para a libertagdo de um gene num individuo.

Lisboa, 21 de Agcsto de 2008
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REIVINDICACOES

Processc para a obtencdo de uma populagdc de células
blastdideg, redondas, provenientes da medula dbssea,
caracterizado pelo facto de as células gerem células do
pré-mesgénquima que sobrevivem, mas ndo se expandem, na
presenga de FTCBL, em condigdes de Dbaixos niveis

séricos, compreendendc o processo:

{a) o tratamento de células de medula éssea em
condicgdes de baixos niveis sgéricos numa matriz, em
que a matriz & constituida por uma proteina de
fusdo de FTCRl que compreende um sitio de ligagdo
do colagénio derivado do factor de von Willebrand,
em que a proteina de fusfo esta funcionalmente
associada a um gel de c¢olagénio e as células de

medula &Sssea estdo retidas dentre do gel de cola-

génio, e
{b) a geleccdo da referida populagdo de células.

Processo para expressar uma proteina recombinante a
partir de células derivadas de medula &ssea, caracte-

rizado pelo facto de compreender as etapas de:

{a) selecgdc de uma populagdc de células provenientes
de medula Ossea, de acordo com O processco da rei-

vindicagdo 1; ¢

(b} 1insergio, em células sensiveis a FTCRL, de um se-
gmento de ADN que codifica uma proteina terapéu-
tica, em que as células sensivels a FTCRl expressam

a proteina terapéutica.



Processo de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado
pelo facto de as células de medula Ossea serem células

humanas.

Procesgo de acordo com a reivindicagdo 2 ou 3, caracte-
rizado pelo facto de as células sensiveis a FTCBLl serem
células progenitoras do pré-mesénquima ou células do

estroma.

Processo de acordo com a reivindicagdo 4, caracterizado
pelo facto de as células progenitoras do pré-mesénguima

serem células blastdides, pluri-potentes.

Processo de acordo com uma gualguer das reivindicacgles 3
a 5, caracterizado pelo facto de o sgegmento de ADN ter
sido inserido nag células sensiveis a FTCPl in vitro por

meio de um vector viral.

Processo de acordo com a reivindicagdo &, caracterizado

pelo facto de o vector viral ser um vector retroviral.

Processo de acordo com uma qualgquer das reivindicagfes 2
a 7, caracterizado pelo facto de o segmento de ADN codi-

ficar o factor IX humano.

Processo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado

pelo facto de compreender ainda as etapas de:

(a) expansidc da populagdc de células seleccionada para

formar ccolénias de células diferenciadas; e

(b) transdugdo das células expandidas in vitro com um
vector viral compreendendo um gene de codificagdo

de uma proteina terapéutica, fazendo assim com que



10.

11.

12.

13.

as células transduzidas expressem uma quantidade
efectiva sob o ponto de vista terapéutico da pro-

teina terapéutica.

Processc para a produgdo de uma composi¢do farmacéutica,
caracterizado pelo facto de compreender as etapas do
processo da reivindicagdo 9, Util para a terapia de

genes.

Processo de acordo com a reivindicagdo ¢ ou 106, caracte-
rizado pelo facto de se fornecer FTCBRl adicional durante

as etapas de (a) e (b}.

Processo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 9
a 11, caracterizado pelo facto de as células sensiveis a
FTCR1l, derivadas de medula dssea, serem cé&lulas proge-

nitoras do pré-mesénquima ou células de estroma.

Processo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes 9
a 11, caracterizado pelo facto de o vector viral ser um

vector retroviral.

Lisboa, 21 de Agosto de 2008
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FIG. 9 Seccles sagitais embebidas em parafina histoldgica das cimaras de
difusdo explantadas passados 28 dias contendo células tratadas em condices
experimentals diferentes (a, controlo; b, FICh-pLl; ¢, FICrh-pl-F2; d, CPrh-1;
e, PMOrh-2; f, FCFb). dot, paredes da cdmara de difusdo (filtros Millipore);
asterisco, tecido fibroso adjacente a parede; ft, tecido fluido; c, cartilacem;
b, osso; setas, tecido pericindrico que rodeia a cartilagem; setas abertas,

tecido fibroso que aparece prdximo das paredes da cémara. Barra, 500 ym.

FIGURA 9
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