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(57) Resumo: PARAMIXOVIRUS ONCOLITICO ATENUADO QUE CODIFICA CITOCINAS AVIARIAS A invengao refere-se a um
virus da Doenga de Newcastle de RNA oncolitico recombinante para o tratamento de uma doenga proliferativa, compreendendo,
pelo menos um, transgene codificando uma citocina de ave, em que o virus da Doenca de Newcastle de RNA oncolitico recombi-
nante € obtido de um virus da Doenga de Newcastle de RNA oncolitico velo-génico ou mesogénico. A expressdo mediada por
virus da citocina nas células hospedeiras naturais leva a uma patogenicidade reduzida do virus para espécies de aves. Além
disso, o genoma viral pode codificar proteinas de ligagdo, enzimas conversoras de profarmaco e/ou proteases. A expressao
seletiva dessas moléculas em células tumorais infectadas com virus aumen-ta o efeito antitumoral do virus.
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Helatdrio Desctitivo da Paterde de Invencio para "PARANMIXO-
VIRUS ONCOLITICO ATENUADO QUE CODIFICA CITOCINAS AVIA-
RIAS™

A prasente nvenclo refere-se 8 um virus da Dosnga de New
cashie de RNA oncoliico compreendendo, palo menos um, ransgene codifis
cando yma citocing avidns, em que o virus da Doenga de Neweastie de RNA
oncoliticn recombinants @ obdenivel de um virus da Doenga de Neweastle de
RNA oncolitico velogénioa ou mesogdnico. & sxpressiio mediada por virus
da citocing nas celulas hospedeiras naturais leva 2 uma patogenicidade re-
duzida do virus pars as sspdoles de aves,

O virus na presente rwvenglo & adequado para o ratamento de
doengas, espaciaiments para ¢ ratamento de fumores oncoliticos. Virus re-
combinaniss 88 produsidos que codificam uma citocing avidtia, em que a
patogenicidads do virus ¢ raduzida pars umas espécie de ave qus bva 2 uma
toxicidads ambienial diminuida do vivus. A atividade oncoliica do virus ndo g
prejudicada pelo mdtodo desarito de redugdo de patogenividads. O genoma
virgl pode codificar transgenes {erapéuticos adivionals, preferivelments pr-
{einas de ligeglo {andcorpos, moléculas de repeticdo de anquiting, pepli-
deus, et} enzimas convarsoras de profdsmacs efou proteases. A atividads
dessas profeinas de ligaglo, erzimas conversoras de profdnmaco efou pro-
{easss auments o ehslo antitumoral do virus. Aldm disso, 8 Invengao des-
creve 2 produgdo & o ust de s virus modificadoes para o tatamento do
SHter,

Desoricio do Estado da Teanica
Virus da Doenca de Newgastls

G vitus oncoditioos em geral pars o Yratamento de tumores 830
revistos am Chistea (2003} O Virus da Doenga de Newcastle (NDV) tem
sido usade pomo agents terapdutico expeatimental por mals de 40 anos, & &
revisto por Sinkowics & Horvath {20001 O Virus da Dosngs de Newoastle, sm
geral, © descrite no livre por Alexandsr {18881 A cepa de NDV PYT0T asia
sendo desenvolvida comoe um batamento anticdneer para glioblastoma {Lo-
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rence of &, 2003). A cspa de NDYV MTHER fem sido usada como um rala-
mando de cancer experimental & tem sido administrada a serss humanas poy
rads de 30 anos {(Osatary sf &l 2004),

Mo ensain de Stoid! of of (2003}, 8 desorite gue na faixa de 80%
de todas as linhagens celulares tumorais testadas, ha um defelln na respos-
fa do interferon apds & infecclio com o Virug da Estomatile Vesicular (VBVL
Pode se considerar que uma porcentagens simdlar de finhagens de células
morais sefa suscetived & infeoclo oo NDWV porus tanto VBV quanio NDWV
s30 membros da ordem dos mononsgavirsis. Também ot damonsirado que
O mecanisme de replicaciu selstiva do NV emt ofludas fumorals se basela
em un defeito na resposta do interferon oelidar contra o vivus {vide, por e
xemplo, US: 20030044384),

Paramixovirus cordém genomas de RNA de fita nica de polari-
dade negativa com genomas de 18 a 18 Kb de comprimento {ipo selvagem}
£ 08 genomas condém de 8 3 10 genes. O snvelops viral € formado pelas
glicoproteings de superlicie & uma parte da membrang derivada da cdluls
hospedeira. As glicoproleinas de superficie {F & HN ou H ou G) madsiam &
ardrada ¢ saida do virus da cdlula hospedeira. O nucisorapaideo esid dantro
do envelope e contdm o genoma de RNA & 3 proleing do nudleccapsideo
{NP}, fosto (F) e grandes (L) proteinas responsdvels pala transoricdo = repli-
oachae do virus intercelular. A profeina da matriz (MY conscla o envelope viral
& o nuclepcapsideo. Aldm desses genes gus codificam proteinas estrituraig,
Paramypxovindse pode conter ganes "adiuvantss” os quals podem ser unida-
des de ranserigho adiconais sspagadas com 08 genes mencionados acima.
Os genes adiuvanies 880 na sus maiotia ORFs que ss sobrepdem oom ¢
gene F da unidade fransoricionsl. Uma desoricio alvangents de paramyxovi-
ridas pode ser encontrada s {Lamb, 20014

NV & ¢ membro profotiping do génerg Avudavirus na familia
Faramyxovrides perlencente & ordem Mononegavirales, O gesnoma viral &
um RNA de sentidn negativo de fita dnita gue codifica sefs proteinas pringk
pais: a proteins nucleccapsiden (NP, fosfoproteing (P, proleing da mabri
{M}, proteina de fusdo (F), proteina de hemaglutininag (HN) e a proteing poli-
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marase (L) Alrsvds da odigBo do RNAmM ds profeing P, uma ou dusas proted-
nas adicionais, V {e Wi sdo tradugidas.

NDV & detathadaments taracedizade em Alevander (1988) &
Lamb (2001%

Capas NIV sdo classificadas s redag8o 38 suas palogenicids-
des pava gelinhas como cepas velogdnicas {(altamente virulentas) qus levam
& uma ivfeoclo lofal aguds de galinhas de todas ay ades, isolados meso-
génos {(vivldnola intermediania) que 880 somante kelals am pintinhos jo-
vens, © cepas lenfogénivas (nfowvirulentas), manifestadas em uma foma
branda o ndo-aparente da doanga. A olassificagin dos olados NIV sm vee
ogénivos, musogenines ou lentuginicos & determinads pele tempo de mote
madio (MOT) do embrido de galinha em ovos embrionados de 8 dias de ida-
de depois da inoculagdo com g dose letal minima para matar o embrido. Um
dos daterminantes da viruléngls de NDV parece ser o sitio de olivagem da
proteina F precursora.

A primera sclos8o de NDV ki observada no ano de 1828 em
Newcastle- em Tyng, Inglaterra, & em Java, Indondsia. Trés NDV panzodti-
oo% foram desorilos desde a primsirg apangdo da dosngs.

NOW ¢ primaniaments fransmitide por asrossdis ou grandss goti-
culas que 380 inaladas por passaros suscetivels, Durands o curso da infes-
&0, novas particulas de virus indecciosas serdo sspalhadas do bato respiras
i infectado ou excretadas nas fozes. Pela ingest8o do material contende
virus por passarcs sauddvels, novas infecedes podem ser esiabelscidas e o
sspathamento viral de wm passaro para o cutro pods ser mantido,

NIV como um patdgene avidrio & desorito detathadamente am
Algvander {1897}, Diseases of Poultey.

YVacinac8o de Doencasle Neweasile

NDV come uma amesca para 2 otiacdo de avas ¢ a necessidades
de vacinagdo & fwam reconhecidos no bieky do séouly passado. ver
Dobson efetuaram estudos nos anes da décads de 1830 sobre g atenuagio
de copas NIOW virulentas, levarndo ao desenvolvimento de algumas cepas de
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vacina de NDV mesogénicas, O dessnvolvimento de vacinas vivas s moveu
am dveciio a0 estabelecimento dag cepas de vacinasg lentogdnivas Hitchner
B1 e LaSota, ax guails sfo stualmante as vacinas NDV mais amplamente
usadas. Quiras estratégias de vacinagho incluem ¢ uso de vacinas DV ing-
tivadas {por sxemplo, por formaling, B-propiclactona), administradas junta-
rranta com um adjuvanie velculo thidrdxido de sluminio, emuls3e em dleo).

A histdria & o estado atual do dessnvolvimento de vacinas NIW
& demonstrado detathadamente am Alexander {1887} Diseases of Poullry.

Ag proximas geragies de vacings pars uso velerindiio & base de
NDV recombinants geradas por feonologia gondtica reversa sdo recapifulas
das em Huang of o (2003}, » vacinhas NDV recombinanies s8o desaitas nas
patantes a ssgise

UR 6,685 478 Bl desorsve um muslante do vitus da doenga de
Newcastie (NDV) que sxprassa g sua proteing V em um nivel redusido & &
usada para vachhagao de smbrides antes de chooar

US 2004/0043035 se referam a um mutante de NDV recombi-
fants gque ndo & capaz de sxpressar um spitopo imunedominante da nucle-
oprotelns (NP} & € sdequado como wna cepa de vaclng marcadorg,

US 2000/234017 descrave wm sistema gendlico roverso para
ROV para a produclo de uma vacina de NDV mcombinante. Bste sistema
panmite 8 expressio de transgenes, por exemplo, cifocinas avidrias (L2 de
galinha, -4 de galinha) do genoma NDV pars gerar cepas de vacing NDV.

EF 1 300 187 refers-se 8 uma capa de virus ds doengs de New-
casile mutanis slenuada adequadsa para & vasinacdo & ove de espicies avi-
arias compraendando uma mutacio nas sequincias génicas gue cedificam
as glicoproteinas HN efou £,

US 8.718.070 rofere-s9 a wim Drocesss para gevar vivus da do-
saga de Newesstle (NDV) infecciosos totalmente a partie de DNAC de come
primento totad clonado & parg o uso de vaciies ¢ ensalos de diagndstico gee
rados com e dervados do processa.

WO 200725431 descreve um mélodo para produsly uma CHPE
La Sola da doenga de Newcastle atenuada recombinante & seu uso na pra-
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paracio de vacing para @ prevengio das dosngas causadas pelo virus da
Doanga de Newcastle (NDVY

WO 20004087 786 envolve DNACs para fazer virus da dosnca de
Neweastle infecciosos @ alenuados (NDV). Dentro do escopo da invengio

Fargmyxoviius Becombinante

ER-AD 702 OB5 refersga a0s mudanies de virus de RNA de fits
negative ndo-segmentados replicantes infecciosos, comprasndends uma
insercdo wlou eliminaglio am uma estrviura de leltura aberta, uma regido
pasuddgena ou wma mgifo inlergdnica do genoma viral,

WO SIB004E refors-se ags vitus NV genstioaments modifics-
do oblidos & partir de meléoulas de DNAC de comprirmento tolal do ganoma
viral

WO 0082735 refere-se g um mélodo de tatamento de tumor
compregndands g administracio de um virug de RNA clonsl competente
para replicacio ¢ sansivel ao interferon, por sxempls, NV,

L WO 01200880 (PCTAUSHIZE TS, um mdtnde de tratamento
de pacientes com Wmor com parsmixovinus oncoliico recombinante & des-
orito. O tumor & raduzido pels sdiministrac8o de wm virus Parsmyxovitidae
competante para replicagiio. Varos mélodos sdo desoritos que podem ser
ysados pars manipular ¢ genoma viral para methorar as proprindades oncoli-
fias.

WO 03/005804 refers-se an VBV recombinante compraendendo
wmn Acido nucisics ocodificands umas ciloging,

LS 2004/0170807 reforese a0 tratamento de melanoma pels
adriinistrag8o de wn vitus o qual ndo & urn patdgeng humane cemum,
Manipulacgo Genetica de NDY

NOV pode ser gensticamente manipulade usando 8 teonologia
gendlica reversa conforme desarito, por sxermplo, s ERAD 702 O8S. Por
sxemplo, saba-se como fazer constructos de NDV recombinantes compre-
sndendo doidos nuclelcos adicionais codificande fosfatase aloaling ssorelads
{£hao & Peslers, 2003}, protelng verds fluorescente (EngabHerbent of al,
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2003), proteina VP2 do virus da dosngs infecciosa da bursa (Huang of of,
2004}, hemaglutining do virus influsnsa {(Nakaya of gl 2001} ¢ clorafenionl
acelll tansferase (Huang ef 8, 3001} Krishnamurthy ef 8/, 2000} Nerhum
desses NDV recombinantes foram construidos para use no iralemento da
doenca humana. Os NDVs recombinantes foram follos para sstuder ou a
virghgia bésica do NIV o pars desenvelver cepas de vacing para sves.
Como cepas de virus de origem serviram as cepas lenfogénivas de NDV.
Essas cepas ndo tém proprisdades oncoliticas significativas,

Manibulacds Gandlsa dos Vius

Matodos para manipular gensticaments virug de RNA sio bem
conhecidos conformes astabelecido soima Aldm disso, a manipulagdo geng
fica dos virgs oncolificos & recapitulada, por examplo, em Bell of af (3002).
Gs virus de RNA gomo agentss de virclerapia s8o revislos em Russell
{2002). Q contetido de gualguer um dasses documentos € agut incorporasio
por refargnuia,

CHtocinas Aviadlas

Citocinas avidrias s80 rccapiuladas om Slachell of &l {2001)
Uma andlise gendntics das cifocings & quimiocinas de galinha fol desuita
em Kaiser of of. {2005),

Resumo da inwngdo

Cepas NDV oncoliticas $&m sido estudadas desde o inlcio dos
anos 8O como tarapias tumorais. A malons das cspas de virus usadss para
tarapla de tumor oncolitice perdencem & classe de virus mesogdnicos qus
#&0 descritos como paldgenos pats aves, Para desetvolver utm NDV oncoli-
Hoo Como win famaco bioldgico antitimos!, 2 toxicidads ambientam exislens
to potergial, sspecialments a palogenicidads para aves deve ser reduzida.
Enfretanto, NDVs atenuados pars aves devem for 2 capacidade prolongada
de lsar células umorals & mantsr o ssu potencial oncoliico, Estratégias o
wisterdes pars o desenvoldimente de vacinas podem ndo sor aplicads, una
vez gque cles astlo focados na estimuiscio do sietams imune do passaro oy
pela aplicacgdo de particulas virsls complelaments inativadas ou cepas de

virug atogdnicos apstogénicas. Ambos os fipos de vacing ndo sdo mals
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capazes de se replicar am cdlulas cancosrosas e subsequentamants perde-
ram o prdencia pars e células tumorain,

Na prasente invengdo, o slenuacdo do NDV am aves sem dimi-
nuir 3-atividade ancolitica do virus pode ser akancads com a ajudar da teg-
nologia genslica reversa. NDVS alenuados recombinantes s8o wrigdos pela
inserpdo de fransgenes que codifitam cifocinag, parficularmente cifoginas
imunsestimuladoras ou antivirais.

Alom disso, wma vacina NDV nlio & adegquads para tal shorda-
gem uma ver gug o obietivo de wma vacing & induzic uma forte resposta
mune oom uma nunidade de longa duragBo para proleger o animal contra
wra infecelo secundaria. Na presents invenglds, 8 atenuadls desorty de
NIV nve o objetivo principad de peemitir gue um ardmal controle & infecgio
primaria {ndesejada) e, deste mado, reduzir g toxicidads amblental & au-
mentar & ssguranca do virus quando aglicado sm uma terapia de uma doan-
ca proliferativa,

U assunto da presente vencio £ o lise das colulas lumorais
por um virus oncolitico. Ums indicagdo de tal abordagem de virug ongalitiva
& o terapia do clneer ey humanoes. Ao oontratio, uma vasing NDV para a-

vas, conforme desonto em US 20030324017, & aplicads e animals g, des-

te modo, oalizads no campo de cuidadoes comt 8 sadde animal,

Deaste modo, wrn objetive da presente invenclo ¢ wm virus da
Dosnga de Newcastle de RNA onoolifioo recombinante compraendendo, pe-
Doenga de Newoastle de RNA oncolifico recombinante & oblenivel a partir
de um virus da Doengs de Newcastie de RNA oncolitive velogénicn ou me-
sogénico.

O virus da prasents invenc8o pode compreender pelo menos
outre transgene com atvidade terapdulics quando expresso poy uma odlula
tumorad infectada oom vires,

O, pelo menos um, ransgene adiclonal & parcialimente alogene
ou singsne no hospadeim.

Em oulrd aspecio da presente inveng@n, o virus da presente in-
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vengdo pode ser um virus atenuade,

“Ateruagdo” ou "Atenuade” inclul reducie da patogenicidade do
virus para umsa espégie de ave ¢ a redugio da patogsnividade e uin sistes
ma de snseio bivldgioe que & praditiva para aspécies de aves (vide Examplo
8}

Um oulro aspeclo da prosents invencdio € um vinus de RNA an-
colitico recombinants alenuado pars aves compresrdends um acido nuclal-
oo compreendendo, pelo manos um, fransgens codifivando uma clfodina.
Paricularmente o virus @ atenuado para galinhas, O "ransgene codificands
wna ctoging” € parlicvlarments 0 “ransgene codificande uma citocing avig-
", conforme agul descrito,

Aldm disse, a nvencdo refers-se a0 nuclepcapsideo do virug
recombinante da pressale invenclic compraendando RNA viral complexado
oo profeinas de capsideo. Alem dissoe, 3 invngio mferase 8 um RNA ©
mual & RNA do virus da presents iwencSo. & invengdo também refvre-se a
wrr RNA complementar ao BNA do virug da presents invenciio

Alem disse, & invenclo refere-se a um DNA, por exsnply, um
DNAG codificande o BNA da presente invengdo efou um DNA complermerndar
a0 RNA da presenie invsnglio. Além disse, a invengdo refere-se & prevencio
ou tratamento de doencas lumorals, cdncer efou doengas profiferativas.

G RNA efou o DNA da presente invengdio pode ser fomscido sm
uma forma isnlada,

Ma presants hwenglo, a cilocing codificada pelo ransgene con-
forone desorito aqu pode ser selecionads de wma cdlula de paesaro infecta-
da pale virus da presente invenglo &, depols de se Higar a0 sau receptor de
interferon apropriado na cdlula vizinha, pode induzir um estado antiviral na
célula que carrega © receplor. Conseguentemente, 8 replicagio do virus da
presente imvengdo na otlula de passarp ssinuilada por interforon pode ser
inthida pelo menes parcialmente. A similaridade entre os interferons de gali-
nha fipo | e o8 interferons de mamifero po | & mullo baixa < de 235% de v
dentidade em nivel de aminodado) (Slacheli of al. 3001}, Por esta razip,

urna citocing exibinds 1ol efsifo antiviral eny uma odluls de ave ndo apresentia
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sssenciaimente atividade biologioa am ums célula humana e podes ndo ter

sssenciaimente influgnoia na replicagdo viral em células fumorals humanas,
Aldm disso, assencigimente nanhum efalto adverso por essas cifocinas s&o
gsperados no organismo humano.

A sxpressdo do fransgene gque codifits uma oifocing conforme
aqui descrita leve a ums palogenicidads reduzida do vitus para espécies de
aves, espacialments gves domésticas, especialmente galinhas e, deste mo-
do, & uma toxicidade amblenta! reduzida. A stividade do transgens que codi-
fica uma citocma, conforme agul desorites, nac fem essencialmente afeits

prejudicial no efeile terapdutics do virus,

Virus

A rangdo refere-se de modo geral aos virus de RNA, preferd
velmente aos virus de BNA de fila negativa, mais preferivedmente tais virus
gue Bm tante proprisdades onooliticas e podam ser genslicamente manipu-
fados. Tals virus 3o

-~ parambxovirus, preferivelmente virus da dosnga de Newcastle
{NDWY, virus do sarampo, virus da casumba, virus Sendai;

~ gromixovinug, prefedvalmente virus influenzs;

~ rabdovirus, preferivelments virus da estomatite veskuular,

E preferival que o vivus da presents kwengio seis um patdégeno
avigrio, paticularmente um patdgeno de aves dombsticas, mais pariiculas
mante um patdgeno de galinha,

Tambeén & prefadvel gue o virus da presente invenciio seja um
viris de RNA de fifa negativa, O virus de RNA recombinante da prasente
imengdo pode ser um paramixovirus, preferiveimente um virus ds Doenca
de Newoastle (NOV)L O NDV pode ser wma cepa mesagénics o velogdnica.
£ prefarivel que o NDV seja um NDV mesagénico.

O vivus da presents ivvengio & oblenivel & partir de um vires da
Dosnga de Newcastle de RNA oncolitico valogdnico ou mesogéning, particu
farments da cepa MTHGE

O virus da presente nvenglo ¢ praferivelmente competente para



10

-
Ee2

A
?

z -
(521

3G

10

replicacdo.

O virus da prosente invengdo pode tery uma patogenicidade re-
dusida para umga espécie de ave, particularments em relagdo ao virus do
gual o virus recombinante & oblenival

E preferivel que no virus da prasente invengio, a redugdo de
patogenicidade sels uma capacikiade do virus de reduzir 3 lise celular de
passares em osrea de A8 h depols da infecglio com MO 8,01 medidn pelo
aumento dg viabilidade celular, por meto do que a vigbilidade celular € au-
mentada a8té pelo mehos cereg de 26% (ol como palo manos ceres de 8%
ald cerca de BO%) de célules sobrevivenies, mals preferivelmante até pelo
menes cerca de H0% (sl como pelo menos oerca de S0% ale carea da 78%)
de celulas sobraviventes, e mais preferivelmente aid peolo menos terca de
TE% {al como palo menos carcn de 6% atd 100%) de odlulas sobrevivens
tes am relagdo a0 vitus do gusl o vitug recomisnants & oblenhel

Tambent & preferivel qua no vitus da prassnts ivengdo, a redu
do de patopenicidade sgjg uma sxdensio do tempo de solwevivénaia dos
smbrifies de galinha infectados com virus em ovos smbrionados com 11 dias
de wiade medideo pela delerminagdn do tempo de morde médio (MDT), por
meile do que o MDT & sslendido por pelo menos carea de 15 h {como pelo
menes 18 h até cerca de 20 h), mails praferivelmente palo menos cerca de
20 b {comd pelo menos 20 b alé cerca de 30 h, e mais preferivelmente par
s de 30 h am comparacio ao virus do qual o virus recombinante & obti-
do.

Ern sinds oulra modalidade, 3 atividade oncolitice do vicus da
prasante nvenclo pars oflulas umorals humanas & essencialmente ndo-
regusida.

£ preferivel que no virus da presents invencio, a atiidade onoo-
itioa do virus pers oflules tumorsis humanas medida pela viebilidade selular
deps de 48 h depois ds infecelo ndo soia reduzida até mals de 50% em
comparagio 80 vivus do qual o virus recombinanis & oblenivel @, mals prefe-
rivelmente, ¢ sssencialimente ndo-reduzida em relagde ao virus do qual o

virus recombinants & obtide.
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Gitoginas

A citocing ondificada por pelo menos um kansgans confonme
agqul indicads pode ser wmna cifocing. Parlicularments, a oifocing pode ser
uma gitocing capaz de iniblr pals menoes parciaiments o replicacdo viral sm
uma oélula de pdssarn, patticulamente em cdlulas de aves domeésticas,
mals particilanmente em células de galinha, E preferivel que a replicagao
viral saja sesencighmente completamants inibida.

A clocing pode ser uma ollsoing sem essencialimente alividade
biotogica e um mamifero, particularments omt wm ser humano. Nesls con-
texie, "alividade binldgica” se refere, particularments, 4 capacidade de wma
cifocing de intbir pelo menos parcialmants & replicacio viral, particulrmente
a replicagdo de um virus da presents invenglo. "Atividads biokigica” também
refere-se g gqualguer oulra atividade que uma cilocing pode exibir em uma
célula de um ndo-mamifers afolt em um ndo-mamifero.

A citocing pode ser uma oifvcing capaz de inibir pelo menos par
cigimente & rephoacho vial sm Wi passaro, particulaments am uma ave
domestica, mals particulammente em galinhas, & gue pode ndo for essencl-
almente alividads biclogice em um mamifsco, padiculanmente am um ser
humano.

A citocing pode ser selecionads & partir de oifoginas avidrias,
particdarments de cliocings de aves domésticas, mals paricularments de
oitacinas de galinha,

A gitosing pode ser selecionads dentre inderferons, particular
e de interferons de aves, mals particularments de interferons de galic
rtha, maix particularments de interferons de galinha tipo L

Q imterferon pode ser um interfaron-beta ou wm meambro da fami-

s de interfernn alfs.

binante & wn NDV compresndendo i aoldo nuclelco compresndendn um
fransgens que codificg un inderferon-aifa de galinha gfou um intederon-heta
de galinha.

Transgenes
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Um fransgene & definido no contexio do genoma NDV como dob-
dos nuclkeivos adicionals que sdo ntreduzidos no genoma viral, Us dcidos
nuchaices podem sey selecionados a partlr de diferentes fondes gendmicas
{poy examplo, genoma NDV, olasse de virus diferante, fontes procarioticas
ol sucanioticas, especies de mamifsros & ndomamiferes), Tambdm transe
genes fundides de duas ou muals fontes gendmicas diferentes s80 possivels.
Também fansgenas sintstioos baseados na sintess de nove de sequénglas
de acido nuclsioo podam ser construidos. Qs acidos nuciaions devem estar
Iocalizados am pelo menos wm cassels de transoigdo. Preferivelmente, o
fransgene & raduzido em uma proteing na odlula infectada. Por esta medo,
a seqgudncia ransginica deve neluir um cddan de inlcio ¢ um de pavada de
fradugio.

Q yirus oncolitice rscombinante da presente invencBo pode
compreender um Joido nuclsics codificando, pele menos um, oulro ansgs-
fe ndependentomente selecionado dentre s ransgenes gus codificam pro-
feinas de ligagdo, enzimas conversoras de promsdicamentos & proleasss.

O, pelo menos um, ransgene adicionad codifics preferivelments
uma proteing de ligegdo que b alividade terapdutics guando expressa pela
cdluly wimoral infectada por virus.

B outra modalidade preferida, o, pelo menes um, fransgene
adicions! codifica uma snzima conversora de profarmacs que tem alividade
terapdutica guando expressa pels ooluls tuthorsl infectada com virus.

£m ainda outre modalidade proferida, o, pelo menos um, frans-
geng adicional codificg uma protease que fom alividade terapdutics guandoe
expressa pela odlila lumoral infectada por virus.

Se ndo for indicade de oulra forma, "ransgene” vu "pelo menos
um ransgsns”, conforme agul wilizade, refere-se 3 wm ransgene codifican-
do uma cilocing de ave, ou paly menos um oulro ansgene com atividade
terapfutioa quando expresso por uma céluls tumoral infectada por virus, ou
s combitagly desses. bBsla definigfo de "ransgena” se aplica particular-
mante e posipdo de uma variedade de fransgenes no genvma virsl, conh-

forme aqui desario, se ndo for indicado de outra forma,



10

20

7
(42

O virus de RNA, o genoma, anfigenomas, nuclencapsiden sfou
molecula de DNA da presente invengio pode compreander o fransgene,
conforme descorto aqul, o gual pode estar localizado no cassete de franson-
géo, conforme daserife agul. ,

O virus oncolitite recombinante da presente vengdo podse
compraendar pelo menos dols, pelo menos rds, pelo menos quabio ou pely
menos ainco Soidos nuclsives, cada um compresndends wm Fansgens, cots
forme aqui desarifo. O witug oncolitico rmcombinante da presente Invengas
pods compreandsr no madximd ginco dcidos nuglelon, ada um compraarns
dendo urn ransgsne conforme agqui desorifo. Particularmante, virus oncoliti-
con recombinantes da presanie invengdo compraendem um, dois, tés, qua-
fro o cineg acidos nugleions, cada um compreendando um transgens, con-
forme agut desarilo, Se o virus recombiinants da presents invenclo compras
ander pelo menos dols ransgenas, eles podem ser kiénticos ou diferentes.

O acide nucleico compreendando, pelo menos um, fransgene
pode sstar ocalizado em qualquer posiclo entre 25 ssiruturas de joitura dos
genes virais, Farivularments, ¢ dcido nucleico compreandendo, pele menos
W, ransgeng pode estar localizade § do N gene, entre o gens Ne o PLoan-
treogene Peo M entre o gene Ma oF, entre o gene F e o NH, ents o ge-
ne HN e L sfoua 3 do gene L. £ preferivel que o acido nucleico astefa loca-
Heado ey uma posiclo mas § do gene N, snlre o gene N e o P efou anlig o
gene P e o M, uma vez que tal kooal lova 8 uma sxpresséo methorads em
comparagdo com uin local mais 37

Preforivelments, © virus da presents hvenclo sxibe uma infes-
gan umor-seletiva gue lova 8 uma expressds lumor-sslstive do transgene
conformes aqul deseritn,

Q virug de ARNA recombinante da presente invengdo pode
comprsender no tolal 3o ooy ansganas, 8¢ gualre ansgenes, ou até
rés fransganas.,

Na presente inveng8o, ¢ ransgeng que codifica uma oltocing de
ave, ou palo menos wn ouwlrn fransgene com atividade terapéutica quando
exprassa por uma célula twmoral infectada por virus, oy uma combinagio
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desses & preferivelmante helerdloge ao virus de RNA oncolitice no qual ©
virus e RNA recombinanta da presente imvangdo & baseado. O termo “hetle-
riddogn”, conforme agut wliizado, refersse ao gene completo ou a uma parte
sua, & qual pode ser 3 regido codificadors do gene ou uma parks sua.

{2 dcido nudleicn helerdlogo pode sar wm doido nundeico antficia
ou pode sar oblido g partie de fontes naturais ou por recambinagdo de pelo
manes dsds aodos nuchsices obfidos de fontes naturals afou dcidos nuclel-
cow artificiaiz. "Fontes naturals” inclul animals como ramifercs, plantas, fun-
QUS & miCIoorganismos somn bactéras, prolozndnios & virus, 05 quals po-
datn ser difergntes dos virus des RNA oncoliticos da presents invengas.

Q transgens pode lambém oodificar s proteing de fusdo,

B cutrs modslidade da presents nvengdo, o transgene que
codifica uma oitocing de ave & pelo menos um fransgene adicionsd com ativi-
dade terapéutica quando axprasso por uma offula tumors! infactada por vis
s pode estar ocalizado em pelo menos duas unidades de fransoriclo ses
paradas.

Palo menos uma unidade de ansenigdo compraendendo o daido
nuclsios compreendendo, pelo mans wn, ansgene codificands uma oifogk-
na de ave pode fambam ser ansarita am wna odluls umoral, conforme agut
desoriio,

Pelo menos umg unidade de tansonigdo compreandendo o dcido
nuching compresndandn, pelo menos wr, segundo ransgens com atividade
teraputica quando exprasso por um tumor infectedo por vitus pode ser
também ansario s uma odlula de passaro, conforme agu desoriio.

Palo menos cads uma das duas unidades de franscric8o sepa-
radas podem ser fransoritas s wns celula tumoral, nonforme aqul desaorils,
& o utna odluda de passaro, conforme agqul desoritn,

Em uma modalidade sftemativa preferids, pelo menos um trans-
geng codificando wna citocing de ave & pelo menos w aulns FRNsgens com
atividade ferapéutics quando exprassy por ums célula tumora! infectads por
virus s8o traduzidos em uma célula tumorsl, conforme desorito aqui @ am

uma osdula de pdssaro, conforme aqul descrita,
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Proteinas de Ligacio

Mo virug de RNA recombinants oncolitico da presents wangas,
5, pelo menos um, ansgene adicionad oo stividade terapéutica quando
SXPIESS por wna cdlula umars! infectada por virus pode codificar uma pro-
feina de Rgagdo.

Consegqusniements, o assunio da presente invenglo & uma
somposicdoe farmacéutica comprsandsndo um virus oncolitico meombinania
da presenis invencdo, um ganoma viral da presanta vengdo, um antigeno-
ma viral da prosente Invencdo sfou uma molécula de DNA da presende in-
vencdo com um ingrediante ative opcionaimante junto com veloulos, diluen-
ss sfou adivvanies farmaceuticamente aceddvels, cujo virus, genoms virgl,
antigenama efou moldcula de DNA compraende pelo menos um oulro frans-
gene com athvidade lerapéutica quands expresso por uma oiluls fumoral
codificands uma proteina de figacao,

Proteines de Bgagho s30 profelings as quals, gquando soprassas
e wna cdlula-alve, s80 capases de se ligar a win components da referids
oelula efou uma celula visinha, Frefarvaiments, as proteinas de figagio s&o
profeinas as quais se lgam aos componentes intracehilares,

B ums modalidade preferida, uma profeing de ligagio ¢ sele-
sianada do seguinte grupo consistindoe de um ligants natural, um ligants ge-
nsticaments iodificads, wum dominio soltived recombinante de um receplor
natural @ uma versdo modificads sua, um ligante peptidice, um ligante poli-
peptidice, uma moldouls de ardicorpe @ fragmentos o detivados seus, & uma
moldoula Hpo anticorpne como wne proteina de repelicdo de anguidna e
fragmentes e denvados saus,

Umea mcapitulagfo hoompleta de sstruluras de figagio de alla
afinidade ¢ dada por Ladner e Ley 3001

As proteings de lgagdo, condorms agqui desorite, podem ser de
origem humang, muning ou inlimaments relacionade, ou uma versio quimé-
fea, o B, uma profeing & qual pods ser wne proteina de fus&o comprasn-
dendo sequincias de diferentes espécies, por exemplo, humana & de murt-

1.,
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As molenulas de ligaclo recombinantes com base g desoricdo
achvia podam ser monométicas, diméricas, méricas, tetrameéricas ou b
timéncas. As moldoulas de ligaclo mcombinantes com base na descricdo
acina podem ser monoespecificas, bisgpecificas ou multiespecificas.

As profeinas de ligagdo preferidas 80 selecionadas dentre as
protaines de Hgsedo com alividads terapdutica,

U ligante natural, conforme aqui descrito, pode ser um fator de
crascimento ou um peplideo. Um ligante genslicaments muodificado pods ser
i andlogo de um fator de crescimento de peorréncia natural ou peptides.

Dominios solbvels recombinsntes de um recsplor natural ou var-
sfes modificadas dele, conforms aqui desority, sdo dominin exiracelulams
soldvas renombinanfemente expressos de um receptor de superficie nelutar
gfou fragmentos dele, um dominio exbracelifar soliivel recombinantements
axpresso de uma molécula de adesfio celular efou de fragmenios seus.

Mokculas de anticorpo, conforme mancionade acima, podsm
ser anticorpos de imunoglobuling monoclonais de qualyuse sspecificidade e
isotipo conhectdoy, fragmentos ssus wou fagmentos seus fundidos com as
proteings efetoras, As moléculas de anticorpe podem ser anticornpos quima-
roos, humanizedo ou seres humanes. Fragmentos de anticorpo contém pelo
menos um dominio de ligagdo a antigeno de um anlicorpo. Fragmenios de
anticorpo foram desoritos exdanshvaments na Meralura {recapitulado, por &
xemplo, em Allenr 2008}, aqui incorporado por referéncia). Exemplos prefert-
dos s fagmentos Fv de cadela dnica, fragmentos Fab, Fish2), verstes
aliminadas de dominio chamadas de minlcorpos @ culras porgdes imunoath
vas, fragmentos, segmentos ¢ oulras estruturas de anticome parclal meno-
RS Ol MAEs, S que 3 Wima possu proprisdades de dirscionamento su-
fislentes ou alividade nunoldgios estimulattna oy intbitarda de mado a8 ser
terapeuticaments Gl nos métodos da presents invengiie.

Tals anticorpos podem gser derivados de experimentos de olonas
gam de hibridoms pelo uso de camundongos ransgdaicos su de selegtes
de exibicao da fages, selegies de exibiclo de ribossomo ou vanedurs de
filre de colbnia de biblitecas de anticorpos contendo sequdneias de anti-
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corpes humanas ou mstodologlas relacionadas.

Profeinas de Bgacds com propriedades fipo anticopa conformes
aqui descrifay podem ser proteines gensticameante modificadas ou dominios
das quailg, nas gquals uma oy mais alhas de peplidecs 8o alesiotizadas no
nivel dos aminedcidos de tal mode que moléoulas de ligacko de alts afinida-
de com alta especiicidade podem ser enriquecidas contea gualguer antigens

das bibliolecas de lais moleculas por exibiglo de fage, @xibigdo de nbogse-

e, varredira de filtro de coldnia ou metbdologias relscionadas. As protel-
nas sedscionadas geralmente @m elevads eslabilidade térmics oy termodi-
NATHCR & s80 bam exprassas em sislemas de siprassio recumbinantes e
mo, por exempldn, sistemas de axpressdo de £ ool lovedura, ibssto & mami-
faro. Exemplos para Wais proteinas de lgagdo com proprisdades tipo anticos
po &80 profeinas de repeticls de anguiring conforme descorite e Bine o of
{2004}, az pocalines conforme desorito em Skerra (2000), as gams
cristalinas conforme desarito em DE 188 32 6388, » estrutura da proteing A
maodificada {aficorpos) conforme desorito am Hogbom et ol (2003 oy Noed
af &l {2000} nu 2 estrutura de fibronecting & outras. MolSculas Hipo anticorpo
podem ser moldoulas monamdnicas ou repetitivas, ou construldas como mo-
Boulas de cadeis Gnica ou como maotdculas com multiplas cadelas, em que a
moddcuda tipe anticorpo possul proprindades de dirscionamento satisfatorias
ou atividads imutoligics estimulstinia ou inbidria de modo & set terapsut-
camente (il nos metodo da prasente invenglio.

Outro assunto da presente invenelo € um método para o trala-
mento de uma dosngs profiferativa, particulavmsnte de uma dosnga hiper-
profiferativa, como wn oy ou clncer, compreendando a2 sciministracio am
uma guantidade fanmesuticaments eficaz 8 wn ndividuo necessitado disso
de um virus oncoliico recombinante da presente invencdio, um genoma viral
da presante nvenglo, wn antigenoms viral da presente invengdo efou uma
molenuts de DNA da presenie vengdo que compreerdds pelo menes um
gutre ransgene com atividade ferapdutica quando sxpressa por uma csluls
tumoral infectada por virue que codifics uma proteing de Bgagdo conformes
aqui desorito,
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Moldculas de Ligac8o som Funcdo Adiclonal

A proteing de gagdo pode sef uma proteing de fusdo compre-
endendo, pelo menos um, dominio de Hgacdo, por exemple, de um anticor-
go, & pal menos um dominie heterdlngn, "Heterdlogo™ tam o significade,
gorforms discutido acims, no contexdo dos genes heterdlogos.

As proteinas de ligaglo descritas aoima s8o capazes de distribu-
ouma carga OH 8 um sitio especifico da doengs {por exemplo, um tumon
came ¢ chamado nracorpe o como uma profeina de ligagdo disponivel ex-
fracehidar, A carga Wit fomecida pode ser um dominio helerdloge, por exem-
plo, uma toxing como g RNAse humana {De Lorenzo of af, 2004} (Zews of
., 1897}, exotoxing de Peeudomonas (Chaudhary of of, 1989} (Kreliman ¢
Pastan, 1995) (Batra of af, 1882} toxina diftdrica (Krettman ef &f, 1983)
{Chaudhary ef &, 1880} (Babra of &, 1881 ou ums snzima como uma heta-
galactosidase, beta-glicwronidase (Roffler ef ol 1881 (Wang of g, 1982
{Bosslet ef &, 1882}, bala-glicosidass (Rowlinsan-Busea, 1882}, carhoxipep-
tidase {Antoniw of af, 1880), Bagshawe of al, 1888}, bela-laciamase com
sficdols terapdutics ou uma profeing imunosstimulatdnia com atividads de
oitocing como -8, 113, TNP-alfa, IFN-Deta ou GRMECSF {(vide, por sxemplo,
@ revisdo de Allen 3002}

Em oulro sxemplo, as proteinas de ligeglo desoriias acing Bm
por si 86 eficdoia antagonistica ou agonistics, & gus! ¢ lerapeuticaments G
Exemplos para proleinas de figagdo antagonisticaside blogusio s8o o ant-
corpo inbitdrio VEGF Avasling (Ferrara of &, 2004}, o anticorpo de blogqueio
de recapior HERIneu harcepling (Naonberg e Benz, 20003, ou o anlicompe
de hlogqusio de receplor EGF erbitux (Hebst e Langer, 2002). Prolsinas de
Igago agonisticas podemt ser proteinas de ligacdo as quals inglusm, por
examply, apoptose (Georgakis of af, 2008) ou gue Bm atividade regulsidnia
ney DINA BNA ou proteinas {por sxamplo, induzem o fransoriclo, estabidiizam
proedeinas). A revisdo de (Adams & Wainer, 2008) descreve viros antitorpos

terapduticos gque fambém podsriam ser incorporados am um virus oncaditica,

No virus de RNA sscombinants oncolitico da presenta invenglo,
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o, pelo menos um, oulro ransgene com atividade terspéutica guande so-
presso por uma oélula lumoral infectads por virus pode coditicar uma anzims
comnvarsorg de proffmasco.

Um profammace ¢ um derivadd ou precumsar de um composto
tergpouticamente ative, o gual pode ser sndimaticaments sonvertide no
somposto ative. Enzimas conversoras de profarmacs sdo enzimas capazes
de converter um profanmace no Bmaco ferapeuticaments ativo.

Consequentemants, & assunte da presente ivengdo uma som-
posicio farmacéutica compreendendo um vires oncolitice recombinante da
presente invenclo, wn genoma viral da presenie invengdo, um antigenoma
vital da pressnds invenglo elou uma moléculy de DNA da presente nvengéio
cotne um ingrediente ativo opaionabmente junle com velculos, diluentes slou
adivvanies farmaceuticamante acelldvels, cujo virus, genoma viral, antige-
na sfou moldoula de DNA compreende pelo menes um culro ansgene
commn atividade terap8utica guando sepressa por uma odlula umorad infectada
por virus qus codifica uma enzima conversaes de profdnmaco.

& composicdu farmacdulica pode ainds compresnder um pro-
farmace o qual pode ser convertida em um camposts terapauticamanta ative
pela enzima conversara de profammaco codificada pale virus, genoma virsl,
antigenoma sfou molécula de DNAL A composigde farmacsulice pode ser
adsquada para o tratamento efou alivio de um distirbio profiferative.

O proférmace pode ser formulado em uma Gnics composipls
oo o virus oncoliico recombinants da presents Invengdo, um ganoma viral
da prasente invenclo, un anligenoma viral da presente invencio ofou ums
ralecula de DNA da presents venglio como um ingradiente ativo, ou pods
sa formulada em uma composicio distinta da formulagdo de virus onoplit-
&0,

Se 0 vius de RNA regombinanie oncolilics da presenie invens
¢l codificar uma anzima conversora de profdnmscn, o virus oncolitico da
prasente NVenci CRUSE & sxprassio seletiva da encima convesisora de pros
farmacn em uma cdlula-alvo infectade por virus {particularmente uma célula
tumorall, 8 qual geralments n8o axpressa ou 8o sxpr@ssa de modo sufick
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ante & anzima conversora de profarmana. Deste modao, durante o tratamendo
de um individuo necessitado disso, o profammaco & especificamante conver-
o no nomposio frmacdutico alive am uma célula-alve, particudarmente em
uma célula tumordd, porém pode gssenclaimente 1o ser convertids ng comy
posto lrepeutivamenie ativo em ums ofiila nio-alve, particilarmenta em
wina celula sauddval do individuo & ser tratado. Deste made, os efelfos ool
terals indesejados do composto terapeuticaments ative sfo reduzidos em
comparacia an rataments do compostt terapeuticameante ative sosinho,

No contexio da presents invencdo, ¢ profdnmaco pode ser um
derbeado ou um precursor de um composdo lerspsuticaments alive sdeguato
para o tratamento gdou alivio de um disttirbio profiferative, fumor sfou cineer,
cuja profamace pode ser convartido por uma engima conversora de profde
maca. O prof@rmacs pods ser um composhy conhackiny por UMma PESIoR var
sadas na onica. Dervados elou preauwrsorss s3o conhacidos por uma pes-
sog versada na teonics,

E preferivel que o profdrmace seja essencialmente farmaosuth-
camente nativo elou ndo-tdxics.

Examplos de enzimas conversoras de profdmmaco da prassnte
inveneio sio betaglicunonidase, betgalactosidase, beta-glicosidass, carko-
xipepidass, bata-laclamase, D-amincdcido oxidase. Quiros exemplos s30
conhesidos por umy pessos versada na éonica.

E praferivel que 8 enzima conversora de profdrmaco seja essen-
cialimeants nSo-expressa em cdlulas ndo-tlumorais.

A snzima convarstra de profimaco pode ser oblida de wm o
ganismo selecionado dendre mamiferos, plantas, fungos e mikroorganismos
comn bactenas, proflozednios & vius,

Uma combinagdo mais proferide da snzima convarsora de pro-
farmace @ um profirmaco & uma beta-gltwronidase de £ coff & um profar
maoe ¢ qust pode ser comnertido pele belaglicuronidase sam um composto
sitotOxico alive. Um exemplo & o HMRTBZE (doxorrubicina-glicuronidsol ©
gual pode ssr convertide em doxarrubicing, o gual ¢ um composto conhecido
parg o fratameanio do cdnear,



10

e
B

0

25

21

Outro assunto da presente nvengdo & um mélodo para o trata-
mendo de ums doenga profiferativa, particulamente uma doangs hpeprolife-
rativa, coma wn fumor ou cincer, compresndendo a administragdo em uma
guaniidade famacsuticaments efitar a wm individus necessifado disso de
wn virus oncolitico combinante de pragente invengda, um genoma viral da
prassads invencdo, um apligenoma viral da presente invengiio sfou uma mo-
Woula de DNA da presente invengdo compraendendo, pelo menos um, outro
fransgeane codificando na shzima conversora de profarmaco conforms anqul
descrito,

Particularmente, & um assunto da presente ivenclo um metods
pars o ralamento de ums doenga prolifsrativa, particulamaente uma dosnga
perproliferativa, como um cdnger, comprsendando 8 administraglio am
uma quantidads smnsceuticamente eficaz a um ndividuo necsssitade disso.

{1} um virus oncolitice recombinante da presents nvehgds, wm
genoma vital de presente invencdo, um antigenoma vivad da presends ivene
¢Bo odou uma moléauia de DNA da prosents invengdo compreemdendo, pelo
menes um, ransgene codificands uma ensima conversora de profamacn, @

(it} um profamaco adequado pars ¢ ratamento da dosnga profi-
ferativa, cyjo profanmaca pode ser convertido am um oompesto farmaceuth
camente ative pals encima conversors de profdrmace de ().

2 métode pods compresnder & sdministragdio de uma Gnica
LOIMpORiCRe farmacdulica compresndendo ambogs o8 companantes (1) s,
ou pode compreander a administrac8o de duas composicies farmacdulicas
distintas, v das quals sompresnderddo o componente &) ¢ a oults tome
presodende {B),

Pratoases

Noovirus de RNA recombinants oncoliivo da presenta bwengao,
pelo menos um aulrs transgane oom alividade lerapsulica guando sopressa
por wna celuls wmoral infectada por virus pode oodificar ums protsese.

Daste mude, £ assunto da presente Invengdo umsa oomposicdo
farmacéulica compraendendo um virus oncolitics recombinants da presente
INVENQRe, um genoma viral da presents invencla, um antigenoma viral da
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prasente invengdo sfou uma mokboula de DNA da presente invenglio come
um ingrediente ative, apcionaimsnte junto cam veiculos, diluentes efou adju-
vanias farmaceuticamente aceltdvels, cujos virus, genoma viral, antigenoma
gfou molécula de DNA compresnde pelo menos um oulre ransgene com
atividade feraptutica quando expresse por uma célula tumoral infectads por
virug que codifica ums profeese. A composiio fammacdutics pode ser ade

guada para o rataments @fou alivio de um distisbio profiferative,

S8 o vius de RNA recombinante ongolitico da proesende nvers

clo codificar uma profeass. ¢ virus oncolitico da presents invengdo pods

virus {particularmente uma otlula lumorall 8 qual comumente NS0 expressa
ot nAo expressa suficlentements 8 profeass. Deste mode, durants o rats-
mento de um individuo necsssitade disso, a proteass pode reversivalments
clivar uny polipepiidec-alvo ey uma oilula-alvo, deste modo intbindo 3 proli-
feragao efou cresaimanto da célula-alve ou morte da céhlula-alve, porém pode
sssencighnents ndo olivar 2 moldoula-alve em uma oslla ndo-alvg, patticu-
larmante om uma bl sauddvel do ndividuo a ser tratado. Por sata ssira-
tegia, ofaitos colateraly ndesejados do bataments com proteass s8o reduzi-
dos.

E preferivel gue 8 profease seja uma protease de sequéncia as.
paoifica, Mais peafervelmente, € uma prolease que clive especificaments um
polipgptides-alve. A profease pode ser ou de origem natues! @ pode sey deyi-
vada de qualguer sspécie, ou ela pode ser manipulada. SEqudncias de ami-
nodcidos adeguadas pars uma olivagem especifice de um polipaptidec-alvo
predeferminade podem ser detarminadas por uma possoa versads na téonk
oa, por examplo, com bass nos banoos de Jdados de sequéncias publicamen-
te disponiveis, US 2005-0175581 & US 20040072378 destrevem & gorandio
de protesses proteing-manipuladas com wna sspanifividads de subshato
predetarminada. Esses dois decumentos s8o aqu incluldos por referéncia,

& moldoula-alva da proleass pods ser gualquer moléouls-alvo
conforme descrito abaixo para alvos de profeinas de ligagan,

Oulro assunto da presente invencao € um mélodo para o trata-
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mano de uma dosnga proliferativa, padiicularments de uma doenga hipers
profiferativa, Como Umtumor ou Cdncer, sompresndendo a administragio em
uma guantidade farmaceuticamente sficaz a um individuo necessitado disso
de um virus oncolitico recombinants da presents ivenclo, wm genoma viral
da presents invencio, um antigenoma viral da presente invenclo sfou uma
molécula de DNA da presante wengdo compreendernds, palo menos um,
autra fransgene com atividade terapdutica quando expresso por wma odhula
tumoral infactada por virus pars uma professe.

O transgans da presenie invengdo pode codifiosr uma proteina
de fusdo de wma ergima conversors de profdrmace conforme definide agk-
ma, wre mokdoula de ligagdo conforme definido agima efou uma proteass,
conforme definido acima. E especiaimente preferida uma profeina de fusdo
de ume anrima convensera de profdmaco  uma moldtuls de igagdo au
uma proteing de fuslo de uma profoass s de uma moléoula de ligagio,

Aplicactes Terapeulicas

A prasente invengdo refers-se 3 uma composigio fanmacdutica &
gual compresnde coma W ingradiente ativo um virus, confomme desento
aqul, wn nuclsocapsides do virus, um genoma do virus ou ums moléoula de
ONA codificando o genoms afou wm antigenoma do virus, opckwmalmente
juntaments com veiculos, diluentes sfou adjuvantes farmacsuticamente aceh
thvels.

A gomposigdo farmacdutice pode ser fomecida como uma solu-
oo, suspansdio, um licfilisato ou em gualguer outre forma adeguada. Além
do ingradients alive, 8 composicdo pode compresnder velculos, tampdes,
nsoativos efou adjuvantes, conforme é conhecido na Bonlca, A composh
e, pulmonanments ou por njecdo healnente ou intravenosamenie. A come-
pogicBo farmactulica & adminisirads am wna guantidads fmmnsceutivamente
oficar dependendo do tipo de distiirbin, da condiglo @ peso do paciente, da
via de administracio, elo. Prefardvalmente de 10% 3 1077 particulas virais, de
107 8 107, 107 2 10™, ou 10% & 10% particulas viesls s8o administradas por
aphcacdo. A hrapia oncolitica pode ser opclongimente combinady com ow
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tras terapias umorals coms chrurgla, radiacdo efou quimicterpia como fra-
tamenio com tickfostamida efou tratarrento com hipertsrmia.

E sinda nulro aspecto um métedo para o fratemento de uma do-
enga profiferative efou odnogr, compreandende 2 administragdo am uma
guantidade farmacsuticaments oficaz & um individue necessitado disgo de
wm virus oneolitico recombinante compresndide conforme aqul desarito, um
nucksocapsiden do vitus, um genoms do vivus ou uma moldcula de DNA co-
dificando o genotrg efou wm antigenoma do virus, opoionalmente jurdamenta
comm veloules, dituentes sfou adiuvantes Tarmaceuticamente aceitivels.

D scordo com 3 prasents nvenodo, wm paramixowitus wnpelith
on recombinanie pode sxpressar uma profeina de Hgacdo solbvel, ums an-
ima conversara de profdrmaco sfou uma proleass que pode permanecer ou
na osdula infectada ou pode ser ssoretade, comoe um anticorpe, um fragmen-
o de anticorpo, ums proteing de repsticBo de anquiring ou culra moléaula de
igagdo conforme especificado abaixo,

Como um NDV exemplar, a ceps MTHBE fol escoliida ng pree
seme aplicagdo porgue ela tom uma proprisdads oncofiticg inerente com
dados promissores a partl de ratamantos clinfcos experimentals dos pack
antes (Sinkovics & Horvath, 2000} Entrstanic, 8 principio, & madonia das o
pas NDV com sitios de clivagem de proteing de fusfo mullibdsica pode ser
usada como agenies oncoliicos para ¢ ratamenio de tumores. A teenologia
gendlica reversa ¢ aplicavel a todas as cepas.

Profeinas de ligacdo, conforme squl descorifas, foram damons-
tradas como sendo de alte polancial terapéuticn.

A combinagio de NDV oncolitico com as proleines de ligacso
rapiulicas, enzimas conversoras de profdmmace sfou protsases das pro-
priedades desorifas acima terd uma sficicia adicional ou alé mesmg siogr
gistica de dols principlos terapdutives. O virus avforrsphcants onoolitiie ab
fou @ profease av sitie prefacido de acdo, onde ele € expresso 0 site sm
altas concentragles looals. Esperasse que tal sxpressiio de proteina sajs
muiio selativa @ 8 proteing de figaglo, a engima conversara de profarmaco
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elou a professe com o sau respective modo de agho saja adivionada & ativi-
dade onoolitivs terapéutics intrinssca do NDV. Com base na natureza com-
patente de replicaciio do virus usado @ da replitacio seletiva am oflulas tu-
morals, sgpera-8e que a quantidade de transgéne exprasso [profeina de b
gacdo, a enzima conversorg de profamace efou profease] sefa aprosimas
damsnte proporcionat & nassa lumaral

Moldculags de anticompo ou moléoulas tips anticono ou derivados
ssus afo profelnas de ligagdo ideals 8 serem usadas com o sistema NIDW.
Moldculas de antioorpe foram ¢ assunio de pesquisa intensiva e teonclogias
sfo atualments disponivels para gerar moléoulas de anticorpo, as guals sin
nas-inunogénioas, muito salstivas @ de alta alinidade. A sxpressio ooal das
motdculas de anlicorpo am alfas convcentragdes leva 3 uma eficacia agonist-
ca ou antagonistica mutlo significativa ou g dirscionamento eficiente das
moldcuias gfeloras com perfil de toxinidads reduzido em comparaglo com 8
terapia padrio.

Espara-se que o uso de moldculas ipo anticorpn no sistema
NDV ssia sinds malor, Essas moleculas sBo manipuladas pars lgaclo de
alta alinidade seletiva com ssiabilidade termica e rendimento muito alfos am
COMPATACAC & anticarpos nomiais. No caso de maleculas Bpo snlicorpo com
base em anquirina, 2 natureza repelitiva da moléoula pode ser ajusiada de
acords com ¢ respective ahvo para dinscionamanta, igacdo, inibig8o ou st
vagio ofimizada. Também diferentes especificidades de ligagio podem ser
combinadas com uma molésula de anquinna, sxplorandoe & possibilidade de
unir s uma moliouls de repeticlin de anquirine wirias unidades corm dife-
rantes aspecificidedes de ligagio. Esle estruturs modular permite a ligegiio
rrsltivalente de supsrficies protaicas makwes do que & possivel para os antt
COfpos, o qus pods ser exiremaments importants no blogusio das inlerag@es
profeing-proteing. A sshuturs modular pode ser tambdm axplorada para blg-
gliear vros ofelores com somentes wms Gnica proteing blogueadors de e
peticdo de anguinng,

Tendo em vinka qug ag moldoulas de repstivo de snguiring s&o

extramamente sstavels mesmo sob condigfies redutoras, sesas mokdoulas
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podem sermanipuladas para tatar proteines dentro da oélula (Mintracorpe™).

E fambsm possivel o uso de bibliotscas de sequéneias codifica-
doras de proteinas de ligagdo com NDV para 3 idendificacio do alvo in vive.

Alvos possivels para as moldoulas de Bgaglio elou proteasses
poder ser fodas a3 estruturas de wma cdlulaalvn ou da malriz sxtracelular
a0 redor do celida-alva, 2s quals podem ser reconhecidas pelas profeinas
afou profeases de ligacdo desoritas @ as quals sdo relevantes para wm cerle
tipo de fenclipo patoldgicn. Essas podem ser profeings seirudurais enzimas,
fatores de cresoimento, receplorgs do fator de crescimento, infegrinas, falo-
s de ransorgdo, oo,

Até mesmo alvos que ndo sio sfetados com medicamentos por
motdoulag poguenas nteratdss proleina-profeling, hgagdo de DNA, o)
podem ser sndersgados por eata invencio,

A combinacdo do NDV oncolilion ¢ das proteinas de ligagio te-

aqui desorito, & constderada para ¢ trstamento de doencas inRamaidrias, por
exemplo, de arbite reumatoide & de clncer.

Fara o rafamento do cdneer, todas 8% vias as guals contribtiem
para ¢ dessnvolvimento do cdncer podem ser direciomadas. Essas vies sio
autossuliciéncia em sinaly de crescimento, insensibilidade sos singls inihitd-
s de orescimento {(anticrescimento), evasdoe da apoplose, potencial repli-
cativo dimtado, angloginese sustentada & invasdo @ metastase tecidual Um
resumo dessas vias € dade em (Hanahan & Weinbarg, 2000} As vias de sb
natizacis que s8n envolvidas no processe de tumorgdnese @ podem ser di
recionadas pala abordagam desoniia s80 8 via do reoeplor da tosing quinas
se (RTK}, via RB & 83, vig da spoplose, via APE, via HIF1, via GL, via
FI3K & a via SMAD. Uma descrigBo delathads dessas vias de sinalizagio
a8 dadas em Vogelsteln e Kinzler {(3004).

Qufras via de sinalizag8o onde as proleinas de Sgagdo descrias
paderiam inferfary s80 as vies ras Wit & Hedgehog onde, por axsmpls, inle-
racies proteing-profeinag podem ser blogusadas.

Exemplos de profeinas de ligegdo qus intenvdm bonaficamesnte
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nas vias desoritas acima am colulas cancerosas 830

- profeinas de bloguele de receptores do fator de crascimeanto
alivo auldnomo {poraxsmplo, EGFR, Mat

- fgantes compelitivos para falores de cresaimento {antaganis-
tas)

- probeinas de blogueio para Rb-fosforiiagdo

~ protinas de Moqueio para & fransericdo dependente de E2F

~ sstabiizadores pam pi3

- figantes anlagonisias para proleinas antispopitticas {(por a-
xemphe, Bokd}

~ Higardes antagonisticos para ciclinas

- ligantes antagonisticos para efetores Ras {por exemplo, GEFs)

- igantes antagonistioos para profeinas indutoras de hipdxia {por
gxemplo, HiF g}

- inibidores dos fatores de franscriglio gus inferferam com a di
marizagdo, fgagio do DNA afou ligagio do cofator {por ssemplo, Myodax)

- inditores de diferenciagso

- iribidores de sinalizagSolranslooscio smad

- iibidorss de imeractes de adesdo celulyr (vaderinags, integr-
nag, por sxemplo, a8, avid)

~ jnibidores dies enzimas qus degradam a matnz extracelular {por
axsmplo, MMPs)

~ hgantes antagonisticos para liganies prd-angiogénions {por e
samplo, VEGF-R soltivel

~ inibidores de quinases mildlicas {por sxemplo, P13

~ figanies andagonisticos pars receplores pré-angingdnicos

~ nibidoras de formaclo do camplexo de asirdura (por sxemplo,
KSRiRas)

- inibidores da iniclagio de tradugdo BIFLE, BIF28)

A protapse da presente Invengdo, a enzima conversora de pro-
farmace efow os compostos erapauticaments ativos derfvados dos promedi-
camentos da presanis invengdo pela enzima tonversora de profdmaco po-
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dom tambdan infervir beneficaments nas vigs descoriftas soima das odluiag
CRNCETOSES,
Virus Recombinante

Virug recombinante significa um virus que tem uma alterscio
definida manipulada ne sus sequéncia de RNA gendimica. Este alterscén
pode S8 UM QU mis insengdes, sliminactes, mutagdes pontuals ou combi-
nacles suas,

Um virus de RNA recombinante da grosonie hwengio pods
compresnder a saquéncia gendmica folal de wv virus de RNA natural {ndo-
modificado) ou uma sequéneia derivada dela & pods adicionalmente som-
precndar pelo menos wm cassels de ansoriclo recombdnante. o, palo me-
nos um, cassete de franscricBo pode estar locslizado endre dols genes {uni-
dades da ranscrigdol do gonoma viral, Neste caso, o, pelo menos um, oas-
sete de bansoigio & fanqueado pelas sequdnoias de inicio @ parada da
fransongdo. Q, pele menos wn, cassels de transcrigdo pode tambdm estar
focalizado am v unidads de transenigdo do genoms virgl, Neste caso, ne-
nhuma sequéncia de inlclo ou parada de ransongdo adiclonat & necesséria.

G, pelo menos uny, cassete de franscricdo pode compresader
sifio de restriodo, comn Pact efou Ascl, o qual pade ser Onico. Se dods cas-
seles de transoricdo estiveram presantes, sles podaem compreender difersn-
s sitios de restricln,

E preferivel que o virus de RNA da presente invencio compre-
atda um o dois casselas de ansorigdo recombinantes.,

Em, pelo menos wm, cassels de fransorig@o da presentes invene
$a&o, sxisle um fransgene localizadn, o qual pade codificar uma profleing de
Hgagdo, uma anzima coversors de profiomaco efou uma proteass, confor-
ms agul deseritn,

Cralpuer regifo tem@ning endre cade um dos dols genes {un
dades da franscricdol do genoma virgl ¢ adeguads para introdisly pedo s
nos wm cassels de branscorigdo recombinants. Se mals de um cassele de
fransoricio recombinante sstiver prosente, sles podem estar localizados na

masma ouem diferanies ragides intergénicas. £ preferivel que pelo menos
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i cgssete de ansonigdo recombinante sslefa localizado entre os genas F
g HN virals, partoudanmente se o virus de RNA da presente imangdio for um
virus da doenga de Newceastie recombinanie.

N e conhece imile supsrior para o lamanho do genoma o Pa-
ramiovitidae. Consemuantamente, n8o ha imie superior para 3 gquantidade
2 lamanho dos bansgenes introduzidos no vivus de RNA recombinants da
presente invenpdio. E preferivel que o transgene {fransgene codificande uma
citocing de ave, ou pelo menos um oulrd bansgene oo shividade terapdull-
ca quando axpresso por uma oslule tumoral infectade por vites, ou uma
combinacBe desses, conforme agul desorito) tenha independentemants uim
tatnanho de alé ceroa de 10 Kb, mals preferivalimente de ot carcn da S Khy,
mais preferivelmente de als cerca de 2 Kb

Na expresséo {incluindo a franscrigio do RNA viral am RNAm =
& tradugiio do RNAm) do fransgene, conforme anul deserito, as sequdnaias
de controle de expressdo como as sequéndas de inlolo @ parada de trans-
crigho ¢ a8 segqudncias gue controlam a tradugdo s8o usadas. As sequéncias
de controle de sxpressio de um virus de RNA podem ser usadas, as quals
padern e o virus de RNA, no qust o virus de BNA recombinants da prasen-
fe invangho estd baseada. Particularmente, 83 sequénoias de inltio & de pa-
racia de transoricho podem ser obtidas de um virus de RNA, As ssquéncias
de contivle de sxprassio podem fambiym ser oblidas de uma cslila-alvo,
parhiculanments de ssquénoias gus controlant a traduglo sfou transporte de
profaina,

Devide an mecanismo de replicaclo de Paramixovivides, os
HNAs gendmicos ou antigendmicos geralmente ndo apamscem como RNAs
nus. O RNAs gendimices ¢ anfigendmives s3o montados com a nudeopro-
eing Conssquentemente, um oulro obietive da pressnts vencdo & um me
cleocapsides de iy vitus de RNA oneolition sscombinante da presents i
vangdo. U nuclsocapsides compresnds o moddouls de RNA que oodifica o
genoma efou o antigenoms do virus de RNA & a proteina do nuclsosapsi
dao. O nudlegcapsides pods também compreender @ proteing L polimerase
efou s fosfoproleina P
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E também assunto da presents invencio o antigenoms do ge-
noma da pressnte invengBo, conforme aquil deserilo.

E um oufro aspecto da prosents invencio uma moldcula de DNA
gue codifica o genoma sfou o antigenoma de um virus de RNA oncolitice
recombinante da presente invencio. A moliculs de DNA pode sar um plag-
mideo. A molécula de DNA da presents vengfo pods ser usads pas ma-
nipufar genaticamente o virus de RNA da presente invengio. Além disso, 8
maldcula de DNA pode ser usada para produzie o virus de RNA do presente
wvengdo. Deste modo, & moléouda de DNA pode ser operativamente ligada a
waa sequincia de conirole de fransorigdo, por exemplo, uma sequéncia de
controds de fransoric8o procandtioa pu sucaribiica.

E outro aspects da presente invenglo um méfodo para a produ-
code um virus de RNA oncolitice recombinanie expresso de s moldoula
de DNA codificando o genoma sfou o antigenoma de um virus oneoliticn re-
combinante da prosente invengdo, parlicularmente o NDV oncoliticn recom-
binante da prasente ivengdo.

E oulro aspect da prasente vengio uma célula compraenden-
do o virus oncoliton recombinante da presonte fivencdo, um genomsa viral
da prasente invenglo, wm antigenoma viral da presonte invengdo alou uma
molesula de DNA da presente invenglio. A célula pode ser uma célula proca-
ridtica ou uma oalula eucarictica, A célula pode ser uma inhagein celular,
particutarmanie uma finhagem de celula de mamifers mais particularments
uma lHnhagern celular humana ou muting, A cdlula pode ser usads no mdto-
do da presonie fvencdo para produziy o virus de RNA da presente inven
c8o. Sislemas adequades pars fransorever una molioula de DNA sdo oo
nhewidas por wma possoa verssda na Gonicd, por exsmplo, am sikdemas
procandticos comg, por examiplo, B ool ou sistemasg sucarioticos, com Hala
o GHO.

Em ainda oulrn aspechy esid um virus de RNA oncolitico, um
ganoma o anfigenoma seu o ums moldouls de DNA compreendendo o grupo
tofal de genes de Paramixovindas nu um grupo de genes de Pamamixovinidas

no qual pelo menes um gens ou megifn ntergdnica & ganeticamants modifi-
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cada, o ainda compresndendo, palo menos um, cassete de fransaicdo ree
combinante conforme aqul descrito. Tal virus, genoma ou antigenoma ou
moigouda de DNA pode ser usada para a produgdio de um madicamento sfou
tratamento de clincer, Tal virus de RNA, genoma, antigenoma ou moléaula
de DNA & sdequada para oconstrur um virus Paramixoviridas recombinants,
particulannents um virus da dosnga de Neweastls recombinants por tdonicas
de sngenharia gendtica pars iroduzir uma sequénaia recombinants no cas-
sate de tanscriglo, Para sste fim, pelo manos um cassele de franscricgho
pode compresnder um sitic de restrigio. Se mais de um cassete de fransotl-
¢io estiver prasente, os Gniocos sitins de restrigio dos casseles de franson-
da figura 1 do WO 2008/080984, a descoberts do qual sendo aqui inclulda
por referdncls. Oulro exempls & & igh EDB de murino pliMTHES conforms
revelado na figura 2 do WO 2008050884, a descoberta da qual sendo aqui
incluida por referdneia.

Relevancia Tarapsulica

O tralamento de cincer efou de wn humor incldd 9 Inibiglo do
crescirmante isnoral, prefernaimeants do morde das oélulas umorais ou do
Blogueis ou proliferagio am um intervaln de tempo por infeccBo, NDV se
reghica selstivartanie am cdlulas fumornads.

0 virus da presente ihwvengda pode ser usads para rater distir-
bios proliferativos, particulanmente distirbios hiperproliferativos. Frefarivel
mente neoplasmas podem ser ratados com o virus desorito, preferivelmente
cdnoses do grupo consistindo de cdneer de pulméo, oblon, prostada, mama
& ofrebro podem ser tratados.

Mak praferivelmente, ur tumor sélide pode ser ratado.

Maiy prefediveimente, um fumaor com baixg taxa de profiferagao
pode ser tratade. Exemplos de tumores com baixa taxa de proliferacio sao
cancer de pristata ou cdnoer deomama,

Mals preferivelmente; um tumor cernbral pode ser tratads.

Mais preferivelmente, um glioblastoma pode ser tratade,

Mamiferos Inclusm seres humano camundongos & ratos,
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Producso do virus de RNA meeombinants

£ virus de RNA recombinante da pressnde invencdo, particular-
ments do NDV recombinante, pode ser construido conforme desarifo em
Romer-Oberdorfer af ol {18881, A construclo das novas seguénoias de dok-
do nucieicn estd no nivel do DNAC, o qual & entlo badusido em RNA nig cé-
fulg sucandlice usando o8 seguintes plasmideos de infcio: pOITE B, pCITE
N, pOITE L, pXBET NDV.

NIV pode ser qualquer cops do virus da doenca de Newcastle,
mais prefarivaliments wma cepa gue & ancolitica na sua forma tpo selvagem.

O plasmiden pX8T & desonto na BEP 0 708 085 {Conzelmann
KK

€ vitug de RNA rscombinante da presente invenglio, particular-
mente o NDV recombinante, pode ser recupersdn iniialmente de oélulas
expressanda a T polimerase, por exemplo, cdlulas BHK 17 ou temporaria-
mente com celitas CHO transfectadas 17 polimerass. Els pode ser amph-
cado sm osiulas tpo 283, CECIE2, HYZH ou A481. Bl tambem pode ser am-
plificado am fluido slantoico de ovos de galinha embrionadas,

O virus de RNA recombinante, particularments o NDV racombis
nante, & anmazenado sob a seguintes condivdes: O virus de RNA racombi-
nante, particulannents NDV, & estavel em Domanitol $3%/0 -ising 19 {(piiipH
8.0 ou am melo de cultura de células-padris.

A - 2070 por alé um més.

ABPC por até 10 snos,

Q virus de RNA recombinante da presents invenclo pode ser
produzido usando um virus tipe selvagem ou um virus recombinante como
material de partide. Também um doido nucleico, tal com DNA, incluindo tal
sequénoia tipo selvagem ou recombinanie, pode ser usado. Por examplo, ©
virus de RNA afvu 3 moldouls de DNA meombinants, conforms desorifa no
WG 00650084, pude ser ulilizado como matedal de partida. U exemplo
& o plasmideo piMTHES Asc Pac da figura 1 do WD 20080050884, Quiro
axemplo & 8 IgG EDB de murino piMTHSE da figure 2 do WO 200850884,
A descoberta do WO 2008/050884 esta aqul incluida por referdingls. Partiow-
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larmente, 8 descoberta do WO 2008/050884 sobrs og virus de RNA ancoliti-
cos recombinantes & 3 sua construglo ¢ incluida agul por referéncis,

Uso de NDV Hevombinante como um Medicamento

O virus de RNA recombinants da prasente invenglo, parficular
mende o NDV recombinante purificado de acordo com a invenglo, pode ser
usado comn medicameanto, Uma vz que sprasenta ofslios iamwosidgices.

O virus de BNA recombinants, paricularmente o NIV da inven-
Ao, ¢ genoma virsl, antigenoma, nuclencapsideo efou moldaula de DNA da
pragente nvanglio pode ser usado para & producdo de um madicamenta
especiaimente pare prevancdio, alivio sfou fratamento do clnger, um fumny
efou wna dosnga prolderstiva, especiaimente para prevencis, alivio elou
fratamanto de cdnogy, como cdncer de pulmdo, céncsr de prostata, odnose
de cérabro, sdneer de odlon, clncer de mams,

A compaosicho armacsuios da prasente invencdo opcichalmants
compreands veiculo & difuentss farmacsuticaments acettivels, Tal velculo o
dilventes sfo desoritos em Reminglon's Phamaceutical Sdenos, 15 ed.
Mack Publishing Company, Easton Pennsylvania (1880) Os tiulos virads
usados na composigdo farmacdutica gfou splicados no método de fratamen-
to da presente invenglio podem estar na faixa de 10° 8 10 ulp (unidade
formadora de placa) por dose, am wna faive de 10°% 2 10" uip. em uma faika
de 1072 10" ufp ou em uma faixa de 1075 W ulp dependends da indicaciio
do tatamento.

A composipao farmacsution da presents ivenclo pode ser usa-
da para ® prevencdo gfou tratamento de um distirbio proliferative, como
dnger,

A composicde fanmacdution da presents invenclio pode somgsre-
asnder uma emuls8o do virus de BNA oncoliticn recombinants da pressnte
reangdo, particudisrmente o NDV da invenglo, @ pods ser administrade por
nalacha, infusio intravenosa, injecdo suboutnea, injeglo intrapsrionsal ou
iniecdo ntratumoral.

No metode da presents invenclo pams 2 pravencdo slou frate-
rrante de wn disttebio prolferative, particularmente odncer, wma quantidads
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farmacauticaments eficaz & um Hiwlo do virus de RNA oncolitico da presente
nvencio, particularmente o NDV da presents invengio, o genoma viral da
prasenie invencio osu a molécula de DNA da presents invengdo a qual pr-
virte, alivia sfou suprims a doenga.

Para sfelle terapéutico, 8 dose aoatidvel pode depander, por o
xerplo, do construclo, do pagiente, das vias de administragiio e do tipo ds
CANOET,

£ preforivel que o fdividuo (o padients) sela wn mamifaro, mals
preferivsiments um pacients hurrano,

A presente invenedo & ainda Hustrads pela seguintes Flogurag
Examplos.

Legendas da Figues

Figura 1 descreve o plasmidec piMTHES ChiFN-aifa que com-
prasnds © gehoma tolid de NIV @ um cassele de transaipdio que compra-
snde o transgens de interferon-alfa de galinha (ChiFM-alfa).

Figura 2 descreve o plasmideo piiMTHES ChiFN-beta qus com-
preands o genoma total de NIV e um cassete de ansorig8o que compre-
ande o ransgens de intederon-beta de galinha (ChiFN-bata).

Figura 33 demonstra que a linhagem celuler CEC-32 de ave &
parcialments protegida da lise 48 b depois da infepdo com NDV-ChiFN-alfa
& forfemente protegida depots de infecglo com NDV-ChiFN-bata. Infsoplio
comy um NDV que sxpressa GFP somplataments destrdl com s monocaina-
da OREC-330 Ag contrdrie, nenhus diferenga no efeifo litho entre o8 rés
virus NDV-GER, NDWV-ChiFN-glfs o NDV-ChiFN-bata ¢ obssrvads depds da
infeccdo da linhagem celular Hals wumorgdnica. indepandentameants do virus
usado, & monncamads de cdhdas Hela & 48 b depois da infecgio completa-
msnte destruida

Figura 3b mostee uma guantificegfo da sobravivincla celular de
oshias GEG-32 e de Hela 48 b apds a infecclo com o virus NDVGFP, NDV-
OhiFN-alfa o NDV-ChiFN-beta, Depols da infecclio com NDV-GFP, a muarte
gquase completa das células CEC-38 & obsarvads, somsnte 3% das cdlulas

sio vidveis. A infecglo das células de codomiz com NDV-ChIFN-alfa man-
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o 26% dax células infectadas vivas, A mebhor profecls & observada de-
pois da infeccfio com o virus NDV-ChiFN-beta, 88% das células CEG-38 a8
morginicas & reduzida pars menos de 0% independentemeante do NDV
recombinants usady,

Fgurs 4 mostra qus uma grande ansia terapdutica existe depols
da njesdo do lumor & de células de fibroldasto com NOV-ChIFN-alfa ¢ NDV-
ChiFN-bata. A inibigdo de profiferacio dos virus oncoliticos NDV-ChIFN-alfa
¢ NDV-ChiFN-beta & mullo forle em oshdas tumorals &, ag contrdnin, qUase
nenhuma inibigdo e crescimento & cbservads depols da injegdo das sélulas
div fibroblasto primarias, sspeciainents em baikas MO como 0.1 & MO
.01

Figura 52 demonstra 8% cwrvas de crasciments de ovo de gali-
nha embrichados infectade com NDV com os guatro virug NDV-GFR, W
ChiFN-alfa, NDV-ChiFN-Deta ¢ a ceps apatogdnica LeSols. Embrides de
galinha infectados com NINV-CHIFN-alfa ou NDVCChIFN Deda sobrevivers por
mais fempo do que os embrides infeciades com RIWV-GFPR. As ourvas sio
modificadas claraments na direglo da curva de sobrevivancia da osps LaSo-
ia de NIW lentogénica.

Figura Sk a partic dos resuitados das curvas de sobrevivéncia, o
MDT (tampo de morle madio} € calculado para cada grupe de infecglo. O
MOT sumenta pam o virus NDV.ChiFN-alfa o NDVChiFN-Deta em compa-
racdo com NDV-GRP. O MDT mais alto ol observadn com a caps apatogd-
tica Ladota.

Geragdo de wm NDV recombinants com wm ransgens derieaddo de ave qus
fova & sxpressdo de uma cifocing de galinha

A cepg oncolitics MTHEE de NDV fol usads para obler RNA virsl
Usando RT-FOR, varios fragmenios de DNAC foram oblidos e, smoum proe
cediments de clonagem de miltiplas etapas eles foram montados em um
DNAC de genoma Intal que fol clonadn no velor pXBRT {Schoall of af, 18843

praduzindo o plasmiden pAMTHEE. Este vetor pods ser usado para transfee-
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CAG para resgalar o virus recombinants de uma linhagem cehddar expressan-
do a TT-polimerass.

Um cassete franscoricional adicional foi clonado no plasmides
gendmico de comprimanto fotal de NDV MTHES [pHMTHES) entre os genes
cadificando g protelng F e a proteing HN no Onico sitio ¢ restrig8o 88 Os
dois aligonuclestidens de DNA 88 nomad
{Slagpetestizacogacaactizagaasasatacoaoiagsacagenigag-d, SEQUID NO: fe
Sf reversoe (Shagooegtictacoogiatitiictiasgtintcgntiastiaaggectete-d’, BEQL
10 NG 2) foram anelade ¢ subseguentamente ligados no sitio S de phiM-
THES,

Qs dols tansgenes de DNA gue oodificam o ChiFN-alfa
LR, Como moldes para 3 reagdo sm cadela da polimerase, o8 construntos
de oxpressio de ChiFN-alfa ¢ ChiFN-beta desortos em Schudte of &of, 1885 &
am Bick of @l 1688 foram usados. Para g amplificagdo do ransgene ChFN-
affa, o seguinte par de inistadon ChiFN-alfa normat
{(Bcoltaatiasgecacoatggeiglgeciycaagees-d 8EQ. I NO3) o ChiFN-alfe-
meversa {(Shoectiaatiaactaagigogogioiyectain-d' SEQL 1D NG4) fod usado ¢ parg
8 amplificacio da sequénoia cudifioadora de ChiFN-Dbeta o8 dols hidladores
Pact ChiFN-beta nommal  (Roctizatiascgsaccalgacigeasaccateaglctecagg-3
SEQ. 1D NOS) ¢ ChiFN-bela-reverso (Bocliaaliasicaciyggistigegangtitgaatg 3
SEQL D NOES) foram usadoes.

Dois transgenes chifFN foram donados no sitie Pas! do plasmi-
den pHMTHEEPag, respectivamente. O comprimento tolal do genoma fol &
justado para ser um multiplo de 8 para seguir 8 Tragra dos ssis” para ¢ come
priment do genoma virsl, A dentidade de sequénaia da insarglo de ChiFN-
beta fol confirmada pelo sequenciamenio de nudledtides. Na nsergde de
ChiFN-alfa de uma troca de nuclestiden G para A na posiclo 89 em compa-
resgatado das offlas sxpressando T7 fransfoctadas com o plasmiden ge-
ndmico virgis de comprirmanto total contendd o8 genes para ChiFN-alfa (hige
ra 1) ou CHIFN-beta digura 2) por ums Benica de resgate de virus padede. O
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virus exprassado o ChiFN-gifa resultante Tol designady NDV-ChiFN-alfa s o
ChiFN-beta sxpressandn NDV fol nomeade NIW-ChiFN-beta. Ox virus fo-
rarm cultivados ou e culturs tecidusl ou no Huido alantoiog de ovos de gall-
nha para produsy slevados titulos.
Exemplo &
ChiFN-alfa ¢ ChiFN-bata sepressos de wm RDV recombinante ¢ bislogica-
merte ativo,
Malerigis & Mélndoyg:

Célilas CEC-32 (linhagenm celular de codomiz avidrial ou oslulss

Hela (inhagem celidar de canogr corvical) foram semsadas om uing placs
de 8 pocos a 1 x 10° célulasipogn. Depols de se fomar aderentes, a8 osfulas
foram infectadas usando um MOI de 0,01 com o vitus de controle de axpres-
s&0 NDV-GFP, NDV-ChiFN-alfa, NDV-ChiFN-heta ou MOCK, Depois de 84
b, o8 sobhrenadaniss foram oolstados o parficulas wirals infecoiosas foram
nativadas por iradiaodo por UV,

Fara demonstrar a atividade biolbgica de ChiFN-alfa ou ChiFN-
beta no sobrenadante das odlulas infectadas por virus, uim bloensalo sspeci-
fico de marferon de galinha fot usado (Schwarz of &, JUR, 20085 O ensalo
251 baseado na linhagem de cdluls de codorniz ransfectads extavel CEC-
511 carregando um gene da huciferase controlado pelo promuotor My de gal-
nha responsive ae PN A stividade da lucifersse ¢ induzida guando as cdly-
las indicadorag CEC-811 foram incubadas gom ChiFN-alfas cu ChiFN-beta,
Farg eletuar asle snsaio, 15.000 celidas CECS11 foram semeadas na placs
de 98 pogos. 24 h depols da semeadra, as células foram fraladas com o
sobrenadanie fratado comy UV das colulss Hela ou CEC-32 infectadas por
virus. As celulas foram incubadas com 78 pl de wna diluicdo 1100 do res-
pactivos sohrenadantes. Como confroles positivas, as células foram incubae
dag onm e Muiglo 111000 do sobranadante dags odlulas 2857 transfects-
das com wn plasmideo do oxprossdo para ChiFN-alfa ou ChiFNbeta (Siek
af af, 1988} ou somente melc. Depols do fempo de incubacdo de 8 h, o an-
saio di luciferase Steady-Gho® (Promens) fol efstuade, seguindo o protocsio

fornedido pele fabricants. Para detemminar valores médios, cada pondo de
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dado fol medide em tiplicata.

&4 h apos & njecde, o8 sobrenadantes das odlulas CBG-32 @
Hela infectadas com NDVChiFN-alfs e KDV-ChiFN-beta 8m forte atividade
indutora de luciferase nas eslulas CEC-511 indicando & expressio mediada

sobrenadante das células infectadas com MQUK ou infectadas com um virus
de controle expressando GFP ndo mostram stividade indutors de hciferase
na inhagem celular indicadora de CEC-811. Umas diluigdo de 11000 do so-
brenadante contendn o ChiFN-alfa ou ChiFN-bata recombinante lambam
demonstrs ume atividade indutora do promotor Mx dependente de ChIFN,

Tabela 1. Alvidade do inferferon o sobrenadants das cdlulas CEC-32 o He-
ia infacladas com NDVs recombinantes expressando ChiFN-alfa ou ChiFN-
tela. A resposta de PN & madida nas calulas indicsdoras que camrsgam um
gene rapdrter de huciferase controlade pelo promotor Mx. Os valores msdi

dos sfo dados em contagens de luclferase relativas.

CEC-32
NDV-GFP | NOV-ChiFN-alfa | NDV-ChiFN-bets | MOCK
Valor médio /8 19891 1 EOm 246 |
Desvio padrag 88 283 423 | 27

L T Hela
| NDV-GFP | NDV-ChiFN-alfa | NDV.ChIFN-beta | MOCK
Valor médio | 257 11739 5085 L 290
Desviopadrio . 18 | 1838 | 78 39
ChiFN-alfa ChiFN-beta Meio

: Valor mgdio 4848 S138 37
Dasvio padrac 107 15 21

Exemple ¥

Células de avas, pordm sam colulas lumorais infectadas com NDVs reoone
binanies sxpressande ChiFN-alfa ou ChiFN-bets sdo protegidas da lise wiral
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Matevias & Mélodos:

3 a.}) Celulas CEC-32 {inhagem de cdlula de codomiz avidria) ou
célidas Hela {(inhagem de cdlule de clncer pervical} foram semsados am
tma placa de & pogos em 1 x 10° células/pogo. Depols de se tomarem ade-
rentes, as células foram infectadas com MO de 0,01 com ¢ virug de confrole
NIOV-GFP, NDV-ChiFN-alfa, NDV-ChiFN-bata ou MOCK. Depois de 48 h, as
colulas Toram fixadas com soluclu de formaldeido 4% & marcadag com solu-
gdo de Glemsa. A subsequents fotodocumentacio fol efetuada com um sis-
tema de visualizagio Zeles Axiophot.

3 b} Céhdas CEC-8R {inhagem de colidy de codomis avidria) ou
offulas Hela dinhagem de oshda de cdnoer cervical) foram semeados em
tma placa de 96 pogos em 15000 célulasipogo. Depols de se tomarem ade
rentes, 8 oélulas foram infectadas com MO de 0,07 com o vitus de controls
NDV-GFP, NOWV-ChiFN-aifa, NDV-ChiFN-bety ou MOCK {= ndn-infectadas).
Depois de 48 h de tempe de incubacdo, o ensaio de luciferase CeliTier-Gio™
{Promena} foi efetuado para madiy a viabilidade celular, seguindo o protocolo
frnecido pelo fabricante. Para detemminar os valores médios, cada pondo de
dado fol gavado a partic de seus valores independentas,

Resullados:

Figira 3. 2) Depois de 48 b, ss células DEC-37 de aves sio
fisadas pelo NDV expressande GFP (NINVGFPYL Ao contrdnin, as oslulas
infectadas com o virus gue expressa ChiFN-alfa sdo parciaiments protegidas
da lise. A monocamada de CEG-32 infectada com NEVChiFN-alfa ¢ de 25 8
5% intacta. Uma profeciio sinds mais forle & observada com NDV axpres-
sands ChiFN-beta. Depols de 48 b, guase 80 & 100% da monocamads de
GRG-22 ssta intacts e protegida da Bise viral A densidads desta monocama-
da ¢ compardvel com a monocamada das cdlulas CEC-32 infectadas MOCK,

Infecgdo com o s virus na linhagem oelular Hala fumorgénics
mostra uma alividade oncolitics compardval entra o8 virus NDV-GFP, NIV
ChiFNealfa o NDVCHIFN-bata. Depols de 48 b, a monocamads de células
Huda infectadas com NDV-GRFR, NDV-ChiFN-alfa ou NDV-ChiFN-bata ¢ qua-
se complelamente destrulda. A monocamads de oélulas de odlulas Helg ine
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factadas MOCK ¢ infacts, indicado pela cor azul das odlulas margadas com

Glemsa,

Figura 3. b Em um segundo soiperimento, a visbilidade celular
ol quantificads 48 b depols da infacglio com NDVs expressando OhiFN. As
células CECG-32 avidrias infectadas com NDVLGFP apresentaram somenis
3% de viabilidade oedular remmansscente. Nas oshulas CEG-32 infectadas com
NDV-ChiFN-alfa, 208% das células remanescantas esiio inlactas. 48 h de-
pais da infecgdo por NDV-ChiIFN-betg da inhagem celular de codomiz CEC-
38 84% das oflulas s8o vidvels ¢ protegidas condra a Hse viral,

Ao contrario, quase qualqusr difersnga na destruicio celular po-
de ser observada depois da infecgde com o8 rés virus NDV-GFP, NDV-
ChiFN-alfa ou RDV-ChiFN-beta na bnhagem de células Hela lumomgéninas.
Depols de 48 k, o valor para as colulas vidvels € pam todos os ds virug en-
fre 3% o 8%, ndicando aprodimadamente uma complela destruivio de ol
tas fumorats,

Exemplo 4

Onedlise seintiva das cohdas tumuorsis porém oo das oflulas primdrias por
NDV recombinantes expressandn ChiFN-aifa ou ChiFN-beta.

Maleriais o Malodos:

5000 celulas de throblasto prirdne ou 3000 cdlulas Heda foram
semeadas em cada pogo de uma placs de B8 pogos. 18 b depois da ssmeae
dura, an diluigdss virals de NDVLGFP (NDVAGFPL NDVAChiFN-alfa (NDV-
ChiFN-alfal o NODV-ChiFN-bata (NDV-ChiFN-beta) foram preparadas. Calu-
fas de fivoblasto foram infectadas com as concantractes virsls indivadas.
Como oontrole negativo, as odlulss de Bbroblasto foram MOCK infectadas.
Depuis de 1 b o incouly fol rmovide, as odlulas foram vadas com PRS &
ncubadas com 200 pl de melo de sulfurs de células por 4 dias no incubador
de oulturs colular. Depols disso, as offulas remanescentes foram fraddas
corn solupdo de formualdeido 4% @ marcadas com oristal violets, A mancha
fol solubilizada o oido acdtico glacial 10% ¢ a absorvnas de cada pogo
fol medide a 585 nm sm um lellor de ELISA

Resullados:
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Quatro dias depois da injecin, os fbroblastos primarios infecta-
das ooy s ds virug NDV-GFP, NDV-ChiFN-alfa & NDV-ChIFNbeta usan-
do MOls entre MOEO,00T até MOLQT gquase ndo mostram g indbig8o da pro-
fferapdo ffigura 4} Os primeiros sinals de inibigao da profiferagdo slo so-
mente sbhesrvados em MOIs onde de 1 ou 10 particudag virals por odlula fo-
ram usadas parg 8 infecgdo. Ao contfrario, células Hels lumorgdnicas infse-
tadas com MOls entre MOEOD01 ¢ MO 10 mostram uma inibicdo de proffe-
racio muty fort. Estes resullado indica gus os NDVs recombinantes &m
wna jansia lerapéutics muts bog, espetiaimente am MOIs baixos como MOI
§.1 ¢ M 0,001, onde guase nanhum efedo fitico € medide nas oflulas prie
marias, & um afeln nbitdrio de crescimento muiio forle & medido nas céhuas
Hada tumorgsnicas. Nenhuma diferanca no formato da crva de morte nas
células morais @ primdnias ¢ obssrvads antrs o vitus de controls NIW-GFP
e 0% virys NOV.CHIFN-alts e NINV-ChIFN-beta exprassando ChiFN,
Exemplo 8
Tempo de sobrevivénela prolongadoe dos smbnides de galinha indeclados
com MOV racombinanie expressandoe ChiFN-alfa ou ChiFN-bata
Materials e Métodos:

Grupos de quinze ovos de galinha embrionados com 11 d de
idade foram infectados com NDV-ChiFN-alfa, NDV-ChiFN-beta, NDV-GEPR
ou 2 cepa NDV LaSota nfo-patogénica, respectivaments, Como material
nfecoiosn, o virus desenvolido em owr no fuide slantoace diluido com FBS
gatérd fol usado, Uma dose infeccioss de 4000 PRU em i volume folal de
200 pb fol uzada. O indeulo ol njelade na cavidade slantoica. Depols da
njeclo, o8 ovos foram incubado 8 37°0 & 0% a 80% de umidade o um
breader de ovos. Os ovos foram examinados & fuz de vely duss veses por
dig nos pontos de fempo indicgdos figura §1 e o smbrides foram averigua-
dus pars sinals de vilaldade. Ealy ensain parmils comparsr a petogenicidas
de de diferentes cepas NDV pals comperasdo do tempo de sobravivéncia
dos smbrides infeclados. O método ¢ basesdo na determinagio do "Tempo
de Morte Médio da Dose Letal Minima (MDT/MLDY descrita sm R.P. Hanson
{19801 O protocolo fol modificado naguela forma que nenhums diluicdo em
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série do estoque virat fol ncculada nos oves, a0 hwves de uma injeglio de
dose viral definida com uma concentiacio mals alta do gue s dose letal mi-
nima, For motives &ces, ssta modificacdo de ansaio reduz a quantidade da
embrides usados para o teste. O MOT & determingdo pels seguinte frmula
MOT = ffguaniidade de morfes em X Bl x (X fr} + {guantidads de morfes am
¥ hi x v b ele JYouantidade de morfes fotal
Resultados:

A sobrevivéncia dos ambrifies de galinha infactados nom NDW-
ChiFNalfa o NDVL.ChiFN-beta & mathorado sm comparagdo com os ambris
&8 infeciados por NDV-GEP, Os ovos embrionados infeciados por NEWS
GFF perdem o8 sinals de vitalidade antre 34 h e 62 b, levands 3 um MDT
{Tempo de Morte Médin} de 80 h. Os sembrides infectados com RDV-ChIFN-
beta estiio sobrevivendn até 88 h com uma MOT calculads de 88 h. Um
fempo de sobrevivéncia compardvel com MDT de 74 h & medido nos smb
Seg indeclados com NDV-ChiFNDsta, A maior parle dog embrifes infentados
por NDV-ChIFN-bata momre enbre 48 b g 88 b A sensibilidade do snsaio &
indicada palo uso da cepa apatogénica ou lantogénica LaSola, Al® mesmos
o2 ovos ambnonades hoculados com 8 ceps NIV LaBols morrem entrs 62
ia 115 hocom um MDT calculado de 85 b Esles experimentos mostia que o
MDT do NIV MTHES entogénico muda para a cepa KDV lentogénica,
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REWVINDICAGOES

1V rus da doengs de Newcasts des RNA oncaditice recombinan
te compreendendo, palo menos um, tansgene codificando uma clidaing de
ave, am que o virus da doanga de Neweastle de RNA gneelitico recombinan-
te ¢ oblido de wn virus da doenga de Newcastle de RNA oneolitico velogéni-
00 Ol TESOGENNG,

& Virus, de acordo com 2 reidrddicacdo 1, compreendsnds pelo
menos m oulre ransgens com atividade forspdulica quando oxpresse por
uma céhuls tumoral infectada por virua,

3. Virus, de acordo com 3 reivindiogelo 2, em qus pelo manos
i oulro transgene © parcialments alogsas ou singens para o hospadsairo.

4. Virus, de scordo com qualaguer uma das relvindicagdes 1 a 3,
&m que 8 palogenicidade do vitus & reduzida parg ums espduis de ave.

5. Virus, de acordo com & refvindicagdo 4, em qug a8 patogenict
dade do virus ¢ redusids para uma ospdcie de ave em relagio 30 virus do
qual o vitus rscombinants € oblide.

& Virus, de acordo com a raavindicacdo 4 ou b, om qus @ espé
ol de sve & selecionads de aves domésticas.

7. Virus, de acordo com qualpuer uma das revindicagies 4 a2 §,
2 QU a sspdcie de ave d galinha,

8 Virug, de acordo com quakiuer uma das reivindicagdes 1 a 7,
o qual & um patdgenoe de gues, particulznnents um patdgens de aves do-
mésticas, mais paricuiaments um patdgeno de galinha.

8. Virus, de acordo com qusiquer uma das reivindicacdes 1 2 §,
ablido da cepa mesogéning MTHES.

10, Virus, de scorde com qualquer umsa das reivindicagdss 1 a8 8,
sm gus pelo menos um outre fransgene oodifica uma prstelng de ligagdo
gus fogn ums atividadde tempdutice guando expressa pely oélula tumoral 1
fsotada por virus.

11, Vitus, de scordo com a refvindicacds 10, em gus 8 proleing
de ligacho & selecionads do seguinte grupo consistindn de um ligapte natu-

ral, um ligante gensticaments maodificads, un dominio soltvvsd recombinante
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de um receptor natiral & uma versdo modificads sus, um ligants de pepth

derivados ssus, 8 uma molsculz fipo anticorpe como uma proteina de repet

céo de angquiting & agmentos e derivados seus.

12, Virus, de acordo com & reivindicacdo 10 ou 11, em que &
proteing de figagao & de um mamifere, por semplo, uma profeing humang,
de murino ou de ofigem ssirilamente relacionads ou quiimariea.

13 Virus, de scordo com gualguer uma das relvindicacdes 10 a
12, &m que @ profeina de gagdo & ums profeina monoménica, dimérics, it
mdrica, lelramenca ou mudlimancs,

14 Virus, de acorde com quabyusr umes das reivindicactes 10 s
13, s que 2 profeinag de ligaglo @ moncespecifica, bisspegifica ou multies.
pacifica,

18 Vinus, de acordo com quaiquer uma das relvindicagtes 10 a
W, em que a proteing de ligasio ¢ uma proteing de fusBo compreendando,
pelo menos um, dominio de ligagio & pelo menos um dominio heterdloge.

18, Virus, de acordo com a reivindicagio 15, am gus 8 proteing

de Hgaclo & uma profeing de fus8o compreendende uma koxing como uma

RKRNAss humana {exologing de pseudomonas, toxing diddea), ou uma prote-

ina de fusdo compreendends uma snzima Hipo belaglicwronidase, beda

profeina de fusdo compreendends ums profeing imune sstimulaténa com

atividade de oitocing Hpo 1.2, 11212, TNF-alfa, IFN-bets ou GM-UBF.

17, Virug, de aoorde com gualguer uma dag reivindicagdes W a
18, em que a groleing de ligagdo & selecionada do grupo consistindo de o
feinas de blogueio dos receptorss do felor de orsseimento atho autinoemo
{por sxemplo, EGFR, Mst), Hgantes competitives para falores de crescimanto
{antagonsiast, profeiies de bloguein parg a RY kesfortagdo, prolsinas de
bloguaio para a tansergdo dependents de E2F ssiabifizadores para p83
figanies antggonisticos para proteinas antiapopidticas {por sxemple, Baldy;
ligantes antagonisticos para ciolings; ligantes anlagonisticos para efetores
Ras {por exemplo, GEFs) Bpantes antagonisticos para proteinas indutoras
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de hipida {por exemplo, HIF1a) inbidores dos fatores de transorigho que
intarferam com a dimesizacdo, lgagdo de DNA sfou ligacdo do cofator {por
exarplo, Myo/Max), ddutorss de diferenciagdo; inibidores de  sinaliza-
caofranslocagdo smad; inibidores de inferactes de adesdo celular {cadarn-
ngs, integrinas, por exemplo, o8B, ovBd) mibidores das enzimas que de-
gradan a mabiz extracelular {por exemplo, MMPsYL Sgantes antagonisticos
para os lgantes pré-angiogdnions {por sxemplo, VEGF-R soltivel), figantes
antagonistices aos receplores pré-angiogdnicos; inibidores de formagdio do
coenplexo estrutural {por exemple, KER/Ras), inibidores de wuciagio de tra-
ducdo {por exemply, eiFdk, EIFda) & inibidorss das quinases mitolicas {por
sxemplo, P}

18 Virus, de acardo com qualquer uma das relvindicagbes 1a
&M que pelo menos um oulio ransgene codifice wma enzima convergoms de
proférmacn que tem stividade terapfutics guando expresse pels célule -
moral infectada por virus.

18, Vitus, de scordor com guatpuer uma das relvindicacdes 1 8 §,
&It que pelo menoe um Sulrd ransgehe codificy wna protease que tem alk
viglatle ferapéution quando sepresse pela céluls tumoral infectads por virus,

20, Virus, de acordo com gqualquer uma das reivindicagdes pre-
cedentes, sm que pelo menos um transgene codificands uma ciftcing de
ave © selecionads dos interfarons de gslinha.

21 Virus, de scordo com s reivindicagdo 20, em que pelo msnos
um transgene codificandn wna cilodina de ave & selecionada dos interferon
de galinha tpo L

22, Whus, de scondo com guakyuss uma das reivindicagbes S a
21, am que s reducho de patogeninidads € » capaculads do virus de redusie
a lse de odlulas de passaros em canns de 48 b depois da infecglo comn MOE
301 medide pelo aumento da viabilidads oslular, por meio do gque g viabilis
dade celidar & aumentada alé palo menes cerca de 25% até curca de 0%
das celulas sobreviventes, mais prafervelmente ale pelo menos cerga de
S0% 2t cerca de 75% de oflulas sobraviventss & mals preferivelments ate
pelo menos carca de 7E% ale 100% das oblidas sobreviventes em relagdo
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ao virus do qual o virus recombinants € oblenivel

23, Virus, de soorde com qusiquer uma das reivindicacbes 8 a
2%, e que a reducdn de patogenicikdade € uma sxtensdo do fempo de so-
brevivéncia dos embrides de galinha infectados com virus em ovos embrio
nados com 11 diss de idads madide pela delerminacio do lampo ds morle
middio (MDT), por meio do que o MDT ¢ prolongado em pelo manes carca de
15 b abd covea de 20 b, mais preferivelmeante pelo manos cerca de 20 h alé
osrea de 30 b, & mails preferivelmente mals de 30 h em comparagdo ao virus
do gual o virdg recombinants & oltide.

24 Virus, de scordo com gualguer uma das refvindicagies 1 a
23, am gue 8 glividade onenlitica do virus para 38 celulas lumorais humanag
& essencialments ndo-reduzida.

25 Virus, de scordo com gualnusy ums das reivindicactes 1 &
23, am que 3 atividade oncodifica do virus pars as cdlulas morals humanas

madida pela viabilidade celular depois de 48 h apde a infecgdo ndo & reduzi-

obfido ¢, mals preferivelmente, ¢ essenciaimante 180 reduzida em relagdo
2o virus do gual o virus recombinante € oblide,

28, Nucleocapsiden de um virus de RMNHA oncolitico recombi-
nanta come definide em qualguer uma das refvindicagtes 1a 38

27, Genoma de um virus de BNA oncolitics recombinants cormo
dafinido em qualguer uma das revindicagdes 1 a 25

28, Moldoula de DNA oodificande o genoma afou antigenoma de
Wit witus de RNA oncelitice recombinanis, como delinido em qualquer wms
das refvindicacdas 1 a8 28

=8, Moldculs de DNA, de soordo com a relvindioagdo 27, opara-
fivaments ligado a uma sequénaia de controle de tanscrigio.

30, Caluda comprasndendo um virus oncolitico recombinants
somo definida am gualguer uma das reivindicacSes 18 25, um genoma viral
da reivindicacio 27 sfou uma moldouls de DRA como defirida na rehvindica-
o0 28 oy 38,

31, CompuosigSo fammacdutice, compreandendo um virus oncoli-
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tion recombinante como definido em gqualquer uma das evindicagbes 1 a
25, um genoma viral como definide na refvindicacdo 27 gfou uma muoldoula
de DNA como definido na relvindicagdo 38 ou 28, coma um ingrediente ativo
cpolonaimente junte com velculo, diluentes efou adjuvanies farmacsutiva-
mente aceltavels,

32, Composipdo fanmac@utica, de scordo oot 8 redvindicacio
31, compresndendo ainds wm profdrmace © gual pode ser convertido am um
samposte erapeuticamente alive pela enzima conversdra de profdmaco
codificads palo menoes por um ansgens adickonal.

33, Metodo para o ralamento de ums doencs proliferativy, some
preandendo a2 administragdo am umea guantidades farmacsuticamente eficaz
& W individuo necessitado disso de um virus oncolitico recombinants como
dafinido ey qualquer uma das relvindicac8es 1 a 858, uin ganoma vival como
definide na sivindivacio 27 sfou uma mokiculs de DNA como definido na
reivindicacds S8 ou 28,

34, Motodo, de acorde com a rewvindicagdo 33, compresndendy
& administraclo am uma guanidade farmacsuticamente eficaz a um indivi-
dun necessitado disso de

() o virus oncolitico recombinanie como definido em quasigusy
wma das revindicagtes 1 8 25, um genoma viral como definido na reivingi
cacdo 3F edou uma molecula de DNA como definide na reivindicasdo 28 ou
28, compreandendo, pele menos um, tansgene codiicande uma enzima
cunversors de proférmace,

{#) um profarmace sdequado pars o tratamento da dosnga proli
ferativa luntamente com o vitug, cuje profanmacs pode ssr convertido em um
composto farmaceuticamente alive pela ensima conversaes de profdrmace
da {i}

35, Matodo, de acordo com qualgusy uma das relvindioacdes 33
a 34, em gus g individuc & wn paciante humano.

38, Virus de RNA oncoliico recombinante para aves domeésticas,
compreandendo um dcide nucleico compreandendn, pelo Mmenos im, ans-

gens que oodifica uma citorina,



37, Wirus, de acordo com a reivindicacdo 38, o qual & atenuado
para galinha,
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REBUMO
Patents de Invengio: "PARAMIXOVIRUS ONCOLITICO ATENUADO QUE

CODIFICA CITOCINAS AVIARIAS”,

A nvengdo refersese 2 um vitus da Doenga de Newoastls de
RNA oncolitico recombinante para o ratamento de uma doenca proliferativa,
compresndends, palo menos wn, ansgene codificande uma oifocing de
ave, am gue o virus da Dosnga de Newoastle de RNA oncolitice recombi-
nante & obtido de um virus da Doenga de Newoastie de RNA onoolitico vele
géning ou mesogénico: A expressdo mediada por virus da cifocing nas calu-
fas hospedeias naturas lova 3 ums palogenitidade reduzida do virus pars

sapdcies de aves. Alam disso, 0 genoma visl pade oodificar proleinas de

fgaclo, enzimas conversoras de profarmacs efou profedses. A exprassdo

seletiva dessas moléoulas am calulas fumorais infeciadas com vitus auwmen-

n o afetto antitimaorst do vinus,



Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
biolégicas de que trata a Resolugdo INPI 228 de 11/11/2009:

Cédigo de Controle

Campo 1

I A A

9F7F40484C338

Campo 2

AEAACRTATR M A
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