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RESUMO

“Factor de proteina aumentador de produtividade, novas

linhas celulares e suas utilizacgdes”

O presente invento proporciona um método para preparar
virus alvo ndo adenovirus ou proteinas alvo utilizando uma

linha celular de expressdo potente com integracdo estavel no

seu genoma de um Jgene dque codifica uma proteina reguladora
heterbdloga especifica.
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DESCRICAO

“Factor de proteina aumentador de produtividade, novas

linhas celulares e suas utilizacgdes”

O presente invento proporciona um método para preparar um
virus alvo ndo adenovirus ou proteinas alvo utilizando uma
linha celular de expressdo potente com integracdo estavel no

seu genoma de um gene que codifica uma proteina PIX.
Antecedentes do invento

Os produtos biofarmacéuticos de células eucaridticas séao
uma parte integrante da medicina moderna. Contudo, a
produtividade aumentada e a seguranca aumentada sdo parametros
importantes que ainda necessitam de optimizacdo substancial. O
constrangimento mais critico aos esforcos de optimizacdo é o
proprio substrato celular. E extremamente util um transgene
seguro dque possa ser introduzido em linhas celulares Jja
disponibilizadas para utilizacdo em processos biofarmacéuticos
para aumentar os rendimentos de produto obtido de tais células

manipuladas.

Os adenovirus sdo virus de ADN em cadeia dupla, sem
invélucro (nus) e que infectam uma vasta gama de animais. De
entre os membros mals bem caracterizados encontra-se o
adenovirus humano serotipo 5 (Ad5). Este virus é uma causa
frequente dos sintomas da gripe comum e a 1infeccdo ocorre

muitas vezes na infancia.

Os adenovirus podem ser submetidos a manipulacdo genética
e utilizam-se adenovirus com replicacéo incompetente,
incluindo Ad5 (numero de acesso GenBank para a sequéncia:
AC 000008) como vectores em terapia génica e para vacinacdo
terapéutica. Para obter wvirus com replicacdo incompetente
substituem-se regides grandes do ADN gendbmico com sequéncias
ndo viricas. As funcdes viricas em falta sdo proporcionadas em
trans por linhas celulares hospedeiras que foram transfectadas

de forma estédvel com genes que estdo deletados no vector. Um
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dos primeiros sistemas que foi desenvolvido consistiu de
vectores adenoviricos deletados na regido reguladora EI,
produzidos em linhas celulares dgue proporcionam as proteinas

E1l correspondentes.

A linha celular mais comum para este objectivo é a linha
celular 293. Esta linha foli gerada em 1977 por transfeccdo de
ADN gendémico adenovirico fragmentado em células humanas
primarias (Graham et al., J. Gen. Virol. 36, 59-74 (1977)),
muito antes de se reconhecer que os adenovirus podem servir
como vectores de terapia génica. Provou-se subsequentemente
que a linha celular resultante continha os nucledétidos 1 a
4344 do ADN genbémico (Louis et al., Virology 233, 423-429
(1997)) que inclui a regido El; esta caracterizacdo demonstrou
que a regido El1 pode ser utilizada para imortalizar e

transformar células priméarias.

Em posicdo adjacente a regido El segue-se o gene para pIX
(“proteina 9”; nuclebdtidos 3609 a 4031 no ADN gendbmico). O
promotor para pIX estd embebido no interior da componente EIB
da regido El. Um mecanismo denominado oclusdo do promotor
permite expressdo de pIX a um ponto temporal precoce mais
tarde no ciclo de infeccdo virico no arranque da replicacdo do
ADN virico com aumento do numero de cbdpias do ADN virico
(Fessler e Young, J. Virol. 72, 4049-4056 (1998)). Apesar do
gene estar presente no interior dos 4344 nucledtidos
integrados em células 293, a expressdo de pIX ndo pode ser
detectada mesmo com métodos sensiveis de marcacdo radioactiva
(Spector et al., J. Virol. 36, 860-871 (1980)).

Tal como anteriormente descrito, gerou-se a replicacdo de
vectores adenoviricos deficientes por delecdo da regido El1 do
genoma virico. Os produtos El1 sdo essencialis para replicacéo
virica e a funcdo da regido El1 teve entdo que ser
proporcionada em trans através de transgenes El1 estédveis na
célula de empacotamento do adenovirus (tal como a linha
celular 293). Devido a proximidade da regido El1 com o gene
pIX, ocorre recombinacdo frequente entre vectores adenoviricos

deletados e E1 no genoma hospedeiro. Este evento de
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recombinacdo gerou adenovirus com replicacdo competente (RCA),
uma contaminacdo importante em preparacdes de vector. Para
suprimir este evento de recombinacdo deletou-se pIX do genoma
do adenovirus. No decurso destas experiéncias reconheceu-se
que pIX estabiliza a capside adenovirica contra stress térmico
e estérico por aumento da interaccdo dos principais blocos de
construcdo, os exdes (Colby e Shenk, J. Virol. 39, 977-980
(1981); Ghosh-Choudhury et al., EMBO J. 6, 1733-1739 (1987)).
A morfogénese na auséncia de pIX d& origem a virus sensiveis a
temperatura que ndo podem entregar moléculas de ADN gendmico
maiores do que 105% dos 35938 pares de bases do tipo selvagem.
Para mesmo assim permitir uma capacidade de empacotamento
normal e estabilidade térmica, introduziu-se de forma estéavel
ou epissémica a proteina pIX em linhas celulares dque se
pretende sejam células de empacotamento de vectores
adenoviricos (Krougllak e Graham, Hum. Gene Ther. 6, 1575-1586
(1995); Carovokyri, C. e Leppard, K.N., J. Virol. 69, 6627-
6633 (1995) WO 99/57296 e Imler et al., Gene Therapy 3, 75-84
(1996)) .

Reconhecendo igualmente que pIX decora a superficie dos
virides, geraram-se proteinas de fusdo pIX com o objectivo de
expandir a gama de hospedeiros dos vectores adenoviricos ou
para monitorizar a morfogénese e a migracdo intracelular de
particulas viricas (revisto por Parks, Mol. Ther. 11, 19-25
(2005)) .

Apesar de ser claramente uma proteina estrutural, pIX
também estd implicada como proteina reguladora para replicacéo
de adenovirus. Assume-se que PIX funciona como transactivadora
de transcricdo para aumentar expressdo de E1A, uma funcdo que
& possivelmente exercida como uma viroquina por proteina PIX
proveniente da cépside na etapa de infeccdo (revisto por
Parks, Mol. Ther. 11, 19-25 (2005)). Descreveu-se dque PIX,
conjuntamente com a proteina precoce E4 Orf3, também interage
com 1inclusdes sub-nucleares denominadas corpos PML (Puvion-
Dutilleul et al., Exp. Cell. Res. 218, 9-16 (1995); Leppard e
Everett, J. Gen. Virol. 80, 997-1008 (1999)). Estes séao

agregados dindmicos de 250 nm a 500 nm de tamanho e propde-se
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que estejam envolvidos na regulacdo de diferenciacdo celular
(Wang et al., Science 279, 1547-1551 (1998)), controlo de
apoptose (Quignon et al., Nature Gen. 20, 259-265 (1998)) e
resposta a infeccdo virica (Moller e Schmitz, Arch Immunol
Ther Exp (Warsz) 51, 295-300 (2003)).

Devido aos seus efeitos pleotrépicos, introduzimos a
proteina PIX em linhas celulares para analisar se PIX aumenta
a proliferacdo celular ou as propriedades de producdo de
produtos biofarmacéuticos que ndo estdo relacionados com
adenovirus ou vectores adenoviricos. H& uma necessidade
genérica de factores que modulem estas propriedades em linhas

celulares estabelecidas.

Por exemplo, os virus atenuados (enfraquecidos) sao
candidatos de vacina promissores: por inoculacdo mimetizam uma
infeccéao natural mas permitem mais tempo para o
estabelecimento da resposta imunitdria protectora pretendida
pelo vacinado. Devido aos numeros crescentes de doentes
imunocomprometidos (por exemplo, devido a infeccdo com VIH)
pretendem-se estirpes altamente atenuadas. Enquanto as
estirpes atenuadas ainda evoluem no sentido (habitualmente
benigno) da infeccédo, as estirpes altamente atenuadas séao
bloqueadas ao nivel celular mesmo na auséncia de um sistema
imunitario funcional. Um método frequentemente utilizado para
estabelecer e manter atenuacdo é a passagem do virus para um
tecido hospedeiro diferente. Por exemplo, o0s virus do sarampo
e da papeira com objectivos de vacinacdo humana sdo passados
em células primdrias em ovos de galinha embriondrios ou em
culturas destes derivados. Uma nova geracdo de vacinas baseia-
se no virus pox altamente atenuado que também depende das
células primdrias de galinha ©para producdo. As células
primédrias de galinha que podem substituir uma linha celular e
que ao mesmo Tempo se protegem a si préprias contra infeccéo
virica, embora de forma menos eficaz, devido a manipulacdes
secundarias tal como introducdo do transgene PIX, proporcionam

assim um substrato altamente desejavel.
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Para outros objectivos pode preferir-se uma linha celular
mamifera (em vez de aviaria). Tals linhas celulares preferidas
j4& existem e passaram o exame por autoridades de saude
relativamente a seguranca e riscos apresentados por produtos
biofarmacéuticos derivados. Também aqui, é altamente desejavel
uma manipulacdo secunddria (tal como introducdo do transgene
PIX) para aumentar o espectro de aplicacdes disponiveis ou de
eficdcias de producdo sem comprometer as caracteristicas de

sedguranca.

Resumo do invento

Quando se preparam linhas celulares que foram
transfectadas de forma estdvel com gene pIX adenovirico (ou um
seu analogo de fusdo quimérica), observamos 1inesperadamente
que pIX exerce um efeito fenotipico em células aviéadrias e
humanas. Para células aviarias isto é especialmente
surpreendente porque as células aviarias ndo podem ser
infectadas por adenovirus humanos e os adenovirus aviarios
(tais como CELO ou adenovirus aviario do tipo 8) ndo codificam
um homélogo de PIX (Ojkic e Nagy, J. Gen. Virol. 81, 1833-1837
(2000)). Além disso, observamos gue a presenca estiavel de PIX
aumenta a susceptibilidade da célula a inducdo por um analogo
de ARN em cadeia dupla, provavelmente a partir de um receptor
do tipo toll 3. Provavelmente neste contexto, também
observamos 1inesperadamente que a presenca de proteina PIX
aumenta os rendimentos de virus pox altamente atenuado em
células hospedeiras aviarias. Dado que as células infectadas
com virus pox sofreram menor inducdo pelo andlogo de ARN em
cadeia dupla, podemos ter encontrado uma interaccdo entre
proteina PIX e genes anti-interferdo do virus pox que ndo foi
anteriormente descrita. Também observamos um aumento
surpreendente do rendimento de produto protedceo (ndo apenas
virico) libertado por uma linha celular transfectada de forma

estéavel.

Assim, o presente invento proporciona
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(1) um método para preparar um virus alvo ndo adenovirus

ou uma ou mais proteinas alvo, em que o método compreende

(a) cultivar uma célula de expressdao obtenivel por
infeccdo ou transfeccdo de uma célula hospedeira, apresentando
integrada de forma estdvel no seu genoma, um gene que codifica
para um PIX de adenovirus e expressa de forma estavel a
referida proteina PIX com o referido wvirus alvo ou com um
vector que contém sequéncias de acido nucleico que codificam o
referido virus alvo ou com o vector que contém sequéncias de
dcido nucleico que codificam as referidas uma ou mais
proteinas alvo (em que o virus alvo ndo adenovirus nao contém
a referida proteina PIX e a(s) proteina(s) alvo diferem da

referida proteina PIX) e

(b) isolar o virus alvo ou a(s) proteina(s) alvo;

(2) uma concretizacdo preferida de (1) anteriormente, em
que a referida proteina PIX aumenta a produtividade da célula
na producdo de um virus que ndo contém a referida proteina PIX
e na producdo de uma proteina diferente da referida proteina

reguladora;

(3) uma concretizacédo preferida de (1) e (2)
anteriormente, em que a pIX de adenovirus se proporciona como
uma proteina de fusdo com receptor de acido retindico alfa, é
de preferéncia uma proteina de fusdo <com a sequéncia
apresentada em SEQ ID NO:4 ou estd fundida a uma GFP e contém
uma NLS, preferentemente é uma proteina de fusdo com a

sequéncia apresentada em SEQ ID NO:23;

(4) uma concretizacéo preferida de (1) a (3)
anteriormente, em que a célula hospedeira e de expressdo é uma
célula de vertebrado incluindo células mamiferas e células
aviadrias, preferentemente a célula mamifera ¢é uma célula
derivada de cérebro humano e a célula aviadria é uma célula
derivada de retina de pato ou uma célula derivada de somitos

de pato;
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(5) uma concretizacdo preferida de (1) a (4)
anteriormente, em que a célula hospedeira e de expressdo & uma
célula derivada de cérebro humano, preferentemente de cérebro
fetal humano e com a maior preferéncia é uma célula NC5T11 e a
referida célula contém uma sequéncia de Aacidos nucleicos dque
codifica PIX de adenovirus, preferentemente a referida
proteina PIX é codificada por um acido nucleico apresentado em
SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 ou SEQ ID NO: 22;

(6) uma concretizacdo preferida de (5) anteriormente, em
que a célula hospedeira é uma célula NC5T11#34 e a célula de
expressdo ¢é derivada da célula NC5T11#34, tendo sido a
respectiva célula NC5T11#34 depositada em DSMZ com o numero de
acesso DSM ACC2744;

(7) uma concretizacdo preferida de (1) a (4) anteriormente
em que a célula hospedeira e de expressdo é uma célula
aviaria, preferentemente derivada de retina de pato ou de
somitos de pato e a referida célula contém a sequéncia de
adcidos nucleicos que codifica PIX de adenovirus,
preferentemente a referida proteina PIX é codificada por um
dcido nucleico apresentado em SEQ ID NO:1, SEQ ID NO:3 ou SEQ
ID NO: 22;

(8) uma concretizacdo preferida de (7) anteriormente, em
que a célula hospedeira é uma célula CR.PIX (17allb) e a
célula de expressdo ¢é derivada da célula CR.PIX (17allb),
tendo sido a referida célula CR.PIX (17allb) depositada em
DSMZ com o numero de acesso DSM ACC2749;

(9) uma célula de expressdao de vertebrado imortalizada
para produzir um virus alvo tal como definido em (1) a (8)
anteriormente, sendo preferentemente a expressdo tal como
definida em (5) a (8) anteriormente; em que a célula de
expressado tem estavelmente integrado no seu genoma um gene due
codifica PIX de adenovirus e que expressa o referido PIX de
forma estéavel e estd infectada ou transfectada com um virus
alvo ndo adenovirus ou com um vector contendo sequéncias de

dcidos nucleicos que codificam o referido virus;
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(10) a utilizacdo da célula de expressdo tal como definida

em (7) anteriormente para preparar um virus alvo.

Descrigao sucinta das figuras

Figura 1: Histdéria da 1linha celular NC5T11. A neuro-
esferas de células primérias cultivadas em condicdes isentas
de soro. B monocamada de células primadrias cultivadas em
DMEM/F12 com FCS a 5%. C foco primadrio duas semanas apds
transfeccdo com p79. As setas indicam a fronteira entre
células primarias e células 1mortais. D cultura homogénea
aderente de células imortalizadas em DMEM/F12 com FCS a 5%. E
cultura em suspensdo de NC5T11l em tubos de agitacdo em EXcell
VPRO.

Figura 2: Deteccédo por imunofluorescéncia de EIA e EIB em
NC5T11. Apdbs fixacdo com metanol, trataram-se células com
anticorpos de rato dirigidos contra EIA e E1B 55k
respectivamente, seguido por anticorpos anti-rato conjugados
com vermelho do texas. Tal como apresentado na figura 2 todas
as células da amostra apresentam coloracdo nuclear tipica de
E1A e coloracdo citoplasmdtica para EIB. Apds fixacdo com
metanol, trataram-se as células com anticorpos de rato
dirigidos contra EIA e EIB 55k respectivamente, seguido por
anticorpos anti-rato conjugados com vermelho do texas. Tal
como aqui apresentado, todas as células da amostra apresentam

coloracdo nuclear tipica de EIA e coloracdo citoplasméatica

para E1B.
Figura 3: Produtividade especifica de clones aat
seleccionados. Inocularam-se clones celulares de NC5T11

transfectados com C55 e seleccionados com puromicina a 7x10?
células em placas de 12 pocos, determinando-se o nuUmero de
células e o titulo aat aos dias 1, 2 e 3 apds inoculacdo e
calculou-se a produtividade especifica da célula maxima

diaria.
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Figura 4: Anédlise de expressdo de NCS5Tllpuro#8 em cultura
descontinua em agitador. Inocularam-se as células em 12 ml de
EXCELL VPRO a 6x10*' células/ml em tubos de agitacdo de
polipropileno de 50 ml (TPP, Suica) e submeteu-se a rotacao
com um raio de 1 cm e uma velocidade de 160 rpm. Retiraram-se
amostras de 200 ul aos dias 4, 7, 9, 11, 15, 18 e 21.
Determinou-se densidade e viabilidade celular apds coloracdo

com azul de tripano utilizando um hemacitémetro.

Figura 5: Deteccdo do ADNc de pIX-RARA por PCR num
conjunto de clones. Gerou-se um conjunto de clones
apresentando o gene pIXRARA a partir de NC5T1llpuro#8 por
transfeccdo com F67 e seleccdo com higromicina. Extraiu-se ARN
utilizando um kit de extraccdo de ARN (Machery Nagel,
Alemanha) e sintetizou-se ADNc utilizando transcritase reversa
AMV  (Invitrogen). Amplificaram-se ADNc do fragmento pIX
sozinho ou do gene pIXRARA completo com o iniciador 1 e 1 e

164, respectivamente.

Figura ©6: Deteccdo das sequéncias pIX como parte da
proteina de fusdo em subclones de NC5T1llpuro#8 e NC5T11 (#34,
35, 36, 37, 38) resistentes a higromicina por PCR. Isolou-se
ADN de clones de células cultivados em 6 pocos por lise em SDS
seguida de extraccdo fendlica e precipitacdo. Amplificou-se

ADN com os iniciadores 1 e 2 durante 28 ciclos.

Figura 7: Determinou-se a estabilidade dos genes pIXRARA e
pIX em NC5HT11 com transfeccdo estavel relativamente a EIB:
introduziram-se E1A+FE1B e PIXRARA em transfeccdes
independentes e os genes El e tém sido mantidos na auséncia de
seleccdo durante mais de 2 anos e consideram-se portanto
estavelmente integrados. Isolou-se ADN gendmico de clones
celulares seleccionados a 2 pontos temporais: imediatamente
apds paragem de seleccdo com hyg (precoce); apds 2 meses na
auséncia de pressdo selectiva (tardio). Determinaram-se os

niveis de ADN PIX e EIB por PCR em tempo real.

Figura 8: Atraso de crescimento induzido por tratamento
com RA em clones recombinantes pIXRARA de NC5T11 e
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NC5T11lpuro#8. Inocularam-se as células a 2x10° em placas de 6
pocos na presenca ou auséncia de &acido retindico a 6 npg/ml.
Tiraram-se fotografias apresentando atraso de crescimento aos
clones tratados com RA #12 e #34 mas ndoc NC5T11 4 dias apéds
inoculacdo utilizando 1imagem de contraste de fase a uma

ampliacédo de 4x.

Figura 9: PIXRARA evita 1inibicdo de replicacdo de virus
por interferdo. Infectaram-se células NC5T11 e NC5T11#34 com
EMCV um virus sensivel a interferdo a uma MOI de 0,004 em
células tratadas com interferdo beta. Submeteram-se lisados

celulares a titulacédo por formacdo de placas em células AbL49.

Figura 10: Andlise de expressdo da linha celular

NC5T1lpuro#8 que expressa alfa-l-antitripsina a partir do
vector C55 e dos seus subclones #10, #12, #14, apresentando o
vector Fo67 (pEFpIX-RARA) além de C55. Inocularam-se as células
em EXCELL VPRO (JRH Biosciences) a 6x10* células/ml em tubos
de agitacdo de polipropileno de 50 ml (TPP, Suica) com um
volume total de 12 ml e submeteu-se a rotacdo com um raio de 1

cm e uma velocidade de 160 rpm.

Figura 11: Expressdao de PIX em células CR de retina de
pato. Painel da esquerda: reaccdo de PCR contra gene PIX em
ADN gendémico de células pIX. Carga do gel da esquerda para a
direita: marcador de 1 kb (Invitrogen); PCR em ADN gendmico de
CRpIX; controlo diferente de molde; controlo positivo com
plasmideo utilizado em transfeccdo de CRpIX. Painel da
direita: transferéncia “Western” para deteccdo de proteina pIX
em células CRpIX. Pista 1: células 293; pista 2: proteina pIX
em células CRpIX.

Figura 12: Manutencédo estavel do transgene PIX em células
de retina de pato. Painel superior esquerdo: MCX e DXS séo
aliquotas independentes de um clone CRpIX cultivado durante
mais de 3 meses em paralelo e sem seleccdo. Apds trés meses,
utilizou-se PCR TagMan para contar os numeros de cobopias de
transgene EIB e PIX em MCX e DXS. Como o transgene EIB é

mantido independentemente de PIX a razdo dos dois genes & uma
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indicacdo da manutencdo do transgene PIX. A razdo ndo alterou
entre MCX e DXS. Além disso, a razdo entre ARNm de PIX e ARNm
de E1R também ndo alterou e o ARNm de PIX estava em excesso
relativamente a ARNm de E1B indicando expressdo de PIX. Painel
da direita: cultivaram-se células CR.HS MCX e parentais
(negativas para PIX) com ou sem pressdo selectiva com
higromicina durante 2 semanas (indicado por barras negras no
eixo dos XX). Isolou-se ADN gendbmico a diferentes pontos
temporais (indicados por “A”, “B” e “C”) e sujeitou-se a
quantificacdo com TagMan (esquerda em baixo). Quando as
células parentais foram mortas por higromicina, as células MCX
sobreviveram. A razdo de transgenes permaneceu constante,
indicando mais uma vez a manutencdo estdvel do transgene PIX
também na presenca de pressdo selectiva. O tempo de duplicacéo
para células parentais é de aproximadamente 32 h mas & apenas

de 41 horas para células MCX.

Figura 13: Efeito de PIX na replicacdo de MVA em células
CS. Infectaram-se células CS e CSpIX com MVA e ensailaram-se
para replicacdo de MVA 48 h e 72 h apds a infeccédo. O
rendimento de MVA foil significativamente superior em células
CS positivas para PIX. Igualmente, tal como evidenciado na
microimagem de contraste de fase, o efeito citopadtico pareceu
atrasado para células CSpIX as 48 h. Contudo, ambas as
culturas sdo susceptiveis ao virus em graus semelhantes dado

ser evidente a lise completa as 72 h apds infeccéo.

Figura 14: Efeito de PIX na replicacdo de MVA em células
CR. Infectaram-se células CR e CRpIX em suspensido com
diferentes multiplicidades e a varias densidades celulares de
inéculo. Ensaiou-se o rendimento de MVA 48 h apds a infeccédo e
apresenta-se no eixo dos YY. O tamanho dos circulos representa
as densidades celulares de indéculo. Os circulos a cheio
apresentam valores para células CRpIX, os circulos a branco
representam valores para células parentais. Em todas as
configuracdes PIX confere um aumento nitido das taxas de

amplificacdo de MVA.
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Figura 15: Distribuicdo subcelular de PIX-GFP em células
de pato. Aparece PIX marcado com GFP em alguns pontos
brilhantes citoplasmaticos e coloracdo citoplasmética difusa
que exclul vastamente o nucleo. Outros clones apresentam
coloracdo mails forte e citoplasmatica difusa e acumulacdo mais

intensa mesmo a margem do nucleo.

Figura 16: Distribuicdo subcelular de variantes de PIX-GFP
em células CHO. Para investigar alteracdes 1induzidas na
distribuicdo de PIX no interior das células, geraram-se
variantes de fusdo incluindo a insercdo de um local de
localizacdo nuclear (NLS) e fusdo ao receptor retindico alfa,
uma proteina celular que J& contém um NLS. Apresentam-se
células CHO com transfeccdo transitéria com plasmideos de

expressado para variantes PIX-GFP.

Figura 17: Efeito da inducdo de interferdo na presenca de
PIX. Trataram-se células CSpIX e CRpIX com poly I: poly C, um
indutor conhecido de resposta de interferdo de tipo I e
compararam-se com células parentais. Fizeram-se reagir células
CSpIX com maior sensibilidade para poly I:poly C relativamente
a células CS. As células CRpIX e CR reagiram de forma

comparavel e em menor extensdo do que células CS.

Figura 18: Efeito de 1infeccdo por MVA e inducdo de
interferdo na presenca de PIX-GFP. Trataram-se células CSp9GFP
e CRp9GFP com poly I:poly C e infectaram-se com MVA a uma
M.0.I. de 0,1 tal como indicado. Mais uma vez, as células
derivadas de CS reagiram de forma mais forte a inducdo por
interferio. Surpreendentemente, O numero de corpos PIX
brilhantes parece diminuir por inducdo ou infeccdo em ambas as
linhas celulares engquanto a intensidade global do sinal de
PIX-GFP aumenta. Além disso, o efeito de inducdo poly I:poly C
melhora por infeccédo paralela com MVA tal como indicado por um
maior numero de células CS que ficam aderentes 22 h apds o

tratamento.
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Descrigao detalhada do invento

O método da concretizacdo (1) do invento utiliza uma
célula de expressdo tendo integrado no seu genoma um gene dJue

codifica para pIX, apresentando as seguintes propriedades:

1. Modula a transcricdo e especialmente se estiver
ligada aos moduladores ou reguladores adequados, também
influencia o crescimento celular.

2. Aumenta a produtividade da linha celular
relativamente a producdo de um virus ndo contendo a referida
proteina PIX (i.e. a proteina PIX nd&o é& um substituto de uma
proteina deletada do virus) e/ou relativamente a producédo de

uma proteina diferente da referida proteina regulatéria.

De acordo com uma concretizacdo do invento a proteina
regulatdédria heterdloga €& a proteina pIX do serotipo 5 de
adenovirus e noutras concretizacdes obtém-se a proteina de um

adenovirus de um serotipo diferente.

S&o especialmente preferidas proteinas de fuséo,
nomeadamente proteinas de fusdo compreendendo pelo menos um
primeiro dominio compreendendo uma proteina PIX tal como
anteriormente aqui definida e pelo menos um segundo dominio
compreendendo uma proteina ou péptido que actua como um
modulador de transcricdo. Numa concretizacdo preferida do
invento o referido modulador de transcricdo ¢é um factor de
transcricdo incluindo o receptor alfa de acido retindico, que
pode estar presente em forma completa ou incompleta (i.e.
truncada). O modulador pode também ser um péptido de trénsito
que 1inclui sequéncias NLF, e.g. as apresentadas em SEQ 1ID
NO:21. De acordo com o invento o primeiro e segundo dominio (s)
estdo ligados covalentemente entre si directamente ou através
de um ligante peptidico. 0Os 1ligantes peptidicos adequados
incluem estruturas flexiveis e hidrofilicas tal como poli gly-

sSer.

As expressdes “célula” e “linha celular” tal como

utilizadas na descricdo detalhada seguinte referem-se a
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células de expressdo/linhas celulares de expressdo e células

hospedeiras/linhas celulares hospedeiras.

De acordo com o invento prefere-se que a proteina PIX seja
expressa na célula numa quantidade de pelo menos 1 pg/ug de
proteina celular, preferentemente a uma quantidade de pelo
menos 10 pg/ug de proteina celular de modo que a expressdo

possa ser determinada por transferéncia “Western”.

Na célula do invento a proteina PIX estd preferentemente
sob controlo de um promotor estéavel homdlogo ou heterdlogo. Os
promotores adequados sdo promotores celulares constitutivos ou
suas variantes tais como o promotor de factor 2 de alongamento
por translocacdo humano. Uma variante especifica do promotor
de factor 2 de alongamento por translocacdo humano utilizado
no invento tem a sequéncia apresentada em SEQ ID NO:12. A
sequéncia apresentada representa uma versdo “curta” do
promotor que se localiza no cromossoma humano 19:3,935,325-
3,936,638 (conjunto de genoma humano Maio de 2004) e
proporciona uma expressdao estidvel de nivel médio. Para uma
expressdo mais forte pode utilizar-se uma versdo “mais longa”
do promotor localizado no chrl19:3,935,349-3,938,957 (conjunto

de genoma humano Maio de 2004).

De acordo com o 1invento, a célula ¢é uma célula de
vertebrado incluindo células de mamifero e células aviarias.
As células de mamifero adequadas sé&do células humanas e células
de roedor incluindo ratinho, rato, hamster, etc. As células de
mamifero especialmente preferidas de acordo com o invento séo
células derivadas de cérebro humano, especialmente de cérebro
fetal humano, uma célula de ratinho NSO ou Sp2/0, uma célula
BHk ou CHO. As células aviarias adequadas sédo células de pato,
galinha, codorniz e ganso. As células avidrias especialmente
preferidas de acordo com o invento sdo células derivadas de
uma célula derivada de retina de pato ou derivada de um

somito.

Por outro lado, a célula do invento pode ser derivada de

uma célula priméria ou de uma célula anteriormente
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imortalizada. Além disso, a célula pode transportar
adicionalmente genes 1imortalizados (viricos) incluindo uma
proteina E1 de um adenovirus, tal como a proteina El1 de
mastadenovirus grupo C tipo 5 e semelhantes. E especialmente
preferido de acordo com o presente 1invento que a célula
contenha adicionalmente o gene de adenovirus E1A e/ou EIB
apresentado na SEQ ID NO:5.

A célula utilizada no método da concretizacdo (1) do
invento pode conter adicionalmente sequéncias funcionais, e.dg.
sequéncias necessérias para a sua aplicacdo como célula de
expressao tal como sequéncias de marcador de seleccdo, locais
de dador/aceitador de splicing e/ou sequéncias de
reconhecimento de recombinase permitindo integracdo de uma
sequéncia de &acido nucleico alvo a ser expressa na célula,

etc.

A “infeccdo”, “transfeccdo” e “transformacdo” efectuada no
contexto do método das concretizacdes (1), (10) e (12) do
invento pode ser efectuada de acordo com procedimentos padréio
conhecidos do perito na especialidade. 0Os referidos métodos
podem abranger adicionalmente etapas adequadas de seleccéo,

isolamento e expansdo, caso necesséario.

No método da concretizacdo (1) o wvirus alvo inclui wvirus
de tipo selvagem, mutado ou deletado, virus adaptado ao frio
ou atenuado, estirpes de wvacina, vectores viricos contendo

gene (s) heterdlogos, vectores viricos tal como lentivirus,

virus pox, virus adenoassociados (aav), virus Therpes e
flavivirus.
Adicionalmente, no método as concretizacéao (1) a(s)

proteina(s) alvo incluem anticorpos, proteinas recombinantes
tal como eritropoietina, alfa-l-antitripsina, factores de
coagulacdo sanguinea VIII e IX e interferdes, antigénios
viricos tais como influenza HA e NA e M, HBV-S, proteina G de
herpes e proteina G de raiva, hormonas peptidicas e
semelhantes. Apesar do método permitir a producdo de células

capazes de expressdo simultédnea de mais de uma proteina alvo,
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é especialmente preferivel que codifique apenas uma proteina

alvo.

A cultura e isolamento do método da concretizacdo (1) do
invento podem efectuar-se de acordo com procedimentos padréao
facilmente disponiveis ao perito na especialidade. O referido
método pode incluir adicionalmente etapas de purificacéo
padrdo assim como etapas de modificacdo subsequentes do virus

alvo ou de proteina(s) alvo.

Relativamente as concretizacdes preferidas das linhas
celulares de expressdo e hospedeiras da concretizacdo (9)
refere-se a discusséo detalhada aqui anteriormente

proporcionada em relacdo a concretizacédo (1).

Depositou-se a linha celular NCST11#34 em DSMZ-Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Mascheroder Weg 1lb, 38124 Braunschweig, Alemanha a 4 de
Novembro de 2005 sob o numero de acesso DSM ACC2744. A linha
celular CR.PIX (17allb) foli depositada em DSMZ-Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Mascheroder Weg 1lb, 38124 Braunschweig, Alemanha a 24 de
Novembro de 2005 sob o numero de acesso DSM ACC2749.

O invento serd explicado mais detalhadamente através dos
exemplos que se seguem, que sao contudo apresentados como nao
limitativos do invento.

Exemplos

Exemplo 1: Desenvolvimento da linha celular NC5T11

A linha celular foli desenvolvida a partir de uma mistura
de células de cérebro fetal por imortalizacdo com genes ElA e

B de adenovirus 5 por transfeccdo ndo virica.

Retirou-se uma amostra de tecido da zona periventricular
do cérebro de um feto apds aborto induzido. Dissectou-se com

tesouras e homogeneizou-se por aspiracdo com um pipeta de
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cultura de tecidos em meio de cultura neuronal baseado em
DEMEM/F12 contendo hFGF a 20 ng/ml (Invitrogen, Carlsbad, CA
92008, USA), hEGF a 20 ng/ml (Invitrogen), 1x suplemento N2
(Invitrogen) e heparina a 8 pg/ml (Sigma Aldrich, St. Louis,
USA). Sedimentaram-se as células a 200 g durante 3 min.
Avaliou-se a viabilidade das células wutilizando azul de
tripano e iodeto de propidio utilizando citometria de fluxo
(BD Biosciences, Jose, CA 95131, USA). A viabilidade foi de
75%. Inocularam-se 0,5x10° células em frascos T25. Incubaram-
se as células a 37 °C e CO, a 5%. As células formaram
neuroesferas no dia 5 da cultura. Apresentam-se neuroesferas
na figura 1A. No dia 8 transferiram-se as células para
DMEM/F12 suplementado com FCS a 5% para permitir ligacdo e
estimular a proliferacdo. As células formaram uma monocamada
homogénea tal como apresentado na figura 1B e foram passadas
1:5 uma vez por semana. Esta cultura primaria de células

neurais foi denominada NC5.

Apbds 2 semanas em meio contendo soro, tranfectaram-se as
células com vector p79 em placas de 6 pocos subconfluentes
utilizando Effectene (Qiagen, 40724 Hilden, Alemanha) como um
agente transfeccdo, seguindo as instrucdes dos fabricantes. O
plasmideo p79 contém os seguintes elementos: O pBluescript
(Stratagene, USA) serve como esqueleto do plasmideo, no qual o
marcador de resisténcia a ampicilina foi substituido pelo gene
de resisténcia a canamicina dirigido por um promotor
bacteriano que permite crescimento e seleccdo em E. coli. O
vector contém um fragmento de adenovirus de tipo 5 de tipo
selvagem (SEQ ID NO: 5) contendo os quadros de leitura abertos
de El1A (variantes de splicing 135S e 12S com ou sem o dominio
CR3, respectivamente) e EIB 55k e 19k, bem como as sequéncias
a montante de EIA. O gene EI1A é antecedido pelo promotor de
fosfoglicerato quinase (ratinho). As sequéncias de adenovirus
sdo seguidas pelo sinal de poliadenilacdo do gene de timidina
quinase de Herpes simplex, que serve como um substituinte para
o sinal de poliadenilacdo EIB. Os elementos foram obtidos a
partir dos respectivos organismos ou de plasmideos dadores por
PCR e clonados wutilizando técnicas convencionals de ADN

recombinante e verificados por sequenciacdo. Dois dias apbds
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transfeccdo, as células foram tripsinizadas e transferidas
para uma placa de 10 cm. Duas semanas mals tarde, formaram-se
focos de pequenas células com uma elevada razao
nucleo/citoplasma e bordos nitidamente distinguiveis (figura
1C) em células transfectadas, mas ndo em células com
transfeccdo simulada. Isolaram-se oito focos independentes da
11® transfeccdo com tripsina utilizando cilindros de clonagem
(Corning, USA), inocularam-se em pocos de uma placa de 24
pocos e expandiram-se através de placas de 12 pocos e placas
de 6 pocos para frascos T25. Todos os focos isolados continham
dois tipos de células: células pequenas com bordos nitidos e

células estendidas do tipo fibroblasto.

Trés semanas apds transfeccdo tornaram-se visiveis 15
clones adicionais na transfeccdo T11, alguns dos quais podem
ser origindrios das restantes células de clones primarios ja

isoladas.

Os clones Tlla.l e Tlla.6 apresentaram o crescimento mais
rapido e foram crio-conservados em DMEM/F12, DMSO a 10%, soro
a 25%, 8 semanas apds transfeccdo. Nesta altura todos os
clones ainda continham uma fraccdo de células com citoplasma
aumentado com semelhancas ao fendtipo primadrio. No entanto,
com uma razdo de divisdo de 1:5 para Tlla.l e Tlla.6 foram
extintos e eliminados aproximadamente 3 meses apobds
transfeccdo. Efectuaram-se experiéncias de imunofluorescéncia
para associar a morfologia modificada com a expressdo de E1 A
e EIBR. Apds fixacdo com metanol, trataram-se as células com
anticorpos de rato dirigidos contra E1IA e EIB 55k,
respectivamente, seguido por anticorpos anti-rato conjugados
com vermelho de texas. Tal como apresentado na figura 2 todas
as células na amostra apresentam coloracdo nuclear tipica para

E1A e coloracdo citoplasmatica para ELB.

Trés meses apds transfeccdo transferiram-se os clones
Tlla.l e Tlla.6 para meio ProPER 1isento de soro (Cambrex,
Bélgica) por inoculacdo de 1,6x10° células apds tratamento com
tripsina. Recolheram-se as células por centrifugacdo e trocou-

se o meio por centrifugacdo uma vez por semana. A populacao
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celular sobreviveu, mas mesmo sels meses apds transfeccdo as
células ainda apresentavam baixa viabilidade e cresciam com um

tempo de duplicacdo elevado de 60-80 h.

Quando as células foram de novo transferidas para DMEM/F12
com FCS a 5% apds 3 meses em meio ProPER, formou-se uma
cultura homogénea e altamente vidvel com um tempo de
duplicacdo de 40 h para ambos os clones. Seleccionou-se Tlla.l
como O clone celular mais robusto para experiéncias adicionais

e denominou-se NC5T11 (figura 1D).

Exemplo 2: Estabelecimento de NCST1llpuro clone#8

A producdo de proteina numa linha celular depende de
métodos de transfeccdo e seleccdo eficazes. Nado se conhece a
adequabilidade dos marcadores de seleccao usualmente
utilizados G418, puromicina, higromicina, blasticidina, MTX,
histidinol para NC5T11. Numa primeira etapa de avaliacéo
ensalaram-se diferentes reagentes de transfecgédo disponiveis
comercialmente Lipofectamine (Invitrogene), Fugene (Roche,
Alemanha), Polyfect (Qiagen) e Effectene seguindo 0s
protocolos dos fabricantes. Utilizou-se o plasmideo pEGFP-N1
(Clonetech, USA) que expressa Jgfp do promotor CMV humano para
determinar a eficécia de transfeccdo transitdéria. Obteve-se a
maior eficacia com Effectene (Qiagen) atingindo 20-50%
dependendo da densidade celular gquando aplicado a células
aderentes em cultura em DMEM/F12, FCS a 10%.

Para ensaiar os genes marcadores de seleccdo, construiram-
se vectores de expressdo contendo o gene alfa-l-anti-tripsina
(aat) humano sob o controlo do promotor CMV humano seguido
pelo sinal PolyA de hormona de crescimento bovina e do
respectivo marcador de seleccdo controlado por um promotor
fraco. Mails especificamente, para ensaiar a seleccdo com
puromicina, utilizou-se o vector C55 que contém o gene de
resisténcia a puromicina, dirigido pelo promotor PGK humano

seguido pelo sinal de poliadenilacdo precoce SV40.
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Apbds transfeccdo, inocularam-se células em DMEM/F12 FCS a
5% contendo puromicina a 0,75 png/ml e seleccionaram-se durante
3 semanas com permuta de meio semanal. Gerou-se um conjunto de
clones e verificou-se a expressdao por imunofluorescéncia
utilizando um anticorpo policlonal de cabra anti-alfa-l-anti-
tripsina (Innogenetics, USA) seguido por um anticorpo
secundadrio de coelho anti-cabra marcado com biotina e um

conjugado estreptavidina-vermelho do Texas.

Para isolar clones celulares individuais, inocularam-se
10000 células do conjunto de clones numa placa de 15 cm. Apds
4 semanas, isolaram-se clones utilizando cilindros de clones
(Corning) e analisaram-se os clones n°® 1, 2, 7, 8, 9, 10 para
expressdo de aat. Mais especificamente, inocularam-se células
a 7x10? células em placas de 12 pocos e determinou-se o numero
de células e a expressdo de aat. As taxas calculadas de
produtividade especifica das células apresentam-se na figura
3. O clone NC5Tllpuro#8 apresenta uma produtividade especifica
superior a 100 pg/célula-dia e seleccionou-se para

desenvolvimento adicional.

Exemplo 3: Mudanca de NC5T11 e NC5T1llpuro#8 para meio de

producdo e anédlise de expressdo em cultura descontinua com

agitacéao

A taxa de crescimento de NC5T11 e NC5Tllpuro#8 em meio
ProPER (Cambrex) foi reduzida aproximadamente duas vezes
comparativamente a meio contendo soro. Assim, ensaiou-se Xcell
VPRO (JRH Biosciences) como alternativa. A adaptacdo foi
efectuada por inoculacdo directa de 4,5%x10° células em 5 ml de
EXCELL VPRO num frasco T25. Apbds 2 semanas reiniciou-se o
crescimento celular e estabeleceu-se uma taxa de diviséo
semanal de 1:3. Como o passo seguinte, ambos os clones foram
adaptados a crescimento na presenca de tensdo de corte.
Cultivaram-se as células em 12 ml de EXCELL VPRO a 6x10°
células/ml em tubos de agitacdo de polipropileno de 50 ml
(TPP, Suica) e sujeitaram-se a rotacdo com um raio de 1 cm e
uma velocidade de 160 rpm. Apds passagens repetidas,

efectuaram-se ensaios em descontinuo para determinar as
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densidades celulares madximas e a acumulacdo de produto durante
as fases de crescimento exponencial e estacionéaria.
Efectuaram-se as seguintes observacdes: O clone NCbhllpuro
apresentou uma viabilidade elevada que se manteve superior a
70% até ao dia 18. A densidade celular méaxima ndo fol superior
a 1x10°. A acumulacdo de produto continuou durante a fase
estaciondria (figura 5). Concluiu-se dque serd necessario
desenvolvimento de meio especifico ou melhoramento celular
adicional ©para conseguir uma elevada densidade <celular,
comparavel a obtida com células CHO. Tal resultaré

provavelmente num aumento substancial dos titulos de produto.

Exemplo 4: Construcdo da proteina de fusdo pIX-RARA e

vectores de integracdo para pIX-RARA e pIX

Obtiveram-se as sequéncias para PIX de adenovirus e
receptor alfa de &cido retindico (RARA) por PCR a partir de
adenovirus tipo 5 e ADN gendbmico humano, respectivamente

utilizando os iniciadores

1. AACCAGCGCTACCATGAGCACCAACTCGT (SEQ ID NO:6)

2. AATGGTGGCAACCGCATTGGGAGGGGAGG (SEQ ID NO:7) para PIX e

3. CCAATGCGGTTGCCACCATTGAGACCCAGA (SEQ ID NO:8)

4. AAGGAGCGCTGGCGAGGGCTGTGTCCAT (SEQ ID NO:9) para RARA.

Ambos os fragmentos foram amplificados separadamente. Uma
sobreposicdo entre os iniciadores 2 e 3 permitiu ligar ambos
os fragmentos por PCR utilizando os iniciadores 3 e 4. Clonou-
se o gene de fusdo para o vector pEFpromhyg resultando em
PEFpIXRARA. Este vector contém promotor de factor 2 de
alongamento humano localizado em chrl19:3,935,325-3,936,638
(conjunto de genoma humano Maio de 2004; SEQ ID NO:12). Contém
elementos a montante e o primeiro intrdo do gene EF2. O codéo
de iniciacdo natural de EF2, localizado a 5’ do primeiro
intrdo, fol removido por mutagénese. No vector, pEFpromhyg, a

sequéncia EF2 é seguida pelo local de restricdo unico (Afel)
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utilizado para insercdo de pIX-RARA. Um local interno de
ligacdo a ribossoma apds o local AFl permite a expressao do
gene de resisténcia a higromicina como um segundo gquadro de
leitura aberta num ARN ligado a pIX-RARA. Esta configuracéao
suporta a expressao de pIX-RARA em todas as células

resistentes a higromicina.

O gene para pIX de tipo selvagem foi amplificado
utilizando os iniciadores AACCAGCGCTACCATGAGCACCAACTCGT (SEQ
ID NO:10) e ACCGAGCGCTTGTTTTAAACCGCATTGG (SEQ ID NO:11) e
integrado no local Afe de pEFpromhyg em vez de pIX-RARA para
obter pEFpIX.

Exemplo 5: Modificacdo das linhas celulares NCLT11 e

NC5T11lpuro#8 com o gene PIX e a proteina de fusdo PIX-receptor

de &acido retindico

Preparam-se os clones celulares NC5T11 e NC5T1lpuro#8 para
transfeccdo em placas de 6 pocos por inoculacdo de 1,3x10°
células/poco em DMEM/F12, FCS a 5%. Linearizou-se o plasmideo
F67 (pEFpIXRARA) e o plasmideo F76 (pEFpIX) com enzima de
restricdo Asp700 (Roche) e transfectaram-se apds precipitacéo
com etanol utilizando Effectene (Qiagen): misturou-se o ADN
com 16 pl de facilitador e 200 pl de tampdo EC. Apds 2 min a
temperatura ambiente, adicionou-se 18 ul de Effectene e
permitiu-se a formacdo de lipossomas durante 10 min a
temperatura ambiente. Adicionou-se a mistura de transfeccdo a
1 ml de volume de cultura em células inoculadas a 80% de
confluéncia em placas de 6 pocos no dia anterior. Confirmou-se
a elevada eficécia de transfeccdo com uma transfeccdo paralela
de pEGFP-N1 (Clontech, Palo Alto, CA 94303-4230, USA). Um dia
apdés a transfeccdo, trocou-se o meio por DMEM/F12 com FCS a
10% e adicionou-se higromicina a 75 ou 100 pg/ml (NC5T11) e 50
ng/ml (NC5T1lpuro#8). Substitui-se o meio de seleccdo duas
vezes por semana. Apds 18 dias, apareceram 15-20 clones
nitidos em cada um dos pocos. Trataram-se os conjuntos de
clones com tripsina e continuou-se a seleccdo durante mais
duas semanas. Os conjuntos de clones foram ensaiados para

expressdo de PIXRARA por RTPCR. Detectou-se um sinal forte com
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iniciadores 1 e 2, um sinal mais fraco com os iniciadores 1 e
4 na maioria dos conjuntos de clones. Para isolar clones de
células individuais, inocularam-se 10000 e 1000 células do
conjunto de clones para placas de 15 cm. Apds 4 semanas,
isolaram-se 0s clones utilizando cilindros de clones
(Corning). Para os clones resultantes da transfeccdo de F76
aplicou-se uma estratégia diferente. Trataram-se os conjuntos
de clones com tripsina, transferiram-se para um tubo de
agitacdo de 50 ml em EXCELL VPRO contendo higromicina a 75
ng/ml e apds 2 semanas de cultura em suspensdo, misturaram-se
2000 células viaveis com 12 ml de matriz de clone (Genetix,
UK), 1nocularam-se numa placa de sels pocos (Greiner) (2
ml/poco) e sujeitaram-se a recolha automdtica de coldnias
(clonepixFL, Genetics, UK) . Aos clones originéarios de
NC5T1llpuro#8 foram atribuidos os numeros #10-21. Aos clones
originadrios de NC5T11 foram atribuidos os numeros # 34-45. Os
clones transfectados com pEF2PIX foram denominados NC5T11PIXA-
NC5T11PIXE. Os clones foram ensaiados para a presenca do
respectivo vector por PCR. Apresenta-se na figura 6 um ensaio
inicial utilizando os iniciadores 1 e 2. Todos os clones due
apresentam um sinal positivo foram mudados para cultura em
ExCell VPRO. A readaptacdo foi efectuada por inoculacéo
directa de 4,5x10° células em 5 ml de EXCELL VPRO num frasco
T25. Apds 6 semanas em cultura estacionéaria, transferiram-se
as células em cultura para tubos de agitacdoc de polipropileno
de 50 ml (TPP, Suica) a uma densidade de inoculacdo de 6x10*
células/ml em EXCELL VPRO com um volume total de 12 ml e
sujeitaram-se a rotacdo com um raio de 1 cm e uma velocidade
de 160 rpm. Seleccionaram-se os clones #10, #12, #14
(NC5T1lpuro#8pIXRARA) e #34, #43 (NCS5T11pIXRARA) e NC5T11PIXB,
NC5T11PIXC pela sua maior viabilidade sob tens&o de corte. Os
clones #34, 43 e NCLHT11PIXC foram reclonados e analisados para
a estabilidade do ADN integrado. A estabilidade foi avaliada
determinando a razdo génica entre PIX e EIB dado que E1A+EIB e
PIXRARA foram introduzidos em transfeccdes independentes e os
genes El foram introduzidos e foram mantidos na auséncia de
seleccdo durante > 2 anos e sdo portanto considerados
estavelmente integrados. Isolou-se ADN gendmico a partir de

clones celulares seleccionados em 2 pontos temporais:
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imediatamente apds paragem da seleccdo hyg (precoce); apds 2
meses na auséncia de presséo de seleccéao (tardio) .
Determinaram-se os niveis de ADN de PIX e EIB por PCR em tempo
real (ABI 7000, CYBR Green) a 2 concentracdes de ADN.
Apresentam-se na figura 7 exemplos desta avaliacdo. O vector
PEF2PIXRARA mantém-se estavelmente nos subclones de #34 e #43
com aproximadamente 0,4-0,6 cépias de PIXRARA por EIB. O clone
NC5T11PIXC originalmente contém 4 cépias de pIX por EIB. Este

nimero é diminuido duas vezes durante o curso da experiéncia.

Exemplo 6: Crescimento de NC5T11pX-RARA dependente de

dcido retindico

O &cido retindico (RA) é um indutor de diferenciacéo
celular. A diferenciacédo esté tipicamente associada a
crescimento celular reduzido. A resposta a RA depende da
expressdo de receptor alfa de &cido retindico, um factor de
transcricdo activado por RA. RA tem um efeito profundo em PML
(leucemia promielocitica) revertendo o fendtipo transformado

por paragem de crescimento.

Tal como apresentado na figura 8, o tratamento com RA a
uma concentracdo de 6 pg/ml nao teve gqualquer efeito no
crescimento quer de NC5T11, gquer do clone NC5Tllpuro#8 dque
expressa alfa-l-antitripsina. No entanto, o crescimento dos
clones #14 (NC5T1lpuro#8pIXRARA) e #34 (NC5HT11pIXRARA) parou
com tratamento com 6 ug/ml durante 5 dias em cultura aderente
em DMEM/F12 com FCS a 5%.

Exemplo 7: PIXRARA evita a inibicdo de replicacdo de virus

por interferdo

Inocularam-se células NC5 T1l1l e NC5T11#34 em placas de 6
pocos a 8,0x10° células/poco em DMEM/F12 FCS a 5%. Apds 12 h,
adicionou-se interferdo beta (rebif 44 de Serono) aos pogcos a
uma de 1 e 8 IU/ml. Apds 30 min, infectaram-se células
tratadas com interferdo e células de controlo de NC5H T11l e
NC5T11#34 com virus de encefalomiocardite (EMCV) a uma
multiplicidade de infeccéo (MOI) de 0,004. Apbs 24 h,
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recolheram-se as culturas e congelaram-se a -80 °C para romper
as células. Descongelou-se esta suspensdo e clarificou-se por
centrifugacdo a 800 x g durante 10 min. Sujeitaram-se os
lisados a titulacdo de wvirus por ensaio de placa em células
A549: Sucintamente, inocularam-se células A549 em placas de 24
pocos e cultivaram-se até atingir confluéncia, incubaram-se
durante 30 minutos com lisados clarificados diluidos 10 a
2x10% wvezes, cobriram-se com agarose de tipo VII de
gelificacdo baixa a 0,2% em RPMI FCS a 10% e incubaram-se a 37
°C durante 24 h. Aspirou-se a camada de agarose, fixaram-se as
células com glutaraldeido a 2% em PBS durante 20 min a 20 °C,
lavaram-se com agua e 1incubaram-se durante 30 min a
temperatura ambiente com solucdo de violeta de cristal a 1% em
etanol a 50% para contar as placas de virus. Os resultados
apresentados na figura 9 demonstram que a replicacdo de EMCV é
bastante ineficaz em células NC5T11 e que é altamente sensivel
a tratamento com interferdo antes de infeccdo. A 8 IU/ml néao
se recuperou qualquer virus viavel da cultura. Contrariamente,
a replicacdo de virus em NC5T11#34 sb6 é ligeiramente afectada
pelo tratamento com interferdo. Além disso, mesmo na auséncia
de IFN exbgeno, verificaram-se titulos elevados para
NC5T11#34. Os fendmenos mostraram processos de vacina modelo
tipicos, dado que vVvarias estirpes de wvacina induzem uma
resposta IFN em células produtoras com uma via IFN intacta, a
infeccdo a baixa multiplicidade de infeccdo (MOI) preferida em
processos de producdo pode causar excrecao de IFN resultando
num bloco de replicacdo de virus de células que ndo tinham
sido inicialmente infectadas. Assim, a expressdo de PIX pode
permitir a producédo de elevados titulos de virus iniciando com
MOI baixa.

Exemplo 8: Estimulacdo de producédo de proteina por pIX-
RARA

NC5T1lpuro#8pIXRARA contendo vector F67 bem como alfa-1-
antitripsina foram comparadas com o <clone de partida
NC5T1lpuro#8 na sua capacidade de produzir alfa-1 antitripsina
num ensaio em descontinuo com agitacdo. As células foram
inoculadas em EXCELL VPRO (JRH Biosciences) a 6x10? células/ml
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em tubos de agitacdo de polipropileno de 50 ml (TPP, Suica)
com um volume total de 12 ml e sujeitaram-se a rotacdo com um
raio de 1 cm e uma velocidade de 160 rpm. Continuou-se a
cultura até ao dia 22. Além das células em suspensdo, formou-
se um anel de agregados de células aderentes a parede do tubo.
As células nestes agregados conservaram uma viabilidade
superior a 70% ao longo do processo. Dado que a dissociacéo
destes agregados por tripsina ou acutase (PAA) ndo foi bem-
sucedida, ndo se determinou a cinética de crescimento nem as
densidades celulares maximas. Retiraram-se amostras nos dias
9, 13 e 22 e determinaram-se os titulos utilizando ELISA de

alfa-l-antitripsina. Os resultados apresentam-se na figura 10.

Exemplo 9: Geracdo de células de retina de pato que

expressam pIX

A linha celular CR, derivada de células primadrias de
retina de pato e 1imortalizada de acordo com as orientacdes
definidas de risco, encontra-se descrita (pedido de patente
W005042728, células de retina transfectadas com plasmideo
60E). Cultivaram-se as células em meio DMEM:F12 (Invitrogen,
Carlsbad, CA 92008, USA) suplementado com soro de vitelo fetal
a 5% (Biochrom AG, 12213 Berlim, Alemanha) a 39 °C e CO, a
7,5%. Para passagem, as células foram tratadas brevemente com
TrypLE Express (Invitrogen). Linearizou-se o plasmideo 76F
PEFPIX1 com enzimas de restricdo Ssp I e Xmn I (ambas de New
England Biolabs, Beverly, MA 01915-5599, USA) e purificaram-se
a 400 ng/pl por cromatografia de afinidade (kit de extraccéo
em gel de Qiagen, 40724 Hilden, Alemanha). Transfectou-se 5 nul
(2 nug) do ADN purificado em células CR com os reagentes
Effectene (Qiagen): misturou-se ADN com 16 pl de facilitador e
200 pl de tampdo EC. Apdés 2 min a temperatura ambiente,
adicionou-se 18 pl de Effectene e deixou-se formar lipossomas
durante 10 min a temperatura ambiente. Adicionou-se a mistura
de transfeccdo a 1 ml de volume de cultura de células
inoculadas a 80% de confluéncia em placas de 6 pocos no dia
anterior. Confirmou-se a elevada eficécia de transfeccdo com
uma transfeccao paralela de pEGFP-N1 (Clontech, Palo Alto, CA
94303-4230, USA).
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Expandiram-se as culturas transfectadas com pIX em frascos
T75 trés dias apds transfeccdo e iniciou-se a seleccdo com
higromicina B a 25 pg/ml (Invitrogen). Substituiu-se o meio
uma vez por semana com higromicina B aumentada para 50 ug/ml.
Apbds trés semanas, sobreviveu um total de quatro grandes focos
e foram reinoculados num frasco T25: descolaram-se as células
com TrypLE e recolheram-se com 100 x g durante 10 min,
ressuspenderam-se em meio fresco e plagquearam-se num frasco
T25.

Quatro semanas apbds transfeccdo, destacaram-se as células
de uma cultura saudével, subconfluente num frasco T25 com
TrypLE em 5 ml de DMEM:F12, FCS a 5%. Misturaram-se 2 ml desta
solucdo com meio #63032-1000M (JRH Biosciences, KS 66215, USA)
com um meio 1isento de componentes derivados de animais
destinado a manutencdo das culturas em suspensdo. Adicionou-se
higromicina B a 50 pg/ml. Isolou-se ADN gendmico de 2 ml da
cultura e sujeitou-se a PCR contra o transgene pIX com oOs
iniciadores V293 e V294. 0O controlo negativo foi proporcionado
por uma reaccdo paralela sem ADN e o controlo positivo por uma
reaccdo paralela com plasmideo 76F. O produto de PCR esperado
na figura 11 (painel esquerdo) demonstra insercdo estavel do

transgene pIX nas células CR, agora denominadas “CRpIX”.

Confirmou-se a expressdo da proteina PIX por transferéncia
“Western”: partiram-se 6x10°> células por ebulicdo em (Tris pH
7,4 20 mM, NaCl 300 mM, Na-desoxicolato a 1%, Triton® X-100 a
1%, SDS a 0,1%) e separou-se a proteina por electroforese em
gel, seguidamente transferiu-se para uma membrana de nylon.
Detectou-se PIX com um anticorpo primério para pIX
(gentilmente cedido por Dr. W. Seidel, Ernst-Moritz-Arndt-
Universitat Greifswald, Alemanha), seguidamente fez-se reagir
com anticorpo secundadrio dirigido contra o anticorpo anterior

e marcado com fosfatase alcalina.

0O sinal do tamanho esperado na figura 11 (painel direito)

confirma a expressdo de pIX em células CRpIX. N&o se
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encontrava presente qualgquer sinal no controlo negativo de

células 293 preparadas numa reaccdo paralela.

As células foram cultivadas em meio #63032-1000M em duas
passagens adicionais, seguidamente transferiram-se para meio #
14561-1000M (também de JRH Biosciences) em duas passagens
adicionais. Todos os meios JRH foram suplementados com 1 x

Glutamax I (Invitrogen) e higromicina B a 100 pg/ml.

Com a segunda passagem em meio #14561-1000M, ressuspendeu-
se completamente uma pequena fraccdo (aproximadamente 2% de
uma cultura em suspensdo de 5 ml) em meio DMEM:F12, FCS e
plagueou-se numa placa de petri de 15 cm. Apdés 6 dias,
removeram-se onze focos para cavidades individuais de uma
placa de 12 pocos e mantiveram-se em meio DMEM:F12, FCS. Para
transferéncia de clones, aspirou-se o meio, aplicaram-se
brevemente aos clones discos de c¢lonagem (Sigma, MO, TUSA)
embebidos em TrypLE e seguidamente transferiram-se para as
cavidades cheias com meio. Expandiram-se os clones individuais
para experiéncias adicionais e determinacdo das propriedades

de crescimento.

Para analisar a manutencdo de PIX em células transfectadas
estavelmente, isolou-se ADN gendémico de 1 x 10° células com o
kit de ADN de sangue QIAamp (Qiagen) e determinou-se o numero
de moléculas de EIB e PIX em 25 ng e 50 ng de ADN gendmico
numa reaccdo ABI 7000 TagMan com gquimica de deteccdo com verde
SYBR (ABI). Os iniciadores utilizados para quantificacdo foram
gTggTTgCTTCATgCTAgTg ((SEQ ID NO:13) e TCTTCAgCAggTgACAgTTg
(SEQ ID NO:14) para E1B, ACCTACgAgACCgTgTCTg (SEQ ID NO:15) e
gAgCCgTCAACTTgTCATC (SEQ ID NO:16) para PIX. Dado que E1B foi
introduzido independentemente e tem de ser mantido para as
células sobreviverem, este gene serve como um marcador interno
para padronizar o numero de cbpias de PIX e a forca de

expressdo génica.

A figura 12 demonstra manutencdo estédvel do transgene PIX
em células em suspensdao CR, mesmo na auséncia de pressao de

seleccdo. Também demonstra que as células positivas para PIX
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sofrem de uma diminuicdo da taxa de crescimento. Verificamos
consistentemente uma proliferacdo diminuida para todas as
nossas células (células avidrias e humanas) apds transfeccéao
estdvel com um plasmideo de expressdo de PIX, demonstrando um
impacto de PIX na biogquimica da célula hospedeira. Além disso,
observamos uma tendéncia em células CR aderentes, positivas
para PIX, para evitar o crescimento em camadas confluentes

(inibicdo de contacto aumentada).

Exemplo 10: Geracdo de células de somito de pato dque

expressam pIX

A linha celular CS é derivada de somitos embrionéarios,
também descrita em pedido de patente W005042728. A geracdo de
células CS positivas para PIX foil efectuada paralelamente ao
procedimento descrito anteriormente para a linha CR.
Contrariamente a CRpIX, nao se estabeleceram quaisquer
culturas em suspensdo para CSpIX. A dependéncia estrita de
ancoragem é uma caracteristica das células CS. Pode
considerar-se que a célula gque ndo prolifera em suspensdao é
menos tumorigénica, dado que o potencial para metastizar é
gravemente prejudicado. A proteina PIX ndo altera esta
propriedade nas células CS. Embora seja pleotrdpica, esta
proteina parece entdo ndo ter impacto no fendétipo de
transformacdo. Esta observacdo corrobora a nossa hipdtese de
ser possivel aplicar seguramente PIX em processos

biofarmacéuticos.

Exemplo 11: Efeito de PIX na replicacdo de MVA em células

Inocularam-se células CS transfectadas estavelmente para
expressdo de PIX e células CS parentais como referéncia numa
placa de 6 pocos a 2x10° células/cavidade e infectaram-se com
MVA a uma m.o.i. de 0,1 no dia seguinte. Obtiveram-se
fotografias para documentar as diferencas no avanco de CPE 48
h e 72 h apdés infeccdo. Determinou-se o rendimento de virus no
sobrenadante 48 h apds infeccdo e o rendimento completo

(sobrenadante conjuntamente com o sedimento celular lisado) 72
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h apdés infeccdo num ensaio de microfoco. O0s resultados
apresentam-se na figura 13: a presenca de PIX nas células CS
parece atrasar o inicio de CPE as 48 h apds 1infeccéo
comparativamente & referéncia parental. Ambas as culturas
sofrem lise completa 72 h apds infeccdo o que sugere que as
diferencas na extensdo de CPE ndo sdo devidas a uma mistura de
células refractédrias a MVA e sensiveis a MVA na populacio
CS.PIX.

Tanto gquanto é do nosso conhecimento, nenhuma célula
positiva para PIX foil ensaiada ©para virus, a ndo ser

adenovirus equivalente.

Exemplo 12: Efeito de PIX na replicacdo de MVA em células

Também se quantificou o efeito positivo da proteina PIX em
células CR. Contrariamente as células CS, as células CR estéo
adaptadas a suspensédo. S&do preferidas as culturas em suspenséo
para muitas aplicacgdes 1industriais. Assim, determinamos o
efeito de PIX em tal sistema, em contraste com cultura

aderente.

Para células CR, o efeito de apoio de PIX ndo ¢é téao
acentuado como em células CS, mas verificadmos consistentemente
titulos mais elevados para MVA. Os rendimentos para MVA foram
optimizados numa série de experiéncias e verificou-se gue eram
os maiores 48 h apds infeccdo a densidades celulares médias. A
figura 14 apresenta uma comparacdoc de clone em suspensdo CR.HS
(seleccionado entre varios clones como a linha celular com o
maior rendimento em MVA) e 1linha celular CR.MCX PIX(+). A
abcissa indica m.o.i. (0,01, 0,05 ou 0,1, respectivamente), a
ordenada indica rebentamento e o tamanho dos circulos indica
densidades celulares (8, 2 ou 0,8x10° células/ml,
respectivamente). O rebentamento é a razdo entre o wvirus
obtido (ou rendimento) e o virus proporcionado (o indculo
dependente d numero de células e m.o.i.) e é assim uma medida

da eficacia de amplificacdo. Em todas as configuracdes, o
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desempenho das linhas celulares PIX(+) ¢é melhor do que o da
linha PIX(-).

Exemplo 13: Exclusdo nuclear de PIX

Gerou-se um dgene de fusdo PIX-GFP para visualizar a
distribuicdo da proteina PIX em células vivas e para
ultrapassar a fraca actividade de 1ligacdo do anticorpo
disponivel: Tratou-se o plasmideo 76F pEFPIX1l com enzimas de
restricdo Acc I e Dra I e tornaram-se planas as extremidades
com polimerase Klenow (todas de New England Biolabs, Beverly,
MA 01915-5599, USA). A partir do padrdo de bandas complexo,
isolou-se o fragmento pretendido de 447 pb contendo a
sequéncia de codificacdo de PIX por extraccdo em gel de
agarose (kit de extraccdo em gel de Qiagen, 40724 Hilden,
Alemanha). A enzima de restricdo Dra I reconhece a sequéncia
“ttTAAa” para cortar apds o Ultimo residuo de timidina, em que
o tripleto “TAA” central é o coddo de paragem do quadro de
leitura aberta de PIX. Assim, o fragmento de 447 pb ndo contém
um codao de paragem. A fusdo deste fragmento com o gene para
EGFP no plasmideo pEGFP-N1 aberto com Sma I (também de New
Fngland Biolabs) gera um gene de fusdo continuo de PIX seguido
por EGFP. O plasmideo resultante foi denominado p9GFP; a
proteina de fusdo expressa serda denominada PIX-GFP neste

texto.

Transfectaram-se células CS e CR com POGFP e
seleccionaram-se com geneticina (Invitrogen) a 300 pg/mL para
expressdo de PIX-GFP estéavel. Detectaram-se duas populacdes de
expressdo de PIX-GFP diferentes no intervalo de 2 semanas: uma
populacdo tinha usualmente 2 a 5 pontos brilhantes de PIX-GFP
no citoplasma, a outra populacdo tinha uma expressdo mais
uniforme de PIX-GFP no citoplasma e acumulacdo mais difusa do
sinal GFP numa regido prdéxima do nucleo. Em ambos os casos, 0s
nicleos celulares apareceram como uma regido escura, sugerindo
que nenhuma ou pouca proteina quimérica entra no nucleo.
Apresentam-se na figura 15, exemplos representativos de ambos

os tipos de clones de CRpIXGEP.
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Consistentemente com este resultado, encontrédmos uma
sequéncia de exportacdo nuclear no quadro de leitura aberta de
PIX por aplicacédo do algoritmo de busca NetNES (Cour et al.,
Protein Eng. Des. Sel. 17, 527-536 (2004)) para a sequéncia
primaria de PIX. A NES identificada por este programa é 313-
GCACAATTGGATTCTTTGACCCGGGAACTT-342 (SEQ ID NO:17) (traduzida:
AQLDSLTREL; SEQ ID NO:18) . Tanto quanto é do nosso
conhecimento, é a primeira vez que tal sinal foi descrito na
proteina PIX. Igualmente, ndo fol descrita na literatura uma
sequéncia de localizacdo nuclear (NLS) para PIX e né&o
conseguimos detectar tal sinal (por exemplo, utilizando o
algoritmo proporcionado por Columbia University em

http://cubic.bioc.columbia.edu/cgi/var/nair/resonline.pl).

A localizacdo citoplasmatica de PIX-GFP nas nossas células

de pato é assim consistente com a sequéncia primaria de PIX.

Exemplo 14: Variantes de fusdo PIX GFP

Investigou-se a surpreendente exclusdo nuclear de PIX GFP
com construcdes de fusdo PIX adicionais. Derivou-se um
plasmideo de expressdo PIX-GFP-NLS da construcdo p9GEP
descrita anteriormente ©por insercéo de oligonucledtidos
sintéticos 1185 e 1186. Estes oligos foram desnaturados a 80
°C durante 5 min e deixou-se hibridar em MgCl, 10 mM por

arrefecimento gradual até a temperatura ambiente para obter:

5’ -GATGTACAAAGATCCGAAGAAGAACCGCAAAGGTTAACGCGGCCGCAC-3"
(SEQ ID NO:19)

37" -CTACATGTTTCTAGGCTTCTTCTTGGCGTTTCCAATTGCGCCGGCGTG-5"
(SEQ ID NO:20)

Digeriu-se este oligonucledtido em cadeia dupla com BsrG I
e Not I e inseriu-se nos mesmos locais de p9GFP. Por traducéo,
a 1insercdo adiciona uma sequéncia NLS (PKKNRK; SEQ ID NO:21)
na proteina de fusdo PIX-GFP gque se parece com a NLS de virus
40 simio. Um novo local Hpa I introduzido com esta insercao

serve como um marcador de diagndéstico para confirmar clonagem
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bem-sucedida. O plasmideo resultante denomina-se p9 GFP NLS, a
proteina expressa PIX-GFP-NLS e o quadro de leitura aberta que
codifica a proteina PIX-GFP-NLS apresentam-se em SEQ ID NO: 23

e 22, respectivamente.

Gerou-se uma proteina de fusdo PIX-RARA marcada com GFP
através de amplificacdo por PCR de um fragmento contendo PIX-
RARA com iniciadores EBR 44A (5’ -GGATCCTTCCTCCTCGGGCGGGTGT-3';
(SEQ ID NO:24), V293 (5’'-AACCAGCGCTACCATGAGCACCAACTCGT 3’; SEQ
ID NO:25) e plasmideo #67F pEF PIX RARA NEO como molde.
Tratou-se o amplicdo de 1926 pb com polinucledbtido quinase e
inseriu-se em pEGFP-C2 (Clontech) 1linearizado com EcoR I e
tornado plano com enzima Klenow (todas as enzimas de New
England Biolabs). O plasmideo resultante denomina-se p9 GFP
RARA, a proteina expressa PIX GFP RARA.

A figura 16 apresenta a distribuicdo intracelular das
varias proteinas marcadas com GFP em células CHO transfectadas

transitoriamente.

Exemplo 15: PIX e interferdao

Muitos wvirus induzem a resposta imunitdria celular inata
através de TLR-3 (receptor 3 do tipo toll). TLR-3 reconhece
ARN em cadeia dupla, um padrdo caracteristico de replicacéo
virica. Uma das funcdes de TLR-3 & a activacdo de NFkB e
interferdo do tipo I (Alexopoulou et al., Nature 413, 732-738
(2001)). O interferdo medeia um estado antivirico na célula
hospedeira. Analisou-se o efeito de inducdo de interferédo
através de um ARN em cadeia dupla artificial, poly I:poly C
(adcido poli-inosinico-policitidilico, Sigma) .
Surpreendentemente, as células CR e CRpIX apresentaram muito
baixa sensibilidade a poly I:poly C, enquanto as células CS
responderam claramente ao indutor. Inesperadamente, as células
CS positivas para PIX responderam mails depressa e a
concentracdes mais baixas do que as células CS parentais
(figura 17). Tanto quanto é do nosso conhecimento, ndo tinha
sido descrito na literatura actual uma relacdo entre PIX e

interferdo.
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O efeito de apoio de PIX para MVA foli mais forte em
células CS do que em células CR e as células CS responderam ao
substituto de ARN em cadeia dupla melhor do que as células CR.
Sabe-se que MVA induz interferdo e que este virus também estéa
equipado com proteinas que diminuem a resposta de interferéo.
Determinou-se assim o efeito de indutor poly I:poly C em MVA
em células CRp9GFP e CSp9GFP. A figura 18 sugere dque as
células infectadas com MVA sofrem menos de poly I:poly C do
que o controlo nédo infectado. Esta observacdo é consistente
com o facto de MVA induzir e interferir com a resposta
imunitédria inata celular e relaciona-se com a nossa oObservacdo
inesperada de que PIX de um adenovirus humano em células
aviadrias coopera com proteinas antiviricas de um virus pox
altamente atenuado para aumentar o rendimento deste ultimo

virus.
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<211> 3069
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<400> 5
ttatagtcag ctgacgtgta gtgtatttat acccggtgag ttcctcaaga ggccactett " 60
gagtgccagce gagtagagtt ttctcectecg agecgcetecg acaccgggac tgaaaatgag 120
acatattatc tgccacggag gtgttattac cgaagaaatg gccgccagte ttttggacca 180
gctgatcgaa gaggtactgg ctgataatct tccacctect agccattttg aaccacctac 240
ccttcacgaa ctgtatgatt tagacgtgac ggccceccgaa gatcccaacg aggaggceggt 300
ttcgcagatt tttcccgact ctgtaatgtt ggecggtgcag gaagggattg acttactcac 360
ttttecegeeg gecgeecggtt ctecggagec gecctcacctt tcccggecage ccgagcagece 420
ggagcagaga gccttgggte cggtttctat gccaaacctt gtaccggagg tgatcgatct 480
tacctgcecac gaggctggcet ttccacccag tgacgacgag gatgaagagg gtgaggagtt 540
tgtgttagat tatgtggagc accccgggca cggttgcagg tcttgtcatt atcaccggag 600
gaatacgggg gacccagata ttatgtgttc gctttgctat atgaggacct gtggcatgtt 660
tgtctacagt aagtgaaaat tatgggcagt gggtgataga gtggtgggtt tggtgtggta 720
attttttttt taatttttac agttttgtgg tttaaagaat tttgtattgt gattttttta 780
aaaggtcctg tgtctgaacc tgagcctgag cccgagecag aaccggagcc tgcaagacct 840
acccgeegte ctaaaatgge gcectgctatce ctgagacgcc cgacatcacc tgtgtctaga 900
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gaatgcaata
cacccggtgg
caggctgtgg
tgtaaacgcce
tttgetgaat
gtgttaaatg
tctgacctca
gaacagagcet
aagttagtct
tgtggtgage
atcaagactt
tttataaagqg
ctggccatgc
tecegtcegece
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atgttgtaca
atgggcaggg

ctaggaatct

agctgaccac
caaaggtggce
attgttgceta
cctttagatg
ttatgaatgt
accttatcct
ccgatgtaag
ccaaaagcag
ctgagggtaa
tgaaaagcgt
ctcagatgct
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aatgtatcga
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gggcgggget
tggaggcttg
ctaacagtac
gcagaattaa
tgtttgatte
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ataaatggag
atctgtggag
cggcgataat
aggagcagag
ggtggctgaa
gctaaagggg

agettttage

ttactggctg
acttaggcca
catttctggg
tagcatgata
aaggtttact
acacggtgta
ggttcgggge
ggcttcaatt
ctecagggtg
ggctgtgatt
gacctgctcg

caaggcctgg

tagctgtgac
ccccattaaa
ggacttgett
aggtgtaaac
aagtttaata
taaagggtat
ggagtgtttg
ctcttggttt
ggaggattac
tttgaatetg
cacaccgggy
cgaagaaacc
agcggttgtg
accgacggag
cccatggaac
ctgtatccag
gtaaagaggg

ttaatgacca

cagccaggag
gattgcaagt
aacggggeeq
aatatgtgge
ggccccaatt
agcttetatg
tgtgcetttt
aagaaatgcc
cgccacaatg
aagcataaca
gacggcaact

ccagtgtttg

42

tceggteett
ccagttgccg
aacgagcctg
ctgtgattge
aagggtgaga
ataatgcgce
gaagattttt
tggaggttte
aagtgggaat
ggtcaccagg
cgegetgegq
catctgagcg
agacacaaga
gagcagcagc
ccgagageceg
aactgagacg
agcggggggce

gacaccgtece

atgattttga
acaagatcag
aggtggagat
cgggggtgct
ttageggtac
ggtttaacaa
actgctgctg
tctttgaaag
tggectecga
tggtatgtgg
gtcacctgct

agcataacat

ctaacacacc
tgagagttgg
ggcaaccttt
gtgtgtggtt
taatgtttaa
gtgggctaat
ctgctgtgeg
tgtggggcte
ttgaagagct
cgetttteca
ctgctgttge
gggggtacct
atcgectget
agcagcagga
gcetggaccee
cattttgaca
ttgtgaggct

tgagtgtatt

ggaggctatt
caaacttgta
agatacggag
tggcatggac
ggttttcctg
tacctgtgtg
gaagggggtg
gtgtaccttg
ctgtggttge
caactgcgag
gaagaccatt

actgacccge

tcctgagata
tgggcgtcege
ggacttgagc
aacgectttg
cttgcatggc
cttggttaca
taacttgctg
atcccaggca
tttgaaatcc
agagaaggtc
ttttttgagt
gctggatttt
actgttgtct
ggaagccagg
tcgggaatga
attacagagg
acagaggagg

acttttcaac

agggtatatg
aatatcagga
gatagggtgg
ggggtggtta
gccaatacca
gaagcctgga
gtgtgtcgee
ggtatcctgt
ttcatgctag
gacagggcct
cacgtagcca

tgttcecttge

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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1560
1620
1680
1740
1800

1860
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2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700

2760
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atttgggtaa caggaggggg gtgttcctac cttaccaatg
tattgcttga gcccgagage atgtccaagg tgaacctgaa
tgaagatctg gaaggtgctg aggtacgatg agacccgcac
gtggcggtaa acatattagg aaccagcctg tgatgctgga
ccgatcactt ggtgctggcecc tgcacccgeg ctgagtttgg

attgaggat

<210> ©

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> ©
aaccagcgct accatgagca ccaactcgt

<210> 7

<211> 29

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 7
aatggtggca accgcattgg gaggggagg

<210> 8

<211> 30

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 8
ccaatgcggt tgccaccatt gagacccadga

<210> 9

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> iniciador

caatttgagt

cggggtgttt
caggtgcaga
tgtgaccgag

ctctagecgat

29

29

30

cacactaaga
gacatgacca
ccctgcgagt
gagctgaggce

gaagatacag

2820

2880

2940

3000

3060

3069
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<400> 9
aaggagcgct ggcgagggct gtgtccat 28
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<213> Artificial

<220>
<223> iniciador
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aaccagcgct accatgagca ccaactcgt 29

<210> 11

<211> 28

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> iniciador

<400> 11
accgagcgct tgttttaaac cgcattgg 28

<210> 12

<211> 1313

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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cccgagatge

gggggacacg
acatgacccg
ttcegecgte
atccaccgcee
ccggagcgge
ccegtgecag
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ttccgaggge
gggtggggaa
gacagggagg
ggactagggg
tccttecaaa
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gggcegttee
aaggggtgac
tgacaacgtg
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atgctgtgtt
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tgatgatgtg
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tggttggagc
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agcaaagcga
aatcgtcgac
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ggtgggtgge
ttcttgectcg
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gccgaatggg
cccgectteg
gtgttgacgt
ttteggttet
aaccctgect
agcctgggac
acccggggcet
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tgggttgtta
caccgeggtg
gagatcgatt
cacctgaaag
cttaggcact
gtgtaggctt
cttgtctgat
gggaagtttg
acgtgtttgg

cactcagttt

ttaacgggcg
cagcgcagtce
cagcgttctce
acctgggaga
cgctggtgce
gctggggecc
ggggaagcgg
ctttcteccgt
gcggggatgg
gaagcgggga
ttctgeecggg
gctceecttt
tgtcecttect
gtggcagtta

cecgtttgee
ggtggceecgg
ccccaaatga

tattcctgag

caatcatgaa tgacacctat taacggtggt tccttggaga

ggtgttaggc tggcaagatt cggtgggctt ggggcaccce
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gcacaattgg attctttgac ccgggaactt

<210> 18

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> Sequéncia NES
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Ala Gln Leu Asp Ser Leu Thr Arg Glu Leu
1 5 10

30
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<210> 19

<211> 48

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
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<400> 19
gatgtacaaa gatccgaaga agaaccgcaa aggttaacgc ggccgcac 48

<210> 20
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Sequéncia NLS

<400> 20
ctacatgttt ctaggcttct tcttggcgtt tccaattgcg ccggcecgtg 48
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<212> PRT
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<220>
<223> Sequéncia NLS

<400> 21

Pro Lys Lys Asn Arg Lys
1 5

<210> 22

<211> 1185

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> proteina de fusdo pIX-GFP NLS

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(1185)
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<400> 22

atg
Met
1

acg

Thr

agc
Ser

tac
Tyr

gaa
Glu

tct
Ser

gte
Val
145

cee
Pro

gtg
val

aag
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gtg
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tca
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ctg
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ctt
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gee
Ala
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Ala

atc
Ile

tece
Ser
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Phe
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Thr

atg
Met
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35

acc
Thr

aat
Asn
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ctg

Leu

acc
Thx

ctg
Leu

ggc
Gly

atc
Ile
195
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aac
Asn

cce
Pro
20

ggt
Gly

gtg
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ttg
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gte
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aag
Lys

atg
Met

gtc
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gag
Glu
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tgce
Cys

ctg

tcg
Ser
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cgc
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gca
Ala

ctt
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Thr

gtt
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gct
Ala

gtg
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gag
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ggc
Gly

acc
Thrx
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ttt
Phe

tgg
Trp

cce
Pro

gga
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tect
Ser

tce
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ctg
Leu

gag
Glu
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Thr

tac

gat
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gce
Ala

gtc
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cag
Gln

tcc
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aag
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Asp
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Gly

ggc
Gly

ggc

gga
Gly
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Gly

ctg
Leu

ccg
Pro

gee
Ala

(708 \1]
(Y]
N

ttg
Leu

cag
Gln
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cct
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ggc
Gly

ggc
Gly

gat
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aag
Lys
200

gtg

age
Ser

gtg
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25

cce

Pro

ttg
Leu

cce
Pro

gag
Glu

gac
Asp

gce
Ala
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ctg
Leu

cag
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Ile
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Ala

gag
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caa
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ttg
Leu

aat
Asn

gag
Glu
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Pro

tge
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gtg
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cag
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aac
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Ile
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ttg
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gat
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Tyr

gtg
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Ser

aat
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tct
Ser

gca
Ala

gtg
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cgt
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gat
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ctg
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Gly
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Thr
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Gln

cca
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ace
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Thr

cce
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Thr
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Thr
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gct
Ala
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cge
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cgg
Arg

gtt
Val

ccg
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gtg
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160
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Ser

ctg
Leu

cte
Leu

gac

48
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288

336

384
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480
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576

624

672
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val

cac
His
225

gte
Val

cge
Arg

ctg
Leu

ctg
Leu

cag
Gln
305

gac
Asp

ggc
Gly

tee
Ser

ctg
Leu

tac
Tyx
385

<210>
<211>
<212>
<213>

Thr
210

atg
Met

cag
Gln

gcc
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aag
Lys

gag
Glu
290

aag
Lys

ggc
Gly

gac
Asp

gce
Ala

gag
Glu
370
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<220>

<223>

<400>

Met Ser Thr Asn Ser Phe Asp Gly Ser Ile Val Ser Ser Tyr Leu Thr

1

Thr Arg Met Pro Pro Trp Ala Gly Val Arg Gln Asn Val Met Gly Ser

Thr

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu

ggc
Gly
275

tac
Tyr

aac
Asn

agc
Ser

ggc
Gly

ctg
Leu
355

ttc
Phe

gat
Asp

23

394
PRT
Artificial

23

Leu

cag
Gln

cgce
Arg

gtg
Val
260

atc
Ile

aac
Asn

ggce
Gly

gtg
val

cce
Pro
340

age

Ser

gtg
val

ceg
Pro

Thr

cac
His

ace
Thr
245

aag

Lys

gac
Asp

tac
Tyr

atc
Ile

cag
Gln
325

gtg
val

aaa
Lys

acc
Thr

aag
Lys

5

Tyr

gac
Asp
230

ate
Ile

ttc
Phe

ttc
Phe

aac
Asn

aag
Lys
310

ctc
Leu

ctg
Leu

gac
Asp

gce
Ala

aag
Lys
390

Gly
215

tte
Phe

tte
Phe

gag
Glu

aag
Lys

age
Ser
295

gtg
val

gce
Ala

ctg
Leu

cece
Pro

gce
Ala
375

aac
Asn

Val

tte
Phe

tte
Phe

ggc
Gly

gag
Glu
280

cac
His

aac
Asn

gac
Asp

ccC
Pro

aac
Asn
360

999
Gly

cgce
Arg

Gln

aag
Lys

aag
Lys

gac
Asp
265

gac
Asp

aac
Asn

tte
Phe

cac
His

gac
Asp
345

gag
Glu

atc
Ile

aaa
Lys

Construcdo sintética

Cys

tce
Ser

gac
Asp
250

acc
Thr

ggc
Gly

gtc
val

aag
Lys

tac
Tyr
330

aac
Asn

aag
Lys

act
Thr

ggt
Gly

10
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Phe
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Ala
235

gac

Asp

ctg
Leu

aac
Asn

tat
Tyr

atc
Ile
315

cag
Gln
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cge
Arg

ctc
Leu

taa

Ser
220

atg
Met

ggc
Gly

gtg
val

atc
Ile

atc
Ile
300

cgce
Arg

cag
Gln

tac
Tyr

gat
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gge
Gly
380

Arg

cece
Pro

aac
Asn

aac
Asn

ctg
Leu
285

atg
Met

cac
His

aac
Asn

ctg
Leu

cac
His
365

atg
Met

Tyr

gaa
Glu

tac
Tyr

cgc
Arg
270
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Gly

gce
Ala

aac
Asn

acc
Thr

agc
Ser
350

atg
Met

gac
Asp

Pro

ggc
Gly

aag
Lys
255
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Ile

cac
His
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Ile
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Thr

gtc
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gag
Glu
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Tyr
240
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Thr

gag
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aag
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aag
Lys
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atc
Ile

cag
Gln

ctg
Leu

ctg
Leu

720

768

816

864
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260
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1056

1104

1152

1185
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4]

[+}]
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Phe
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iniciador
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Lisboa,
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REIVINDICACOES

Método para preparar um alvo virico ndo adenovirus

ou uma ou mais proteinas alvo que nao estdo relacionadas

com adenovirus, cujo método compreende

(a)

cultivar uma célula de expressdo de vertebrado
imortalizada, que se pode obter por infeccdo ou
transfeccdo de uma célula de vertebrado imortalizada
hospedeira, com o referido virus alvo, com um vector
contendo a sequéncia de adcidos nucleicos que
codificam o referido virus ou com um vector contendo
as sequéncias de &cidos nucleicos gque codificam as
referidas uma ou mais proteinas alvo, em dque as
referidas células de expressao de vertebrado
imortalizadas tém estavelmente integrado no seu
genoma um gene que codifica PIX de adenovirus e dque
expressam a referida PIX de adenovirus de forma

estavel e

isolar o referido virus alvo ndo adenovirus ou a

referida uma ou mais proteinas alvo.

2. Método da reivindicacdo 1, em que

(1)

(11)

a PIX de adenovirus estd modificada por fusdo com um
factor de transcricdo, uma proteina fluorescente
marcadora, uma enzima ou um péptido de transito;
e/ou

a PIX de adenovirus é expressa nha célula hospedeira
e na célula de expressdo numa dguantidade de pelo

menos 1 pg/ug de proteina celular; e/ou
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0 gene que codifica PIX de adenovirus estd sob o
controlo de um promotor estavel homélogo ou

heterdlogo.

3. Método da reivindicacdo 2, em dque

(1)

(11)

o referido factor de transcricdo é receptor alfa de
adcido retindico, a referida proteina marcadora
fluorescente é GFP ou DsRed, a referida enzima &
LacZ ou o referido péptido de trénsito é um NLS,
e/ou

o) referido promotor é um promotor celular

constitutivo.

4, Método das reivindicacdes 1 a 3, em gque a PIX de

adenovirus

(1)

(11)

(1i11)

(iv)

tem a sequéncia tal como apresentada em SEQ ID NO:
2;

estd fundida com receptor alfa de é&cido retindico
(RARA) ;

estd fundida com GFP e uma sequéncia NLS;

estd fundida com GFP; ou

estd fundida com uma sequéncia NLS isolada.

5. Método da reivindicacdo 4, em que a PIX de adenovirus

fundida com receptor alfa de é4cido retindéico tem a sequéncia

tal como apresentada em SEQ ID NO: 4 ou em que a PIX de

adenovirus fundida com GFP e uma sequéncia NLS tem a sequéncia

tal como apresentada em SEQ ID NO: 23.

6. Método de gqualquer uma das reivindicacbes 1 a 5, em que
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(1) a célula hospedeira e de expressao contém
adicionalmente genes (viricos) imortalizados

incluindo uma proteina E1 de um adenovirus; e/ou

(ii) a célula contém adicionalmente sequéncias funcionais
tal como sequéncias de marcador de seleccdo, locais
de dador/aceitador de splicing e/ou sequéncias de
reconhecimento de recombinase permitindo integracéo
de uma sequéncia de é&cidos nucleicos alvo a ser

expressa na célula.

7. Método de qualquer uma reivindicacdes 1 a 6, em que

(i) o virus alvo é seleccionado de um virus de tipo
selvagem, mutado ou deletado, um virus adaptado ao
frio ou atenuado, uma estirpe de wvacina e um vector
virico; ou

(id) a uma ou mails proteinas alvo sdo seleccionadas de
anticorpos, proteinas recombinantes, antigénios

viricos e hormonas peptidicas.

8. Método da reivindicacdo 7, em que o vector virico ¢é
seleccionado de um lentivirus, um virus pox, um virus

adenocassociado (aav), um virus herpes e um flavivirus.
9. Método da reivindicacdo 8, em que o vVvirus pox &
seleccionado de um virus de variola bovina, um virus de

variola avidria e um virus de variola de canério.

10. Método da reivindicacdo 9, em que o virus de variola

bovina é um virus de Vaccinia Ankara modificado (MVA).

11. Método da reivindicacdo 7, em que
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(1) as proteinas recombinantes sdo seleccionadas de
eritropoietina, alfa-l-antitripsina, factores VIII e
IX de coagulacdo sanguinea e interferdes, ou

(ii) 0s antigénios viricos s&do seleccionados de influenza
HA e NA, HBV-S, proteina G de herpes e proteina G de

raiva.

12. Método de qualquer uma das reivindicacbes 1 a 11, em que
a célula hospedeira e de expressdo ¢é derivada de cérebro

humano.

13. Método da reivindicacdo 12, em que a célula hospedeira e

de expressdo é derivada de cérebro fetal humano.

14. Método da reivindicacdo 13, em a célula hospedeira é uma
célula NC5T11#34 e a célula de expressdo é derivada da célula
NC5T11#34, estando a referida célula NC5TI1#34 depositada em
DSMZ sob o numero de acesso DSM ACC2744.

15. Método de qualquer uma das reivindicacbes 1 a 11, em que

a célula hospedeira e de expressdo & uma célula aviaria.

16. Método da reivindicacdo 15, em que a célula hospedeira e
célula de expressdo é uma célula avidria derivada de retina de

pato ou somito de pato.

17. Método da reivindicacdo 16, em que a célula hospedeira é
uma célula CR.PIX (17allb) e a célula de expressdao é derivada
da célula CR.PIX (17allb), estando a referida célula CR.PIX
(17allb) depositada em DSMZ sob o numero de acesso DSM
ACC2749.

18. Célula de expressdo de vertebrado imortalizada para

produzir um virus alvo ndo adenovirus, due
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tem integrado no seu genoma de forma estdvel um gene
que codifica para PIX de adenovirus e expressa de
forma estédvel a referida PIX de adenovirus, e

estd infectada ou transfectada com um virus alvo néao
adenovirus ou com um vector que contém a sequéncia

de acidos nucleicos que codifica o referido virus.

Célula de expressdo de vertebrado imortalizada da

reivindicacdo 18, em que

(1)

(11)

(iii)

20.

a PIX de adenovirus estd modificada por fusdo com um
factor de transcricéo, uma proteina marcadora
fluorescente, uma enzima ou um péptido de trénsito;
e/ou

a PIX de adenovirus é expressa na célula hospedeira
e na célula de expressdo numa quantidade de pelo
menos 1 pg/ng de proteina celular; e/ou

0 gene que codifica PIX de adenovirus estd sob o

controlo de um promotor homéblogo ou heterdlogo.

Célula de expressdo de vertebrado imortalizada da

reivindicacdo 19, em que

(1)

o referido factor de transcricdo é receptor alfa de
dcido retindico, a referida proteina marcadora
fluorescente é GFP ou DsRed, a referida enzima &

LacZ ou o referido péptido de trénsito é um NLS,

e/ou

(ii) o) referido promotor é um promotor celular
constitutivo.

21. Célula de expressdo de vertebrado imortalizada das

reivindicacdes 18 a 20, em que o vector virico é seleccionado
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de um lentivirus, um virus pox, um virus adenocassociado (aav),

um virus herpes e um flavivirus.

22. Célula de expressdo de vertebrado imortalizada da
reivindicacdo 18, em que a célula de expressdao & derivada de

cérebro humano.

23. Utilizacdo da célula de expressdo de vertebrado
imortalizada de dqualgquer das reivindicacdes 18 a 22 para

preparar um virus alvo ndo adenovirus.

Lisboa, 2012-03-15
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