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“ACIDO NUCLEICO DE REPLICON RECOMBINANTE, POPULACAO
DE PARTICULAS DE ALFA-VIRUS INFECCIOSAS E DEFEITUOSAS,
COMPOSICAO FARMACEUTICA, PARTICULA DE ALFA-VIRUS,
CELULA MICROBIANA E METODO IN VITRO PARA PRODUZIR
PARTICULAS DE ALFA-VIRUS INFECCIOSAS E DEFEITUOSAS”
PEDIDOS RELACIONADOS

[001] O presente pedido reivindica o beneficio, sob 35
U.S.C. § 119(e), do pedido provisério U.S. nimero de série 60/456.196,
depositado em 20 de marco de 2003, cujo inteiro conteudo é aqui incorporado

por referéncia em sua totalidade.

CAMPO DA INVENCAO

[002] A presente invenc¢do refere-se a construgoes
aperfeicoadas para e métodos de produzir particulas de alfa-virus
recombinante.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

[003] Nos eucariotos, dois distintos mecanismos
evoluiram nas células para iniciar a traducdo. Em um deles, a estrutura metil-
7-guanosina (5°)pppN, presente na extremidade 5° do mRNA (o “cap”), €
reconhecida pelo fator de iniciacdo elF4F, que € composto de elF4E, elF4G e
elF4A. A formacao deste “complexo de pré-iniciagdo” requer, entre outros
fatores, a acdo concertada do fator de iniciacdo elF2, responsavel pela ligacao
ao tRNA-Met; iniciador, elF3, que interage com a subunidade ribossomal 40S
(Hershey & Merrick. Translational Control of Gene Expression, pags. 33 —
88, Cold Spring Harbor Laboratory Press, NY 2000).

[004] No mecanismo alternativo, a iniciacdo de traducgao
ocorre internamente no transcrito € € mediada por uma sequéncia interna de
elemento de entrada de ribossomo (IRES), que recruta a maquinaria
translacional para um codon de inicia¢ao interno do mRNA, com o auxilio de

fatores de trans-acdo (Jackson. Translational Control of Gene Expression,
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pags. 127-184, Cold Spring Harbor Laboratory press, NY 2000). Os
elementos IRES t€m sido encontrados em numerosos transcritos de virus que
infectam células de vertebrados, invertebrados ou de plantas, bem como em
transcritos de genes de vertebrados e invertebrados.

[005] Durante muitas infec¢cdes virais, bem como em
outras condi¢des de tensdo celular, mudancas do estado de fosforilacdo de
elF2, que diminuem os niveis do complexo ternario elF2-GTP-tRNA-Met;,
resultam em inibi¢do total da sintese de proteinas. Contrariamente, exclusao
especifica de iniciacdo dependente de cobertura depende da modificacdo da
funcionalidade eIF4F (Thompson & Sarnow. Current Opinion in
Microbiology 3:366 — 370 (2000)).

[006] Os elementos IRES desviam-se da inibicdo de
traducdo dependente de cobertura; assim, a traducao dirigida por um elemento
IRES é denominada “independente de cobertura”. A iniciacdo da traducgdo
acionada por IRES prevalece durante muitas infeccdes virais, tais como, por
exemplo, infeccdo picornaviral (Macejak & Sarnow. Nature 353:90-94
(1991)). Sob estas circunstincias, a iniciagdo dependente de cobertura €
inibida ou severamente comprometida, devido a presenca de pequenas
quantidades eIF4F funcional. Isto é causado por clivagem ou perda de
solubilidade de eIF4G (Gradi e outros, Proceedings of the National Academy
of Sciences, USA 95:11089 — 11094 (1998)); a desfosforilacio 4E-BP
(Gingras e outros, Proceedings of the National Academy of Sciences, USA
93:5578-5583 (1996)) ou clivagem de proteina de ligacao poli(A) (PABP)
(Joachims e outros, Journal of Virology 73:718-727 (1999)).

[007] Os vetores de alfa-virus, que expressam um dacido
nucleico de interesse (NOI) em niveis varidveis, foram descritos. Todos estes
exemplos descrevem modificacdo dos genes de proteina ndo-estrutural de
alfa-virus ou do promotor 26S (subgenOmico), para regular a replicacdo ou

transcricdo de vetores do promotor subgendmico. Exemplos incluem

Peticdo 870200086797, de 13/07/2020, pag. 12/92



3/73

mutagdes dos genes de proteinas ndo-estruturais, que aumentam ou diminuem
a transcricio do RNA subgenOmico ou alteram a replicacio do RNA
gendmico, resultando em expressdao NOI modificada. O controle da expressao
de proteina de um vetor de alfa-virus, no nivel de traducio do mRNA
subgendmico, nao foi descrito anteriormente.

[008] A presente invengdo prové vetores de replicon e
auxiliar de alfa-virus, construidos para controlar a expressao de uma ou mais
sequéncias de 4cido nucleico heterdlogas, no nivel de traducdo da proteina,
via um mecanismo independente de cobertura, sob a dire¢io de um elemento
IRES.

SUMARIO DA INVENCAO

[009] Em uma forma de realizagdo, a presente invengao
prové um acido nucleico de replicon recombinante, compreendendo: uma
primeira sequéncia de &cido nucleico codificando uma sequéncia de
reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 5°, pelo menos uma segunda
sequéncia de 4cido nucleico codificando uma proteina ndo-estrutural de alfa-
virus, pelo menos um promotor subgendmico de alfa-virus, pelo menos um
elemento IRES, pelo menos um acido nucleico heter6logo e um terceiro acido
nucleico codificando uma sequéncia de reconhecimento de replicacao de alfa-
virus 3’ e um sinal de acondicionamento de alfa-virus, que permite que o
replicon seja incluido dentro das particulas.

[010] Em outra forma de realizacdo, a presente invenc¢ao
prové um 4acido nucleico auxiliar recombinante, compreendendo: uma
primeira sequéncia de &cido nucleico codificando uma sequéncia de
reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 5°, um promotor subgendmico de
alfa-virus, um elemento IRES, um acido nucleico codificando uma ou mais do
que uma proteina estrutural de alfa-virus e um terceiro 4cido nucleico
codificando uma sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 3’.

[011] Também € provida aqui uma particula de alfa-virus,
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compreendendo um RNA de replicon de alfa-virus, compreendendo o acido
nucleico de replicon recombinante desta invencdo. Em uma outra forma de
realizacdo, € aqui provida uma populacdo de particulas de alfa-virus
infecciosas e defeituosas, em que cada particula contém um RNA de replicon
de alfa-virus, compreendendo um &4cido nucleico de replicon recombinante
desta inven¢do. Em algumas formas de realizacdo, a inveng¢do prové uma
populacdo de particulas de alfa-virus infecciosas e defeituosas, em que cada
particula contém um RNA de replicon de alfa-virus compreendendo um &cido
nucleico de replicon recombinante desta inven¢do, € a populagdo nio tem
virus competente de replicacdo detectiveis, conforme medido por passagem
em cultura de célula. Em formas de realizagdo especificas, as particulas desta
invencdo podem conter uma ou mais mutacdes atenuantes.

[012] Além  disso, sdo incluidas  composi¢Oes
farmacéuticas que compreendem as particulas e populagdes desta invencdo
em um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[013] Em outras formas de realizacdo, a presente invengao
prové um método para produzir particulas de alfa-virus infecciosas e
defeituosas, compreendendo: (a) introduzir em uma populagdo de células (1)
um acido nucleico de replicon recombinante desta invencao; e (ii) um ou mais
acido(s) nucleico(s) auxiliar(es) codificando proteinas estruturais de alfa-
virus; em que todas as proteinas estruturais de alfa-virus sdo providas nas
células; e (b) produzir ditas particulas de alfa-virus na populagao de células. O
método desta invengdo pode compreender ainda a etapa de coletar ditas
particulas de alfa-virus das células.

[014] Em algumas formas de realizagdo, o acido nucleico
auxiliar desta invencdo pode também ser um &4cido nucleico de replicon
recombinante desta inven¢ao. Por exemplo, um acido nucleico recombinante
desta inven¢do pode compreender, como um 4cido nucleico heterélogo e/ou

além de um 4cido nucleico heterdlogo, uma sequéncia de acido nucleico
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codificando uma proteina estrutural de alfa-virus ou mais do que uma proteina
estrutural de alfa-virus. Em tais formas de realizacdo, o 4cido nucleico de
replicon recombinante € considerado ser um dacido nucleico auxiliar de
replicon recombinante, que pode estar presente em uma célula com outros
acidos nucleicos auxiliares e/ou outros acidos nucleicos recombinantes desta
invencao.

[015] Assim, em uma forma de realizacdo especifica, o
acido nucleico de replicon recombinante desta invencdo codifica ainda uma
proteina estrutural de alfa-virus ou mais do que uma proteina estrutural de
alfa-virus. Este 4cido nucleico de replicon recombinante pode ser introduzido
dentro de uma populacdo de células, junto com um ou mais acidos nucleicos
auxiliares, de modo que o acido nucleico de replicon recombinante e o(s)
acido(s) nucleico(s) auxiliar(es) produzem todas as proteinas estruturais de
alfa-virus e o 4cido nucleico de replicon recombinante € acondicionado dentro
de particulas de ditas células.

[016] Sdo adicionalmente providos métodos de eliciar
uma resposta imune em um individuo, compreendendo administrar ao
individuo uma quantidade imunogénica das populac¢des e/ou composi¢oes de
acidos nucleicos, vetores e particulas desta invengao.

[017] Em outras formas de realizacdo, a presente invengao
prové um 4cido nucleico recombinante compreendendo: um promotor que
dirige a transcricdo de um 4acido nucleico; um elemento IRES; e um &cido
nucleico compreendendo uma sequéncia codificante, em que o elemento IRES
¢ operavelmente localizado, de modo que a tradugdo da sequéncia codificante
¢ via um mecanismo independente de cobertura, dirigido pelo elemento IRES
e ndo via um mecanismo dependente de cobertura.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
[018] A Figura 1 mostra um northern blot dos RNAs

subgendmicos de replicon de IRES-espacador.
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DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAOQO

€6 99 (194

[019] Como aqui usado, “um”, “uma” e “0”, “a”, podem
significar um ou mais do que um, dependendo do contexto em que for usado.
Como exemplos, “uma célula” pode significar uma célula ou maltiplas
células; e “um 4cido nucleico heter6logo” pode significar um 4cido nucleico
heter6logo ou multiplos dcidos nucleicos heter6logos.

[020] A presente invencdo € baseada na verificagdo
surpreendente e inesperada de que a transcricdo de um 4cido nucleico e
tradugdo do 4cido nucleico podem ser desacopladas. Assim, em uma forma de
realizagdo, a presente invencdo prové um d4cido nucleico recombinante
compreendendo: um promotor que dirige a transcri¢ao; um elemento IRES; e
uma sequéncia codificadora, em que o elemento IRES € operavelmente
localizado, de modo que a tradugdo da sequéncia codificadora € via um
mecanismo independente de cobertura, dirigido pelo elemento IRES e nao via
um mecanismo dependente de cobertura. Para fins desta invencdo, o termo
“transcricdo” inclui a producdo de RNA de um promotor subgendmico de
alfa-virus de um d&cido nucleico de replicon recombinante, que pode ele
proprio ser uma molécula de RNA. Isto é, o promotor subgendmico de uma
molécula de RNA de replicon recombinante desta invenc¢ao pode dirigir a
transcricdo de um RNA mensageiro, codificando um NOI heter6logo.
Separadamente, o d4cido nucleico de replicon recombinante pode ser
“replicado”, isto é, copiado da sequéncia de reconhecimento de replicacdo 5’
diretamente para a sequéncia de reconhecimento de replicacdo 3°.

[021] Em outras formas de realizacdo, a presente invengao
prové um acido nucleico de replicon recombinante compreendendo: uma
primeira sequéncia de &cido nucleico codificando uma sequéncia de
reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 5°, pelo menos uma segunda
sequéncia de 4cido nucleico codificando uma proteina ndo-estrutural de alfa-

virus, pelo menos um promotor subgendmico de alfa-virus, pelo menos um
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elemento IRES, pelo menos um acido nucleico heter6logo e um terceiro acido
nucleico codificando uma sequéncia de reconhecimento de replicacao de alfa-
virus 3°. Em certas formas de realizacdo, o 4cido nucleico de replicon
recombinante compreende ainda um sinal de acondicionamento de alfa-virus,
de modo que o replicon pode ser acondicionado dentro de particulas. Em
outras formas de realiza¢do, o acido nucleico de replicon recombinante pode
compreender uma sequéncia de acido nucleico de espacador, que pode ser
localizada a montante de um elemento IRES.

[022] Entende-se que, nas varias formas de realizagdo, os
elementos do acido nucleico de replicon recombinante desta inven¢ao podem
esta presentes na ordem listada aqui e/ou presentes em qualquer ordem.
Assim, por exemplo, em uma forma de realizacdo, a presente invencdo prové
um 4cido nucleico de replicon recombinante, compreendendo, na seguinte
ordem: uma primeira sequéncia de acido nucleico codificando uma sequéncia
de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 5°, pelo menos uma segunda
sequéncia de 4cido nucleico codificando uma proteina ndo-estrutural de alfa-
virus, pelo menos um promotor subgendmico de alfa-virus, pelo menos um
elemento IRES, pelo menos um acido nucleico heter6logo e um terceiro acido
nucleico codificando uma sequéncia de reconhecimento de replicacao de alfa-
virus 3’.

[023] Como aqui wusado, wuma “sequéncia de
reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 5’7 e “sequéncia de
reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 3’7 sdo sequéncias 5° e 3’ (as
designacdes 5’ e 3’ referindo-se a suas localizagdes no 4cido nucleico de alfa-
virus), que controlam a replicacdo de um genoma de alfa-virus. Em certas
formas de realizacdo, uma ou outra ou ambas as sequéncias de
reconhecimento de replicacdao de alfa-virus 5’ e 3’ podem ser truncadas em
uma ou outra extremidade, desde que sua funcdo na replicacdo de um genoma

de alfa-virus permaneca intacta.
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[024] Também como aqui usado, “pelo menos uma
segunda sequéncia de 4cido nucleico, codificando uma proteina nao-estrutural
de alfa-virus”, inclui uma sequéncia de 4cido nucleico que codifica pelo
menos uma e, possivelmente, mais do que uma proteina ndo-estrutural de
alfa-virus. Por exemplo, uma segunda sequéncia de &acido nucleico desta
invencdo pode ser uma sequéncia de 4dcido nucleico contigua, codificando as
proteinas ndo estruturais de alfa-virus nspl, nsp2, nsp3 e nsp4, uma sequéncia
de nucleotideo contigua, codificando as proteinas ndo estruturais de alfa-virus
nspl, nsp2 e nsp3, um acido nucleico contiguo, codificando as proteinas nao
estruturais de alfa-virus nsp2, nsp3 e nsp4, um 4cido nucleico contiguo
codificando as proteinas nao estruturais de alfa-virus nspl e nsp2, um acido
nucleico contiguo codificando proteinas ndo estruturais de alfa-virus nsp3 e
nsp4, um 4cido nucleico contiguo codificando proteinas ndo estruturais de
alfa-virus nsp2 e nsp3, um 4cido nucleico codificando a proteina nao-
estrutural de alfa-virus nspl, um acido nucleico codificando a proteina ndo-
estrutural de alfa-virus nsp2, um acido nucleico codificando a proteina ndo-
estrutural de alfa-virus nsp3, um acido nucleico codificando a proteina ndo-
estrutural de alfa-virus nsp4 e/ou qualquer combinagao e/ou ordem delas, de
modo que o acido nucleico de replicon recombinante compreende sequéncias
de nucleotideo codificando nspl, nsp2, nsp3 e nsp4, no total.

[025] Em formas de realizagdo particulares, o é&cido
nucleico de replicon recombinante desta invencdo pode compreender acido
nucleico codificando uma ou mais proteinas ndo estruturais de alfa-virus em
qualquer combinagao e em qualquer local em relacao entre si, de modo que o
acido nucleico de replicon recombinante compreende sequéncias de
nucleotideo codificando nspl, nsp2, nsp3 e nsp4 no total. Por exemplo, um
acido nucleico de replicon recombinante desta inven¢ao pode compreender,
na seguinte ordem: uma primeira sequéncia de acido nucleico codificando

uma sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 5°, uma
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segunda sequéncia de acido nucleico, codificando a proteina ndo-estrutural de
alfa-virus nspl, nsp2, e nsp3, pelo menos um promotor subgendmico de alfa-
virus, pelo menos um elemento IRES, pelo menos um d&cido nucleico
heterdlogo, outra segunda sequéncia de 4dcido nucleico codificando a proteina
ndo-estrutural de alfa-virus nsp4 e um terceiro acido nucleico codificando
uma sequéncia de reconhecimento de replicagdo de alfa-virus 3’.

[026] Como também aqui wusado, um ‘“promotor
subgendmico de alfa-virus”, “promotor subgenémico” ou “promotor 26S” €
um promotor presente em um genoma de alfa-virus que dirige a transcrig¢ao de
uma mensagem subgendmica em um processo de replicon de alfa-virus
normal. O promotor subgendmico de alfa-virus pode ser truncado (por
exemplo, para produzir um promotor subgendmico de alfa-virus minimo) e/ou
modificado, de modo que sua atividade € reduzida, mantida ou aumentada, de
acordo com métodos conhecidos na técnica.

[027] Os acidos nucleicos recombinantes desta invengao
podem compreender um elemento de sequéncia de entrada de ribossomo
interna (IRES), que dirige a tradu¢do de um &4cido nucleico para dentro de
uma proteina, via um mecanismo independente de cobertura, como aqui
descrito e como é bem conhecido na técnica. Em particular nos 4cidos
nucleicos de replicon recombinantes da presente invencdo, o controle da
expressao do nitrogénio no nivel de traducao € realizado introduzindo-se um
sitio de entrada de ribossomo interno (IRES) a jusante de um promotor
subgendmico 26S de alfa-virus e a montante da sequéncia codificadora a ser
transladada. O elemento IRES € posicionado de modo a dirigir a traducdo do
mRNA, desse modo minimizando, limitando ou evitando o inicio da tradugdo
do mRNA da estrutura metil-7-guanosina (5’ )pppN presente na extremidade
5> do mRNA subgendémico (o “cap”). Esta tradug¢do independente de
cobertura, ‘“dirigida por IRES”, n3o requer ou resulta em qualquer

modificacdo significativa de genes de proteina ndo-estrutural de alfa-virus,
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que poderiam alterar a replicacdo e transcri¢ao.

[028] Os vetores de alfa-virus, designados para controlar o
nivel de expressio de um dacido nucleico heter6logo, sem modular (por
exemplo, perturbar, transtornar, romper, aumentar, intensificar, reduzir,
minimizar) a replicagdo do genoma ou transcricao subgendmica, tém diversas
vantagens em relacdo aos propositos de vetores anteriores. Primeiro, a
modulacdo da replicacdo do genoma pode negativamente afetar a geragdo
VRP, limitando o numero de RNAs gendmicos disponiveis para
acondicionamento dentro das particulas. Segundo, a modulagao da transcricao
subgendmica, alterando-se (por exemplo, por truncagem, delecdo, adi¢ao e/ou
substituicao) o promotor 26S, pode alterar a replicacdo do RNA gendmico,
novamente resultando na limitacdo do numero de RNAs gendmicos
disponiveis para acondicionamento dentro das particulas. Terceiro, a
replicacdo de alfa-virus induz uma resposta de estresse nas células, que pode
resultar em tradu¢do dependente de cobertura reduzida de mRNAs. A
comutacgao de traducao dependente de cobertura, de um mRNA subgen6mico
de alfa-virus, para o mecanismo dependente de cobertura provido por um
elemento IRES, minimiza este efeito negativo sobre a expressao NOIL.

[029] Um elemento IRES da presente invencao pode
incluir mas n3o € limitado a elementos IRES virais de picornavirus, por
exemplo, poliovirus (PV) ou o enterovirus 71 humano, por exemplo, cepas
7423/MS/87 e BrCr deles; do virus da encefalomiocardite (EMCV); do virus
da febre aftosa (FMDV); do flavivirus, por exemplo, virus da hepatite C
(HCV); de pestivirus, por exemplo, virus da febre suina classica (CSFV); de
retrovirus, por exemplo, virus da leucemia de murinos (MLV); de lentivirus,
por exemplo, virus da imunodeficiéncia dos simios (SIV); de elementos IRES
de mRNA celular,tais como aqueles dos fatores de iniciacdo de traducdo, por
exemplo, eI[F4G ou DAPS; de fatores de transcri¢do, por exemplo, c-Myc

(Yang e Sarnow, Nucleic Acids Research 25: 2800 — 2807 (1997)) ou fator de
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repressao de NF-kB (NRF); de fatores de crescimento, por exemplo, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblasto
(FGF-2) e fator de crescimento B derivado de plaqueta (PDGF B); de genes
homedticos, por exemplo, Antennapedia; de proteinas de sobrevivéncia, por
exemplo, inibidor ligado-X de apoptose (XIAP) ou Apaf-1; de
acompanhantes, por exemplo, proteina de ligacdo de cadeia pesada de
imunoglobulina BiP (Martinez-Salas e outros, Journal of General Virology
82: 973-984 (2001)), de virus de plantas, bem como quaisquer outros
elementos IRES agora conhecidos ou posteriormente identificados.

[030] Em certas formas de realizacdo, o elemento IRES
desta 1invencdo pode ser derivado de, por exemplo, virus da
encefalomiocardite (EMCB, acesso ao GenBank # NC001479), virus da
paralisia do grilo (acesso GenBank # AF218039), virus dae Drosophila C
(acesso GenBank # AF014388), virus do intestino Plautia stali (acesso
GenBank # ABO006531), virus Rhopalosiphum padi (acesso GenBank #
AF022937), virus Himetobi P (acesso GenBank # ABO017037), virus da
paralisia de abelha aguda (acesso GenBank # AF150629), virus da célula da
abelha mestra Negra (acesso GenBank # AF183905), virus Triatoma (acesso
GenBank # AF178440), virus Acyrthosiphon psum (acesso GenBank #
AF024514), virus flacherie infeccioso (acesso GenBank # AB000906) e/ou
virus Sacbood (acesso GenBank # AF092924). Além disso, a presente
invencdo prové um elemento IRES sintético, que pode ser projetado, de
acordo com métodos conhecidos na técnica, para imitar a fungdo dos
elementos IRES naturalmente ocorrentes (vide Chappell e outros, Proc.Natl.
Acad. Sci. USA (2000) 97(4): 1536 — 41.

[031] Em formas de realizacdo especificas, o elemento
IRES pode ser um elemento IRES de inseto ou outro elemento IRES de ndo-
mamifero, que seja funcional na linhagem de célula auxiliar particular,

escolhida para acondicionamento das particulas de alfa-virus recombinante
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desta inven¢ao, porém nao seja funcional ou seja minimamente funcional em
uma célula hospedeira alvo. Os elementos IRES de virus de inseto evoluiram
para funcionar otimamente dentro de células de inseto e similarmente as
sequéncias IRES de virus de mamifero funcionam otimamente em células de
mamifero. Assim, o controle da traducdo pode ser introduzido dentro dos
sistemas vetores de replicon, pela inser¢ao de elementos IRES especificos de
virus dentro de RNAs de replicon. Desta maneira, a traducdo de NOIs
heterdlogos de vetores de replicon pode ser regulada (atenuada) em células de
mamifero e aumentada dentro de células de insetos. Isto € tutil para aqueles
NOIs que sdo toxicos para a c€lula acondicionante ou sdo prejudiciais para o
processo de acondicionamento de alfa-virus. Uma maneira alternativa de se
conseguir este efeito € utilizar um elemento IRES de mamifero no vetor de
replicon, que esteja acondicionado em um sistema de cultura de células de
insetos, desse modo também evitando-se traducdo possivelmente
significativas do NOI heter6logo, durante o acondicionamento. Sem ficarmos
presos a uma hipotese ou teoria particular, fatores celulares e ambiente de
cultura podem representar um papel na atividade e fun¢do de IRES. Portanto,
antecipamos que niveis adicionais de controle/regulacdo de diferentes
espécies de IRES, dentro da mesma célula, podem ser conseguidos através do
suprimento/remogao de certos fatores celulares ou por mudancas do ambiente
de cultura (por exemplo, temperatura), para preferencialmente dirigir a
traducdo para um IRES, em compara¢do com um segundo.

[032] Em algumas formas de realizagdo, o ambiente
celular da linhagem de célula auxiliar ou acondicionadora pode ser alterado,
de modo que uma atividade especifica do IRES seja aumentada ou reduzida.
Tipicamente, os elementos IRES evoluiram para funcionar sob condicdes de
estresse celular, onde niveis aumentados de cinases elF-2alfa resultam em
reduzida traducdo dependente de cobertura € em um aumento reciproco da

traducdo/atividade dependente de IRES. Tais condi¢des podem ser
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artificialmente induzidas em um sistema de acondicionamento celular, de
modo a aumentar a expressdo dos elementos IRES escolhidos por uma
variedade de métodos, incluindo mas ndo limitado a hipoxia, hipotermia,
fome de amino A4cido/nutricional, inducdo de estresse ER (por exemplo,
utilizando-se Thapsigargina), indu¢do de interferon ou elementos PKR (por
exemplo, utilizado-se poli IC), bloqueio de sintese dependente de tRNA (por
exemplo, utilizando-se Edeine) ou outros tensionadores gerais conhecidos na
técnica, incluindo mas nao limitado a peréxido de hidrogénio e sorbitol.

[033] Em outras formas de realizagdo, a traducao dirigida-
elemento IRES de NOI pode ser modulada, por exemplo, através do uso de
siRNAs anti-sentido, especificos para o elemento/espacador IRES ou NOI,
que podem ser transfectados para dentro ou transduzidos/transitoriamente
expressos dentro da célula acondicionadora, por numerosos métodos padrdao
conhecidos na técnica e aqui descritos.

[034] Como outra alternativa, a expressdao de NOI pode
também ser modulada pelo uso de pares de ligacdo de ligando, por exemplo,
um elemento de 4cido nucleico e uma molécula (isto €, ligando) que se liga a
ele (vide, por exemplo, Patente U.S. No. 6.242.259). Portanto, a presente
invencdo também prové um 4cido nucleico de replicon recombinante,
compreendendo uma sequéncia de dcido nucleico codificando uma sequéncia
de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 5°, uma ou mais segunda(s)
sequéncia(s) de acido nucleico codificando uma proteina nao-estrutural de
alfa-virus, pelo menos um promotor subgendmico de alfa-virus, pelo menos
um elemento IRES, uma sequéncia de nucleotideo ndo-alfa-virus que, quando
ligada por um ligando, altera a transcricio do RNA subgen6mico e/ou
traducdo do IRES, pelo menos um 4cido nucleico heter6logo e um acido
nucleico codificando uma sequéncia de reconhecimento de replicacao de alfa-
virus 3’.

[035] Como uma forma de realizacao especifica, o ligando

Peticdo 870200086797, de 13/07/2020, pag. 23/92



14/73

pode ser uma proteina de ligacio de RNA (por exemplo, proteina de
revestimento R17), uma sequéncia anti-sentido, um corante (por exemplo,
corantes Hoechst H33258 ou H3342) e/ou um antibidtico (por exemplo,
tobramicina ou canamicina). Estes podem ser introduzidos dentro ou
produzidos dentro das células acondicionadoras por métodos conhecidos
daqueles habeis na técnica (vide Patente U.S. No. 6.242.259).

[036] Como utilizado dentro do contexto da presente
invencdo, uma reducdo da transcricdo do RNA subgendmico ou uma reducgdo
da traducdo de um NOI dirigido pelo IRES, devido a acdo de um ligando
ligando-se a uma sequéncia de nucleotideo ndo-alfa-virus, localizada em
estreita proximidade com o promotor subgendmico de alfa-virus ou IRES,
deve ser entendida referir-se a uma diminuicdo estatisticamente significativa
da transcricdo ou traducdo, respectivamente, na presenca do ligando
selecionado. Em algumas formas de realizacdo, o nivel da transcri¢io do
RNA subgendmico ou tradu¢do NOI dirigida-IRES nas células € reduzido
pelo menos 25%, 50%, 75% ou 90% ou 3-vezes, 5-vezes ou 10-vezes, em
comparagdao com os niveis sem a presenga do ligando de ligacdo. Uma larga
variedade de ensaios, que sdo conhecidos na técnica, pode ser utilizada para
avaliar um nivel reduzido de transcri¢do ou tradugdo, incluindo, por exemplo,
ensaios enzimaticos de um gene reporter, northern blot, rotulacio de RNA
metabolico e similares.

[037] Os acidos nucleicos de replicon recombinantes desta
invencdo pode compreender um ou mais elementos IRES e, naquelas formas
de realizagdo compreendendo dois ou mais elementos IRES, os elementos
IRES podem ser iguais ou podem ser diferentes, em qualquer ordem e/ou
combinagdo. Nestas formas de realizacdo especificas, o 4cido nucleico de
replicon recombinante pode compreender dois ou mais “cassetes de NOI
heter6logo-IRES-promotor”, em que o promotor, IRES e NOI heterdlogo, de

cada cassete, podem ser diferentes ou iguais. Alternativamente, o &cido
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nucleico de replicon recombinante pode codificar dois ou mais NOIs, um dos
quais € controlado por um ‘“cassete de promotor-IRES”, enquanto o(s)
outro(s) NOI(s) podem ser controlados por um promotor subgendmico
sozinho ou por um IRES sozinho.

[038] O 4cido nucleico heterdlogo desta invengdao € um
acido nucleico que ndo estd presente no genoma de um alfa-virus tipo
selvagem e/ou nao esta presente no genoma de um alfa-virus tipo selvagem na
mesma ordem que ele existe em um 4cido nucleico de replicon recombinante
desta invencao. Por exemplo, em certas formas de realizacado, o d4cido nucleico
heter6logo desta invencdo pode codificar uma ou mais proteinas estruturais de
alfa-virus (por exemplo, C, PE2/E2, E1, E3, 6K) e/ou uma ou mais proteinas
estruturais de alfa-virus além de um &4cido nucleico heter6logo. Quando o
acido nucleico de replicon recombinante desta inven¢do compreende acido
nucleico codificando uma ou mais proteinas estruturais de alfa-virus, o acido
nucleico de replicon recombinante pode funcionar como um &cido nucleico
auxiliar de replicon recombinante na montagem das particulas de alfa-virus
infecciosas e defeituosas, como descrito aqui.

[039] O 4acido nucleico heter6logo desta invengdo pode
codificar uma proteina ou peptideo que pode ser mas ndo € limitado a um
antigeno, um imunégeno ou polipeptideo ou peptideo imunogé€nico, uma
proteina de fusdo, um peptideo de fusdo, um antigeno de cancer etc.
Exemplos de proteinas e/ou peptideos codificados pelo acido nucleico
heter6logo desta invencdo incluem mas nao sao limitados a polipeptideos e
peptideos imunogénicos, adequados para proteger um individuo contra uma
doenca, incluindo mas nao limitado a doencas microbianas, bacterianas,
protozodrias, parasiticas e virais.

[040] Em algumas formas de realizacdo, por exemplo, a
proteina ou peptideo codificado pelo acido nucleico heter6logo pode ser um

imundégeno de ortomixovirus (por exemplo, uma proteina ou peptideo do
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virus influenza, tal como a proteina de superficie da hemaglutinina (HA) do
virus influenza ou a nucleoproteina do virus influenza, ou uma proteina ou
peptideo do virus influenza de eqiiinos), ou um imundégeno do virus
parainfluenza, ou um imunégeno do metapneumovirus, ou um imunogeno do
virus sincicial respiratorio ou um imundgeno do rinovirus, um imundgeno de
lentivirus (por exemplo, uma proteina ou peptideo do virus da anemia
infecciosa de eqiiinos, proteina ou peptideo de um Virus da Imunodeficiéncia
de Simios (SIV), ou uma proteina ou peptideo do Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV),tais como a proteina GP160 envoltéria de HIV ou SIV, as
proteinas de capsideo /matriz HIV ou SIV e os produtos genéticos gag, pol e
env de HIV ou SIV). A proteina ou peptideo pode também ser um imunogeno
de arenavirus (por exemplo, proteina ou peptideo do virus da febre da
Lassa,tal como a proteina de nucleocapsideo do virus da febre de Lassa e a
glicoproteina envoltério da febre de Lassa), um imundgeno de picornavirus
(por exemplo, uma proteina ou peptideo do virus da febre aftosa), um
imundgeno de poxvirus (por exemplo, uma proteina ou peptideo da vacinia,
tal como a proteina L1 ou L8 da vacinia), ou imundgeno de orbivirus (por
exemplo, uma proteina ou peptideo do virus da ndusea do cavalo africano),
um imundégeno de flavivirus (por exemplo, uma proteina ou peptideo do virus
da febre amarela, uma proteina ou peptideo do virus do Nilo Ocidental, ou
uma proteina ou peptideo do virus da encefalite japonesa), um imundgeno do
filovirus (por exemplo, uma proteina ou peptideo do virus Ebola, ou uma
proteina ou peptideo do virus Marburg, tal como proteinas NP e GP), um
imundgeno do buniavirus (por exemplo, proteinas ou peptideos RVFV, CCHF
e SFS) ou um imunégeno do coronavirus (por exemplo, uma proteina ou
peptideo do coronavirus humano infeccioso, tais como a glicoproteina do
envoltério do coronavirus humano ou uma proteina ou peptideo do virus da
gastroenterite transmissivel de porcino, ou uma proteina ou peptideo do virus

da bronquite infecciosa avidria). A proteina ou polipeptideo codificado pelo
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acido nucleico heterdlogo desta invenc¢do pode ainda ser um antigeno de
polio, antigeno de herpes (por exemplo, antigenos CMB, EBV, HSV),
antigeno de cachumba, antigeno do sarampo, antigeno da rubéola, antigeno da
varicela, toxina botulinica, toxina da difteria e outro antigeno da difteria,
antigeno da coqueluche, antigeno da hepatite (por exemplo, Hepatite A,
Hepatite B, Hepatite C, Hepatite D ou Hepatite E) ou qualquer outro antigeno
de vacina conhecido na técnica.

[041] Como aqui usado, “eliciar uma resposta imune” e
“Imunizar um individuo” inclui o desenvolvimento, em um individuo, de uma
resposta imune humoral e/ou celular a uma proteina e/ou polipeptideo desta
invencdo (por exemplo, um imundgeno, um antigeno, um peptideo
imunogé€nico e/ou um ou mais epitopos). Uma resposta imune ‘“humoral”,
como este termo € bem conhecido na técnica, refere-se a uma resposta imune
compreendendo anticorpos, enquanto uma resposta imune “celular”, como
este termo € bem conhecido na técnica, refere-se a uma resposta imune,
compreendendo linfécitos-T e outras células sangiiineas brancas,
especialmente a resposta especifica de imundgeno por células-T citoliticas
restringidas-HLA, isto €, “CTLs”. Uma resposta imune celular ocorre quando
os imundgenos processados, Istoé€, fragmentos de peptideo, sdo exibidos em
conjunto com as proteinas HLA do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC), que sdo de dois tipos gerais, classe I e classe II. As CTLs
restringidas-HLA Classe I geralmente ligam-se aos peptideos 9-mer e
apresentam aqueles peptideos na superficie da célula. Estes fragmentos de
peptideo, no contexto da molécula Classe I HLA, s3o reconhecidos pelas
proteinas de Receptor de Célula-T (TCR) nos linfocitos-T, resultando na
ativacdo da célula T. A ativacdo pode resultar em numerosos resultados
funcionais, incluindo mas nao limitado a expansao do subconjunto de células-
T especificas, resultando em destruicdo da célula contendo o complexo de

peptideo-HLA diretamente através de eventos citotoxicos ou apoptdticos ou
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na ativacdo de mecanismos nao-destrutivos, por exemplo, a producdo de
interferon/citocinas. A apresentacdo de imundgenos, via proteinas MHC
Classe I, tipicamente estimula uma resposta CD8+CTL.

[042] Outro aspecto da resposta imune celular envolve as
respostas de célula-T restringidas-Classe II HLA, envolvendo a ativacdo das
células-T auxiliares, que estimulam e pdem em evidéncia a atividade das
células efetuadoras nao especificas, exibindo os fragmentos de peptideo em
associacao com as moléculas MHC em sua superficie. Pelo menos dois tipos
de células auxiliares sdao reconhecidos: Células auxiliares-T 1 (Thl), que
secretam as citocinas interleucina 2 (IL-2) e interferon gama e células
auxiliares T 2 (Th2), que secretam as citocinas interleucina 4 (IL-4),
interleucina 5 (IL-5), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 10 (IL-10). A
apresentacdo de imundgenos via proteinas MHC Classe II tipicamente elicia
uma resposta CTL CD4+, bem como a estimulagdo dos linfécitos B, o que
resulta em uma resposta anticorpo.

[043] Um  “polipeptideo  imunogé€nico”, “peptideo
imunogénico” ou “imundgeno”’, como aqui usado, inclui qualquer peptideo,
proteina ou polipeptideo que elicie uma resposta imune em um individuo e em
certas formas de realizagdo, o polipeptideo imunogénico sendo adequado para
prover algum grau de prote¢cdo a um individuo contra uma doenca. Estes
termos podem ser usados intercambiavelmente com o termo “antigeno”.

[044] Em certas formas de realiza¢do, o imundgeno desta
invencdo pode compreender, consistir essencialmente de ou consistir de um
ou mais “epitopos”. Um “epitopo” € um conjunto de residuos amino 4cidos,
que € envolvido no reconhecimento por uma imunoglobulina particular. No
contexto das células T, um epitopo € definido como o conjunto de residuos
amino acidos necessdarios para reconhecimento pelas proteinas de receptor de
célula T e/ou receptores MHC. Em um cenério de sistema imune, in vivo ou in

vitro, um epitopo refere-se aos aspectos coletivos de uma molécula, tais como
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estrutura e/ou carga de peptideo primaria, secundéria e/ou tercidria, que,
juntas, formam um sitio reconhecido por uma imunoglobulina, receptor de
célula T e/ou molécula HLA. No caso de um epitopo de c€lula-B (anticorpo),
¢ tipicamente um minimo de 3-4 amino acidos, preferivelmente pelo menos 3,
variando até aproximadamente 50 amino 4cidos. Preferivelmente, os epitopos
indutores de resposta humoral estdo entre 5 e 30 amino acidos, usualmente
entre 12 e 25 amino 4cidos e muitissimo comumente entre 15 e 20 amino
acidos. No caso de um epitopo de célula-T, um epitopo inclui pelo menos
cerca de 7 — 9 amino 4cidos e, para um epitopo de célula-T auxiliar, pelo
menos cerca de 12 — 20 amino 4cidos. Tipicamente, tal epitopo de célula-T
incluird entre cerca de 7 a 15 amino 4cidos, por exemplo, 7, 8, 9, 10,11, 12,
13, 14 ou 15 amino acidos.

[045] A presente invencdo pode ser empregada para
expressar um acido nucleico codificando um polipeptideo imunogénico em
um individuo (por exemplo, para vacinagdo) ou para imunoterapia (por
exemplo, para tratar um individuo com cancer ou tumores). Assim, no caso de
vacinas, a presente invengdo prove, desse modo, métodos de eliciar uma
resposta imune em um individuo, compreendendo administrar ao individuo
uma quantidade imunogénica de um acido nucleico, particula, populacdo e/ou
composi¢ao desta invengao.

[046] E também contemplado que os dcidos nucleicos,
particulas, populagcdes e composi¢Oes farmacéuticas desta invengdo possam
ser empregadas em métodos de suprimento de um NOI de interesse a uma
célula, que pode ser uma célula de um individuo. Assim, a presente invengao
prové um método de suprir um 4cido nucleico heter6logo a uma célula,
compreendendo introduzir dentro da célula uma quantidade eficaz de um
dcido nucleico, particula, populacio e/ou composicdo desta invencdo. E
também provido um método de suprir um 4cido nucleico heter6logo a uma

célula de um individuo, compreendendo suprir ao individuo uma quantidade
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eficaz de um 4cido nucleico, particula, populacdo e/ou composi¢ao desta
invencdo. Tais métodos podem ser empregados para conceder um efeito
terapéutico em uma célula e/ou individuo desta invencdo, de acordo com
protocolos bem conhecidos para terapia genética.

[047] Um “individuo” desta invencdo inclui mas nao é
limitado a animais de sangue quente, por exemplo, humanos, primatas nao-
humanos, cavalos, vacas, gatos, caes, porcos, ratos e camundongos. A
administracdo das vérias composi¢oes desta invencdo (por exemplo, acidos
nucleicos, particulas, populacdes e/ou composi¢cdes) pode ser realizada por
qualquer uma das diversas diferentes rotas. Em formas de realizagcdo
especificas, as composicoes podem ser administradas intramuscular,
subcutanea, intraperitoneal, intradérmica, intranasal, intracraniana, sublingual,
intravaginal, intrarretal, oral ou topicamente. As composi¢cdes aqui podem ser
administradas via um método de escarificacdo de pele ou transdermicamente
via um emplastro ou liquido. As composi¢des podem ser supridas
subdermicamente, na forma de um material biodegradavel que libere as
composi¢oes durante um periodo de tempo.

[048] As composi¢des desta invengdo podem ser usadas
profilaticamente para evitar doenca ou terapeuticamente tratar doenca.
Doencas que podem ser tratadas incluem doenca infecciosa, causada por
virus, bactérias, fungos ou parasitas, e cancer. Doencas cronicas, envolvendo
a expressdo de proteinas aberrantes ou anormais ou a superexpressdo de
proteinas normais, podem também ser tratadas, por exemplo, doenca de
Alzheimer, esclerose multipla, acidente vascular cerebral etc.

[049] As composicoes desta invengdo podem ser
otimizadas e combinadas com outros regimes de vacinagiao, para prover as
mais amplas (isto €, todos os aspectos da resposta imune, incluindo aqueles
aspectos descritos acima) respostas celulares e humorais possiveis. Em certas

formas de realizacdo, isto pode incluir o uso de estratégias de reforco
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principal heter6logas, em que as composi¢des desta invengao sdo usadas em
combinag¢do com uma composi¢ao compreendendo um ou mais dos seguintes:
imunogenos derivados de um patégeno ou tumor, imundgenos recombinantes,
atomos de nitrogé€nio nus, acidos nucleicos formulados com por¢des contendo
lipideo, vetores nao-alfa-virus (incluindo mas ndo limitado a vetores da
variola, vetores adenovirais, vetores do herpes, vetores do virus da estomatite
vesicular, vetores paramixovirais, vetores de parvovirus, vetores de
papovavirus, vetores retrovirais) e outros vetores de alfa-virus. Os vetores
virais podem ser particulas semelhantes a virus ou acidos nucleicos. Os
vetores alfa-virus podem ser particulas contendo replicon, vetores contendo
replicon baseado em DNA (as vezes referidos como um sistema “ELVIS”;
vide, por exemplo, Patente U.S. No. 5.814.482) ou vetores de RNA nus.

[050] As composi¢Oes da presente invengao podem
também ser empregadas para produzir uma resposta imune contra agentes
infecciosos cronicos ou latentes, que tipicamente persistem porque deixam de
eliciar uma forte resposta imune no individuo. Agentes infecciosos latentes ou
cronicos ilustrativos incluem mas nao sdo limitados a hepatite B, hepatite C,
Virus Epstein-Barr, virus do herpes, virus da imunodeficiéncia humana e
virus do papiloma humano. Os vetores de alfa-virus codificando peptideos
e/ou proteinas destes agentes infecciosos podem ser administrados a uma
célula ou um individuo de acordo com os métodos aqui descritos.

[051] Alternativamente, a proteina ou peptideo
imunogénico pode ser qualquer antigeno de célula de tumor ou cancer.
Preferivelmente, o antigeno de tumor ou cancer € expresso na superficie da
célula de cancer. Antigenos de cancer exemplificativos, para canceres
especificos de mama, sdo os antigenos HER2 e BRCA1. Outros antigenos de
célula de cancer e tumor ilustrativos sao descritos em S.A. Rosenberg (1999),
Immunity 10:281) e incluem mas ndo sdo limitados a antigenos MART-

1/MelanA, gpl100, tirosinase, TRP-1, TRP-2, MAGE-1, MAGE-3, GAGE-
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172, BAGE, RAGE, NY-ESO-1, CDK-4, B-CATENINA, MUM-1, Caspase-8,
KIAA0205, HPVE&, SART-1, PRAME, P15 E P53, antigeno de tumor de
Wilms, tirosinase, antigeno carcinoembrionico (CEA), antigeno especifico de
prostata (PSA), antigeno de membrana especifica de prostata (PSMA),
antigeno de célula tronco de préstata (PSCA), B-hidroxilase da aspartila
(asparaginila) humana (HAAH) e EphA2 (uma cinase de tirosina de célula
epitelial, vide Publicacdo de Patente Internacional No. WO 01/12172).

[052] O polipeptideo ou peptideo imunogénico desta
invencdo pode também ser um antigeno de célula de cancer ou tumoral
“universal” ou “artificial”’, como descrito na Publicacdo de Patente
Internacional No. WO 99/51263, que € incorporada aqui por referéncia em
sua totalidade, para os ensinamentos de tais antigenos.

[053] Em varias formas de realizagdo, o acido nucleico
heter6logo desta invencdo pode codificar uma sequéncia de 4acido nucleico
anti-sentido. Um &cido nucleico “anti-sentido” € uma molécula de acido
nucleico (isto €, DNA ou RNA) que € complementar (isto €, capaz de
hibridizar in vivo ou sob rigorosas condi¢des in vitro) a todo ou uma parte de
um 4cido nucleico (por exemplo, um gene, um cDNA e/ou mRNA) que
codifique ou esteja envolvido na expressao do dcido nucleico que codifica um
polipeptideo a ser alvejado para produc¢do inibida ou reduzida, pela acdo do
acido nucleico anti-sentido. Se desejado, métodos convencionais podem ser
usados para produzir um 4cido nucleico anti-sentido, que contém
modificacOes desejaveis. Por exemplo, um oligonucleotideo de fosforotioato
pode ser usado como o 4cido nucleico anti-sentido, para inibir a degradacdo
do oligonucleotideo anti-sentido por nucleases in vivo. Onde o 4cido nucleico
anti-sentido for complementar a uma parte do acido nucleico codificando o
polipeptideo a ser alvejado, o 4cido nucleico anti-sentido deve hibridizar
bastante proximo da extremidade 5’ do 4cido nucleico codificando o

polipeptideo, de modo que iniba a tradu¢cdo de um polipeptideo funcional.
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Tipicamente, isto significa que o dacido nucleico anti-sentido deve ser
complementar a uma sequéncia que situe-se dentro da metade ou terca parte
de 5’ do 4cido nucleico a que ele hibridiza.

[054] Um 4cido nucleico anti-sentido desta inven¢do pode
também codificar um RNA catalitico (isto €, uma ribozima) que iniba a
expressao de um acido nucleico alvo em uma célula, hidrolisando um mRNA
codificando o produto genético alvejado. Adicionalmente, o RNA cabeca de
martelo pode ser usado como um &cido nucleico anti-sentido, para evitar a
divisdo do intron. Um 4cido nucleico anti-sentido desta invencdo pode ser
produzido e testado de acordo com protocolos de rotina na técnica para
tecnologia anti-sentido.

[055] O termo “alfa-virus”, como aqui usado, tem seu
significado convencional na técnica e inclui virus de Encefalite de Eqiiinos
(EEE) do Leste, virus de Encefalite de Eqiiinos da Venezuela (VEE), virus
Everglades, virus Mucambo, virus Puxun, virus da Encefalite Ocidental
(WEE), virus Sindibis, Arbovirus da Africa do Sul No. 86 (S.A.AR86), virus
Girdwood S.A., virus Ockelbo, virus Semliki Forest, virus Middleburg, virus
Chikungunya, virus O’Nyong-Nyong, virus Ross River, virus Barmah Forest,
viris Getah, virus Sagiyama, virus Bebaru, virus Mayaro, virus Uma,
virusAura, virus Whataroa, virus Babanki, virus Kyzlagach, virus Highlands
J, virus Fort Morgan, virus Ndumu, Birus Buggy Creek e quaisquer outros
virus classificados pelo International Committee on Taxonomy of Viruses
(ICTV) como um alfa-virus.

[056] Em formas de realizagdo especificos desta invengao,
os acidos nucleicos e/ou as proteinas codificadas pelos acidos nucleicos da
presente invencdo podem compreender mutagOes atenuantes. As frases
“mutacdo atenuante” e “amino acido atenuante”, como aqui usadas, incluem
uma sequéncia de nucleotideo contendo uma mutacdo ou um amino &acido

codificado por uma sequéncia de nucleotideo contendo uma mutacdo, que
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resulte em uma probabilidade diminuida de causar doenca em seu hospedeiro
(isto é, reducao ou “atenuacdo” da viruléncia), de acordo com a terminologia
padrdo da técnica. Vide, por exemplo, Davis e outros, MICROBIOLOGY 132
(3% ed. 1980). A frase “mutacao atenuante” exclui mutagdes ou combinagdes
de mutagcdes que seriam letais aos virus. Entretanto, ela realmente inclui
aquelas mutacoes de outro modo letais, que possam ser incorporadas em
combinagdo com uma mutagao ressuscitante ou resgatante, que resulte em um
fenotipo atenuado.

[057] As mutacOes atenuantes apropriadas serdo
dependentes do alfa-virus usado e serdo conhecidas daqueles héabeis na
técnica. MutagOes atenuantes exemplificativas incluem mas nao sao limitadas
aquelas descritas na Patente U.S. No. 5.505.947 de Johnston e outros, Patente
U.S. No. 5.185.440 de Johnston e outros, Patente U.S. No. 5.643.576 de
Davis e outros, Patente U.S. No. 5.792.462 de Johnston e outros e Patente
U.S. No. 5.639.650 de Johnston e outros, cujas descricdes sdo incorporadas
aqui por referéncia em suas totalidades, por referéncia.

[058] Nas varias formas de realizacdo desta invengao,
uma ou mais das proteinas estruturais de alfa-virus das particulas de alfa-virus
desta invencdo pode(m) compreender uma ou mais mutagao(Oes)
atenuante(s), por exemplo, como definido nas Patentes U.S. Nos. 5.792.462 e
6.156.558. Mutacdes atenuantes especificas para a glicoproteina VEE E1
podem incluir uma muta¢ao atenuante em qualquer uma das posi¢cdes amino
acidas E1 81, 272 e/ou 253. Particulas de alfa-virus produzidas do mutante
VEE-3042 contém uma substituicdao de isoleucina em E1-81 e as particulas de
virus produzidas do mutante VEE-3040 cont€ém uma mutagdo atenuante em
E1-253. Mutagdes atenuantes especificas para a glicoproteina VEE E2 podem
incluir uma mutagdo atenuante em qualquer uma das posi¢cdes amino acidas
E2 76, 120 ou 209. As particulas de alfa-virus, produzidas do mutante VEE-

3014, contém mutacdes atenuantes tanto em E1-272 como em E2-209 (vide
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Patente U.S. No. 5.792.492). Uma mutacdo atenuante especifica para a
glicoproteina VEE E3 inclui uma mutag¢do atenuante, consistindo de uma
delecio de amino dcidos E3 56-59. As particulas de virus, produzidas do
mutante VEE-3526, contém esta delecio em E3 (aa56-59), bem como uma
segunda mutagdo atenuante em E1-253. Mutagdes atenuantes especificas para
a glicoproteina E2 S.A.AR86 incluem uma mutagcdo atenuante em qualquer
uma das posicoes amino 4cidas E2 304, 314, 372 ou 376. Alternativamente, a
mutacdo atenuante pode ser uma substituicdo, delecdo e/ou insercdo de um
amino 4cido na glicoproteina E2, por exemplo, em qualquer uma ou mais das
seguintes posi¢cdes amino dcidas em qualquer combinagdo: 158, 159, 160, 161
e 162 (vide Polo e outros, Publicacio PCT WO 00/61772, cujo inteiro
conteudo € incorporado aqui por referéncia).

[059] Outra mutacdo atenuante desta invencdo pode ser
uma mutacdo atenuante no nucleotideo 3 do RNA gendmico VEE, isto é, o
terceiro nucleotideo em seguida a cap metilado 5’ (vide, por exemplo, Patente
U.S. No. 5.643.576, descrevendo uma mutagdo G = C em nt 3). A mutagdo
pode ser uma mutagdo G =2 A, U ou C, mas pode também ser uma mutagdo G
- A em algumas formas de realizagao.

[060] Quando as proteinas estruturais de alfa-virus e/ou
ndo-estruturais sao de S.A.AR86, mutacdes atenuantes exemplificativas das
proteinas estruturais € nao-estruturais incluem mas nao sao limitadas a codons
na posicdo amino 4acida de nspl 538, que especificam um amino &cido
atenuante, preferivelmente isoleucina, como amino dcido nspl 538; os cédons
da posi¢ao amino 4cida E2 304, que especificam um amino 4cido atenuante,
preferivelmente treonina, como amino acido E2 304; cédons na posi¢ao de
amino acido E2 314, que especificam um amino 4cido atenuante,
preferivelmente lisina, como amino acido E2 314; c6dons no amino acido E2
372, que especificam um amino acido atenuante, preferivelmente leucina, no

residuo amino 4cido E2 372; os c6dons na posi¢ao amino acida E2 376, que
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especificam um amino 4cido atenuante, preferivelmente alanina, como amino
acido E2 376; em combinagdo, os codons dos residuos de amino acido E2
304, 314, 372 e 376, que especificam amino 4cidos atenuantes, como descrito
acima; codons na posicao de amino acido nsp2 96, que especificam um amino
acido atenuante, preferivelmente glicina, como amino 4cido nsp2 96; e cddons
na posicdo amino 4cida nsp2 372, que especificam um amino acido atenuante,
preferivelmente valina, como amino 4cido nsp2 372; em combinac¢do, os
codons dos residuos amino acidos nsp2 96 e 372,que codificam amino acidos
atenuantes nos residuos amino 4cidos nsp2 96 e 372, como descrito acima;
codons no residuo amino acido nsp2 529, que especificam um amino 4cido
atenuante, preferivelmente leucina, no residuo amino acido nsp2 529; c6dons
no residuo amino acido nsp2 571, que especificam um amino 4cido atenuante,
preferivelmente asparagina, no residuo amino 4cido nsp2 571; c6dons no
residuo amino 4cido nsp2 682, que especificam um amino acido atenuante,
preferivelmente arginina, no residuo amino 4cido nsp2 682; cdédons no
residuo amino 4cido nsp2 804, que especificam um amino acido atenuante,
preferivelmente arginina, no residuo amino 4cido nsp2 804; cdédons no
residuo amino acido nsp3 22, que especificam um amino 4cido atenuante,
preferivelmente arginina, no residuo amino acido nsp3 22; e em combinagao,
codons nos residuo amino acido nsp2 529, 572, 682 e 804 e no residuo amino
acido nsp3 22, que especificam amino 4cidos atenuantes, como descrito
acima.

[061] Outras mutagdes atenuantes ilustrativas incluem
aquelas descritas no Pedido PCT No. PCT/US01/27644 (cuja descricdo €
incorporada aqui por referéncia em sua totalidade por referéncia). por
exemplo, a mutacdo atenuante pode ser uma mutacdo atenuante da posi¢cao
amino 4cida 537 da proteina nsp3 S.A.AR86, mais preferivelmente uma
mutacdo de substituicdo nesta posicdo, ainda mais preferivelmente uma

mutacao sem sentido, que resulta em substituicdo de um cédon de terminacao.
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Os codons de terminagdo translacional (isto €, parada) sdo conhecidos na
técnica e incluem os codons de terminacdo “opala” (UGA), “ambar” (UAG) e
“ocre” (UAA). Nas formas de realizacdo da presente invencdo, a mutacdo
atenuante pode resultar em uma substitui¢ao Cys = opala na posi¢do amino
acida nsp3 S.A.AR86 537.

[062] Outras mutagdes atenuantes exemplificativas podem
incluir uma mutacao de insercdo atenuante em seguida a amino dcido 385 da
proteina nsp3 S.A.AR86. A inser¢ao pode compreender uma inserc¢ao de pelo
menos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 ou 20 amino 4cidos. Em algumas formas de
realizacdo da invencao, a sequéncia amino 4cida inserida € rica em residuos
de serina e treonina (por exemplo, compreende pelo menos 2, 4, 6 ou 8 de tais
sitios), que servem como um substrato para fosforilacdo por cinases de
serina/treonina.

[063] Em certas formas de realizagdo, a mutagdo
atenuante pode compreender inser¢cdo da sequéncia amino acida Ile-Thr-Ser-
Met-Asp-Ser-Trp-Ser-Ser-Gly-Pro-Ser-Ser-Leu-Glu-Ile-Val-Asp (SEQ ID
NO: 1) em seguida ao amino 4cido 385 de nsp3 (isto €, o primeiro amino
acido é designado como amino acido 386 de nsp3). Em outras formas de
realizacdo da invengao, a mutagcdo de inser¢ao pode compreender a inser¢cao
de um fragmento de SEQ ID NO: 1, que resulta em um fen6tipo atenuado. O
fragmento pode compreender pelo menos 4, 6, 8, 10,12, 14, 15, 16 ou 17
amino acidos contiguos da SEQ ID NO: 1.

[064] Aqueles habeis na técnica apreciardo que outras
sequéncias de inser¢cdo atenuantes, compreendendo um fragmento da
sequéncia exposta acima, ou que incorpore substituicdes amino 4cidas
conservativas dentro da sequéncia exposta acima, podem ser rotineiramente
identificadas por métodos de rotina (como descrito acima). Embora ndo
desejando ficarmos presos por qualquer teoria da invengdo, parece que a

sequéncia de inser¢ao da SEQ ID NO:1 € altamente fosforilada nos residuos
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de serina, o que confere um fenotipo atenuado. Assim, outras sequéncias de
insercao atenuantes, que servem como substratos para fosforilacdo de serina
(ou treonina), podem ser identificadas por técnicas convencionais conhecidas
na técnica. Alternativa ou adicionalmente, ha uma substitui¢ao Tyr = Ser no
amino acido 385 da proteina nsp3 S.A.AR86 (isto €, logo antes da sequéncia
de inser¢cdo acima). Esta sequéncia € conservada nos virus de grupo Sindibis-
nao-virulento, porém € deletada de S.A.AR86.

[065] Em outras formas de realizacdo, o alfa-virus desta
invencao pode ser qualquer cepa de virus Sindbis (por exemplo, TR339),
VEE (tendo uma muta¢ao no nucleotideo 3 do RNA gendmico, em seguida a
cap metilado), virus S.A.AR86, virus Girdwood S.A., virus Ockelbo e ou seus
virus quiméricos. As sequéncias gendOmicas completas, bem como as
sequéncias das varias proteinas estruturais € ndo estruturais, sao conhecidas
na técnica para numerosos alfa-virus e incluem: sequéncia gendmica do virus
Sindbis (Acesso GenBank No. J02363, Acesso NCBI No. NC-001547),
sequéncia gendmica S.A.AR86 (Acesso GenBank No. U38305), sequéncia
gendmica VEE (acesso GenBank no. L[L04653, Acesso NCBI No.
NC_001449), sequéncia gendmica Girdwood S.A. (acesso GenBank No.
U38304), sequéncia gendomica do virus Semliki Forest (acesso GenBank No.
X04129, Acesso NCBI No. NC_003215) e a sequéncia gendmica TR339
(Klimstra e outros (1988) J. Virol. 72;7357; McKnight e outros (1996) J.
Virol. 70:1981).

[066] Em formas de realizagdo particulares da presente
invencdo, a proteina estrutural de alfa-virus desta invencdo pode ser uma
proteina estrutural do virus Sindbis, uma proteina estrutural SFV, uma
proteina estrutural VEE, uma proteina estrutural do virus Ross River, uma
proteina estrutural S.A. AR86, uma proteina estrutural EEE e/ou uma proteina
estrutural WEE. Estas podem estar presentes em qualquer combinacgdo entre si

e podem estar presentes em combinacdo com quaisquer proteinas nao
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estruturais de alfa-virus e/ou outras sequéncias alfavirais, tais como a
sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 5°, o promotor
subgendmico de alfa-virus e a sequéncia de reconhecimento de replicagcdo de
alfa-virus 3’, de qualquer uma destes e/ou outros alfa-virus, para produzir
particulas de alfa-virus recombinantes quiméricos e/ou &4cidos nucleicos
recombinantes quiméricos desta invengao.

[067] Em outras formas de realizacdo, o elemento IRES
desta invenc¢do dirige a traducdo do produto genético codificado pelo acido
nucleico heter6logo do 4cido nucleico recombinante desta invencdo, de modo
que pelo menos 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99% ou 100% da tradug¢do do produto genético, codificado pelo 4cido
nucleico heter6logo, sdo controlados pela atividade do elemento IRES. A
percentagem de tradugdo do produto genético codificado pelo acido nucleico
heter6logo dos 4cidos nucleicos de replicon recombinantes desta invengao,
quando controlado pelo IRES, pode ser determinada de acordo com ensaios
bem conhecidos na técnica e como descrito na secdo de Exemplos provida
aqui.

[068] Além disso, nas formas de realizacio desta
invencdo, em que o elemento IRES desta invencao dirige a tradu¢cdo de uma
proteina estrutural de alfa-virus presente em uma constru¢do auxiliar desta
invencdo, o elemento IRES desta invencdo pode dirigir a traduc¢do da(s)
proteina(s) estrutural(ais), de modo que pelo menos 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 10%, 75%, 80%, 85%, 90%,
92%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% da traducdao da proteina
estrutural sdo controlados pela atividade do elemento IRES. A percentagem
de tradugdo da(s) proteina(s) estrutural(ais), como controlado pelo elemento
IRES desta inven¢do, pode ser determinada de acordo com ensaios bem

conhecidos na técnica e como descrito na secdo Exemplos aqui provida.
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[069] O 4cido nucleico desta invencdo pode ser RNA ou
DNA.

[070] Em outra forma de realizacdo desta invencdo, uma
série de 4cidos nucleicos auxiliares (“construg¢des auxiliares” ou “moléculas
auxiliares™), isto € moléculas de DNA ou RNA recombinante, que expressam
uma ou mais proteinas estruturais de alfa-virus, sdo providas. Em um
conjunto de formas de realizacdo de RNA, a construcdo auxiliar compreende
uma primeira sequéncia de dcido nucleico codificando (i) uma sequéncia de
reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 5°, (ii) um promotor
transcricional, (ii1) uma sequéncia de acido nucleico codificando pelo menos
uma das, porém nao todas, proteinas estruturais de alfa-virus e (iv) uma
sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 3°. Em certas formas
de realizacdo, as glicoproteinas E1 e E2 sdo codificadas por uma construgao
auxiliar e a proteina de capsideo é codificada por outra constru¢ao auxiliar
separada. Em outra forma de realizacdo, cada uma das glicoproteina El,
glicoproteina E2 e proteina de capsideo € codificada por constru¢oes
auxiliares separadas. Em outras formas de realizagdo, a proteina de capsideo e
uma das glicoproteinas sdo codificadas por uma construcdo auxiliar e a outra
glicoproteina € codificada por uma segunda constru¢do auxiliar separada. Em
ainda outras formas de realizacdo, a proteina de capsideo e glicoproteina E2
sdo codificadas por uma constru¢ao auxiliar separada. Em certas formas de
realizacdo, as construcoes auxiliares desta inven¢do ndo incluem um sinal de
acondicionamento de alfa-virus.

[071] Alternativamente, os dacidos nucleicos auxiliares
acima descritos sdo construidos como moléculas de DNA, que podem ser
estavelmente integradas dentro do genoma de uma célula auxiliar ou
expressas por um epissoma (por exemplo, epissoma derivado EBV). A
molécula de DNA pode também ser provisoriamente expressa em uma célula.

A molécula de DNA pode ser qualquer vetor conhecido na técnica, incluindo
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mas nao limitado a um vetor de DNA nao-integrante, tal como um plasmideo
ou um vetor viral. A molécula de DNA pode codificar uma ou todas as
proteinas estruturais de alfa-virus, em qualquer combinag¢do, como aqui
descrito.

[072] As constru¢des auxiliares desta invengdo sao
introduzidas dentro das “células auxiliares”, que sdao usadas para produzir as
particulas de alfa-virus desta inven¢cdo. Como dito acima, os acidos nucleicos
codificando as proteinas estruturais de alfa-virus, podem estar presentes na
célula auxiliar provisoriamente ou por integracao estavel dentro do genoma da
célula auxiliar. O 4cido nucleico codificando as proteinas estruturais de alfa-
virus, que sdo usadas para produzir particulas de alfa-virus desta invengdo,
podem estar sob o controle de promotores constitutivos e/ou indutiveis. Como
também citado acima, as sequéncias codificando a proteina estrutural de alfa-
virus podem ser providas em um &4cido nucleico de replicon recombinante
e/ou uma construcdo auxiliar compreendendo um elemento IRES e a traducgdo
destas sequéncias codificantes pode ser controlada pela atividade de um
elemento IRES. Em tais formas de realizacdo, o elemento IRES pode ser ativo
no tipo de célula auxiliar especifica e ndo ativo, ou minimamente ativo, em
outros tipos de células. Em formas de realizagdo particulares, as células
auxiliares da invencdo compreendem sequéncias de 4cido nucleico
codificando as proteinas estruturais de alfa-virus em uma combinagdo e/ou
quantidade suficiente para produzir uma particula de alfa-virus desta
invencdo, quando um &cido nucleico de replicon recombinante é introduzido
dentro da célula sob condicdes pelas quais as proteinas estruturais de alfa-
virus sdo produzidas e o 4cido nucleico de replicon recombinante €
acondicionado dentro da particula de alfa-virus desta invencgao.

[073] Em todas as formas de realizacdo desta invengdo, €
contemplado que pelo menos uma das proteinas estruturais e/ou nao-

estruturais de alfa-virus, codificadas pelo 4cido nucleico de replicon
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recombinante e/ou moléculas auxiliares e/ou regides nao-transladadas do
acido nucleico de replicon recombinante e/ou auxiliar, pode conter uma ou
mais mutagdes em qualquer combinagdo, como aqui descrito € como € bem
conhecido na literatura.

[074] Em constru¢gdes particulares desta inven¢do, um
promotor para dirigir a transcricdo de RNA de DNA, isto €, uma polimerase
de DNA dependente de DNA, ¢ empregado. Nas formas de realizacdo de
RNA auxiliar e replicon desta invencdo, o promotor € utilizado para sintetizar
o RNA em uma reacdo de transcricdo in vivo e promotores especificos,
adequados para este uso, incluem mas nao sdo limitados aos promotores de
polimerase de RNA SP6, T7 e T3. Nas formas de realizacdo de auxiliar de
DNA, o promotor funciona dentro de uma célula para dirigir a transcri¢do do
RNA. Promotores potenciais para transcricdo in vivo da constru¢do incluem
mas nao sao limitados a promotores eucaridticos, tais como promotores da
polimerase II de RNA, promotores de polimerase III de RNA ou promotores
virais tais como MMTYV e MoSV LTR, regido inicial SV40, RSV ou CMV.
Muitos outros promotores de mamiferos e virais adequados para a presente
invencdo sdo disponiveis e sdo conhecidos da técnica. Alternativamente, os
promotores de polimerase de RNA dependentes de DNA das bactérias ou
bacteri6fago, por exemplo, SP6, T7 e T3 podem ser empregados para uso in
vivo, com a polimerase de RNA de unido sendo provida na célula, via um
plasmideo, vetor de RNA ou vetor viral separado. Em uma forma de
realizacdo especifica, a polimerase de RNA de unido pode ser estavelmente
transformada em uma linhagem de célula auxiliar, sob o controle de um
promotor indutivel. Constru¢des que funcionam dentro de uma célula podem
funcionar como plasmideos autdonomos, transfectados dentro da célula e/ou
podem ser estavelmente transformados no genoma. Em uma linhagem de
célula estavelmente transformada, o promotor pode ser um promotor

indutivel, de modo que a célula somente produzird a polimerase de RNA
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codificada pela constru¢do estavelmente transformada quando a célula for
exposta ao apropriado estimulo (indutor). As constru¢des auxiliares sdo
introduzidas dentro da célula estavelmente transformada, concomitantemente
com a, antes da e/ou apds a exposi¢ao ao indutor, desse modo realizando a
expressao das proteinas estruturais de alfa-virus. Alternativamente, as
construgdes projetadas para funcionar dentro de uma célula podem ser
introduzidas dentro da célula via um vetor viral, tal como, por exemplo,
adenovirus, poxvirus, virus adeno-associado, SV40, retrovirus, nodavirus,
picornavirus, virus da estomatite vesicular e baculovirus com promotores pol
IT mamiferos.

[075] Em certas formas de realizagdo da invengdo aqui
providas, o 4cido nucleico de replicon recombinante e/ou 4cido nucleico
auxiliar desta invencdo podem compreender um acido nucleico espacador,
que pode ser localizado a montante de um elemento IRES de um dacido
nucleico de replicon recombinante e/ou &cido nucleico auxiliar desta
invencdo. O 4cido nucleico espacador pode compreender, consistir
essencialmente de ou consistir de qualquer sequéncia de acido nucleico nao-
codificante aleatoria ou especifica, que seja de um comprimento suficiente
para evitar pelo menos, € em algumas formas de realizagdo, toda tradugio de
cap 5° de um RNA mensageiro, de modo que a traducdo seja entdo dirigida
pelo IRES, em parte ou no todo. Alternativamente, o 4cido nucleico espagador
pode ser de um comprimento e estrutura de sequéncia que concedam
suficiente estrutura secunddria ao acido nucleico, para evitar pelo menos
alguma e possivelmente toda atividade de tradugdo de cap 5° de um RNA
mensageiro.

[076] Como exemplo, um plasmideo comercialmente
disponivel, pCDNA 3.1(-), foi digerido com uma enzima de restri¢ao, Alul,
que corta freqiientemente dentro deste plasmideo, assim gerando muitos

fragmentos aleatoria e diferentemente dimensionados (vide Exemplo 3 para

Peticdo 870200086797, de 13/07/2020, pag. 43/92



34/73

detalhes). O plasmideo pCDNA t€ém o comprimento de 5427 nucleotideos e €
um vetor de expressao eucaridtico, compreendendo varios promotores (CMV,
T7, SV40) para expressao de um acido nucleico inserido, bem como sinais de
poliadenilacdo e genes de resisténcia a antibidticos. A enzima Alul corta
através destes elementos, provendo uma faixa de fragmentos aleatorios.
Exemplos de diversos diferentes espacadores e suas sequéncias, que foram
geradas por este exemplo e que ndo codificam quaisquer elementos funcionais

do plasmideo, sdo fornecidos abaixo:
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espacador de 357 nucleotideos
CTGAATGAAGCCATACCAAACGACGAGCGTGACACCACGATGCCTGTAGC
AATGGCAACAACGTTGCGCAAACTATTAACTOGCGAACTACTTACTCTAG
CTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGUTTCAGCAGAGCGCAGATACC
AAATACTGTTCTTCTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTC
TOTAGCACCGUCTACATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTITACCAGTGGCTGC
TGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTITGGACTCAAGACGATAGT
TACCGGATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGOTTCGTGCACACA
GCCCAG

espacador de 342 nucleotideos

CTATTCCAGAAGTAGTGAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAA
AAGCTTGTATATCCATTTTCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCG
TTTCGCATGATTGAACAAGATGCGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGG
GTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTC
TGATGCCGCCGTGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGT
CAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGC
GGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAG

espacador de 257 nucleotideos

CTCATTTTTTAACCAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAA
AGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTCCAGTTTGGAACAAGAGTC
CACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTAT
CAGGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGG
GTCOAGGTGCCGTAAAGCACTAAATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGAT
TTAGAG

espacador de 383 nucleotideos
CTGCGCAAGGAACGCCCGTCGTGGCCAGCCACGATAGCCGCGCTGCCTCG
TCCTGCAGTTCATTCAGGGUCACCGGACAGGTCGGTCTTGACAAAAAGAAC
CGGGUGCCCCTGCGCTGACAGCCGGAACACGGCGGCATCAGAGCAGCCG
ATTGTCTGTTGTGCCCAGTCATAGCCGAATAGCCTCTCCACCCAAGCGGLC
GGAGAACCTGCGTGCAATCCATCTTGTTCAATCATGCGAAACGATCCTCAT
CCTGTCTCTTGATCAGATCCGAAAATGGATATACAAGCTCACTCATTAGGC
ACCCCAGUCTTTACACTTTATGCTTCCGGETCGTATGTTGTGTGGAATTGT
GAGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAG
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egpacador de 579 nucleotideos
CTGCAATAAACAAGTTGGGGTGGGCGAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCG
CGCTGGAGGATCATCCAGCCGGUGTCCOGGAAMACGATTCCGAAGCCCAA
CCTTTCATAGAAGGCGGCGOTGLAATCGAAATCTCGTGATGGUAGGTTGG
GCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACT
COTCAAGAAGGCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGAT
ACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGCCAAGCTTGTATA
TCCATTTTCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATT
GAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGUCGCTTGGGTGGAGAGGCT
ATTCGGUTATGACTGGGUACAACAGACAATCGGUTGCTCTGATGCCGOCG
TGTTCCGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGETTCTTTTTGTCAAGACCGACC
TGTCCGGTGCCCTGAATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGOGGUTATCGTGG
CTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGCGCAG

espacador de 749 nucleotideos

CTGCAATAAACAAGTTGGGGTGGGCCAAGAACTCCAGCATGAGATCCCCG
CGCTGCAGGATCATCCAGCCGGCGTCCOGGAAAACGATTCCGAAGCCCAA
CCTTTCATAGAAGGCGGCGGTGOAATCCGAAATCTCGTGATGGCAGGTTGG
GCGTCGCTTGGTCGGTCATTTCGAACCCCAGAGTCCCGCTCAGAAGAACT
CGTCAAGAAGGUCGATAGAAGGCGATGCGCTGCGAATCGGGAGCGGCGAT
ACCGTAAAGCACGAGGAAGCGGTCAGCCCATTCGCCGOCAAGCTCTTCAG
CAATATCACGGGTAGCCAACGCTATGTCCTGATAGCGGTCCGCCACACCC
AGCCGGCCACAGTCGATGAATCCAGAAAAGCGGCCATTTTCCACCATGAT
ATTCGGCAAGCAGGCATCGCCATGGOTCACGACGAGATCCTCGCCGTCGG
GCATGCGUGUCTTGAGCCTGGCGAACAGTTCGGCTGGCGCGAGCCCCTGA
TGCTCTTCGTCCAGATCATCCTGATCGACAAGACCGGCTTCCATCCGAGTA
COTGCTCGCTCGATGCGATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGGGCAGGTAGCC
GGATCAAGCGTATGCAGCCGCCGCATTGCATCAGCCATGATGGATACTTT
CTCGGCAGGAGCAAGGTGAGATGACAGGAGATCCTGCCCCGGCACTTCGC
CCAATAGCAGCCAGTCCCTTCCCGCTTCAGTGACAACGTCGAGCACAG

[077] Além do uso de fragmentos de &cido nucleico
aleatdrios, gerados de um plasmideo ndo relacionado (como nos fragmentos
Alul descritos acima), € também possivel utilizarem-se fragmentos de genes
celulares ou virais, por exemplo, das regides ndo codificantes 5’ de genes,
como espagadores. Um caminho € utilizarem-se as sequéncias nao-
codificantes circundando um IRES existente (vide Exemplo 4B.4.); outro
caminho € utilizar-se a regido 5’ndo-codificante de um gene alfaviral, por
exemplo, o gene capsideo (vide Exemplo 4A.2.)

[078] Assim, € contemplado que o 4cido nucleico
espacador desta invengdo possa ser, no minimo, de pelo menos 25 acidos
nucleicos de comprimento e possa ser tdo comprido quanto permissivel em
um dado 4cido nucleico de replicon recombinante. Por exemplo, o 4cido

nucleico espagador desta invengdo pode ter, em certas formas de realizacao, o
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comprimento de aproximadamente 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 75,80,
85, 90, 95, 100, 110,115, 120,125, 130, 135, 140, 145, 150,160, 170, 175,
180, 190, 200, 210, 220, 225, 230, 235, 240, 245, 250, 275, 300, 325, 350,
375, 400, 425, 50, 475, 50, 600,700, 800, 900, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, 7000, 7500, 8000, 8500, 9000,
9500 ou 10000 nucleotideos. Por “aproximadamente” pretendemos significar
que o 4cido nucleico espagador pode variar até 10%, 15%, 20% e/ou 25% de
comprimento.

[079] O 4cido nucleico espacador desta invencdo pode
também ser uma sequéncia de nucleotideos colocada 3’ até uma sequéncia 57,
para iniciar a transcricdo de um RNA mensageiro, € 5’ at€ um elemento IRES
funcional, em que o nivel de traducdo dirigida de dito elemento IRES € de
pelo menos aproximadamente cinco vezes mais elevado do que o nivel obtido
de um elemento IRES nao funcional. Nas formas de realizacao preferidas, o
nivel de tradugdo é de pelo menos aproximadamente 10 vezes, 20 vezes, 50
vezes, 100 vezes, 150 vezes, 180 vezes, 200 vezes, 300 vezes, 400 vezes ou
500 vezes mais elevado. Em outras formas de realizacdo, pelo menos 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 92%, 94%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99% ou 100% da tradugdo do produto genético, codificado pelo
acido nucleico heter6logo e/ou as proteina(s) estrutural(ais) codificadas por
uma constru¢ao auxiliar contendo IRES, sdo controlados pela atividade do
elemento IRES.

[080] A presente invencdo também prov€ uma particula
alfa-virus, compreendendo um &cido nucleico de replicon recombinante desta
invencdo. E também provida uma populacio de particulas de alfa-virus
infecciosas e defeituosas, em que cada particula contém um RNA de replicon
de alfa-virus compreendendo o acido nucleico de replicon recombinante desta
invencdo. Em algumas formas de realizacdo, a populacdo desta inven¢ao nao

tem virus competente-de-replicacdo detectavel, conforme medido por
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passagem em cultura de cé€lula e/ou outros ensaios bem conhecidos, para
deteccao de virus competente de replicagao.

[081] A presente invencdo prové ainda uma composi¢cao
farmacéutica compreendendo um d4cido nucleico, vetor, particula e/ou
populacdo desta invencdo em um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Por
“farmaceuticamente aceitavel” pretendemos significar um material que nao €
biologicamente ou de outro modo indesejavel, isto €, o material pode ser
administrado a um individuo juntamente com o peptideo, polipeptideo, acido
nucleico, vetor ou célula selecionado, sem causar substanciais efeitos
bioldgicos deletérios ou interagir de uma maneira deletéria com qualquer um
dos outros componentes da composi¢cdo em que € contido.

[082] Além disso, quaisquer das composicoes desta
invencdo pode compreender um veiculo farmaceuticamente aceitivel e um
adjuvante adequado. Como aqui usado, “adjuvante adequado” descreve um
adjuvante capaz de ser combinado com o peptideo ou polipeptideo desta
invencdo, para aumentar mais uma resposta imune, sem efeito deletério sobre
o individuo ou a cé€lula do individuo. Um adjuvante adequado pode ser mas
ndo é limitado a MONTANIDE ISAS51 (Seppic, Inc., Fairfield, NIJ),
formulagdo adjuvante SYNTEX 1 (SAF-1), composto de 5 por cento
(peso/vol.) de esqualeno (DASF, Parsippany, N.J.), 2,5 por cento de polimero
L121, Pluronic (Aldrich Chemical, Milwaukee) e 0,2 por cento de
polissorbato (Tween 80, Sigma) em solucdo salina tamponada com fosfato.
Outros adjuvantes adequados sdo bem conhecidos na técnica e incluem QS-
21, adjuvante de Freund (completo e incompleto), sais de aluminio (alume),
fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio, N-acetil-muramil-L-treonil-D-
1soglutamina (thr-MDP), N-acetil-nor-muramil-L-alanil-D-isoglutamina (CGP
11637, referido como nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-D-isoglutaminil-
L-alanina-2-(1’-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-idroxifosforil6xi)-etilamina (CGP

19835A, referida como MTP-PE) e RIBI, que contém trés componentes
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extraidos de bactérias, monofosforil lipideo A, dimicolato de trealose e
esqueleto de parede celular (MPL+TDM+CWS) em 2% esqualeno/emulsao
Tween 80. Os adjuvantes podem ser combinados com as composi¢oes desta
invencdo ou com outras composi¢cdes de vacina, que podem ser usadas em
combinacdo com as composicoes desta invengdo. Exemplos de adjuvantes
podem também incluir mas ndo sdo limitados a formula¢des de emulsdo de
Oleo-em-agua, agentes imunoestimulantes, tais como componentes de parede
celular bacteriana ou moléculas sintéticas, ou oligonucleotideos (por exemplo,
CpGs) e polimeros de acido nucleico (RNA e DNA tanto de duplo filamento
como de filamento unico), que podem incorporar porcdes alternativas de
cadeia principal, por exemplo, polimeros de polivinila.

[083] As composi¢Oes da presente invengao podem
também incluir outros agentes medicinais, agentes farmacéuticos, veiculos,
diluentes, citocinas imunoestimulatorias etc. Métodos atuais de preparar tais
formas de dosagem sao conhecidos ou serdo evidentes para aqueles habeis na
técnica. Dosagens preferidas para particulas de replicon de alfa-virus, como
contemplado por esta invenc¢do, podem variar de 10° a 10'° particulas por
dose. Para humanos, 10° 107 ou 10® sdo doses preferidas. Um regime de
dosagem pode ser uma ou mais doses hordrias, didrias, semanais, mensais,
anuais etc., como julgado necessario para conseguir-se o desejado efeito
profilatico e/ou terapé€utico, a ser conseguido pela administracdo de uma
composi¢ao desta invencdo em um individuo. A eficicia de uma dosagem
particular pode ser determinada de acordo com métodos bem conhecidos na
técnica.

[084] A presente inven¢dao prové ainda um método para
produzir particulas de alfa-virus infecciosas e defeituosas, compreendendo: a)
introduzir dentro de uma célula o seguinte: (i) um 4cido nucleico de replicon
recombinante desta invencdo e (i1) um ou mais acidos nucleicos auxiliares,

codificando proteinas estruturais de alfa-virus, em que o um ou mais 4cidos
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nucleicos auxiliares produzem todas as proteinas estruturais de alfa-virus e (b)
produzir ditas particulas de alfa-virus na célula. Em algumas formas de
realizacdo, o acido nucleico de replicon recombinante pode compreender pelo
menos um acido nucleico heterdlogo codificando uma proteina estrutural de
alfa-virus.

[085] Em outras formas de realizagdo dos métodos desta
invencao, o 4cido nucleico auxiliar pode ser um 4cido nucleico recombinante,
compreendendo uma sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus
5’, um promotor subgendmico de alfa-virus, um 4cido nucleico codificando
uma proteina estrutural de alfa-virus e uma sequéncia de reconhecimento de
replicacdo de alfa-virus 3’.

[086] Em outras formas de realizacdo, o 4cido nucleico
auxiliar pode ser um 4cido nucleico recombinante (que pode ser DNA)
compreendendo um promotor (por exemplo, um promotor CMV) e sequéncias
de nucleotideo codificando uma ou mais, incluindo todas, proteinas
estruturais de alfa-virus.

[087] O 4cido nucleico auxiliar desta invengcdo pode
compreender sequéncias de acido nucleico codificando qualquer uma ou mais
das proteinas estruturais de alfa-virus (C, E1, E2) em qualquer ordem e/ou em
qualquer combinacdo. Assim, uma célula auxiliar pode compreender tantos
acidos nucleicos auxiliares quantos necessarios, a fim de prover todas as
proteinas estruturais de alfa-virus, necessarias para produzir particulas de alfa-
virus. Uma célula auxiliar pode também compreender 4cido(s) nucleico(s)
auxiliar(es), estavelmente integrados dentro do genoma de uma célula auxiliar
(por exemplo, acondicionamento). Em tais células auxiliares, as proteinas
estruturais de alfa-virus podem ser produzidas sob o controle de um promotor
que pode ser um promotor indutivel.

[088] Em algumas formas de realizagdo, o acido nucleico

auxiliar empregado nos métodos desta invencdao podem ser um acido nucleico
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recombinante compreendendo uma sequéncia de reconhecimento de
replicagdo de alfa-virus 5°, um elemento IRES, um 4cido nucleico codificando
uma proteina estrutural de alfa-virus e uma sequéncia de reconhecimento de
replicacdo de alfa-virus 3’.

[089] Em outras formas de realizacdo, o 4cido nucleico
auxiliar pode ser um 4cido nucleico recombinante, compreendendo uma
sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 5°, um promotor
subgendmico de alfa-virus, um elemento IRES, um 4&cido nucleico
codificando uma ou mais proteinas estruturais de alfa-virus e uma sequéncia
de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 3.

[090] Adicionalmente aqui provido é um método para
produzir particulas de alfa-virus infecciosas e defeituosas, compreendendo: a)
introduzir dentro de uma célula o seguinte: 1) um RNA de replicon de alfa-
virus, compreendendo uma sequéncia de reconhecimento de replicagdo de
alfa-virus 5, sequéncia(s) de dcido nucleico codificando proteinas nao
estruturais de alfa-virus, um promotor subgendmico de alfa-virus, uma
sequéncia de 4cido nucleico heter6loga e uma sequéncia de reconhecimento
de replicagcdo de alfa-virus 3’; e i1) um ou mais 4cidos nucleicos auxiliares,
codificando proteinas estruturais de alfa-virus compreendendo uma sequéncia
de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 5°, um promotor subgendomico
de alfa-virus, um elemento IRES, um acido nucleico codificando uma ou mais
proteinas estruturais de alfa-virus e uma sequéncia de reconhecimento de
replicacdo de alfa-virus 3°, por meio do que todas as proteinas estruturais de
alfa-virus sdo produzidas na célula; e b) produzir ditas particulas de alfa-virus
dentro da célula.

[091] Um método € também provido aqui de produzir
particulas de alfa-virus infecciosas e defeituosas, compreendendo: a)
introduzir dentro de uma célula o seguinte: 1) um RNA de replicon de alfa-

virus compreendendo uma sequéncia de reconhecimento de replicagdo de
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alfa-virus 5°, sequéncias de é&cido nucleico codificando proteinas nao
estruturais de alfa-virus, pelo menos um promotor subgenomico de alfa-virus,
pelo menos um elemento IRES, pelo menos uma sequéncia de acido nucleico
heter6loga e uma sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 3’;
e i1) um ou mais 4cidos nucleicos auxiliares codificando proteinas estruturais
de alfa-virus compreendendo uma sequéncia de reconhecimento de replicacdo
de alfa-virus 5°, um promotor subgenémico de alfa-virus, um elemento IRES,
um acido nucleico codificando uma ou mais proteinas estruturais de alfa-virus
e uma sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 3’, por meio
do que todas as proteinas estruturais de alfa-virus sdo produzidas na célula; e
b) produzir ditas particulas de alfa-virus dentro da célula.

[092] Os métodos de produzir particulas de alfa-virus
desta inven¢do podem ainda compreender a etapa de coletar ditas particulas
de alfa-virus da célula.

[093] A presente inven¢do também prové um Aacido
nucleico recombinante compreendendo sequéncia de reconhecimento de
replicacdo de alfa-virus 5°, um promotor subgenémico de alfa-virus, um
elemento IRES, um &cido nucleico codificando uma ou mais proteinas
estruturais de alfa-virus em qualquer combinacgdo e/ou ordem e uma sequéncia
de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 3°. Em algumas formas de
realizagdo, este acido nucleico auxiliar recombinante pode compreender uma
sequéncia de nucleotideo de espagador, que pode ficar a montante de um
elemento IRES. E também provido um vetor e/ou uma célula compreendendo
este acido nucleico recombinante.

[094] E adicionalmente provido aqui um écido nucleico
recombinante, compreendendo: uma primeira sequéncia de 4cido nucleico,
codificando uma sequéncia de reconhecimento de replicagcdo de alfa-virus 5’;
pelo menos uma segunda sequéncia de 4cido nucleico, codificando uma

proteina ndo-estrutural de alfa-virus; um primeiro promotor subgenémico de
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alfa-virus; um primeiro elemento IRES; um primeiro acido nucleico
heter6logo; um segundo promotor subgendmico de alfa-virus; um segundo
elemento IRES; um terceiro dcido nucleico, codificando uma sequéncia de
reconhecimento de replicagdo de alfa-virus 3°. Em algumas formas de
realizacdo, os primeiro e segundo promotores subgendmicos de alfa-virus
podem ser iguais ou diferentes, o primeiro e segundo elementos IRES podem
ser iguais ou diferentes e/ou os primeiro e segundo &cidos nucleicos
heter6logos podem ser os mesmos ou diferentes. Este dcido nucleico
recombinante compreende um sinal de acondicionamento de alfa-virus e/ou
uma sequéncia de nucleotideo de espagador,que pode ficar a montante de um
elemento IRES. Este dcido nucleico recombinante pode também compreender
uma ou mais segundas sequéncias de acido nucleico codificando proteinas
ndo estruturais de alfa-virus em qualquer ordem e/ou combina¢do, de modo
que todas as sequéncias codificantes de proteina ndo-estrutural de alfa-virus
estejam presentes no acido nucleico recombinante. Este &4cido nucleico
recombinante pode estar presente em uma particula de alfa-virus desta
invencdo e/ou em uma composi¢ao farmacéutica desta invencao.

[095] E também provido um 4cido nucleico de replicon
recombinante como descrito acima, compreendendo ainda um terceiro ou
outro promotor subgendmico de alfa-virus adicional, um terceiro ou outro
elemento IRES adicional e/ou um terceiro ou outro acido nucleico heterdlogo
adicional. Este acido nucleico recombinante pode estar presente em uma
particula de alfa-virus desta invengao e tais particulas podem estar presentes
como uma populacdo desta invencdo e/ou em uma composicdao farmacéutica
desta invencdo. As particulas de alfa-virus compreendendo esta forma de
realizacdo do acido nucleico recombinante podem ser produzidas de acordo
com qualquer um dos métodos desta invengcdo e podem ser usadas em
qualquer um dos métodos de eliciar uma resposta imune e/ou suprir um NOI a

uma célula.
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[096] Como mais uma forma de realizagdo, a presente
invencdo prové um 4cido nucleico recombinante, compreendendo: um
promotor que dirige a transcri¢do de um 4cido nucleico; um elemento IRES; e
um 4cido nucleico compreendendo uma sequéncia codificante, em que o
elemento IRES € operavelmente localizado, de modo que a traducdo da
sequéncia codificante € via um mecanismo independente de cobertura,
dirigido pelo elemento IRES. Nesta forma de realizacdo, a transcricdo do
acido nucleico € desacoplada da tradugao do acido nucleico.

[097] Entende-se que a descricao detalhada precedente €
dada simplesmente por meio de ilustracdo e que modificacdes e variagoes
podem ser feitas nela sem desvio do espirito e escopo da invencgao.

EXEMPLOS

Exemplo 1. - Construcao de vetores de clonagem de transferéncia.
A. Vetores contendo IRES EMCV
[098] Um vetor de transferéncia (pCDNA3.3) foi

preparado, dentro do qual a sequéncia IRES da encefalomiocardite (EMCV) e
qualquer NOI poderia ser introduzido. O plasmideo pCDNA3.1(+)
(Nitrogénio) foi digerido com a enzima de restricio Bathe e tratado com
polimerase DNA T4, para eliminar o unico sitio de restri¢ao Bathe, resultando
em geracdo de pCDNA3.2. O DNA de pDNA3.2 foi ainda digerido com a
enzima de restricdo Bay e também tratado com polimerase de DNA T4, para
remover o unico sitio de restri¢ao Bay, resultando na geracdo de pCDNA3.3.
[099] Um vetor de clonagem intermedidrio, contendo o
multiplo sitio de clonagem (MCS) de um vetor de replicon VEE, foi
preparado legando-se um fragmento MCS Apal/Notl ~250pb dentro de DNA
KS+ pBluescript (Stratagene) linearizado Apal/Notl, gerando pKS-rep2. O
IRES EMCYV foi digerido de pD1+2+43 (Kaminski e outros, 1995) com as
enzimas de restricio EcoRI e BamHI e ligado dentro do DNA Pks-REP2
linearizado EcoRI e BamHI, gerando pKS-rep2/EMCV. O IRES EMCYV ¢ a
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sequéncia MCS do vetor pKS-rep2/EMCV foram amplificados PCR,
empregando-se os iniciadores EMCVF(Ascl).2 e EMCVR(AscI).1 (Tabela 1).
O produto PCR EMCYV foi digerido com enzima de restricio Ascl e ligado
dentro de dna de vetor de replicon VEE linearizado Ascl (pERK), gerando
pERK/EMCYV. Para completar o vetor de clonagem de transferéncia, DNA
EMCV/pERK foi digerido com EcoRV e enzimas de restricio Notl e o
fragmento Notl/EcoRV de 862 pb foi ligado dentro de DNA pCDN A3.3
linearizado EcoRYV e Notl, gerando pCDNA3.3/EMCYV. A sequéncia do IRES
EMCV e miiltiplos sitios de clonagem associados foi confirmada no vetor
EMCV/pCDNA3.3, antes de preparar mais construgdes com ela.

Tabela 1

[ Nome do 5°  Seqiiéncia de Iniciador 3
 EMCVF(Ascl).2 | TGGCGCGCCGCTCGGAATTCCCCCTCTCCC
EMCVR(Ascl).1 | AGGCGCGCCTTCTATGTAAGCAGCTTGCC
F-CAT(BamHI} | GCTGGATCCATGGAGAAAAAAATCACTGGA
R’-CAT({Xbal) | CGATCTAGATTACGCCCCGCCCTGCCACTCA
_Anti-En(EcoRl) | CGGAATTCATTATCATCGTGTITITC

Anti- CGGGATCCCCCCTAACGTTACTGGCCGAAGC
EN(BamHI)
| Anti-En(Asc) | AGGCGCGCCATTATCATCGTGTTTTTC
dAvr En{Ascl) | AGGCGCGCCCTAGGGGTCTTTCCCCTCTC

R S — R
3  UIR4Xbiotina | GUGGCATGCCAATCGCCGCGAGTTCTATGTAAGCAGCTTGCC
GAGF CGGGATCCATGGCTGCGAGAGCGTCA

| GAGR CGGGATCCTTATTGAGACAAGGGGTCGC

B. Vetores contendo IRES XIAP
[0100] O inibidor ligado-X da regido ndo codificante

(NCR) 5’ do gene apoptose (XIAP), contendo o elemento IRES putativo (vide
Holcik e outros (1999) Nature Cell Biol 1: 190-192; Holcik e Korneluk
(2000) Mol Cell Biol 20:4648 — 57 e Holcik e outros (2003) Mol Cell Biol
23:280-288 para a sequéncia e tamanho do elemento) foi PCR amplificada de
cDNA pronto de maratona de figado fetal humano (Clontech, Palo Alto, CA),
empregando-se um iniciador adaptador e um iniciador inverso XIAP (XIAP-
R) seguido por um PCR aninhado, empregando-se iniciadores especificos

IRES XIAP. Os iniciadores sao listados na Tabela 2. Produtos PCR
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resultantes de aproximadamente 1007 e 241 pb foram clonados TA,
empregando-se um kit comercialmente disponivel (Invitrogen Corporation;
Carlsbad, CA). Estas construcoes possuem 844 nucleotideos ou 78
nucleotideos, respectivamente, da regido nao-codificante de gene XIAP, além
do IRES XIAP putativo de 163 nucleotideos. As sequéncias para cada
construcdo foram confirmadas por seqiienciamento de DNA automatizado.
Para gerar vetores lancadeira para clonagem dentro do replicon VEE, as
sequéncias XIAP foram transferidas como um fragmento EcoRI para dentro
do sitio equivalente de pKS-rep2, gerando DNAs pKS-rep2/XIAP1007 e
pKS-rep2/X1AP241.

Tabela 2
XIAP-R 15 CCCTGCTCGTGCCAGTGTTGATGC-3
XIAP/IRES-1007 | 5°-ACACGTGGGGCAACCCTGATITATGCCTGTTGTCC-3"

XIAP/IRES-241 | 5-AGTTAACTCAAAAAGAGAAAACAAAAATGC
NXIAP/TRES-R 5-AGATATCTTCTCTTGAAAATAGGACTTGTCCAC-3"
Cap5°'F 5" GTTCCCGTTCCAGCCAATGTATCCG-3’ '
13-87pr] 5 -GTCACTAGTGACCACCATGT-3"

3-1.1prl 5. TAAGAGCCGCGAGCGATCCT-3 -

1007 bp XIAP 5"NCR
ACACGTGGGGCAACCCTGATTTATGCCTGTTGTCCCAGTGTGATTATTACT
AGTGTAATTTTTCACTTTGAGAAGTGTCCAGGTTTGGAGGATAAATTATCT
TTCTAATAATTGATACCCTTCTCATAACCTAACGGGTTCCTTTTAGTATTTT
ATCTGGGTTAAAATTACCAGCTGTAATTTGGCAGCTCTAATAAGACTGCA
GCAATACTTATCTTCCATTTGAACAGATTGTTACTTGACCAAGGGAAGTTA
ATAGCAAAAGTAACTGCAGGGCACATGTATGTCATGGGCAAAAAAAAAA
AAGTAACAGCAATTAAGGTTTGCAGGTACTTAGAATTTTTCCTGAGCCACC
CTCTAGAGGGCAGTGTTACATATATATCTGTAATTATCCAGTTACAACAAA
AAAAGGGCTCTCATTCATGCATGAAAATCAGAAATATTTCATACTCTTAA
AGAACACATTGGAACCAATATTATGATTAAAACATATITTGCTAAGCAAA
GAGATATTAAAAATTAATTCATTAACATTCTGAACATITTTTAACTTGTAA
AAACAACTTTGATGCCTTGAATATATAATGATTCATTATAACAATTATGCA
TAGATTTTAATAATCTGCATATTTTATGCTTTCATGTTTTTCCTAATTAATG
ATTTGACATGGTTAATAATTATAATATATTCTGCATCACAGTTTACATATT
TATGTAAAATAAGCATTTAAAAATTATTAGTTTTATTCTGCCTGCTTAAAT
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ATTACTTTCCTCAAAAAGAGAAAACAAAAATGCTAGATTITACTTTATGAC
TTGAATGATGTGGTAATGTCGAACTCTAGTATITAGAATTAGAATGTTTCT
TAGCGGTCGTGTAGTTATTTTTATGTCATAAGTGGATAATTTGTTAGCTCC
TATAACAAAAGTCTGTTGCTTGTGTTTCACATTTTGGATTITCCTAATATAAT
GTTCTCTTTTTAGAAAAGGTGOACAAGTCCTATTTTCAAGAGAAGAT

Exemplo 2 — Construcao de vetores replicon aperfeicoados

A. Construcdes contendo o IRES EMCV

[0101]  Para demonstrar a funcionalidade de uma sequéncia
IRES colocada a jusante de um promotor 26S de alfa-virus funcional, genes
reporteres foram subclonados dentro do vetor de transferéncia
pCDNA3.3/EMCV e em seguida o cassete de EMCV/gene reporter foi
movido para dentro do vetor de replicon pERK. Experimentos iniciais foram
conduzidos empregando-se um vetor de replicon expressando o gene reporter
da Cloramfenicol acetil transferase (CAT). O gene CAT foi amplificado
utilizando-se iniciadores F’-CAT (BamHI) e R’-CAT (Xbal) (Tabela 1). O
produto PCR foi digerido com enzimas de restricdo BamHI e Xbal e ligados
dentro de DNA EMCV/pCDNA3.3 linearizado Xbal/BamHI, gerando
pCDNA3.3/EMCV/CAT. Apds a sequéncia do gene CAT ter sido
confirmada, DNA pCDNA3.3/EMCV/CAT foi digerido com enzima de
restricdo Ascl, para liberar um fragmento EMCV/CAT de 1300 pb. O
fragmento EMCV/CAT digerido Ascl foi entdo ligado dentro de DNA do
vetor pERK linearizado Ascl, gerando pERK/EMCV/CAT.

[0102]  Foi mostrado que IRES EMCYV tem uma atividade
direcional e, quando ele estd na orientacao errada, com respeito a NOI, ndo €
observada traducdo independente de cobertura (Roberts e Belsham (1997)
Virology 227:53-62). Além disso, a delecdo das sequéncias terminais 5’ de
IRES EMCYV abole a tradu¢ao independente de cobertura, no contexto de um
vetor de expressao dicistronica (Van der Velden e outros (1995) Virology
214: 82-90; Jang & Wimmer (1990) Genes & Development 4:1560-72). Para

demonstrar que a traducdo independente de cobertura do gene CAT esta
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ocorrendo, dois vetores pERK idénticos a pERK/EMCV/CAT foram
preparados somente com IRES EMCYV na orientagao anti-sentido (pERK/anti-
EMCV/CAT) ou com uma delecdo 5° das sequéncias terminais de IRES
EMCYV (pERK/AAvIr/CAT).

[0103] Uma versao anti-sentido do IRES EMCV foi
amplificada PCR de DNA rep2/EMCV pKS, empregando-se iniciadores anti-
Em(EcoRI) e anti-Em(BamHI) (Tabela 1). O fragmento IRES EMCV
amplificado foi digerido com enzimas de restricio EcoRI e BamHI e ligado
dentro de DNA pKS-rep2 linearizado EcoRI/BamHI, gerando pKS-rep2/anti-
EMCV. O gene CAT digerido BamXI/Xbal, descrito acima, foi ligado dentro
de DNA pKS-rep2/anti-EMCV linearizado BamHI/Xbal, gerando pKS-
rep2/anti-EMCV/CAT. O cassete de gene anti-EMCV/CAT de 1295 pb foi
amplificado PCR de DNA pKS-rep2/anti-EMCV/CAT, empregando-se
iniciadores EMCVR (Ascl).I e anti-En(Ascl) (Tabela 1). Finalmente, o
fragmento anti-EMCV/CAT foi digerido com enzima de restricdo Ascl e
ligado dentro de DNA de vetor pERK linearizado Ascl, gerando pERK/anti-
EMCV/CAT. A sequéncia da regido de gene anti-EMCV/CAT foi confirmada
antes de mais experimentos serem realizados.

[0104] Para gerar o vetor pERK AAvr/CAT, primeiro a
delecdo AAvr foi feita em IRES EMCV encontrado no vetor intermedidrio
pKS-rep2/EMCV. A delecdo foi realizada digerindo-se DNA pKS-
rep2/EMCV com enzimas de restricio tanto EcoRI como Avrll, deletando
145 pb da regido 5’ do IRES EMCV. O DNA linearizado foi tratado com
polimerase DNA T4, para criar extremidades embotadas e religado para gerar
DNA pKS-rep2/AAvr. O gene CAT foi clonado dentro do vetor intermediario
ligando-se o gene CAT BamHI/Xbal descrito acima dentro de pKS-
rep2/AAvr linearizado com enzima de restricao BamHI e Xbal, gerando DNA
pKS-rep2/AAvr/CAT. O cassete de gene AAvri/CAT de 1177 pb foi
amplificado PCR de pKS-rep2/AAvr/CAT. DNA empregando iniciadores
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EMCVR(AscI).1 e dAVr En(Ascl) R (Tabela 1). Finalmente, o fragmento
AAvr/CAT foi digerido com enzima de restricao Ascl e ligado dentro de DNA
de vetor pERK linearizado Ascl, gerando pERK/AAvr/CAT. A sequéncia da
regido genética AAvr/CAT foi confirmada antes de serem realizados outros
experimentos.
B. Construcdes contendo IRES EV71

[0105] O elemento IRES do enterovirus humano 71 (EV71)
(Thompson e Sarnow (2003) Virology 315: 259-266) foi clonado em

orientacdes tanto de sentido como de anti-sentido dentro dos vetores de
replicon de espacador e analisado quanto a expressdao de um gene reporter
CAT. O elemento IRES EV71 (cepa 7423/MS/87) foi amplificada PCR de
DNA pdc/MS (Thompson e Sarnow, 2003) empregando-se iniciadores, para
produzir um fragmento de sentido (dc/MS (EcoRI) F e dc/MS (BamHI) R) e
um fragmento anti-sentido (dc/anti-MS (EcoRI) R e dc/anti-MS (BamHI) F)
(Tabela 3). Os produtos PCR IRES EV71-MS de sentido e anti-sentido foram
digeridos com enzimas de restricdo EcoRI e BamHI e ligados dentro de
pCDNA3.3 (vide Exemplo 1) linearizado com EcoRI e BamHI, gerando
pCDNA3.3/MS e pCDNA3.3/anti-MS. As regides IRES EV71-MS, de cada
vetor pCDNA3.3, foram seqilienciadas para verificar que ndo foram
introduzidas mudangas de nucleotideo durante a amplificacdo PCR, antes de
serem iniciados mais experimentos.

[0106] O gene reporter CAT, como descrito acima em A,
foi clonado dentro de vetores pCDNA3.3/MS e pCDNA3.3/anti-MS
linearizados BamHI e Xbal, gerando pCDNA3.3/MS/CAT e pCDNA3.3/anti-
MS/CAT, respectivamente. Construcdes de replicon de espacador foram
produzidas digerindo-se os DNAs pCDNA3.3/MS/CAT e pCDNA3.3/anti-
MS/CAT COM enzima de restricdo Ascl e ligando-se os fragmentos Ascl
MS-CAT ou anti-MS-CAT dentro dos vetores de replicon de espacador. A

regido de espacador-IRES-CAT de cada vetor foi seqiienciada, para verificar
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que nao haviam sido introduzidas mudancgas durante a clonagem, antes de

mais experimentos serem iniciados.

Tabela 3
[ Imiciador | Seqiiéncia 5’ -3
do/MS(EcoRI)F | CGAATTCTTAAAACAGCTGTGGGTTG

dc/MS (BamHI) R | CGGGATCCGGTCAACTGTATTGAGGGTTAATATAAAG
de/anti-MS(BamHI) | CGGGATCCTTAAAACAGCTGTGGGTTGTTCCCAC

F
de/anti-MS8(EcoRI) | GGAATTCGGTCAACTGTATTGAGGGTTAATATAAAG
R

E

C. Construcoes contendo IRES XIAP
[0107] O gene CAT foi clonado dentro dos sitios ECORV e

BamHI de pKS-rep2/XIAP1007 (vide exemplos abaixo), apds amplificacao
PCR do gene, empregando-se iniciadores CATF (5’-
GGAGAAAAAAATCACTGGATATAC-3’) e CATR(Bam) (5-
GGGGATCCTTACGCCCCGCCCTGCCAC-3%), gerando pKS-
rep2/XIAP/CAT 1007. Esta estratégia reconstitui o sitio de inicio do gene
XIAP tipo selvagem. O intermedidrio foi entdo clonado como um fragmento
Apal/SpHI dentro de pERK, para gerar pERK/XIAP/CAT 1007. Em seguida
a transcricdo in vitro e eletroporagdo dentro de células Vero, producdoes VRP
e expressdo de proteina CAT em células infectadas foram determinadas e
comparadas com pERK/EMCV/CAT 342. As produgdoes VRP eram
equivalentes para ambas as construcdes. Nesta construcdo particular, foi
possivel modificar o nivel de expressdo da proteina CAT, empregando-se
IRES XIAP (3,97 ES ng/ug), em comparacdo com IRES EMCV (1,08 e6
ng/ug), assim demonstrando a utilidade de diferentes IRESs na invencao
reivindicada.

D. Construcoes expressando HIVep160

[0108] Um replicon expressando o gene C do grupo
HIVgp160 foi construido, em que a traducdo de HIVgp160 foi dirigida pelo
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IRES EMCV. Nesta construgdo, o espacador de 167 pb da construgdo auxiliar
pH1500A/EMCV/Vcap (vide Exemplo 4.B.1) foi clonado dentro de uma
constru¢ado de replicon IRES EMCV, como segue. O DNA
pH1500A/EMCV/Vcap foi digerida com enzima de restricio Apal, para
liberar um fragmento com 194 pb, contendo o espacador de 167 pb e uma
parte de IRES EMCV. Um vetor pERK/EMCYV 749 foi também digerido com
enzima de restricao Apal e o fragmento Apal de espacador de 749 pb liberado
foi substituido pelo fragmento Apal de espacador de 167 pb, gerando o vetor
pERK/EMCYV 167. Para demonstrar que um gene heter6logo poderia também
ser eficientemente expresso e acondicionado pelo vetor de replicon
pERK/EMCYV 167, o gene de grupo HIV C gpl160 (Williamson C e outros
(2003) AIDS Res Hum Retroviruses 19:133-44) foi clonado dentro deste
vetor como segue. O gene HIV gpl60 foi amplificado (utilizando-se
iniciadores env-5’-Xbal e DU151gp160 3’-Xbal) (Tabela 4) e clonado dentro
de pCR-XL-TOPO (Invitrogen, Carlsbad, CA), gerando pCR-XL-
TOPO/gp160. O gene gpl60 foi seqiienciado pra assegurar que nao fossem
introduzidos erros durante a amplificacio PCR, antes de iniciar mais estudos.
O DNA pCR-XL-TOPO/gp160 foi digerido com enzima de restri¢ao Xbal e o
fragmento gp160 foi entdo ligado dentro de pCDNA3.3/EMCV linearizado
Xbal, gerando pCDNA3.3/EMCV/gp160. O DNA pCDNA3.3/EMCV/gp160
foi digerido com enzima de restricdo Ascl, para liberar o fragmento
EMCV/gp160. O fragmento EMCV/gp160 foi entdo ligado dentro do DNA de
vetor pPERK/EMCYV 167, gerando o vetor pPERK/EMCV/gp160 167.

Tabela 4
[ Iniciador Seqiiéncia5 -3’
Fnv-5'-Xbal CGACATAGTCTAGACCGCCAAGATGAGAGTGATGG
DUISIgpl603°- | GATCTCTAGATTATTGCAAAGCTGCTTCAAAGCCC
Xbal

E. Construcao de duplos replicons IRES subgendmicos, expressando

multiplos NOIs.
[0109] Um vetor de replicon IRES, codificando dois
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cassetes 26S-espacador-IRES-NOI em série foi construido. O vetor pERK
basico, usado para gerar os replicons IRES subgenomicos (pERK MCS2),
continha uma regido de espacador de 342 pb a jusante do promotor 26S e
codificou para os seguintes sitios de restricdo de seu MCS (5° Ascl, SnaBI,
Sphl 3).

[0110] A parte de terminal-C da cadeia pesada (Hc) das
neurotoxinas de botulinio A e B (BoNT A e BoNT B) foi clonada dentro de
pCDNA3.3/EMCV como fragmentos BamHI/Xbal, gerando
pCDNA3.3/EMCV/BoNT A e pCDNA3.3/EMCV/BoNT B, respectivamente.
Os genes BoNT foram digeridos para fora dos vetores pCDNA3.3/EMCV
com enzima de restricdo Ascl e os cassetes EMCV/BoNT Ascl foram ligados
dentro do DNA MCS2 pERK linearizado Ascl, gerando vetores monovalentes
MCS2 pERK/BoNT e MCS2 pERK/BoNT B. A orientagdo da inser¢ao foi
determinada por andlise de restricdao e clones com insercoes na orientagcdo de
sentido foram isolados. Os genes IRES e BoNT EMCYV foram seqiienciados,
para verificar que ndo haviam sido introduzidos erros durante a clonagem,
antes de mais experimentos serem iniciados.

[0111] Para gerar a dupla constru¢do de replicon IRES
BoNT A/B subgendmico (MCS2 pERK-BoNT A/B), os vetores MCS 2
pERK BoONT foram utilizados. O vetor MCS2 pERK/BoNT B foi
parcialmente digerido com enzima de restricio PspOM I e as terminacdes
foram tornadas embotadas, utilizando-se polimerase DNA T4 . O DNA
MCS2 pERK/BoNT B foi ainda digerido com enzima de restricdo Sphl, para
liberar um fragmento de espacador-EMC-BoNT B 26S-342pb. O fragmento
espacador-EMCV-BoNT b 26S-342 pb foi entdo ligado dentro de DNA
MCS2 pERK/BoNT A digerido SnaBI/Sphl, gerando o vetor MCS2 pERK-
BoNT A/B. A estrutura final da constru¢do € 5° NCR-nsP1,2,3,4 — 26S-
342pb espacador-EMCV-BoNT A-26S-342 pb espacador-EMCV-BoNT B-
NCR 3°. A sequéncia do replicon IRES subgenémico duplo foi verificado
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antes de serem conduzidos os estudos de expressao e acondicionamento VRP.
F. Construcao de um replicon S.A. AR86 contendo-IRES

[0112] Um vetor de replicon, derivado de S.A.ARS86
(pRep89; descrito em Heise e outros J. Virol. 2003 77(2):1149-56) foi

modificado para conter um cassete gag espacador-EMCV-HIV 342 pb a
jusante do promotor 26S. O fragmento gag espacador-EMCV-HIV 342pb foi
amplificado PCR de DNA pERK/EMCV/gag 342, utilizando-se iniciador de
preenchimento 342 (Clal) e 3-42.pr4 (Tabela 5). Amplificacdo com o
iniciador 3-42.pr4 permite a incorporagao de sitio Clal 3’°, que existe logo a
jusante do gene gag HIV do DNA pERK/EMCV/gag 342. O produto PCR foi
entdo digerido com enzima de restricio Clal e ligado dentro de pRep89
linearizado Clal, gerando o vetor pRep89/EMCV/gag 342. A inteira regido
inserida foi seqiienciada, para assegurar que ndo tinham sido introduzidos

erros durante a amplificagao PCR.

Tabela 5
Iniciador o Seqiiéncia 5 -3° |
stuffer 342 (Clal) CCATC GATCT&'["I'CQﬂszGT_ﬁaG TGAGG

3-42pr4 CAATCGCCGCGAGTTCTATG |

Exemplo 3. Analise de expressao NOI de replicons dirigidos-IRES
A. Expressao de replicon IRES EMCV
1. Expressao CAT

[0113] A expressio de proteina CAT foi examinada
utilizando-se as construcdes de replicon pERK/EMCV/CAT, pERK/anti-
EMCV/CAT e pERK/AAvr/CAT. RNAs de replicon com cap foram
transcritos in vitro, utilizando-se um kit RiboMax T7 (Promega, Corporation;
Madison, WI; Cat. No. P1300). RNAs foram purificados utilizando-se
colunas de purificacio RNeasy (Qiagen Corporation, Germantown, MD),
seguindo-se as instru¢des dos fabricantes. Células Vero (células 6 x 109),
suspensas em 0,4 ml de meio de cultura de células quimicamente definido

InVitrus™ (Cell Culture Tecnologies GmbH, Zurich, CH; Catalog No. IVT) e
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eletroporadas com 15 pg de RNA pERK/EMCV/CAT ou pERK/anti
EMCV/CAT, empregando-se um Bio Rad Gene Pulser (BioRad Laboratories,
Hercules, CA). As células foram pulsadas quatro vezes com o eletroporador
ajustado a 290 voltes e 25 microfarads. A expressao CAT foi detectada por
IFA, utilizando-se um anticorpo anti-CAT de coelho em células fixadas por
metanol e por ELISA, empregando-se lisados de células eletroporadas € um
kit ELISA CAT comercialmente disponivel (Boehringer Mannheim,
Indianopolis, IN).

[0114] Fragmentos de DNA aleatorios foram clonados
entre a sequéncia IRES EMCYV e o promotor subgendmico VEE em um unico
sitio EcoRV, localizado nos vetores pERK. Os pequenos fragmentos de DNA,
clonados entre o promotor 26S e o IRES EMCYV vieram de DNA de enzima
de restricao Alul, digerida pPCDNA3.1(-). A enzima de restricao Alul cortava
freqiientemente dentro de DNA pCDNA3.1(-), resultando em fragmentos de
extremidade embotada, variando em tamanho de 706 pb a 6 pb. Os
fragmentos pCDNA3.1(-) digeridos Alul foram ligados dentro de DNAs
pERK/EMCV/CAT, pERK/anti-EMCV/CAT e pERK/AAvVI/CAT
linearizados EcoRV. Clones individuais foram seqiienciados, para determinar
que fragmento espacgador tinha sido clonado dentro de cada novo vetor. O
tamanho de alguns dos fragmentos de espacador encontrados nos vetores era
maior do que o fragmento Alul pCDNA3.1(-), devido a ligagdao de multiplos
fragmentos dentro da regido de espacador destes replicons. Cada replicon de
IRES-espacador foi transcrito € o RNA eletroporado dentro de células Vero,
como descrito acima. A expressdo de proteina CAT foi monitorada por

ELISA CAT e os resultados sao resumidos na Tabela 6.
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Tabela 6. Anélise de expressao CAT de replicons contendo EMCV-IRES

Replicon ?ﬂgfim“ ng CAT/ug proteina tot. |
pERK/anti-EMCV/CAT 133 21 J

~ pERI/EMCV/CAT 234 99 '
pERK/anti-EMCV/CAT 234 ! 1.5 J
pERK/AAVH/CAT 234 | 0.4 _“I|
pERK/AAVI/CAT 226 0.5 '_
~ pERK/EMCV/CAT 342 103 |

pERI/anti-EMCV/CAT 357 Y

| pERK/EMCV/CAT 805 74 i
pERK/anti-EMCV/CAT 706 0.5 T
pERK/AAVE/CAT 681 0.02 T

[0115]  Os resultados indicam que a expressdao CAT das
construgdes de replicon pERK/IRES/CAT, contendo os fragmentos de
espacador, € robusta e dirigida pelo IRES, em comparacdo com vetores
similares sem fragmentos de espacador (aproximadamente 4-7 ng CAT/ug
proteina total). Os niveis mais elevados de expressio do gene heter6logo
ocorreram quando fragmentos de espacador maiores do que aproximadamente
200 nucleotideos foram introduzidos entre o promotor 26S e as sequéncias
IRES EMCV.

2. Expressao de miltiplos NOIs de um tinico replicon

[0116] A expressdo e acondicionamento do replicon MCS2
pERK-BoNT A/B foram realizados em células Vero. RNA de replicon pERK-
BoNT A/B com cap foi transcrito e purificado como descrito acima. Células
Vero (1 x 108 células) foram eletroporadas com 30 ug de RNA de replicon, 30
ug de RNA auxiliar capsideo e 30 ug de RNA auxiliar de glicoproteina. As
células eletroporadas foram analisadas por IFA, empregando-se anticorpos de
cavalo anti-BoNT A e BoNT B (Perimmune, Rockville, MD) antes que VRP
fossem colhidos. Os resultados do IFA e titulacio de VRP gerados sao

mostrados na Tabela 7.
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Tabela 7
Replicon IFA Anti-BoNT A IFA Anti- Titulo VRP
BoNT B
MCS2 pERK-BoNT A/B Positivo Positivo 2 x 10° VRP

3. Expressao gp160 HIV

[0117] O replicon pPERK/EMCV/gp160 167 (Exemplo 2D)
foi analisado quanto a expressdo do gene gpl60 e geracio VRP. RNA
purificado foi preparado para o replicon, de auxiliar de GP e de auxiliar de
capsideo, como descrito acima. Células Vero foram eletroporadas com os
RNAs e VRP foram coletados 20 — 24 h pés eletroporacao. Os resultados de
titulacdo de IFA e VRP sdo resumidos na Tabela 8. Para comparacido, um

replicon pERK, expressando gp160 diretamente do promotor 26S foi também

avaliado.

Tabela 8

Replicon IFA anti-gp160 Titulo VRP/ml
pERK/gp160 Positivo 2,1 x 108
pERK/EMCV/gp160 167 Positivo 2,5x10°

4. Expressao GAG HIV de um Replicon S.A. AR86

[0118] DNA pRep89/EMCV/gag 342 foi transcrito in vitro,
utilizando-se um kit RiboMax SP6 (Promega Corporation; Madison, WI; Cat
No. P1280, para gerar RNA replicon com cap. O RNA foi purificado
utilizando-se colunas de purificacdo RNeasy (Qiagen Corporation,
Germantown, MD) seguindo-se as instru¢des dos fabricantes. Células Vero (1
x 108 células) foram eletroporadas com 30 ug de RNA Rep89/EMCV/gag 342
e em seguida analisadas quanto a expressdo de proteina Gag ~18 h pds
eletroporacdo. A andlise IFA anti-Gag de células eletroporadas
Rep89/EMCV/gag 342 foi positiva quanto a expressao de proteina Gag.
B. Expressdo de replicon IRES EV71-MS

[0119] Expressdo de proteina CAT de cada EV71-MS

contendo replicon foi realizada em Células Vero. RNA de replicon com cap
foi transcrito e purificado como descrito acima. Células Vero (2-3 x 107

células) foram eletroporadas com 30 pug de RNA de replicon. As células
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eletroporadas foram analisadas por IFA utilizando-se anti-CAT (Cortex
Bichem, San Leandro, CA) e anticorpos nsp2 anti-VEE (Alpha Vax)
aproximadamente 18 h pds eletroporagcdo. Além disso, a expressdo CAT foi
monitorada por ELISA, como descrito acima. Os resultados de ELISA IFA e
CAT, comparando-se a atividade detectada de replicons pERK/EMCV/CAT
342 e pERK/MS/CAT 342, sao mostrados na Tabela 9.

Tabela 9
Replicon IFA anti- | IFA nsp2 | ng CAT/ug | % reducao de
CAT anti VEE proteina traducao
pERK/MS/CAT 342 + + 20,1 NA
pERK/anti-MS/CAT 342 - + 0,6 97%
pERK/EMCV/CAT 342 + + 14,8 NA
pERK/AAvI/CAT 342 - + 0,0 > 99%

Exemplo 4. — Traducao dirigida-IRES com diferentes espacadores

A. Construcoes de Replicon

1. Construcoes contendo IRES EMCV

[0120]  Foram preparados pares de constru¢des de replicon,
codificando para sequéncias IRES EMCV ou anti-sentido-EMCV, que
continham exatamente a mesma regido de espacador. Estas comparagdes
demonstram que somente as sequéncias IRES EMCYV na orientacao de sentido
(isto €, na orientacdo 5’-3” em que a sequéncia € encontrada no virus) dirigem
a traducdo independente de cobertura; isto €, muito pouca tradugcdo ocorre
quando o IRES estd em uma orientacdo anti-sentido, indicando que um
elemento IRES apropriadamente orientado € necessdrio para obter
significativa expressao CAT nestas construgdes. Estas constru¢cdes de replicon
foram preparadas como descrito acima. Cada replicon IRES-espacador foi
transcrito in vivo e 30 ug de cada RNA purificado foram eletroporados dentro
de ~1 x 107 células Vero, como descrito acima. A expressdo de proteina CAT

fo1 monitorada por ELISA CAT e os resultados sao resumidos na Tabela 10.
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Tabela 10. Comparacdo de expressao CAT empregando replicons EMCV-
espacador ou anti-EMCYV espacador.

Replicon Tamanho ng CAT/ Replicon Tamanho ng CAT/ % de Vezes de
do ug do ug Reducdo | aumento na
fragmento | proteina fragmento | proteina na traducao*
espacador total espacador total traducao*
EMCV/CAT 257 16,9 anti- 257 3,1 82,7 5.5
EMCV/CAT
EMCV/CAT 342 35,6 anti- 342 0,2 99,4 178
EMCV/CAT
EMCV/CAT 357 7,6 anti- 357 0,4 94,7 19
EMCV/CAT
EMCV/CAT 383 28,7 anti- 383 0,6 97,9 48
EMCV/CAT
EMCV/CAT 579 40,0 anti- 579 0,3 99,2 133
EMCV/CAT
EMCV/CAT 749 6,74 anti- 749 0,03 99,5 224
EMCV/CAT

*% de reducdo de tradugdo das construcdes IRES orientadas anti-sentido, em relagdo as
construcdes dirigidas por IRES, orientadas no sentido.

# Vezes de aumento de traducdo do elemento IRES orientado no sentido, em relagdo a
traducdo de construgdes com um elemento IRES orientado anti-sentido.

[0121]  Os dados mostram que a expressao de proteina CAT
foi grandemente reduzida (na maioria dos casos > 95%), quando o replicon
continha um IRES EMCYV espacador e um anti-sentido, a montante do gene
CAT. Além disso, os dados demonstram de um sistema de expressdo de
proteina dirigido por IRES otimizar o nivel de expressio de NOI. A
otimizacdo é especifica-NOI, porém, utilizando-se os ensinamentos aqui, a
identificacdo das combinag¢des IRES-espacador, que fornecem o desejado
nivel de expressdo para qualquer dado NOI, seria rotina para uma pessoa de
habilidade comum na técnica.

2. Uso de um espacador derivado de uma regiao nao-codificadora 5’

[0122]  Um replicon pERK foi construido para conter o
gene de proteina de capsideo VEE de comprimento total por PCR,
amplificando a sequéncia de capsideo pHS00A/Vcap, utilizando-se os
iniciadores Cap5’F e 3-1.1prl (Tabela 11). O produto PCR resultante foi
inserido dentro dos sitios da enzima de restricdo EcoRV e Sphl de pERK.
“pERK/capsideo” foi modificado ainda para conter uma unica enzima de
restricdo Ascl na terminagio 3’ do gene de capsideo, utilizando-se iniciadores

AsclF e AsclR (Tabela 11) para mutagénese dirigida ao sitio, empregando-se
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um kit comercialmente disponivel (Stratagene). Truncagens seriais da
sequéncia de capsideo VEE foram entdo geradas por amplificagdo PCR das
sequéncias de pERK/Capsideo, empregando-se um iniciador para diante (13-
82.2.16), que recoze dentro do gene nsP4, e iniciadores inversos (Tabela 11),
que foram construidos para conter um sitio de enzima de restricdo Ascl. Os
produtos PCR foram digeridos com Apal e Ascl ou Swal e Ascl e clonados de
volta dentro de pERK/Capsideo, para gerar pERK/Cap200, pERK/Cap400 e
pERK/Cap600. Estes replicons retém quantidades crescentes de sequéncia da
terminag¢do 5° do gene de capsideo, para funcionar como um ‘“espacador”
entre o promotor 26S e as construcoes a montante, a serem inseridas. Para
introduzir um cassete EMCV/CAT dentro de cada um dos vetores pERK/Cap
descritos acima, DNA de pCDNA3.3/EMCV/CAT foi digerido com enzima
de restricado Ascl, para liberar um fragmento EMCV/CAT de 1303 pb. O
fragmento EMCV/CAT digerido Ascl foi entdo ligado dentro dos DNAs de
vetor pERK/Cap linearizados Ascl, gerando Cap pERK/EMCV/CAT 200,
Cap pERK/EMCV/CAT 400 e Cap pERK/EMCV/CAT 600.

Tabela 11: Iniciadores para gerar replicons de espagador de capsideo

“Cap5'F [5-GTTCCCGTTCCAGCCAATGTATCCG-3
3-11prl S TAAGAGCCGCGAGCGATCCT ;
AscIF 5" CCGCGAGTTCTATGTAAGCGGCGCGCCAATTGTTAC
AGACACATGGTGG-3'
AscIR | 5 -CCACCATGTGTCTGTAACAATTGGCGCGCCGCTTACA
| TAGAACTCGCGG-3’
13-82.2.16 5 -GCTCTTTTTGCGAAGACACATAAT-3’
CAP200(Ascl) | 5'- TTGGCGCGCCTTCTTCGGTTTCTTAGCGGATGGCCC-3
CAP400(Ascl) | 5- TTGGCGCGCCCTTCCAACATGATTGGGAACG-3’
[CAP600(Ascl) | 5'- TTGGCGCGCCTGTAATAGCCTTGGGGTTTCTCATGGG-
3

[0123]  Estes replicons, contendo partes da regido 5° do
gene capsideo VEE, foram linearizados, transcritos in vitro, eletroporado

dentro de células VEro e analisados quanto a expressao de proteina CAT por
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IFA e ELISA. A expressdao de proteina CAT foi verificada por IFA,
utilizando-se anticorpos especificos-CAT; entretanto, a intensidade de
imunofluorescéncia variou, dependendo do comprimento do espacador de
gene capsideo usado. Estes resultados foram refletidos em ELISA CAT
(Tabela 12).

Tabela 12: Expressdo de proteina Cat de replicons contendo espagadores de

gene capsideo

Construgio W—E‘&ﬁﬁ_ ~ nsP2 IFA Proteina CAT
pERK/EMCV/CAT Cap 200 |  75% T 95% |29 ng/ug proteina tot.
pPERK/EMCV/CAT Cap 400 60% 95% |2ng/ug proteina tot
PERK/EMCV/CAT Cap 600 60% 95% |5ng/ug proteina tot |
pERK/EMCV/CAT 342 50% 50% |14 ng/ug proteina tot

Construcao — IFA CAT — IFA nsP2 — Proteina CAT -... ng/ug prot. total —
B. Construgoes auxiliares

1. Construcoes compreendendo IRES EMCV

[0124]  Foram construidos auxiliares, que individualmente
expressavam os genes da glicoproteina VEE (“GP”) ou o gene de capsideo
VEE. Inicialmente, dois vetores de cadeia principal auxiliares vazios foram
gerados para facilitar a constru¢do de IRES-espacador contendo auxiliar de
capsideo e GP. Um auxiliar vazio foi gerado digerindo-se o vetor pERK com
enzimas de restricio Apal e Rsrll, para remover 6989 pb da regidao de
codificacdo de proteina ndo estrutural. O DNA foi tratado com polimerase
DNA T4, para produzir extremidades embotadas, antes de ligar o vetor pERK
deletado-gene ndo estrutural, para produzir pH500G. O auxiliar vazio
pH500G continha aproximadamente 500 nucleotideos da regido nao-
codificante 5° (NCR). O segundo auxiliar vazio foi gerado digerindo-se o
vetor pERK com enzimas de restricdo Swal e Rsrll, para remover 6449 pb da
regido de codificacdo de proteina ndo estrutural. O DNA foi tratado com
polimerase DNA T4, para produzir extremidades embotadas, antes de ligar o

DNA, gerando pHI500G. O auxiliar vazio pHI1500G continha
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aproximadamente 1500 nucleotideos da NCR 5°, incluindo 540 pb adicionais
do gene nsp4, imediatamente a montante do promotor 26S, que nao esta
presente no auxiliar de pH500G. Construgdes auxiliares vazio foram também
preparadas, que codificavam para um residuo A em vez de G, no nucleotideo
3 (pH500A e pH1500A). Estas construcdes foram preparadas subclonando-se
a regido 5° NCR de um auxiliar de capsideo (pH500A/V cap), que contém um
A no nucleotideo 3, em lugar da mesma regidao de pH500G e pH1500G. Isto
foi realizado digerindo-se pH500A/Vcap com enzimas de restricio Xbal e
Sacl, coletando-se o fragmento de 430 bp e ligando-o dentro de DNAs de
pH500G e pH1500G digeridos por Xbal e Sacl, gerando pH500A e pH1500A
respectivamente.

[0125] Os genes de capsideo e GP foram clonados dentro
de pCDNA3.3/EMCV e pKS-rep2/anti-EMCV como fragmentos BamHI e
Xbal, como descrito acima. Os cassetes de EMCV/capsideo, anti-
EMCV/capsideo, EMCV/GP e anti-EMCV/GP foram clonados dentro de
construcoes auxiliares vazias pH500G, pH500A, pH1500G e pH1500A como
fragmentos Ascl, como descrito acima. A sequéncia de cada auxiliar foi
confirmada antes de serem iniciados mais experimentos.

Fragmentos de espacador aleatdérios foram clonados entre o
promotor 26S e IRES EMCYV ou anti-EMCV de cada auxiliar, em um unico
sitio EcCoRV, como anteriormente descrito. As sequéncias e comprimento dos
fragmentos de espacador inseridos foram determinados para cada novo
auxiliar e o comprimento da inser¢ao de espagador € incluido na extremidade
da designacdo de construcdo. Os espacgadores #15, 16 e 22 ndo foram ainda
caracterizados. As construcoes pHSO0A/EMCV/GP e pHS500A/anti-
EMCV/GP nao contém espacador.

2. Acondicionamento e Titulos empregando-se combinacoes de GP e/ou
Aucxiliar de Capsideo contendo IRES EMCYV.

[0126] Varias combinagdes dos auxiliares de GP e
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Capsideo foram usadas para acondicionar um replicon expressando a proteina
HIV-GAG, pERK-342/EMCV/gag (vide Exemplo 7 para uma descricdo da
construgao deste replicon). Para os resultados apresentados na Tabela 13, 30
ug de cada auxiliar de RNA e 30 pg do RNA de replicon foram co-
eletroporados dentro de células Vero em uma cubeta de eletroporacdo de 0,8
ml, utilizando-se 4 pulsos a 580 V e 25 uF, e as células foram permitidas
recuperarem-se na temperatura ambiente por 10 min. Células eletroporadas
foram semeadas dentro de frascos T-175, contendo 50 ml EMEM (10% FBS)
com antibidticos e incubadas a 37 °C. Apds 20 — 24 h, particulas de replicon
VEE (“VRPs”) foram coletadas e tituladas em células Vero em placas de 96
pocos, medindo-se a expressdo da proteina GAG, usando-se um ensaio de
imunofluorescéncia (IFA). A produ¢io VRP (Tabela 13) de cada

eletroporagao € expressa em uma base de “IU/ml”, para fins comparativos.

Tabela 13
B ﬁlm].mr de Capzideo Auxiliar de GP . Rem:l.-_d-l-a TEP= (Illfml :;—
| pHSOOA/EMCV/Veap 384 | pHSOOA/EMCV/GP 393 | 1.6 6 o
" pHS00A/EMCV/Veap 291 | pHS00A/EMCYV/GP 393 13266
PHIS00A/EMCV/Veap 167 | pH500A/EMCV/GP 393 1.51 e6 ]
pHS00A/Veap [ PHS00A/EMCV/GP 303 | 1.92¢5 ]
pHS00A/Veap pH500A/EMCV/GP #15 2.35 €5 ]
[ pHS00A/Veap | pHS00A/EMCV/GP #16 5.55e5 N
pHS00A/Veap pH500A/EMCV/GP #22 1.15 ¢6
| 1
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pHSO0A/EMCV/Veap 291 | pHSODA/EMCV/GP 291 222e6
pH1500A/EMCV/Veap 167 | pHS00A/EMCV/GP 291 5.16 6
pHS00A/Veap | pHS00A/EMCVIGP 291 f 1.75 e5
pH500A/EMCV/Veap 291 JI pH500A/EMCV/GP 1.00 7
 pHI500A/EMCV/Veap 167 |' pH300A/EMCV/GP 6.20 &7 T
 pHS00A/EMCV/Veap 384 [ pHS00A/EMCV/GP 376 2.99 e5 T
 pHS00A/EMCV/Veap 201 | pHS0DA/EMCV/GP 376 | 1.49e5
[ pHI500A/EMCV/Veap 167 | pH500A/EMCV/GP 376 1.71 &5
[ pH500A/Veap | pHS0DA/EMCV/GP 376 8.53 e4
— _.5 |i
[ PH500A/EMCV/Vcap 384 | pHSODA/EMCV/GP 342 | 8.1les |
[ pHS00A/EMCV/Veap 291 | pHS00A/EMCV/GP 342 832¢5 |
| pH1500A/EMCV/Veap 167 | pH300A/EMCV/GP 342 1.07e¢6
| pH500A/Veap | pHS00A/EMCV/GP 342 1.92 €5
—pﬁ—Si}Uﬁr’EﬁC?ﬁﬁ?apﬁlﬁsi pHS00A/GP 3.56 ¢8
: 1.00 8 _
pHI500A/EMCV/Veap 167 | pH500A/GP 1.13 €8 f
- 237¢ |:

[0127] Em outros experimentos, a quantidade de RNA de
auxiliar GP foi variada no ambiente de eletroporacao; todas outras condi¢des
para producdao VRP foram como descrito acima. Os resultados sao mostrados

na Tabela 14.

Tabela 14
ﬁtf]'f de Capsideo Auxiliar de GP pg GP BENA Rﬂrﬁh ;ﬂﬁ ,"-'PR
pH500A/Veap pHS00A/EMCV/GP 393 | 45 151 ¢

| pH500A/Veap pHS00A/EMCV/GP 393 | 60 2.24 ¢6

3. Auxiliares GP IRES-268S, sem Espacador

[0128] Este experimento foi realizado para ver se um
espacador era necessario no Auxiliar GP, para desacoplar a transcricdo da

traducdo. Células Vero foram separadamente eletroporadas com cada uma das
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seguintes misturas:

a. Vetor de Replicon Gag (vide Ex. 6) + pHS500A/anti-
EMCV/GP + Ph500A/anti-EMCV/Vcap 291

b. Vetor Replicon Gag + pHS00A/EMCV/GP +
pH5S00A/EMCV/Vcap 291

[0129] As células foram incubadas como descrito
anteriormente, pra permitir a producdo VRP e os VRPs foram colhidos e
titulados em células VERO por IFA. No caso dos auxiliares com o IRES na
orientacdo de sentido (a mistura “b.”), a producdo VRP foi de 3,3 €6;
enquanto no caso dos auxiliares em que o IRES € colocado na orientacao anti-
sentido, a producdo VRP era de 5,3 e2.
4. Producao e Uso de construcoes auxiliares VEE, contendo IRES XIAP

[0130] Os genes de capsideo VEE (“VCap”) e
glicoproteina (“VGP”) foram amplificados por PCR de pH500A/Vcap e
pHS00A/GP, respectivamente, utilizando-se PFU pol (Stratagene; LaJolla,
CA) e iniciadores pra diante Cap5’F ou 13-87prl e iniciadores inversos 3-
I.1prl (Tabela 2, vide Exemplo 1B). Os produtos PCR resultantes foram
clonados dentro dos sitios EcoRV e Sphl de pKS-rep2. Esta estratégia
reconstitui o cddon de inicio da proteina estrutural no inicio do tipo selvagem
do gene XIAP. A sequéncia de proteina estrutural VEE de cada plasmideo foi
verificada por seqiienciamento de DNA automatizado e os plasmideos
resultantes foram usados para transcricdo in vitro. O RNA foi purificado
usando-se colunas RNeasy Qiagen e eletroporados dentro de células Vero
para andlise da expressio de proteina e acondicionamento. Todos os
auxiliares expressaram capsideo VEE ou glicoproteinas, como determinado
por IFA e as titulagOes recuperadas para um replicon VEE, expressando a
proteina GAG HIV, variaram de 1 x 10° a 1 x 107 total.

[0131] A constru¢cdo de proteina estrutural VEE-

XIAP1007, descrita acima foi também clonada em um segundo plasmideo
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auxiliar, pH1500A, como um fragmento de DNA Apal/Sphl, gerando
pH1500A/XIAP/Vcap 1007 e pH1500A/XIAP/GP 1007. Estes plasmideos
foram usados para produzir RNA e eletroporados dentro de células Vero
como acima, para analisar a expressao de proteina e acondicionamento VRP.
Repetindo, os auxiliares resultantes expressaram o capsideo VEE ou
glicoproteina, como determinado por IFA, e as titulagdes variaram de 1 x 108
a acima de 1 x 10° VRP total, demonstrando o ganho da transcricio do
mRNA subgendmico do promotor 26S.
Exemplo 5

[0132] Andlise Northern foi realizada em RNA celular
total, coletado de células Vero, dentro das quais RNAs de replicon foram
eletroporadas. As constru¢oes de replicon Espacador-IRES foram transcritas
in vitro e 30 ug de RNA purificado por coluna RNeasy foram eletroporados
dentro de aproximadamente 1 x 107 células Vero, como descrito acima. As
células eletroporadas foram ressuspensas em 10 ml de meios DMEM, em
seguida 7 ml (aproximadamente 7 x 10° células) foram semeadas dentro de
um frasco de 25 cm?. O RNA celular total foi coletado das células 16 h pds
eletroporagao, empregando-se kit de extracdo RNAwiz (Ambion), em seguida
a instrucdes dos fabricantes. Os RNAs foram quantificados e 10 pg de cada
foram passados em um gel de agarose de 1% glioxal antes de serem
transferidos para uma membrana Brightstar-Plus (Ambion) por transferéncia
passiva. Os RNAs foram reticulados por UV na membrana, bloqueados com
solugcdo UltraHyb (Ambion) por 1 h a 45 °C e sondados durante a noite com
solucdao UltraHyb, contendo um iniciador anti-sentido biotinilado (3’
UTR4Xbiotina, Tabela 1) especifico para 3> UTR do RNA subgendmico VEE
(Integrated DNA Technologies, Coralville, IA) 45 °C. Apds hibridizagcao
durante a noite, a mancha foi processada por deteccio de RNA
quimioluminescente, usando-se um kit Brightstar Biodetect (Ambion), em

seguida a instrucdes dos fabricantes e visualizacdo com um Epi Chemi II
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Darkroom (UVP, Inc., Upland, CA). Os resultados da andlise Northen do
RNA das células Vero, eletroporadas com pERK/EMCV/CAT 257,
pERK/anti-EMCV/CAT 257, pERK/EMCV/CAT 579 ou pERK/anti-
EMCV/CAT 579 sao mostrados na Figura 1. As constru¢des de replicon tanto
EMCYV co60 anti-EMCV produziram transcri¢des subgendmicas de quase igual
intensidade, indicando que a falta de expressdo da proteina CAT das
construgdes de replicon CAT/espacador-anti-EMCV ndo era devida a
qualquer redugao substancial dos RNAs subgendmicos.

Exemplo 6. - Construcao de um vetor de replicon dirigido-IRES gene HIV ¢40

[0133] Um gene gag subtipo C HIV foi clonado dentro do
vetor pERK/EMCYV, contendo um espacador de 342 pelicula base (pERK-
342), como descrito acima. O gene gag foi amplificado por PCR de DNA
pERK/HIV,,, empregando-se iniciadores GAG-F e GAG-R (Tabela 1). Os
iniciadores foram construidos para conter sitios de restricdo BamHI, de modo
que o produto PCR codificasse para este sitio nas terminagdes 5° e 3°. O
produto PCR foi digerido com enzima de restricio BamHI e ligado dentro de
DNA pCDNA3.3/EMCYV linearizado BamHI. A orientacdo do gene gag foi
determinada por andlise de restricdo € uma constru¢cdo com O gene na
orientacdo correta foi selecionada, gerando pCDNA3.3/EMCV/gag. O cassete
de EMCV/gene gag foi digerido de DNA de pCDNA3.3/EMCV/gag com
enzima de restricdo Ascl e ligado dentro de DNA pERK-342 linearizado
Ascl. Orientacdo do cassete de EMCV/gene gag foi determinada por andlise
de restricdo e uma construgdo com O gene nha orientagdo correta foi
selecionada, gerando pERK-342/EMCV/gag. A sequéncia da regido
EMCV/gag foi verificada antes de mais experimentos serem iniciados.

[0134]  Anadlise de expressdo da proteina gag, por IFA e
mancha do Ocidente, indicou que a proteina expressada sob a direcao de IRES
do replicon pERK-342/EMCV/gag € indistinguivel da proteina expressa de um

replicon pERK/HIV e, em que tanto a tradu¢do como a transcri¢do sao dirigidas
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pelo promotor subgendmico VEE 26S. Além disso, o nivel de expressao,
conforme medido por titulagdio VRP, foi aumentado com o sistema dirigido-
IRES, em comparagdo com o sistema dirigido-promotor 26S (Tabela 15).

Tabela 15. Comparacdo dos titulos VRP gerados com diferentes vetores de

replicon

Vetor Replicon Titulo VRP
pERK/HIV g4 4,0 x 108 IFU
pERK-342/EMC/gag 5,3 x 108 IFU

Exemplo 7 — Imune respostas humorais e celulares em camundongos

inoculados com particulas de replicon de HIVgag dirigidas-IRES
[0135] Replicon de pERK/EMCV/gag 342 elicia respostas

humorais e celulares robustas, quando animais sao vacinados. Camundongos
BALB/c fémeas com quatro a cinco semanas de idade, foram obtidos de
Charles River e foram aclimatizados por uma semana antes de qualquer
procedimento. Para comec¢o e reforco, grupos de camundongos foram
inoculados em ambas as plantas de pé sob anestesia de isofluorano, com uma
dose alvo de 5 x 10° IFU de VRP em PBS contendo diluente com 1% v/v de
albumina de soro humano e 5% p/v de sacarose. Injecdes nas plantas de pé
foram realizadas com uma agulha 30,5 G e uma seringa Hamilton 0,100 ml,
injetando-se 20 ul em cada planta de pé traseira. Amostras de soro foram
obtidas por sangramento retro-orbital sob anestesia com isofluorano, antes de
a primeira inoculagdo no Dia 0 (pré-sangramento), Dia 21 (20 dias apds
inoculacdo primaria) e Dia 29 (7 dias apds o refor¢o). O programa de
vacinacdo € resumido na Tabela 16. Os bacos foram colhidos 14 dias pds

reforco para ensaios ELISPOT IFN-y.

Tabela 16. Programa de vacinacdo VRP de replicon dirigido por IRES

Grupo | N Cepa de Vacina Dose, Via Dia de Dia de
camundongo VPR IFU inoculaciao amostragem de
soro
1 5 BALB/c EMCV/Gag | 5x 10° | sc-fp* | Dias 1 & 22 Dias 0, 21, 29
3422
2 5 BALB/c EMCV/Gag | 5x 10° | sc-fp* | Dias 1 & 22 Dias 0, 21, 29
3422
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| 3 | 5] BALB/ | VPR3 contr. | 5x10° | scfp* | Dias1&22 | Dias0,21,29 |

1: VRP Gag manufaturado GMP, preparado com vetor replicon pERK ndo modificado

2: 342 refere-se ao numero de nucleotideos do espagador, a montante do cassete
IRES/Gag.

3: Controle VPR consiste de replicons expressando um gene Nef/Pol HIV.

4: sc-fp refere-se a planta de pé subcutinea.

A. Ensaios imunolégicos, realizados apds vacinacao
[0136] ELISA Gag: Histidina recombinante purificada-
rotulada (his)-p55 de isolado de HIV-1 subtipo C DU-422 foi usada como

cobertura de antigeno. Os soros foram avaliados quanto a presenca de
anticorpos especificos-Gag por um ELISA indireto padrao.

[0137]  Ensaio ELISPOT Gag: Linfdcitos vidveis, colhidos
de bagos, foram semeados dentro de pocos de ensaioELISPOT de uma placa
Multiscreen Immobilon-P ELISPOT (placa de filtragem de 96-pocos
certificada ELISPOT, Millipore, Bedford, MA), que tinha sido pré-revestida
com um anticorpo monoclonal anti-IFN-y AN18 (IGgl de rato, MabTech,
Mariemont, OH) e incubada por 16 — 20 h. As células foram removidas por
multiplas lavagens com tampdo e os pocgos forem incubados com um
anticorpo  monoclonal anti-IFN-y biotinilado R4-6A2 (IgGl de rato,
MabTech), seguido por lavagem e incubacdo com Complexo-Avidina-
Peroxidase (Kit Vectastain ABC Peroxidase, Vector Laboratories,
Burlingame, CA). Para permitir que o complexo se formasse, o Complexo de
Avidina-Peroxidase foi preparado pelo menos 30 minutos antes do término do
periodo de incubacdo com o anticorpo secundéirio e foi armazenado em
temperatura ambiente. Em seguida a incubacgio, os pocos foram lavados e
incubados por 4 minutos em temperatura ambiente com substrato (tabletes
AEC, Sigma), para facilitar a formacdo de manchas que representam as
posicoes das células de secrecdo-INF-y durante a cultura. O desenvolvimento
da mancha foi parado por enxagiie com dgua destilada.

[0138] Para enumerar as células de secrecio IFN-y
especificas-Gag dos linfocitos de camundongos imunizados com VRP HIV g,

os linfécitos foram estimulados com o peptideo imunodominante GAG-HIV
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restringido-CD8+ CTL H-2K¢ AMQMLKETI ou um peptideo restringido-
CD8+ CTL H-2KY de HA (hemaglutinina de influenza) irrelevante
IYSTVASSL, que se liga a MHC Classe I por 16 — 20 h (5% CO, a 37 °C).
Células menos peptideo servem como um controle de fundo. Como um
controle positivo, as células foram estimuladas com 4 ug/ml de
Conconavalina A, por um periodo de tempo similar. Os peptideos foram
sintetizados com extremidades livres e purificados a > 90% por New England
Peptide.

[0139]  Titulagdo de Poténcia HIV,,VRP: cé€lulas Vero
infectadas IFA especifico-Gag de HIV,,,VRP foram usadas para medir a
poténcia o titulo infeccioso das vacinas. A poténcia € medida como unidades
infecciosas por ml, IFU/ml. No dia de cada injecdo, indculos residuais foram

retro-titulados, para determinar a dose real que cada animal recebia (Tabela

17).
Tabela 17. Resumo de resultados de ELISA e ELISPOT Gag
Dose de Titulos Ab Gag ELISPOT!
Inoculagoes (SFC/1e6
(IFU) linfécitos)
#do Vacina Inicial | Reforco | Pré-sangria | 7 dias pés- | GMT? 14 dias poés-
Camund. | HIVVRP | Dial Dia 22 Dia 1 reforco reforco
Dia 29 Dia 36
1-1 EMCV/ 6,8e5 |44e5 <40 20480
gag 342
1-2 <40 40960 341
1-3 <40 20480
1-4 <40 20480
1-5 <40 20480 23525 323
2-1 EMCV/ 12e6 |5,6e5 <40 5120
gag 342
2-2 <40 10240 438
2-3 <40 10240
2-4 <40 20480
2-5 <40 40960 13512 741
3-1 VPR 28¢5 22e5 <40 <40
controle
3-2 <40 <40 7
3-3 <40 <40
34 <40 >40
(0D=0,32)
3-5 <40 >40 46
(0OD=0,32
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1: Linfécitos SFC/1e6 refere-se a células formadoras de mancha por 1 x 10° linfécitos
2: GMT, titulagem média geométrica

[0140]  Os resultados do estudo de vacinacdo indicam que
os animais vacinados 342/EMCV/gag VRP montaram uma imune resposta
humoral e celular robusta para HIV-Gag, conforme medido por ensaios
ELISA anticorpo anti-Gag e ELISPOT especifico Gag.

Exemplo 8

[0141] A atividade de diversas sequéncias IRES de virus de
inseto foi comparada com a atividade de um IRES de virus-mamifero
(EMCV) em numerosas linhagens de célula de inseto. Vetores de replicon
foram designados, de modo que o transcrito subgendmico 26S fosse bi-
cistronico. O RNA subgendmico 26s € coberto, significando que a tradugdo
do primeiro gene no RN bi-cistronico (Cloramfenicol acetil transferase
(CAT)) € dependente de cobertura, enquanto a tradu¢do do segundo gene
(luciferase (LUC)) € dependente da sequéncia IRES (independente de
cobertura). Vetores de replicon baseados em virus Sindbis foram construidos
para conter os seguintes elementos: 5’NCR,nspl1, 2, 3, 4, promotor 26S, gene
CAT, IRES, gene LUC, NCR 3’. Duas sequéncias IRES de virus de inseto,
uma derivada de virus Acyrthosiphon pisum (APV) e outra de virus
Rhopalosiphum padi (RhPV), foram construidas entre os genes CAT e LUC.
Para comparacdo, um IRES de virus de mamifero (EMCV) foi construido
entre os genes CAT e LUC dentro do mesmo vetor de replicon Sindbis. RNA
para cada construgao de replicon e um auxiliar de RNA, que codificaram para
todos os genes de proteina estrutural Sindbis (capsideo-E3-E2-6K-E1) foram
transcritos in vitro, utilizando-se polimerase de RNA SP6. Particulas de
replicon Sindibis foram preparadas por eletroporacdo de RNA de auxiliar e
cada um dos RNAs de replicon bi-cistronico dentro de 8 x 10° células BHK.
Os meios foram coletados, purificados e as particulas de replicon foram
purificadas por centrifugagdo, através de uma almofada de 20% de sacarose

(24000 RPM por 3 h a 4 °C). Particulas de replicon foram tituladas utilizando-
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se um anticorpo anti-CAT de coelho (Cortex Biochem, San Leandro, CA).
[0142]  Para determinar a atividade das sequéncias IRES de
virus de inseto, em comparacdo com IRES EMCV, as particulas bi-cistronicas
de replicon Sindbis purificadas foram wusadas para infectar numerosas
diferentes células de inseto desenvolvendo-se em cultura. As células de inseto
usadas nestes experimentos foram: Toxorhynchites amboinensis, Anopheles
albimanus, Anopheles gambiae e Aedes Albopictus. As células de inseto
foram infectadas em MOI de 0,1 com particulas bi-cistronicas de replicon.
Aproximadamente 16 h pds infeccao, lisados de células foram preparados e a
quantidade de proteina CAT presente nos lisados foi determinada utilizando-
se um kit CAT ELISA (Roche, Indianapolis, IN), seguindo-se as instrugoes
dos fabricantes. Em paralelo, a quantidade de proteina LUC presente nos
lisados foi determinada utilizando-se um kit de ensaio de luciferase (Roche).
A quantidade de CAT e LUC detectada em cada lisado foi normalizada para a
quantidade de proteina usada em cada ensaio, para permitir comparacao dos
dois valores (Tabela 17). A proteina CAT detectada em cada tipo de célula era
similar, independente do replicon usado. Estes dados indicam que efici€ncias
de infec¢do similares foram obtidas dentro de um tipo de célula para cada
uma das trés particulas de replicon contendo IRES e, assim, a atividade LUC
detectada em cada tipo de célula reflete diretamente a atividade da sequéncia
IRES naquele tipo de célula. Em cada um dos tipos de célula de inseto
analisados, IRES de virus de inseto tinha mais atividade (85 — 95% mais) do
que IRES EMCYV (Tabela 17).
Tabela 17. Comparacdo de atividade de IRES de virus-inseto (APV ou
RhPV) e atividade IRES de virus de mamifero (EMCV) em diferentes tipos

de célula de inseto.
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Tipo de IRES ng CAT/ug Atividade LUC |[% de Dife-
célula de analizado proteina (RL'II).{ug renga de
inseto proteina EMCY

Lo APV 2.0 290.5 a7
amboinensis _ . .

Tox. RhPV 2.1 231.4 85%
amboinensis | _ |

| Tox. EMCV L6 33.1 0%
amboinensis . I |

An. Albimanus | APV 2.9 497.7 | 93%

| An. Albimanus | RhPV 120 468.6 [93%
An. Albimanus | EMCV 23 31.8 R

| An. gambige | APV | 1.8 15257 95%

An. gambiae | RhPV 712836 B
| An. gambiae | EMCV 1.8 24.2 0%

Ae. albopictus | APV |48 873 93% )
Ae. albopictus | RhPV 4.1 119 95%

| Ae. albopictus |EMCV 47 5.7 [ 0%

Exemplo 9. Respostas imunes humorais e celulares a um replicon de IRES em
primatas

[0143] Um estudo sobre a imunogenicidade de VRPs
contendo pERK/EMCV/gag 342 (Exemplo 6) foi também conduzido em
macacos cynomolgus no Southern Research Institute in Frederick, MD. Cada
vacina foi administrada a seis animais por inje¢do subcutinea e intramuscular
(trés animais/via). Os animais receberam duas inoculacdes de 1 x 108
particulas de vacina a 0 e 1 més. Respostas imunes humorais foram analisadas
4-semanas apoOs a segunda inoculagdo (como descrito no Exemplo 7A) e sdo
apresentados na Tabela 18. Para comparacdo, um replicon VEE, expressando

a proteina gag diretamente do promotor 26S (pERK/gag), foi também

avaliado.
Tabela 18

Construcao Via GMT ELISA
pERK/EMCV/gag 342 Subcutanea 1613
pERK/EMCV/gag 342 Intramuscular 640
pERK/gag Subcutanea 403
pERK/gag Intramuscular 1280

[0144]  Embora o presente processo tenha sido descrito com
referéncia a detalhes especificos de certas de suas formas de realizacdo, ndo

se pretende que tais detalhes sejam considerados como limita¢des do escopo
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da invenc¢do, exceto que e na extensdo de que eles sejam incluidos nas
reivindicacoes anexas.

[0145]  Por todo este pedido, varias patentes, publicacdo de
patente, publicacoes de jornal e outras publicacOes sejam referenciadas. As
descricoes destas publicagdes em sua totalidade siao incorporadas por
referéncia neste pedido, a fim de mais totalmente descrever o estado da
técnica a que esta invencao pertence e prover descri¢ao escrita para o assunto

da frase em que estas referéncias aparecem neste pedido.
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REIVINDICACOES

1. Acido nucleico de replicon recombinante, caracterizado pelo

fato de compreender:

(a) uma sequéncia de 4cido nucleico, codificando uma
sequéncia de reconhecimento de replicacao de alfa-virus 5’;

(b) uma sequéncia de acido nucleico, codificando uma proteina
nao-estrutural de alfa-virus;

(¢c) um cassete de promotor subgendmico de alfa-virus-IRES-
acido nucleico de interesse (NOI) heter6logo, que estd na orientacdo 5’ para
R

(d) um 4&cido nucleico, codificando uma sequéncia de
reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 3’.

2. Acido nucleico de acordo com a reivindicagio I,

caracterizado pelo fato de que o cassete de promotor subgendmico de alfa-

virus-IRES-NOI heter6logo compreende ainda uma sequéncia de é&cido
nucleico de espacador, localizada 3° do promotor subgenémico de alfa-virus e
5 do IRES.

3. Acido nucleico de acordo com a reivindicacio 1 ou 2,

caracterizado pelo fato da sequéncia de acido nucleico de (b) ser uma

sequéncia de nucleotideo contigua, codificando proteinas ndo estruturais de
alfa-virus nspl, nsp2, nsp3 e nsp4.
4. Acido nucleico de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato da sequéncia de acido nucleico de (b) ser uma

sequéncia de nucleotideo contigua, codificando proteinas ndo estruturais de
alfa-virus nspl, nsp2 e nsp3 e em que o 4cido nucleico de replicon
recombinante compreende ainda uma sequéncia de nucleotideo codificando
ainda uma proteina ndo estrutural de alfa-virus nsp4 que ndo é contigua com a
sequéncia de acido nucleico de (b).

5. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das
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reivindicacoes 1 a 4, caracterizado pelo fato do IRES ser selecionado do

grupo consistindo de IRESs celulares, IRESs de planta, IRESS de virus de
mamifero, IRESs sintéticos e IRESs de virus de inseto.
6. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicacoes 1 a 5, caracterizado pelo fato do promotor subgenémico de

alfa-virus de (c¢) ser um promotor subgenOmico de alfa-virus minimo ou
modificado.

7. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicacoes 1 a 6, caracterizado pelo fato do NOI heter6logo de (c)
codificar uma proteina ou peptideo.

8. Acido nucleico de acordo com a reivindicagdo 7,

caracterizado pelo fato do peptideo ser um imunégeno.
9. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicacoes 1 a 8, caracterizado pelo fato do NOI heterdlogo de (c) ser uma

sequéncia anti-sentido.
10. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 9, caracterizado pelo fato do NOI heter6logo de (c)

codificar uma ribozima.
I1. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicacoes 1 a 10, caracterizado pelo fato de que compreende ainda uma

sequéncia de nucleotideo codificando uma proteina estrutural de alfavirus.
12. Acido nucleico de acordo com a reivindicacdo 11,

caracterizado pelo fato da proteina estrutural de alfa-virus ser de um alfa-virus

selecionado do grupo consistindo de virus Sindbis, virus SFV, VEE, S.A.
ARS86, virus Ross River, EEE e WEE.
13. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicacoes 1 a 12, caracterizado pelo fato da sequéncia de acido nucleico

de (a) ser de um alfa-virus selecionado do grupo consistindo de virus Sindbis,

virus SFV, VEE, S.A. AR86, virus Ross River, EEE ¢ WEE.
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14. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicacoes 1 a 13, caracterizado pelo fato a sequéncia de 4cido nucleico

de (b) ser de um alfa-virus selecionado do grupo consistindo de virus Sindbis,
virus SFV, VEE, S.A. AR86, virus Ross River, EEE ¢ WEE.

15. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicacoes 1 a 14, caracterizado pelo fato do promotor subgendmico de

alfa-virus de (c) ser de um alfa-virus selecionado do grupo consistindo de

virus Sindbis, virus SFV, VEE, S.A. AR86, virus Ross River, EEE e WEE.
16. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicacoes 1 a 15, caracterizado pelo fato do acido nucleico de (d) ser de

um alfa-virus selecionado do grupo consistindo de virus Sindbis, virus SFV,
VEE, S.A. ARS86, virus Ross River, EEE e WEE.
17. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicacoes 1 a 16, caracterizado pelo fato do 4cido nucleico ser RNA.

18. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicacoes 1 a 17, caracterizado pelo fato do 4cido nucleico ser DNA.

19. Acido nucleico de acordo com a reivindicacdo 2,

caracterizado pelo fato da sequéncia de 4cido nucleico de espacador ndo

codificante ter o comprimento de pelo menos 30 nucleotideos.
20. Acido nucleico de acordo com a reivindicacio 2,

caracterizado pelo fato da sequéncia de 4cido nucleico de espacador ndo

codificador ter o comprimento entre 25 e 7500 nucleotideos.
21. Acido nucleico de acordo com a reivindicacio 2,

caracterizado pelo fato da sequéncia de 4cido nucleico de espacador ndo

codificante ter o comprimento entre 25 € 1000 nucleotideos.
22. Acido nucleico de acordo com qualquer uma das

reivindicacoes 1 a 21, caracterizado pelo fato de que compreende uma

mutacao de atenuacao.

23. Acido nucleico de replicon recombinante, caracterizado
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pelo fato de compreender:

(a) uma sequéncia de 4cido nucleico, codificando uma
sequéncia de reconhecimento de replicacao de alfa-virus 5°;

(b) uma sequéncia de acido nucleico, codificando uma proteina
nao-estrutural de alfa-virus;

(¢) um primeiro cassete de promotor subgendmico de alfa-
virus-IRES-NOI heterdlogo, que esta na orientagdo 5’ para 3’;

(d) um segundo cassete de promotor subgendmico de alfa-
virus-IRES-NOI heter6logo, que estd na orientacdo 5’ para 3’; e

(e) um 4acido nucleico, codificando uma sequéncia de
reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 3’.

24. Acido nucleico de acordo com a reivindicacdo 23,

caracterizado pelo fato de que o primeiro e segundo cassetes de promotor

subgendmico de alfa-virus-IRES-NOI heter6logo compreendem ainda uma
sequéncia de acido nucleico de espacador ndo codificante, localizada 3° do
promotor subgendmico de alfa-virus e 5’ do IRES.

25. Acido nucleico de acordo com a reivindica¢io 23 e 24,

caracterizado pelo fato de que compreende ainda um sinal de empacotamento

de alfa-virus.
26. Populacdo de particulas de alfa-virus infecciosas e

defeituosas, caracterizada pelo fato de cada particula compreender o acido

nucleico como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 25.
27. Populacdo de particulas de alfa-virus infecciosas e

defeituosas de acordo com a reivindicacdo 26, caracterizada pelo fato da

populacdo ndo ter virus de replicacdo competente detectdvel, conforme
medido por passagem em cultura de célula.

28. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de

compreender a populagdo como definida na reivindicagao 26 ou 27, em um

veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Peticdo 870200086797, de 13/07/2020, pag. 87/92



57

29. Particula de alfa-virus, caracterizada pelo fato de

compreender um 4cido nucleico recombinante como definido em qualquer
uma das reivindicacoes 1 a 25.
30. Particula de alfa-virus de acordo com a reivindicacao 29,

caracterizada pelo fato de compreender uma mutagao atenuante.

31. Acido nucleico de replicon recombinante, caracterizado

pelo fato de compreender:

(a) uma sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-
virus 57;

(b) um cassete de promotor subgenomico de alfa-virus-IRES-
NOI heterdlogo, que estd na orientagdo 5 para 3’, em que a sequéncia NOI
codifica uma ou mais proteinas estruturais de alfa-virus; e

(c) uma sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-
virus 3’.

32. Acido nucleico de acordo com a reivindicacdo 31,

caracterizado pelo fato de que os cassetes de promotor subgendmico de alfa-

virus-IRES-NOI heter6logo compreendem ainda uma sequéncia de &cido
nucleico de espacador ndo codificante, localizada 3° do promotor
subgenomico de alfa-virus e 5’ do IRES.

33. Célula microbiana, caracterizada pelo fato de compreender

o acido nucleico como definido na reivindicacdo 31 ou 32.
34. Acido nucleico de acordo com a reivindicagdo 1 e 2,

caracterizado pelo fato de que compreende ainda um sinal de empacotamento

de alfa-virus.
35. Método in vitro para produzir particulas de alfa-virus

infecciosas e defeituosas, caracterizado pelo fato de compreender:

a) 1ntroduzir dentro de uma célula o seguinte:
(1) um 4cido nucleico recombinante como definido na

reivindicacdo 1 ou 2, e
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(i1) um ou mais dacidos nucleicos auxiliares, codificando
proteinas estruturais de alfa-virus, em que o um ou mais 4cidos nucleicos
auxiliares produzem todas as proteinas estruturais de alfa-virus, e

b) produzir ditas particulas de alfa-virus na célula.

36. Método de acordo com a reivindicacdo 35, caracterizado

pelo fato do acido nucleico recombinante de replicon compreender ainda uma
sequéncia de nucleotideo codificando uma proteina estrutural de alfa-virus.

37. Método de acordo com a reivindicacdo 35, caracterizado

pelo fato do acido nucleico auxiliar ser um acido nucleico recombinante,
compreendendo uma sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus
5’, um promotor subgendmico de alfa-virus, um 4cido nucleico codificando
uma proteina estrutural de alfa-virus e uma sequéncia de reconhecimento de
replicacdo de alfa-virus 3’.

38. Método de acordo com a reivindicacdo 35, caracterizado

pelo fato do acido nucleico auxiliar ser um acido nucleico recombinante,
compreendendo um promotor e sequéncias de nucleotideo, codificando uma
ou mais proteinas estruturais de alfa-virus.

39. Método de acordo com a reivindicacao 38, caracterizado

pelo fato do acido nucleico auxiliar ser DNA.

40. Método de acordo com a reivindicagdo 38, caracterizado

pelo fato do promotor ser um promotor CMV.

41. Método de acordo com a reivindicagdo 38, caracterizado

pelo fato do acido nucleico auxiliar compreender sequéncias de nucleotideo
codificando todas as proteinas estruturais de alfa-virus.

42. Método de acordo com a reivindicagdo 35, caracterizado

pelo fato do acido nucleico auxiliar ser um acido nucleico recombinante,
compreendendo uma sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus
5’, um elemento IRES, um 4cido nucleico codificando uma proteina estrutural

de alfa-virus e uma sequéncia de reconhecimento de replicagao de alfa-virus
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3.
43. Método in vitro para produzir particulas de alfa-virus

infecciosas e defeituosas, caracterizado pelo fato de compreender:

a) 1ntroduzir dentro de uma célula o seguinte:

1) um RNA de replicon de alfa-virus, compreendendo uma
sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 5°, sequéncia(s) de
acido nucleico codificando proteinas nao estruturais de alfa-virus, um
promotor subgendmico de alfa-virus, uma sequéncia de &cido nucleico
heter6loga e uma sequéncia de reconhecimento de replicacdo de alfa-virus 3’;
e

11) um ou mais 4acidos nucleicos auxiliares, codificando
proteinas estruturais de alfa-virus, compreendendo d4cido nucleico
recombinante de acordo com a reivindicac¢ao 31 ou 32, por meio do que todas
as proteinas estruturais de alfa-virus sdo produzidas na cé€lula; e

b) produzir ditas particulas de alfa-virus na célula.

44. Método in vitro para produzir particulas de alfa-virus

infecciosas e defeituosas, caracterizado pelo fato de compreender:

a) 1ntroduzir dentro de uma célula o seguinte:

1) uma &cido nucleico recombinante de replicon de como
definido na reivindicag¢do 1 ou 2; e

11) um ou mais 4acidos nucleicos auxiliares, codificando
proteinas estruturais de alfa-virus, compreendendo um 4cido nucleico
recombinante como definido na reivindicagdo 31 ou 32, por meio do que
todas as proteinas estruturais de alfa-virus sdo produzidas na cé€lula; e

b) produzir ditas particulas de alfa-virus na célula.

45. Particulas de alfa-virus infecciosas e defeituosas,

caracterizadas pelo fato de serem produzidas pelo método como definido em

qualquer uma das reivindicacdes 35 a 42 ou 44.
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