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DESCRIGAO

VECTOR VIRAL E SUAS APLICAGOES

CAMPO DA INVENGAO

A presente invengdo estd compreendida no campo de
engenharia genética. A presente inveng¢ao refere-se
especificamente a vectores virais que sofreram mutacdo e as
suas aplicac¢des, particularmente em geracdo de linhagem de
células estdvels in vitro e produgdo de proteinas de forma

constitutiva.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

Foram desenvolvidos vectores de expressao de alfa
virus a partir de diferentes virus, que incluem o virus
Sindbis (SIN) (34), o virus da floresta de Semliki (SFV)
(18) e o virus da encefalite equina venezuelana (VEE) (25).
Os vectores de alfa virus sdo normalmente baseados em
réplicas de RNA nas quals 0s genes estruturais foram

substituidos por um gene heterdlogo.

A réplica de alfa virus contém um ORF que codifica a
replicase wviral (Rep) na sua extremidade 5', que ¢é
traduzida quando o RNA ¢ transfectado em células
eucaridticas. A Rep é expressa na forma de poliproteina que
¢ processada em seguida em quatro subunidades (nsps 1 a 4)
(30) . A Rep ndo processada pode copiar o vector de RNA numa
linhagem de RNA negativa, um processo que tem lugar apenas
durante as primeiras trés a guatro primeiras horas apds a
transfeccdo ou infeccdo. Uma vez processada, a Rep

utilizard o RNA de linhagem negativa como um molde para a
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sintese de outras moléculas reprodutoras. A Rep processada
pode também reconhecer uma sequéncia interna no RNA de
linhagem negativa ou promotor subgendmico, do qual
sintetizard um RNA de linhagem positiva subgendmica
correspondente & extremidade 3’ da réplica. Este RNA
subgenémico serd traduzido para produzir a proteina
heterdloga em grandes quantidades. O RNA de réplica pode
também ser embalado em particulas virais por meio da co-
transfeccdo de células com um ou mais RNAs auxiliares que
podem fornecer as proteinas estruturais virais em trans (2,
4, 8, 25, 29) ou wutilizando 1linhagens celulares de

embalagem estdveis (24).

A reproducdo do vector de alfavirus é citopatica na
maior parte das células de mamiferos devido a mecanismos
gue ainda ndo sdo completamente compreendidos (3, 9, 13). O
efeito citopatico induzido por esses vectores é mediado por
apoptose independente de p53 e normalmente ocorre de 48 a
72 horas apds a transfecgdo ou infecgdo (14). Suspeita-se
gue nsp2, um dos quatro componentes da replicase viral,
poderd ter um papel importante na inducdo da apoptose (11,

12) .

0Os vectores alfavirus citopaticos vém sendo utilizados
numa série de aplicag¢des, que incluem a produgdo e
caracterizacdo de proteina in vitro (33), bem como em
estudos sobre a vacinacdo e em terapia genética de cancro
(19, 26). Uma desvantagem importante desse vector viral do
tipo selvagem repousa no facto de ndo poderem ser
utilizados em aplicac¢des em que se deseja expressao de

transgene de longa duracgdo.

Para solucionar esta desvantagem, diversos grupos
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identificaram uma série de mutagdes na replicase de
alfavirus que podem converter esses vectores virais
citopdticos em vectores virais ndo citopaticos, o que
permite uma expressdao com duracdo mais longa dos produtos
recombinantes expressos pelo vector viral. Estes estudos
levaram a geragdo de vectores ndo citopdticos derivados de
SIN (7, 22), SFV (20-22) e, mais recentemente, de VEE e EEE

(virus da encefalite equina do leste) (23).

A maior parte das mutag¢bes ndo citopaticas detectadas
em alfavirus foi localizada na subunidade Rep nspZ2. Esta
proteina contém um dominio helicase na extremidade amino e
um dominic proteoclitico na extremidade carboxilo, em que
este ultimo estd envolvido no processamento de Rep nas suas
cguatro subunidades (30). Demonstrou-se que as mutac¢des ndo
citopaticas descritas para nsp2 afectam o dominio
proteclitico de nsp2 ou as posigdes prdéximas dos locais de
divisdo entre nspl/2 ou nsp2/3, de forma a alterar o

processamento de Rep.

Um mutante ndo citopatico isolado em SIN, que continha
uma unica alteracgdo de aminodcido (P para L) na posicdo 726
em nsp2 (vector SIN P726L em nsp2), exibiu
hiperprocessamento de Rep (7). Este mutante fol capaz de
estabelecer efectivamente a reproducdo continua em células
de  BHK. A introducdo de diferentes alteracdes de
amincacidos na mesma posicdo desse mutante demonstrou gue
existe uma forte correlacdo positiva entre o nivel de
reproducdo de NRA e a citopatogenicidade do vector. Este
vector de SIN ndo citopatico possul ampla utilizacdo in
vitro, pois ele pode fornecer uma expressdo de transgene de
longa duracdo com bons niveis de estabilidade e niveis de

expressdo que foram de cerca de 4% dos obtidos com o vector
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SIN original do tipo selvagem (wt) (1). Apesar do facto de
0 mencionado vector ndo ser citopatico, entretanto, néo
possul a capacidade de gerar linhagens celulares estéaveis
com altos niveilis de expressdo. De facto, em linhagens
celulares geradas com o vector de SIN P726L que conduz ©
gene LacZ, a expressdao do transgene fol perdida em 45% das
células transfectadas apds cinco passagens e a estabilidade
da expressdo somente fol atingida por meio de seleccdo de
clones individuais (1), que atrasaram consideravelmente a
obtengdo de um alto numero de células que podem expressar
eficientemente o transgene. Mesmo assim, estas linhagens
mantiveram baixos niveis de expressdo (4% dos niveis

obtiveram o vector SIN do tipo selvagem).

Um vector de SFV ndo citopatico que compreende as
mutacdes P718T e R649H (R649H/P718T) na subunidade nspZ2,
gue expressa 0 gene pac de resisténcia a puromicina, foi
descrito adicionalmente, embora a sua capacidade de geragdao
de linhagens celulares estaveis em alta expressdo ndo tenha
sido descrita (Smerdou, C. et al., 2004, Sétimo Simpdsio
Internacional Sobre Virus de RNA de Linhagem Positiva, Sdo

Sdo Francisco, EURA).

Com relagdo aos mutantes de SFV ndo citopdticos
descritos por Perri et al (22), que incluem os mutantes
SF2A (mutacgdo L10T em nsp2) e SF2C (mutagdo L713P em nsp2),
bem como ED mutante duplo (S259P e R650D em nsp2) descrito
por Lundstrém et al (21), ¢é verdade que eles podem
expressar niveis de proteina gque sdo similares ou até
maiores que os do virus do tipo selvagem (PD mutante), mas
em todos os casos estes mutantes ainda sdo citopdticos
(vide o Exemplo 8 da presente memdria descritiva) e a

geragdo de linhagens celulares estdveis que expressam
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proteinas heterdlogas com base nos mencicnados vectores
virais ndo foil descrita. Os dados relativos ao efeito
citopatico do vector SFV-PD sdo adicionalmente sustentados
por resultados publicados posteriormente por Lundstrdm et
al (20), que demonstram como a expressdo de f-gal ou GFP em
células de BHK infectadas com um vector de SFV-PD que
conduz LacZz ou GFP como um gene marcador atinge o maximo
apts 48 horas para cair drasticamente em seguida nos trés a
gquatro dias seguintes, o que indica a ocorréncia de um
efeito citopatico nas células (vide Figura 2 da referéncia

mencionada) .

Portanto, embora mutantes pontuals no gene que
codifica a proteina nsp2 dos alfavirus SIN e SFV tenham
sido descritos e embora esses mutantes possuam uma redugdo
da citopatogenicidade, nenhum dos mencionados mutantes
exibiu a capacidade de gerar linhagens de células estaveis

com altos niveis de expressao.

Portanto, existe ainda a necessidade de desenvolver
vectores alfavirus virais ndo citopaticos alternativos,
Uteis para a producdo de linhagens de células estaveis que
podem produzir a proteina heterdloga na presenca de

seleccdo.

SUMARIO DA INVENGAO

Vectores alfavirus podem expressar altos niveis de
proteina recombinante em diferentes tipos de células. Esta
expressdo, entretanto, ¢é transitdéria devido a natureza
citopatica da reprodugdo viral. Para adaptar estes vectores
a estudos de 1longo prazo, foram 1isolados mutantes ndo

citopaticos do virus Sindbis (SIN), do virus da floresta de
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Semliki (SFV) e do virus da encefalite equina venezuelana
(VEE). A malor parte desses mutantes contém alteracdes em

nsp2, uma subunidade da replicase viral.

Para gerar novos factores de SFV ndo citopaticos, as
mutagdes descritas para a criag¢do de um vector SIN ndao
citopatico foram introduzidas numa posicdo conservada em
SFV. Curiosamente, descobriu-se que uma réplica de SFV que
contém mutacdo P718T em nsp2 e carrega gene LacZ como um
gene heterdlogo (SFV-LacZ) gerou variantes ndo citopdticas
gque formam coldénias que expressam PB-galactosidase (f-gal)
sem lhes aplicar a selecgdo, apesar de aparentemente terem
sido incapazes de se reprcduzir na maior parte das células.
Formulou-se a hipdtese de as variantes ndo citopaticas
serem devidas &a mutacgdes adaptativas secundarias. Para
isolar estas variantes, o gene puromicina N-
acetiltransferase (pac) (gene de seleccdo) foi introduzido
no mutante SFV-P718T e foram seleccionados ©0s clones de
células BHK que foram resistentes a puromicina. Uma réplica
ndoc citopdtica que contém uma segunda mutacdo no sinal de
localizagdo nuclear nsp2, especificamente a mutag¢ao R649H,
foi resgatada de um dos clones seleccionados. Este mutante
duplo, identificado como SFV-52-9 no presente relatdrio
descritivo, gque contém as mutagdes R649H e P718T em nsp2,
reproduziu-se em niveis que foram sessenta vezes menores
que os do vector SFV do tipo selvagem, que foi
correlacionado a auséncia de citopatogenicidade em células
transfectadas com o vector SFV que contém a mutagdo dupla
R649H/P718T em nsp2. Observou-se um nivel de expressdo de
B-gal similar em células transfectadas com SFV-52-9-Lacz e
SFV-LacZz 24 horas apds a transfeccdo, que estava na faixa

de cerca de 15 pg/célula (Figura 6).
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De modo bastante surpreendente, vectores wvirais nao
citopaticos baseados no mencionado mutante SEFV duplo (SFV-
S2-9) que contém a mutacgdo dupla R649H/P718T em nsp2 foram
capazes de gerar linhagens celulares estaveis gque podem
expressar [(-gal pelo menos por dez passagens em cultura (o
percentual de células que expressam PB-gal, determinado em
cada passagem por meio de manchas de X-gal, variou de 70% a
90% de acordo com a passagem, mas foi de mais de B85% na
passagem 10, o que indicou uma grande estabilidade da
expressdo de transgene na presenga de selecgdo, como Sse
pode observar na Figura 7), que ¢é ainda a expressédo
constitutiva porgue aumentou ao longo do tempo em células
transfectadas com SFV-S2-9-LacZ, atingindo estabilizacdo em
cerca de 30 pg de B-gal/célula 48 horas apds a transfeccgdo.
Por outras palavras, por meio de transfecc¢cdo com o vector
SFV mutante duplo ndo citopédtico (R649H/P718T), atingiu-se
quantitativamente uma expressdao que foi duas vezes a
atingida 24 horas apds a transfecgdo quando as células

foram transfectadas com o vector SFV do tipo selvagem.

O mencionado vector SFV mutante duplo ndc citopatico
(R649H/P718T) também foi capaz de gerar linhagens de
células estavels que podem expressar constitutivamente
proteinas heterdélogas de interesse, tais como
cardiotrofina-1 de rato (rCT) e o factor de crescimento
similar a insulina humano (IGF-I), em nivels semelhantes

aos cobtidos ao utilizar-se o vector SFV do tipo selvagem.

De facto, o mencionado vector SFV mutante duplo
(R649H/P718T) foi capaz de gerar linhagens celulares
estdveis que podem expressar constitutivamente rCT em
niveis semelhantes aos cbtidos com o vector SFV do tipo

selvagem, que foram de cerca de 4,3 pg/célula (Exemplo 9).
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Embora fosse observada uma alta estabilidade do vector nas
linhagens celulares analisadas, nas linhagens que expressam
rCT e pac de dois promotores subgendmicos independentes,
observou-se uma estabilidade mais baixa que com 0 gene
LacZ, em que a expressao de rCT comega a diminuir a partir
da passagem 6 até virtualmente desaparecer na passagem 11
(Figura 16). No entanto, &a fusdo dos genes rCT e pac
utilizando a sequéncia de nucleotideos que <codifica
autoprotease 2A de virus de doencga da boca e dos pés (FMDV)
como um ligante permitiu, a geracdo de linhagens de células
estdveis nas gquais a estabilidade da expressdo de rCT
permaneceu sem variagdes por pelo menos dez passagens

(Figura 17).

Do mesmo modo, © mencionado vector SFV mutante duplo
(R649H/P718T) também foi capaz de gerar linhagens de
células estavels que podem expressar IGF-I em niveis que
podem ser comparados com os obtidos com o vector de SEV do
tipo selvagem (Figura 19), que foram de cerca de 50
pg/célula (Exemplo 10). As linhagens que expressam IGF-I e
pac de dols promotores subgendmicos independentes exibiram
niveis de expressdo de IGF-I gue foram um pouco mais baixos
gue o vector SFV do tipo selvagem (cerca de duas vezes
menos na passagem 1) e exibiram ainda uma estabilidade mais
baixa do que com o gene LacZ, em que a €XpPressao comeca a
diminuir a partir da passagem 5 e diminui cerca de oitenta
vezes entre as passagens 1 e 10 (Figura 20). A fusdo dos
genes pac e IGF-I utilizando a sequéncia de nucleotideos
que codifica autoprotease de FMDV 2A como um ligante
permitiu a geragdo de 1linhagens estaveis nas quais a
expressdo de IGF-I na passagem 1 era mais préxima do vector
SFV do tipo selvagem e em que a estabilidade da expressdo

de IGF-I foi mantida com pequenas variag¢des até a passagem



EP2097533

10 (na passagem 10, foi apenas quatro vezes menor que a

observada na passagem 1) (Figura 20).

Além disso, como se pode verificar no Exemplo 8, a
presente 1nvengdo rompe um preconceito estabelecido no
estado da técnica por demonstrar que vectores SFV que
sofreram mutacédo presentes no estado da técnica e definidos
como ndo ciltopaticos mantém as caracteristicas de

citopatogenicidade.

Tal como expresso na presente invencdo, a expressédo
“linhagem de células estaveis” refere-se a linhagens
celulares nas quais o percentual de células que expressam
um produto heterdlogo (tal como um peptideo ou uma proteina
heterdloga etc.) na passagem 10 é de mais de 85%, em que o
mencionado percentual é capaz de ser mantido ou excedido em

passagens sucessivas ou subsequentes.

A expressdo “expressdao constitutiva”, da forma
utilizada no presente, designa a capacidade adicional que,
surpreendentemente, as linhagens de células estaveis
mencionadas acima possuem para expressar o produto
heterdélogo num nivel quantitativamente alto (mais de 50%
com relacdo ao atingido 24 horas apds a tradugdo, quando as

células sdo traduzidas com o vector do tipo selvagem).

Do mesmo modo, como & sabido no estado da técnica, uma
“réplica de RNA” ¢ uma sequéncia de nucleotideos que
utiliza unitariamente um RNA complementar como  um
intermedidrio que util como um molde de producdo de mais
moléculas do RNA original. Com este propdsito, geralmente

S840 necessarias sequéncias especificas nas extremidades de

RNA, A réplica contida nos vectores virais fornecida pela
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presente inveng¢do compreende a extremidade 5’ necessédria
para reproducdo de SFV, em gque a sequéncia codifica a
enzima SFV replicase com mutagdes P718T e R649H na regido
nsp2, pelo menos um promotor subgendémico de SFV viral, um
polinucleotideo que compreende um gene de selecgdo, um
polinucleotideo que compreende uma sequéncia de
nucleotideos que codifica um produto heterdlogo de
interesse e a extremidade 3' necessaria para reprodugdo de
SFV que contém uma sequéncia terminal de poliadeninas (P61i
A). Numa forma de realizacdo especifica, o mencionado
polinucleotideo que compreende o gene de selecgdo, bem como
o mencionado polinucleotideo que compreende uma seguéncia
de nucleotideos que codifica um produto heterdlogo de
interesse, sdo colocados a Jusante de dois promotores
subgendmicos 1independentes e ligados operacionalmente aos
mencionados promotores (ou seja, um dos mencionados
polinucleotideos ¢é colocado a Jjusante de um promotor
subgendmico e a ele ligado operacionalmente e o outro
polinucleotideo ¢é colocade a Jusante do outro promotor
subgendmico e a ele ligado operacionalmente). Numa outra
forma de realizacao especifica, 0 mencionado
polinucleotideo que compreende o gene de selecgcdo e ©
mencionado polinucleotideo que compreende uma sequéncia de
nucleotideos que codifica um produto heterdlogo de
interesse sao fundidos entre si, convenientemente por meio
de um polinucleotideo que compreende uma sequéncia de
nucleotideos que codifica um local de divisdo proteolitica
pds-traducgéo, convenientemente um  local de divisdo
autoproteolitica pds-tradugdo, e sdo colocados a jusante de
um unico promotor subgendmico e a ele ligados

operacionalmente.

Num aspecto, portanto, a presente invencédo refere-se a
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um vector viral (vector viral de acordo com a presente
invencdo) que compreende uma réplica do virus da floresta
de Semliki (SFV), em que a mencionada réplica compreende
(1) a sequéncia de nucleotideos que codifica a enzima
replicase de SFV com mutacbes P718T e R649H na subunidade
nsp2, (ii) um polinucleotideo que compreende um gene de
selecgdo e (iii) wum polinucleotideo que compreende uma
sequéncia de nucleotideos gue codifica um produto

heterdlogo de interesse.

Num outro aspecto, a presente invengdo refere-se ao
uso de um vector viral de acordo com a presente invencao
para a geracdo de linhagens celulares estaveis in vitro que
podem expressar constitutivamente produtos heterdlogos de

interesse.

Noutro aspecto, a presente invencdo refere-se a uma
linhagem celular estavel que pode expressar
constitutivamente  produtos heterdlogos de interesse,
caracterizada pelo facto de que ¢ uma linhagem celular
transfectada com um vector viral de acordo com a presente

invencdao.

Noutro aspecto, a presente invencdo refere-se a um
método de geracdo 1Iin vitro da mencionada linhagem de
células estdaveis podem expressar constitutivamente produtos

heterdlogos de interesse.
Num outro aspecto, a presente invengdo refere-se ao
uso da mencionada 1linhagem de células estdveis para a

geragdo in vitro de produtos heterdlogos de interesse.

Num outro aspecto, a presente invengdo refere-se a um
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método de produgdo in vitro de um produto heterdlogo de
interesse que compreende a cultura da mencionada linhagem
de células estaveis em condigdes que permitam a expresséao
do produto heterdlogo de interesse contido no vector viral
utilizado para gerar a mencionada linhagem de células

estaveis.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

Figura 1. Avaliacdo da ciltopatogenicidade dos
reactores SFV que conduzem mutacdes derivadas de SIN.
Os plasmideos pSFV-LacZ que contém as mutagdes P718T
(pSFV-S2-Lacz) e P718F (pSFV-S3-LacZZ) em nsp2 foram
construidos conforme descrito nos exemplos. RNA foi
transcrito in vitro a partir de cada um desses
plasmideos, bem como do pSFV3-LacZ original, e sofreu
electroporacdo em células BHK que foram semeadas em
placas com um didmetro de 35 mm sob baixa confluéncia
e manchadas com X-gal apds a cultura pelos tempos
indicados. No caso de SFV-S2-LacZ ou SFV-S3-Lacz, foi
fornecida uma passagem 1:5 para as células
transfectadas com os mencionados vectores apds 96
horas em cultura. Uma representag¢do esquematica do RNA
de cada vector ¢ exibida acima de cada conjunto de
imagens. Cap: c¢irculo na extremidade esquerda dos
vectores; nsp: proteinas ndo estruturais; seta

horizontal: promotor subgendmico de SFV; An: pdli A.

Figura 2. Células de BHK resistentes a puromicina
seleccionadas apdés a electroporacdo com diferentes
RNAs. As células BHK foram electroporadas com o0s
vectores de RNA SFV indicados ou sem RNA (nenhum RNA),

semeadas em placas com um didmetro de 35 mm e mantidas
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em recuperagdo por 24 horas antes da adigdo de
puromicina & 5 ug/ml. As placas foram manchadas com
violeta de metila nos momentos indicados apds a

transfeccgao.

Figura 3. Localizac¢do intracelular de nsp2 em células
transfectadas com RNA de SFV. As células BHK foram
electroporadas com oS vectores de RNA SFV ou vectores
sem RNA (nenhum RNA) e foram analisadas por meio de
imunofluocrescéncia 24 horas apdés a transfeccdo.
Anticorpos monoclonais de ratos que foram especificos
para as formas nucleares (onsp-n) ou citoplasmaticas
(onsp2-c) de nspZ2 foram utilizados como anticorpos
primarios e um soro de coelho policlonal especifico
para IgGs de ratos conjugados a FITC foi utilizado
como um anticorpo secundario. Nucleos manchados com
Dapil das mesmas ceélulas foram observados com um filtro

de UV (Dapi).

Figura 4. Andlise do RNA ©SFV nas células BHK
transfectadas. O RNA total fol extraido de uma
linhagem de c¢élulas BHK estaveis obtida apds a
electroporacdo da réplica SFV-52-9-pac e a seleccdo
com puromicina (1inha 1) ou de células BHK
electroporadas com SFV-S2-9-pac (linhas 2 a 4), SFV-
pac (linha 5), SFV-LacZ (linha 6) ou co-electroporadas
com réplicas SFV-S2-9-pac e SFV-pac (linha 7) e foi
analisado em 24 horas (linhas 2, 5 a 7), 48 horas
(linha 3) ou 72 horas (linha 4) apds a electroporagdo.
A presenga dos RNAs SFV  (g) genbmicos e (sqg)
subgenémicos foi analisada por meio de Northern Blot
32

com um oligonucleotideo marcado com P especifico

para o promotor subgenbmico SFV, 0s numeros na parte
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inferior dos géis indicam as razdes de RNA
subgenémico/gendmico (sg/g) em cada caso. Na linha 7,
referem-se & razdo sg/g de SFV-S52-9-pac (pac) ou de
SFV-LacZ (LacZ), respectivamente. A parte esquerda do
gel fol exposta por 72 horas, enquanto a parte direita

fol exposta por uma hora.

Figura 5. Expressdo in vitro e in vivo de proteinas
ndo estruturais. a. O RNA SFV-pac original (tipo
selvagem) ou o RNA SFV-pac que contém as mutagdes
indicadas foram traduzidos em lisatos de reticuldcitos
de coelhos na presenca de [7S]-metionina e [’°S]-
cisteina e foram analisados por meio de SDS-PAGE em
géis a 8% e posteriormente autorradiografados. Dois
géis que contém as mesmas amostras foram conduzidos
por tempos diferentes para obter uma melhor separacgdo
das faixas com alto peso molecular (gel superior,
migrag¢do mais longa) e detectar os mondmeros nspl e 3
com um peso molecular menor (gel inferior, migracdo
mais curta). b. Andlise da expressdo de replicase nas
células transfectadas. Os 1lisatos das células BHK
controle, de linhagem de células BHK estdveis obtidas
apés a electroporagdo com réplica SFV-S52-9-pac e
seleccdo com puromicina ($2-9) ou de células que
sofreram electroporagdo com © RNA SFV-pac original
(tipo selvagem) ou de SFV-RHR-pac (RHR) mutante foram
analisados por meio de imuno-manchas utilizando um
antissoro de coelho policlonal especifico contra nsp2
(gel superior) ou contra nsp3 (gel central). As mesmas
amostras com um anticorpo especifico contra B-actina

foram analisadas como um controle interno.

Figura 6. Andlise da expressido de B-gal., Células BHK
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foram electroporadas com os RNAs indicados e o nivel
de expressdo de PB-gal por célula foi determinado nos
momentos indicados apds electroporagdo. O eixo x exibe
o tempo apds a transfeccdo em horas e o eixo y exibe

08 picogramas de B-gal por célula.

Figura 7. Estabilidade da expressdo de fpf-gal nas
células transfectadas com vector SFV-S2-9-LacZ-pac. AS
células BHK sofreram electroporagdo com SFV-S2-9-Lacz-—
pac RNA e foram seleccionadas na presenga de
puromicina a 5 ug/ml. As células seleccionadas
passaram a cada dois ou trés dias com ou sem
puromicina e o percentual de células que expressam [-
gal em cada passagem foil determinado por meio de
manchas de X-gal. Os dados correspondem a média de
trés experiéncias diferentes, sendo exibido o desvio
padrado. A figura exibe um campo tipicc de células BHK
que contém o vector SFV-8S2-9-LacZ-pac que passou por
dez vezes na presenc¢a de puromicina e foi manchado com
X-gal. O eixo X exibe o numero de passagens e€ o eixo y

exibe o percentual de células manchadas de azul.

Figura 8. Representacgao esquematica de duas
realizaces, na forma de RNA, do vector viral para
geracdo de linhagens de células estaveils e produgdo de
proteinas estédveis. A réplica de SFV é ladeada pelas
sequéncias 5’ e 3’ necessarias para reprodugdo de SFV,
em gue a sequéncia 3’ incorpora uma sequéncia terminal
de poliadeninas (P&li A). A replicase com subunidades
nspl a nsp4 e o promotor subgendmico SFV sobreposto
com nspd4 (SGl) sdo incluidos no interior da réplica.
As mutacdes R649H e P718T tipicas do vector replicase

sdo exibidas sobre nsp2. A réplica também incorpora um
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gene de seleccido (PAC) e um gene de interesse (GOI)
que codifica a proteina recombinante que deve ser
produzida constitutivamente. Nos Exemplos A e C, a
réplica também incorpora um segundo promotor
subgenémico (SG2), de tal forma que a expressdo de PAC
e GOI seja controlada por um promotor de SG diferente,
SG1 ou SG2 sem distingdo conforme a construgdo A ou C
seleccionada. No Exemplo B, a expressdo de PAC e GOI ¢
controlada pelo mesmo promotor de SGl1, produzindo uma
proteina hibrida que é dividida por proteases num
local especifico intercalado entre PAC e GOI. cap:

estrutura de cap.

Figura 9. Avaliacdo do efeito citopédtico de SFV-Laci.
RNA foi transcrito in vitro a partir de plasmideo
PSEV-Lac?Z (vector de tipo selvagem) e foi
electroporadc em células BHK. As células foram
distribuidas em placas de 35 mm sob baixa confluéncia
e foram fixadas e manchadas com X-gal nos tempos

indicados (d, dia).

Figura 10. Avaliacdo do efeito citopdtico de SFV-SF2A-
LacZ. RNA foi transcrito 1in vitro a partir de
plasmideo pSFV-SF2A-LacZz e foil electroporado em
células BHK. As células foram distribuidas em placas
de 35 mm sob baixa confluéncia e foram fixadas e
manchadas com X-gal nos tempos indicados (d, dia). As

células passaram 1:5 quatro dias apds a transfeccéo.

Figura 11. Avaliacdo do efeito citopatico de SFV-SF2C-
LacZ. RNA foi transcrito in vitro a partir de
plasmidec pSFV-SF2C-LacZz e fol electroporado em

células BHK. As células foram distribuidas em placas
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de 35 mm sob baixa confluéncia e foram fixadas e
manchadas com X-gal nos tempos indicados (d, dia). As

células passaram 1:5 quatro dias apds a transfeccgéo.

Figura 12. Avaliacgdo do efeito citopatico de SFV-PD-
LacZ. RNA foi transcrito 1in vitro a partir de
plasmideo pSFV-PD-Lacz e foil electroporado em células
BHK. As células foram distribuidas em placas de 35 mm
sob baixa confluéncia e foram fixadas e manchadas com

X-gal nos tempcs indicados (d, dia).

Figura 13. Avaliac¢do do efeito citopatico de SFV-S2-
LacZz. RNA foi transcrito in vitro a partir de
plasmideo pSFV-S2-LacZz e fol electroporado em células
BHK. As células foram distribuidas em placas de 35 mm
sob baixa confluéncia e foram fixadas e manchadas com
X-gal nos tempos 1indicados (d, dia). As células
passaram 1:5 quatro dias apds a transfecgdo. Este
mutante S2 foi capaz de gerar a formacdo de coldnias

de células que expressam p-gal.

Figura 14. Avaliagdo do efeito citopatico do vector
SFV-52-9-LacZ que conduz as mutag¢des P718T e R649H.
RNA foi transcrito in vitro a partir de plasmideo
pSFV-S2-9-LacZ, pSFV-S2-Lacz ou pSFV-LacZz e foil
electroporadec em c¢élulas BHK. As células foram
distribuidas em placas de 35 mm sob baixa confluéncia
e foram fixadas e manchadas com X-gal nos tempos

indicados (d, dia).

Figura 15. Anadlise da expressdo de cardiotrofina-1 de
ratos (rCT). a. Diagrama dos dois vectores de SFV nao

citopaticos que conduzem o gene PAC e o gene r(CT. sg
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Pr, promotor subgendmico; 2R, sequéncia de
nucleotideos que codifica autoprotease 2A do virus de
doenga da médo e dos pés (FMDV). b. Andlise da
expressdo de rCT. Células BHK sofreram electroporacdo
com RNA de SFV-352-9-rCT-pac (rCT-pac), SFV-352-9-pac2A-
rCT (pac-2A-rCT) ou SFV-S2-9-pac (S2-9-pac) como um
controle negativo e foram seleccionadas na presenca de
puromicina a 5 pg/ml. As células seleccionadas foram
lisadas e a expressdo de rCT fol analisada por meio de
imuno-manchas utilizando um anticorpo especifico para
cardiotrofina (gel superior). Como uma quantidade de
controlo, as mesmas amostras foram analisadas com um
anticorpo contra actina (gel inferior). wtCT, lisato
de c¢élulas BHK transfectadas com SEV-rCT obtido 24
horas apdés a transfecgdo e utilizado como controle

positivo. M, marcadores de peso molecular (kDa).

Figura 16. Analise da estabilidade da expressaoc de rCT
em células BHK do vector SFV-5S2-9-rCT-pac. As células
BHK sofreram electroporagdo com RNA SFV-S2-9-rCT-pac e
foram seleccionadas na presen¢ga de puromicina a 5
pg/ml. As células seleccionadas passaram 1:5 a cada
dois a trés dias até onze passagens consecutivas (pl a
pll), em que a expressdo de rCT em lisatos celulares é
analisada em cada passagem por meio de imuno-manchas
com um anticorpo especifico para cardiotrofina (gel
superior) e com um anticorpo especifico contra actina
como um controle de carga (gel inferior). Diversas
quantidades de rCT recombinante purificado (recCT)
foram utilizadas como um controle de quantidade. E
exibido uma experiéncia representativa de duas
experiéncias conduzidos que geraram um resultado de

expressdao e estabilidade similar., S2-9-pac, controle
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negativo de células electroporadas com vector SFV-S2-

9-pac. M, marcadores de peso molecular (kDa).

Figura 17. Analise da estabilidade da expressdo de rCT
em células BHK do vector SFV-52-9-pac22-rCT. As
células BHK sofreram electroporagdo com SFV-52-9-
pac2A-rCT RNA e foram seleccionadas na presenca de
puromicina a 5 pg/ml. As células seleccionadas
passaram 1:5 a cada dois a trés dias até dez passagens
consecutivas (pl a pl0), em que a expressao de rCT em
lisatos celulares ¢ analisada em cada passagem por
meio de imuno-manchas com um anticorpo especifico para
cardiotrofina (gel superior) e com um anticorpo
especifico contra actina como um controle de carga
(gel inferior). Diversas quantidades de rCT
recombinante purificado (recCT) foram utilizadas como
um controle de quantidade. E exibida uma experiéncia
representativa de quatro experiéncias conduzidas dque
geraram um resultado de expressdao e estabilidade
semelhante. S$2-9-pac, controle negative de c¢élulas
electroporadas com vector SFV-SZ-9-pac. M, marcadores

de peso molecular (kDa).

Figura 18. Diagrama dos vectores SFV ndo citopaticos
que carregam O gene pac e o0 gene IGF-I. O vector SFV-
S2-9-IGF-pac que carrega o gene PAC e o gene IGF-I sob
0 controle de promotores subgendmicos (sg Pr) virais
independentes, em que o gene IGF-I foi fundido com o
aprimorador de tradug¢do de capsideo  SFV (b1)
utilizando a sequéncia de nucleotideos que codifica
autoprotease de FMDV 2A (2A) como um ligante. O vector
SFV-52-9-pac2A-IGF conduz o gene PAC fundido com o

gene IGF-I utilizando a sequéncia 2A como um ligante.
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Figura 19. Analise da expressdo de IGF-I. As células
BHK sofreram electropora¢do com RNA de SFV-32-9-IGF-
pac, SFV-52-9-pacZA-IGF ou ©SFV-S2-9-pac (controle
negativo) e foram seleccionadas na presenca de
puromicina a 5 ug/ml. As células seleccionadas
passaram uma vez (passagem 1), em que o scbrenadante é
recolhido em 24, 48 ou 72 horas apdés o seu plantio. A
expressdo de IGF-I foli analisada em cada um dos
sobrenadantes por meio de um ELISA especifico para
IGF-I humano. SFV-IGF-I, sobrenadante de células BHK
transfectadas com RNA do vector SFV-IGF-I do tipo
selvagem obtido 24 horas apdés a transfecgdo e

utilizado como controle positivo.

Figura 20. Anadlise da estabilidade da expressdo de
IGF-I em células BHK de diferentes vectores. As
células BHK sofreram electroporagdo com RNA de SFV-S2-
9-IGF-pac ou SEV-S2-9-pac2A-IGF e foram seleccionadas
na presenca de puromicina a 5 ug/ml. As células
seleccionadas passaram uma vez a cada dois ou trés
dias até dez passagens consecutivas, em que ©
sobrenadante ¢ recolhido em cada passagem 24 horas
apds o0 seu plantio. A expressdo de IGF-I foi analisada
nos sobrenadantes de cada uma das passagens por meio
de um ELISA especifico para IGF-I humano. SFV-IGF-I,
sobrenadante de células BHK transfectadas com RNA do
vector SEFV-IGF-I obtido 24 horas apds a transfeccdo e

utilizado como controle positivo.
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DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGAO

Explicacdo da Invengdo

Os vectores alfavirus possuem diversas vantagens, tais
como altos niveis de expressdo transgénica, amplo tropismo
e facil manipulagdo. A citopatogenicidade causada por esses
vectores na maior parte das células de vertebrados pode ser
vantajosa em algumas aplicacgdes, tals como vacinagdo e
terapia genética de cancro, em que a apoptose de células
que sofreram transducgdo pode gerar a liberacdo de antigenos
gque podem ser absorvidos por «c¢élulas imunes, o que
favoreceria uma reaccdo imune contra 0 antigeno
recombinante expresso ou contra antigenos de tumores,
respectivamente (18). O uso desses vectores em aplicac¢des
nas quais é necessdria uma expressdo transgénica de longa

duragdo é obstruido pela sua natureza citopéatica.

A possibilidade de adaptacdo de vectores de alfavirus
para expressao a longo prazo fol pesquisada por diferentes
laboratérios, © que gerou o 1isolamento de variantes néo
citopaticas de SIN, SFV, VEE e EEE (7, 20-23). Na maior
parte dos casos, as mutagfes ndo citopaticas foram isocladas
utilizando vectores que conduzem um gene heterdlogo dque
codifica uma proteina que confere resisténcia a um
antibidético, tal como purcomicina ou G418. Quando as células
transfectadas com este tipo de vector foram incubadas na
presenca do antibidtico, somente foram seleccionadas as que
contém réplicas mutantes ndo citopaticas que expressam ©

gene de resisténcia.

Embora a maior parte dos mutantes alfavirus que foram

descritos carregue mutagdes em nsp2, estas mutagdes alteram
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diferentes residuos de proteina em diferentes virus, apesar
da existéncia de um alto grau de homologia de sequéncias
entre os diferentes alfavirus. Tomando esta sequéncia de
homologia como base, o efeito de uma mutagcido de SIN Dbem
caracterizada, que afectou o residuo 726 de nsp2 em SIN,
fol pesquisado no contexto de SFV. As mutagdes P726L e
P726T foram descritas como ndo citopdticas por Frolov et al
(7) e Perri et al (22), respectivamente. No primeiro
estudo, o residuc 726 também sofreu mutacdoc em todos os
outros amincacidos possiveis, © gue gerou uma série de
mutantes de SIN com diferentes graus de citopatogenicidade.
Frolov et al puderam estabelecer uma correlacdo entre o
nivel de reproducdo de RNA e a citopatogenicidade,
concluindo que alteracdes no residuo 726 de nsp2 que
reduzissem o0s niveis de RNA para menos de 5% dos niveis
observados no vector do tipo selvagem produziriam um

fendtipo ndo citopatico (7).

Foram seleccionadas duas alteracgdes diferentes, P726T
e P726F, que foram capazes de reduzir os niveis de RNA em
SIN para 5,1% e para 1,6% dos nivels selvagens,
respectivamente, e as mutagdes correspondentes foram
introduzidas na posigao 718 de SFV nspZ2, sendo gerados oS
mutantes identificados pelos inventores como S2 e 83,
respectivamente. Nenhuma destas alteragles fol capaz de
produzir um fendtipo ndo citopdtico em SFV por si prdpria.
Os estudos conduzidos por meio de transfeccdo de células
BHK com o0s mutantes de SFV (52 e S3) nos guais o gene
relator de LacZ havia sido incorporado demonstraram dgque
somente um pequeno percentual das células transfectadas
pbde manter a reprodugdo do vector. O mutante S2 (P718T)
pareceu mais estavel que S3 (P718F) e gerou grandes

coldénias de células que expressam p-gal na auséncia de
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selecgdo. Intuiu-se, portanto, gue essas coldénias continham
réplicas com mutacdes adaptativas adicionais. Para
seleccionar estas <coldénias e identificar as possiveis
mutagdes secunddrias presentes nas réplicas, © gene N-
acetiltransferase (pac) foil clonado no mutante SFV S2 e as
coldénias das células cultivadas na presen¢a de puromicina
foram isoladas. Num dos clones analisados, foili encontrada
uma segunda mutag¢do na posicao 649 de nsp2 (R649H) que, em
combinagdo com a mutacdo P718T, foi capaz de fornecer um
fendétipo ndo citopatico para o vector SFV com base nagquele
mutante SFV duplo (P718T/R649H). Esse mutante SFV duplo
(P718T/R649H) foi denominado mutante S2-9 pelos inventores
e aparece indistintamente no presente relatdério descritivo

como mutante SFV-S2-9 ou simplesmente S2-9.

A mutacdo R649H afecta o sinal de localizag¢@o nuclear

sFy %8

RRR que foi descrito comc sendo responsavel pelo
transporte parcial de nsp2 para o nucleo celular (27). A
alteracdo de Arg por Hys na posicdao 649 constitui uma
alteragdo muito conservadora, o que poderd explicar o facto
de que nenhum efeito evidente ¢é observado sobre o
transporte de nsp2 para o nlcleo, nem no mutante duplo S$2-9
(P718T/R649H), nem no mutante simples R649H. Este ultimo
mutante (R469H) nao exibiu nenhuma reducéo da
cltopatogenicidade em comparag¢do com o vector SFV do tipo
selvagem, o que indicou que as duas mutacbes nas posicdes
649 e 718 eram necessarias para eliminar o efeito
citopdtico. Fazakerley et al descreveram uma alteracdo mais
drastica na posicdo 649 (R649D), o que gerou a atenuag¢do da
neuroviruléncia de SFV no contexto de um genoma viral
completo (6). DNeste caso, a mutagdo R649D interrompeu
completamente o transporte de nspZ2 para o nucleo, embora

nadc suprimisse o efeito citopadtico de virus sobre células
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BHK. Todos estes dados sugeriram que a sequéncia ““’RRR de

nsp2 poderia estar envolvida na citopatogenicidade do SFEV.

O mutante 32-9, que contém a mutagdo dupla
P718T/R649H, pdde reproduzir-se em niveis que eram cerca de
sessenta vezes mails baixos que o0s observados para o vector
SFV do tipo selvagem, o que poderia explicar a auséncia de
citopatogenicidade do mencionado mutante S$S2-9. O nivel de
RNA subgenémico no mutante S$S2-9 foi apenas trinta vezes
mais baixo que o do vector SFV do tipo selvagem, O que
indicou gue a razdo entre RNA subgendmico e genbmico havia
aumentado em cerca de duas vezes em mutante ndo citopatico
S2-9. Esta razdo era ainda maior pouco tempo apds a
transfecgdo, o que sugere cue a sintese de RNA gendmico no
vector ndo citopatico poderia atrasar com relacdo a de RNA
subgenémico. A redugdo da guantidade de RNA e o aumento da
razdc entre RNA subgendmico e genbmico cbservada para o
mutante $2-9 foram muito similares 4&as descritas nos
vectores SIN que contém mutacdes ndo citopaticas na posicédo
726 de nsp2 (7, 22). Estes resultados contradisseram,
entretanto, os descritos por Perry et al para mutantes de
SFV ndo citopaticos, em que a quantidade de RNAs mutantes
foi maior que a do virus do tipo selvagem e em gue as
razdes entre RNA subgenbmico e gendmico também cairam (22),
O Qque sugere que diferentes mecanismos puderam @ Sser
envolvidos no estabelecimento de uma reproducdo de longa
duracdo nos mutantes de SFV 1solados por esse grupo. O
nivel mais baixo de reproducdo de RNA no mutante S$S2-9 ndo
sse deveu a um efeito em c¢is das muta¢des presentes na
sequéncia de RNA, pois uma replicase do tipo selvagem
fornecida em trans pelo vector SFV do tipo selvagem
permitiu a recuperacdo dos niveis de RNA gendmico e

subgendmico do mutante S2-9 para valores proximos do vector
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SFV do tipo selvagem. Diversos estudos conduzidos com 0Os
mutantes alfavirus demonstraram que mutacdes nao
citopaticas em nsp2 podem alterar a actividade proteoclitica
dessa proteina, que gera um hiperprocessamento de replicase
(7) ou um processamento mais lento dessa poliproteina (22).
Na presente 1inveng¢do, nao foram observadas diferencgas
claras do processamento de replicase entre o mutante S2-9 e
0 vector SFV do tipo selvagem, nem por meio de tradu¢do in

vitro, nem por meio de andlise de imuno-manchas.

Apesar dos baixos niveis de reprodugdo do mutante S2-
9, a quantidade de p-galactosidase (p-gal) produzida pelo
vector SFV-52-9-LaZz (um vector viral com base no mutante
SFV S2-9) 24 horas apdés a transfecgdo foi muito similar a
obtida com um vector SFV do tipo selvagem que expressa o
mesmo transgene. O nivel de expressdo de vector S$2-9
aumentou cerca de duas vezes em momentos posteriores apds a
transfecgdo, o que ¢ correlacionado ao aumento observado
nos niveis de RNA. O nivel de expressdac de proteina
recombinante noutros vectores ndo citopdticos descritos
demonstrou grande variabilidade, variando de apenas 4% da
expressdo de tipo selvagem no caso do mutante SIN P726L (1)
até 1000% no caso de SFV-PD mutante duplo desenvolvido por
Lundstrém et al (21). A natureza nédo citopatica deste
vector fol colocada em duvida, entretanto, quando 0S8 mesmos
autores demonstraram dque a expressdo de GFP ou p-gal em
células BHK infectadas com um vector SFV-PD que conduz LacZ
ou GFP como um gene marcador atinge o méximo apds 48 horas
para cair drasticamente nos trés a gquatro dias seguintes
(20). Com relacdo a 1isso, vale a pena adicionar que o
Exemplo 8 do presente relatdrio descritivo rompe um
preconceito no estado da técnica, por demonstrar gque O

vector SFV-PD desenvolvide por Lundstrdém et al (21) ¢é
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citopatico. Alguns mutantes adicionais descritcs por este
grupo que contém mutagdes sensiveis ao calor também puderam
expressar altos niveis de proteina recombinante, mas
somente sob temperatura permissiva (20, 21). A razao pela
gqual o mutante $2-9 poderd expressar quantidades maiores da
proteina recombinante que o vector SFV do tipo selvagem que
contém niveis de RNA muito mais baixos poderd estar
relacionada com a forte inibicido da sintese de proteinas
induzida por este ultimo vector. Duas publica¢des recentes
indicam que a fosforiilacdo de EIFZ2alfa ¢ o mecanismo por
meio do qual os alfavirus induzem uma inibic¢do de tradugédo
na célula hospedeira posteriormente durante a infeccdo (15,
31). Ro mesmo tempo, esses autores demonstram que O
elemento aprimorador da tradugdo presente na extremidade 5’
do gene capsideo permite uma traducdc eficiente da
poliproteina estrutural wviral na presenga de eIF2alfa
fosforilado. Demonstrou-se que, quando o aprimorador da
traducdo de capsideo for fundido em fase com a extremidade
amino de uma proteina recombinante no vector SFV ou SIN,
ela aumenta o nivel de expressdo de proteina recombinante
em oito vezes (10, 28). Este efeito ndo foi observado no
contexto do vector viral derivade do mutante SFV S52-9,
provavelmente porque a tradugdo por meioc de fosforilagdo de
eIF2alfa ndo estava sendo inibida nas células transfectadas
com aquele vector. A auséncia de inibig¢do da sintese de
proteinas nas c¢élulas transfectadas com o vector viral
derivado de mutante SFV $2-9 poderia ser responsavel pela
geracgdo de altos niveis de expressdo com niveis de RNA mais

baixos que os atingidos com o vector SFV do tipo selvagem.

A eficidcia de embalagem do vector viral derivado do
mutante SFV S52-9 fol cerca de seis unidades logaritmicas

mais baixa que a do vector SEFV do tipo selvagem gue carrega
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0 mesmo transgene. Isso poderd dever-se aos baixos niveis
de reproducdo de RNA ou a uma deficiéncia na embalagem do
mutante SFV duplo (S2-9). As experiéncias de embalagem nos
quais o RNA do mencionado vector viral derivado do mutante
SFV duplo 52-9 reproduziu-se em niveis gquase normais por
meio de co-transfeccdo de células com um vector SFV do tipo
selvagem foram capazes apenas de aumentar em quinze vezes ©
titulo das particulas virais $2-9, © que indicou que o©0s
baixcs niveis de RNA foram apenas parcialmente responséveis
pela baixa eficiéncia de embalagem desse vector. O vector
SFV que contém a mutagdo R649H fol apenas embalado em
niveis similares aos do wvector SFV do tipo selvagem,
enquanto o vector SFV que contém a mutacdo P718T (SFV-S2)
foi embalado apenas de forma deficiente. Embora o facto de
que o vector SFV-S2 ndo foli capaz de reproduzir-se na maior
parte das «c¢élulas transfectadas pudesse ser o factor
responsavel por essa baixa eficiéncia de embalagem, tudo
indica que esta mutacdo iscladamente ou em combinagdo com a
mutacdo R649H afecta a encapsidagdo de RNA SFV  em
particulas wvirais. 0s sinais de embalagem de SFV foram
mapeados numa regido de genoma que compreende  0OS
nucleotideos 2767 a 2824 (32) e que ndo sobrepde nenhuma
das mutagdes presentes no mutante S2-9, 1localizado nas
posicdes 3643 (R649H) e 3849-51 (P718T). ©Ndo se pode
descartar, entretanto, que essas mutag¢des podem afectar a
estrutura secunddria de RNA gendmico, alterando a
capacidade de acesso dos sinais de embalagem. S&o
necessdrios mais estudos de mutagénese para determinar a

funcdo precisa das secuéncias em embalagem de SFV.

Também se demonstrou gue vectores virais derivados de
S52-9 mutante podem ser utilizados eficientemente para gerar

linhagens celulares estéaveis de células BHK que expressam
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constitutivamente proteinas recombinantes, sem a
necessidade de isolamento de clones. Com este propodsito,
além das mutacgdes P718T e R0649H, o vector deve conter o
transgene desejado e um gene de seleccdo (tal como um gene
gque codifica uma proteina que confere resisténcia a um
antibidético etc.) util para a selecgdo de células que
tenham sofrido transducdo eficiente. Utilizandoc Lacz como 0O
transgene relator e 0O gene pac como um gene de seleccgdo,
foi gerada uma linhagem celular que exibiu estabilidade
muitc alta, cerca de 85% das células que expressam Pp-gal
apds dez passagens na cultura e com niveis de expressdo que
foram muito similares aos do vector SFV do tipo selvagem.
Isso ocorre em contraste com as observagdes numa linhagem
celular similar gerada com um vector SIN ndo citopatico que
conduz a mutacdo P726L em nspZ e O gene LacZ como um gene
relator que expressa pf-gal em niveis que sdo cerca de 25
vezes mais baixos que o vector SIN selvagem (1). Neste
Gltimo caso, a expressdo de LacZ foi perdida em 45% das
células apds cinco passagens, embora pudesse ser atingida
uma estabilidade superior com este sistema caso a linhagem
celular fosse derivada de uma populacdo clonada de células

gue expressam P-gal.

0O vector viral derivado de S$2-9 mutante pbde gerar
linhagens de células estaveis que expressam
constitutivamente cardiotrofina-1 de rato (rCT). Neste
caso, a expressdo de rCT e pac de um vector que contém dois
promotores subgendmicos (SFV-S2-9-rCT-pac) levou a geracdo
de linhagens celulares nas quais a expressdo permaneceu
estavel pelas cinco primeiras passagens, sendo gradualmente
perdida a partir da passagem 5 (Figura 1l6). O vector SFV-
S52-9-pac2A-rCT no qual o gene pac & 0 gene codificador de

rCT s&o fundidos em fase wutilizando & sequéncia de
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nucleotideos que codifica autoprotease de FMDV 2A como um
ligante levou, entretanto, &a geracdo de uma linhagem de
células muito estdveis que mantiveram uma alta expressdo de
rCT similar a obtida com um vector SFV do tipo selvagem por

pelo menos dez passagens em cultura (Figura 17).

Do mesmo modo, o vector viral derivade do mutante S$2-9
também pbdde gerar 1linhagens de células estdvels que
expressam factor de crescimento similar a insulina I (IGF-
I). Neste caso, a expressdao de IGF-I e pac de um vector que
contém dois promotores subgendmicos (SFV-52-9-IGF-pac)
levou a geracdo de linhagens celulares nas quais a
expressdo permaneceu estavel pelas primeiras quatro ou
cinco passagens, sendo gradualmente perdida a partir da
passagem 5 em diante e reduzida em oitenta vezes até
atingir a passagem 10 (Figura 20). O vector SFV-S2-9-pac2A-
IGF no gual o gene pac e o0 gene codificador de IGF-I sé&o
fundidos em fase utilizando a sequéncia de nucleotideos que
codifica autoprotease de FMDV 2A como um ligante, levou,
entretanto, a geragdo de uma linhagem de c¢élulas com
estabilidade mais alta gue mantiveram uma alta expressac de
IGF-I similar a obtida com um vector SFV do tipo selvagem
com uma reducdo de apenas cerca de quatro vezes em dez
passagens em cultura (Figura 20). Este ultimo vector (SFV-
S2-9-pac2A-IGF) exibiu ainda niveis de expressdo de IGF-I
em passagens anteriores que foram cerca de duas vezes

maiores que 0s observados com o vector SEFV-S2-9-IGF-pac.

Portanto, o vector SFV-S2-9-pac pode ser utilizado,
para gerar rapidamente linhagens de células de mamiferos
estaveis que podem gerar produtos heterdlogos de interesse,

tais como proteinas recombinantes, em grandes gquantidades.
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Vector viral de acordo com a presente invenc¢do

Num aspecto, portanto, a presente invencgédo refere-se a
um vector viral com base no virus da floresta de Semliki
(SFV), denominado a seguir vector viral de acordo com a
presente invengdo, que compreende uma réplica do virus da
floresta de Semliki (SFV), em gue a mencionada réplica
compreende (i) a sequéncia de nucleotideos que codifica a
enzima replicase de SFV com mutag¢bes P718T e R649H na
subunidade nsp2, (ii) um polinucleotideo que compreende um
gene de seleccdo e (iii) um polinucleotideo que compreende
uma sequéncia de nucleotideos que codifica um produto

heterdlogo de interesse.

O vector viral de acordo com a presente invengao
contém uma réplica de SFV que compreende a sequéncia de
nucleotideos que codifica a replicase de SFV que compreende
as mutagdes P718T e R649H na subunidade nsp2. Cada uma
dessas mutacdes afecta um trio de nucleotideos e cada uma
delas estd localizada na sequéncia codificadora da
subunidade ou proteina ndo estrutural nsp2 da replicase
viral. A mutacgdo P718T indica que a prolina (P), localizada
na posigao 718 da sequéncia de aminodcidos da proteina nsp2
codificada pelo SFV do tipo selvagem, ¢é substituida por uma
treonina (T) na proteina nsp2 codificada pelo vector que
sofreu mutacdo (vector viral de acordo com a presente
inven¢do). Da mesma forma, a mutagdo R649H indica que
arginina (R), localizada na posicdo 649 da sequéncia de
amincacidos da subunidade nsp2 cocdificada pelo SFV do tipo
selvagem, ¢ substituida por uma histidina (H) na subunidade
nsp2 codificada pelo vector que sofreu mutagdo (vector
viral de acordo com a presente invengdo). As duas posicdes

718 e 649 referem-se a posicdo do aminodcido substituido na
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sequéncia ja dividida e processada da subunidade nsp2.

Numa realizagdo especifica da presente invengdo, a
réplica de SFV presente no vector viral de acordo com a

presente invengdo compreende SEQ ID N° 1 e SEQ ID N° 2:

- SEQ ID N° 1 inclui a extremidade 5' necessaria para a
reprodugdo de SFV, em que a sequéncia codifica a replicase
de SFV com mutag¢des P718T e R649H em nsp2 e, sobrepondo-se

a replicase, um promotor subgendmico de SFV viral; e

- SEQ ID N° 2 inclui a extremidade 3’ necessdria para
reproducdo de SFV que contém uma sequéncia terminal de

poliadeninas (P61li A).

Estas duas sequéncias Jjuntas formam o esqueleto do
vector e o polinuclectideo gque compreende o gene de
selecgdo e o polinucleotideo que compreende a sequéncia de
nucleotideos que codifica um produto heterdlogo de

interesse sdo intercalados entre elas.

A expressdo do polinucleotideo que compreende o gene
de selecgdo e a expressdo do polinucleotideo que compreende
a sequéncia de nucleotideos que codifica o produto
heterdlogo de interesse pode ser controlada por dois
promoctores subgendmicos de SFV independentes ou por um
tnico promotor subgendbmico que controle a expressdo do
polinucleotideo que compreende o gene de selecgcdo e a
expressdo do polinuclectideo que compreende a sequéncia de
nucleotideos que codifica o produto heterdlogo de interesse

na forma de uma proteina de fusdo.

Portanto, numa realizacdo especifica, o vector viral
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de acordo com a presente invengdo compreende:

a. um polinucleotidec que compreende a sequéncia de
nucleotideos que codifica um produto heterdlogo de
interesse, cuja expressdo é controlada por um primeiro

promotor subgendmico de SFV (SGl); e

b. um polinucleotideo que compreende um gene de
seleccdo, cuja expressdo € controlada por um segundo

promotor subgendmico de SFV (SG2).

Os mencionados primeiro e segundo promotores
subgendmicos de SFV podem ser i1dénticos ou diferentes. Numa
forma de realizacio especifica, a expressdo do gene de
seleccdo e a expressdo do produto heterdlogo de interesse
sdo controladas por dois promotores subgendmicos de SFV

independentes idénticos ou diferentes.

Tal como exibido na Figura 8, o polinucleotideo que
compreende a sequéncia de nucleotideos que codifica um
produto heterdlogo de interesse e o polinucleotideo que
compreende um gene de selecgdo estdo localizados no
interior da réplica de SFV, entre o promotor subgendmico
sobreposto na replicase e a extremidade 3' necessaria para

reprodugdo de SFV.

Numa forma de realizacdo especifica, o polinucleotideo
que compreende a sequéncia de nucleotideos que codifica um
produto heterdlogo de interesse (GOI, gene de interesse)
esta localizado a Jjusante do promoctor subgendmicc (SG1)
sobreposto na replicase e a sua expressdo € controlada pelo
mencionado SG1. Um outro promotor subgendmico SG2 que

controla a expressdo do polinucleotideo que compreende ©
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gene de seleccdo, gque estd localizado a jusante de S$SG2 ¢é
incorporado em seguida e a sua expressdo é controlada pelo
mencionado promotor SG2 (Figura 8A). Conforme mencionado
acima, os promotores subgendmicos SGl e SG2 podem ser

idénticos ou diferentes.

Numa outra forma de realizacgdo especifica, o vector
viral de acordo com a presente invencdo também é construido
com 08 mesmos dois promotores subgendmicos (SGl e 5G2), mas
trocando as posigdes do polinucleotideo que compreende a
sequéncia de nucleotideos que codifica o produto heterdlogo
de interesse (GOI) e o polinuclectideo que compreende o
gene de seleccdo, de tal forma que SGl controle a expressdo
do polinucleotideo que compreende o gene de seleccdo e SG2
controle a expressaoc do polinucleotideo que compreende a
sequéncia de nucleotideos que codifica o produto heterdlogo
de interesse (GOI) (Figura 8C). Tal como acima mencionado,
0s promotores subgendmicos SGl e SG2 podem ser idénticos ou

diferentes.

Numa outra forma de realizagdo especifica alternativa,
o vector wviral de acordo <com a presente 1nvengédo
compreende, a Jjusante de um promotor subgendmico (tal como
SGl), uma construcdo que compreende o polinucleotideoc gue
compreende © gene de selecgdo e o polinucleotideo que
compreende a sequéncia de nucleotideos que codifica o
produto heterdlogo de interesse, fundido em fase por meio
de um ligante de polinucleotideos; em que o mencionado
ligante é convenientemente um  polinucleotideo que
compreende a sequéncia de nucleotideos que codifica um

local de divisdo (auto)proteolitica pds-traducgdo.

Virtualmente qualquer sequéncia de nucleotideos que
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codifica wum local de divisdo (auto)proteolitica pds-
traducdo e, consequentemente, a (auto)protease ou a
sequéncia de peptideos ou aminodcidos codificada pela
mencionada sequéncia de nucleotideos pode ser utilizada no

contexto da presente invencao.

Numa forma de realizagdo especifica, o mencionado
ligante ¢ um polinucleotideo que compreende a sequéncia de
nucleotideos que codifica uma (auto)protease que actua em
cis entre as proteinas resultantes da traducido do gene de
seleccdo e da sequéncia de nucleotideos que codifica o
produto heterdélogo de interesse; ou seja, numa realizacdo
especifica, o mencicnado ligante é um polinuclectideo que
compreende uma sequéncia de nucleotideos que, quando
traduzida, fornece um local de divisdao por meic do qual a
poliproteina ou proteina de fusdo expressa ¢é processada
apés a traducdoc nas proteinas que formam a mencionada
proteina de fusdo ou poliproteina. Para fins de
simplicidade, portanto, a expressao “sequéncia de
nucleotideos gue codifica uma protease” ¢ ocasionalmente
utilizada na presente memdéria descritiva como um sindnimo
da expressdo “sequéncia de nucleotideos que codifica um
local de divisdo (auto)proteolitica pds-tradugdo”. Por meio
de uma ilustragdo ndo limitadora, a mencionada sequéncia de
nucleotideos que codifica uma (auto)protease que actua em
cis entre as proteinas resultantes da traducdo do gene de
selecgdo e da sequéncia de nucleoctideos que codifica o
produto heterdlogo de interesse, vem de um virus, tal como
um picornavirus, alfavirus etc. Numa forma de realizagdo
especifica, o mencionado ligante compreende a sequéncia de
nucleotideos que codifica a regido de <codificagdo de
sequéncias 2A da poliproteina de virus da febre aftosa

(FMDV) ou autoprotease de FMDV 2A. Numa outra forma de
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realizagdo especifica, o mencionado ligante compreende a
sequéncia de nucleotideos que <codifica o dominio de
terminal carbdxi do capsideo SFV com actividade
proteclitica. Uma representacdo esquemdtica desta forma de
realizagdo especifica alternativa ¢ exibida na Figura 8B,
em que se demonstra gue um promotor subgenémico (tal como
SG1) controla a expressdo da mencionada construgdo que
compreende o polinucleotideo que compreende o gene de
selecgdo e o polinucleotideo que compreende a sequéncia de
nucleotideos que codifica o produto heterdlogo de interesse
(GOI), fundido em fase por meio do mencionado ligante. A
co-traducdo (traducdo conjunta) dos doils genes (gene de
seleccgdo e GO1I) ocorre, desta forma, numa unica
poliproteina que, apds a tradugdo, é rapidamente dividida
por meio de ruptura no local de divisdoc (auto)proteolitica,
produzindo a proteina de selecgdo e o produto heterdlogo de
interesse. 0 uso desses locais de ruptura
(auto)proteoliticos pds-tradugdo foi descrito anteriormente
no Pedido de Patente Europeu n® EP 736099 e também por Ryan
& Drew (35), particularmente o uso da sequéncia que
codifica a regido Z2A da poliproteina de FMDV (autoprotease
FMDV 2A), cujo teor completo ¢ incluido por meio de

referéncia.

Alternativamente, numa outra forma de realizacgado
especifica, o mencionado ligante ¢ um polinucleotideo que
compreende a sequéncia de nucleotideos que codifica um
local de divisdo para uma protease que actua em trans;
neste caso, & mencionada protease poderd ser expressa pela
célula transfectada com o vector viral de acordo com a
presente invengdo, seja de forma nativa ou recombinante ou,
alternativamente, a mencionada protease podera ser

adicionada de forma exdgena para liberar o produto
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heterdlogo de interesse da proteina de fusdo que compreende
a proteina de seleccdo e o produto heterdlogo de interesse.
Virtualmente qualquer sequéncia de nucleotideos que
codifica um local de divisdo para uma protease que actua em
trans e, consequentemente, a sequéncia de aminocdcidos
codificada pela mencionada sequéncia pcode ser utilizada no
contexto da presente invencdo. Por meic de uma ilustracgédo
ndc limitadora, a mencionada sequéncia de nucleotideos que
codifica um local de divisdo de uma protease que actua em
trans pode ser uma sequéncia de nucleotideos que codifica
uma sequéncia de aminocAcidos que pode ser dividida por uma
endopeptidase etc. Por meio de uma ilustrag¢do ndo
limitadora, a mencionada sequéncia de nucleotideos que
codifica um local de divisdo para uma protease que actua em
trans é uma sequéncia de nucleotideos que codifica um local
de divisdo para uma protease de virus, um polivirus, por
exemplo, tal como o Virus de Corrosdo do Fumc (ETV) etc. e
a mencionada protease pode ser expressa pela célula
transfectada com o vector viral de acordo com a presente
invengdo (de forma nativa ou porque foil transformada de

forma apropriada) etc.

Alternativamente, numa outra forma de realizacgdo
especifica, o mencionado ligante ¢ um polinucleotidec que
compreende a sequéncia de nucleotideos que codifica um
local de divisdo que pode ser reconhecido por um reagente
quimica, tal como brometo de cianogénio, divisdo dos

residuos de metionina etc.

Na mencionada construcdo que compreende 0
polinucleotideo que compreende o gene de seleccdo fundido
em fase ao polinucleotideo que compreende a sequéncia de

nucleotideos que codifica o produto heterdlogo de interesse
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e a extremidade 3' do polinucleotideo que compreende o gene
de seleccdo pode fundida em fase por meio do mencionado
ligante a extremidade 5' do polinucleotideo que compreende
a sequéncia de nucleotideos que <codifica o© produto
heterélogo de  interesse (GOI) . Alternativamente, a
extremidade 3’ do polinucleotideo que compreende a
seqguéncia de nucleotideos que codifica o produto heterdlogo
de interesse (GOI) pode ser fundida em fase por meio do
mencionado ligante a extremidade 5’ do polinucleotideo que

compreende o gene de selecgdo.

Quando expresso por células veiculo, o gene de
selec¢do presente no vector viral de acordo com a presente
invengdo permite a selecgdo das células gque conduzem O
vector viral de acordo com a presente invencdo dentre as
células que n&oc foram transfectadas ou que a perderam.
Virtualmente qualgquer gene de seleccdo que permita a
selecgdo das células que conduzem o vector viral de acordo
com a presente invencdo pode ser utilizado para implementar
a presente invengdo. Por melo de wuma 1lustragdo nao
limitadora, © mencionado gene de selecgao pode ser um gene
cuja expressdo confere resisténcia a um antibidtico, um
gene que permita a sintese de um nutriente essencial que é
omitido no meio de cultura, um gene que oferece uma
vantagem selectiva as células transfectadas etc. Numa
realizagdo especifica, o mencionado gene de selecgdo é um
gene cuja expressdo que confere resisténcia a um
antibidético, um antibidtico toéxico para células de
mamiferos, tal como o© gene que confere resisténecia a
higromicina (hph), o gene que confere resisténcia a
necmicina (necR), O gene que codifica a enzima N-
acetiltransferase de puromicina (pac), cuja expressao

confere as células que conduzem o vector viral conforme a
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presente invencgdo resisténcia ao antibidtico puromicina
etc. O uso do gene pac permite a seleccdo das células que
conduzem o vector viral <conforme a presente invencdo
dagueles que tenham sido transfectados ou que o perderamn,

adicionando puromicina ao meio.

0 produto heterdlogo de interesse pode ser
virtualmente qualquer proteina ou peptideo de interesse,
tal como uma proteina relatora ou peptidec (B-gal etc.); ou
um peptideo, proteina ou um anticorpo (ou um de seus
fragmentos funcionais) com aplicagdes terapéuticas ou de
diagnéstico; ou gqualquer proteina recombinante ou peptideo
de interesse. Da forma utilizada no presente, o termo
“heterdlogo” inclui adicionalmente “recombinante”, ou seija,
nao aparece naturalmente. Exemplos nao limitativos
ilustrativos de produtos heterdlogos de interesse incluem
peptideos e proteinas com aplicagdes terapéuticas, tais
como factor de crescimento similar a insulina I (IGF-I),
cardiotrofina-1 (CT1l), oncostatina M (0OSM), interferona
alfa (tal Como IFNabd), anfirregulina (AR), factor
neutrofico derivado de células gliais (GDNF), proteina de
células endotelials C/receptor de proteina C activada
(EPCR), anticorpos (ou seus fragmentos funcionais) de
interesse ou de aplicacdo terapéutica ou de diagndstico
etc. O polinucleotideo que compreende a sequéncia de
nucleotideos que codifica o produto heterdlogo de interesse
presente no vector viral de acordo com a presente invengdo
compreende, portanto, a sequéncia que codifica o produto

heterélogo de interesse.

O conjunto de “gene replicase de SFV que sofreu
mutacdo - GOI - gene de selec¢dao” ou, alternativamente, o

conjunto “gene replicase SFV que sofreu mutacdc - gene de
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selecgdo - GOI”, ladeado pelas seqguéncias 5/ e 37
necessarias para reproducgdo, forma uma réplica de RNA que

pode ser autcamplificada no interior da célula.

O vector viral de acordo com a presente invencdo pode

ser utilizado em forma de RNA ou também em forma de DNA.

Quando for utilizado em forma de RNA, o vector viral
conforme a presente invencdo é completado com a adigdo de

uma estrutura de tampa na sua extremidade 5'.

Quando utilizado em forma de DNA, o© vector completo
incluiria um promotor funcional em eucariotes, um promotor
de citomegalovirus (CMV), tal como a sequéncia de réplica
de SFV em qualquer das realizacdes definidas anteriormente
e uma sequéncia de sinal de término de transcrigdo, uma
seguéncia de sinal derivada, por exemplo, de SvV40. O vector
¢ transcrito, portanto, em RNA no interior das células

transfectadas, onde sera autoamplificado.

Opcionalmente, se desejado, © vector viral de acordo
com a presente invengdo pode conter um amplificador de
traducdo ou transcrigdo genética, ou seja, um acido
nucleico que pode unir-se a um activador, tal comoc um
factor de transcricgd@o, para aumentar o nivel de tradugdo ou
transcricéo genética; como se sabe, o mencionado
amplificador pode ser adjacente ao gene sobre o qual actua
ou distante dele. Da forma utilizada no presente relatédrio
descritivo, 0 termo “amplificador” inclui os amplificadores
de transcricdoc genética e amplificadores de tradugédo
genética, incluindo as regides conhecidas como IRES (Local
de Entrada de Ribossomos Interno) que, como se sabe, sédo

regides que favorecem ¢ inicic de tradug¢dc. Se desejado, ©
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mencionado amplificador pode ser formado num conjunto com
um ligante de polinucleotideo (previamente definido) que
compreende a sequéncia de nucleotideos que codifica um
local de divisdo (auto)proteclitico pos-tradugéo.
Virtualmente, qualquer amplificador de  tradug¢do ou
transcricdo genética apropriado pode ser utilizado no
contexto da presente invencdc. Comc forma de ilustracdo, o
mencionado amplificador pode ser o amplificador de tradugdo
SFV minimo “bl” que compreende a sequéncia de nucleotideos
que codifica os 34 primeiros aminodcidos do capsideo de
SFV. Numa realizacdo especifica, o vector viral de acordo
com a presente invencdo compreende o polinucleotideo gue
compreende a sequéncia de nucleotideos que codifica o
produto heterdlogo de interesse fundido na sua extremidade
5’ a um aprimorador ou, alternativamente, a um conjunto que
compreende o mencionado amplificador e um ligante de
polinucleotideos que compreende a sequéncia de nucleotideos
gque codifica um local de divisdo (auto)proteclitica pds-—
tradugao (previamente definido). Numa forma de realizacgdo
especifica, o vector viral conforme a presente invencdo
compreende a sequéncia precursora de IGF-I humana (IGF-IB)
fundida na sua extremidade 5’ com um conjunto que
compreende o amplificador de tradu¢do minimo (“bl”) do
capsideo de SFV seguido pela sequéncia de nucleotideos que
codifica a autoprotease de FMDV 2A (pSFVD12A-IGF-IB,

Exemplo 10).

As construgdes de RNA ou DNA para preparacdo do vector
viral de acordo com a presente invencdo podem ser obtidas
por meio de métodos de Dbiologia molecular convencional
incluidos em manuais gerais de laboratdrio, tal como em
Molecular Cloning: a Laboratory Manual (Joseph Sambrook,

David W. Russel, Eds., 2001, 3@ Ed., Cold Spring Harbor,
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Nova Iorque) ou em Current Protocols in Molecular Biology
(F. M. Ausubel, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J.
A, Smith, J. G. Seidman e K. Struhl, Eds., vol. 2. Greene
Publishing Associates e Wiley Interscience, Nova Iorque,

NY, actualizado em Setembro de 2006.

O vector viral de acordo com a presente invengdo,
derivado do mutante duplo ndo citopadtico isolado em SFV S2-
S (P718T/R649H) exibe niveis de expressdo muito similares

aos do vector SFV do tipo selvagem.

O vector viral de acordo com a presente invencdo pode
ser utilizado para a gerag¢do 1in vitro de 1linhagens
celulares estédveilis que podem expressar constitutivamente
produtos heterdlogos de interesse. O uso do mencionado
vector viral de acordo com a presente invencdo para a
geracgdo in vitro de linhagens celulares estdveis que podem
expressar constitutivamente produtos heterdlogos de

interesse forma um aspecto adicional da presente invencdo.

Linhagens de células estiaveis conforme a presente invengdo

O vector viral de acordo com a presente invengdo pode
ser wutilizado para a geragdo de 1linhagens celulares
estavels in vitro que podem expressar constitutivamente

produtos heterdlogos de interesse.

Num outro aspecto, portanto, a presente invencao
refere-se a uma linhagem de células estaveis que pode
expressar constitutivamente produtos heterdlogos de
interesse, a seguir linhagem de células estaveis conforme a
presente 1inveng¢ao, caracterizada por ser uma linhagem

celular transfectada c¢om um vector viral conforme a
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presente inveng¢do, que compreende uma réplica de SFV, em
gue a mencionada réplica compreende (i) a sequéncia de
nucleotideos gque codifica a enzima replicase de SFV com
mutacdes P718T e R649H na subunidade nsp2, (ii) um
polinucleotideo que compreende um gene de seleccgdo e (iii)
um  polinucleotideo que compreende uma sequéncia de
nucleotideos que codifica um produto heterdlogo de

interesse.

Tal com acima mencionado, segundo a presente invenc¢ao,
uma linhagem celular ¢ “estavel” quando o percentual de
células que expressam o produto heterdlogo de interesse na
passagem 10 ¢é de mals de 85%, em que o mencionado
percentual é capaz de ser mantido ou excedido em passagens
sucessivas ou subsequentes. De forma semelhante, uma
expressdo € “constitutiva” quando as linhagens de células
estaveis mencionadas acima podem expressar adicionalmente o
produto heterdlogo num nivel quantitativamente alto (mais
de 50% com relacdo a atingida 24 horas apds a transdugdo
quando as células sofrem transdugdo com o vector do tipo

selvagem) .

Numa realizagdo especifica, a linhagem de células
estaveis de acordo com a presente invencgdo é uma linhagem
de células estaveis transfectadas com um vector viral
conforme a presente invencdo cuja réplica de SFV compreende

sequéncias SEQ ID N° 1 e SEQ ID N° 2.

Numa outra forma de realizagdo especifica, a linhagem
de células estaveis conforme a presente invencdoc é uma
linhagem de células estaveis transfectadas com um vector

viral conforme a presente invengdo que compreende:
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a. um polinucleotideo que compreende a sequéncia de
nucleotideos que codifica um produto heterdlogo de
interesse, cuja expressdo é controlada por um primeiro

promotor subgendmico de SFV (SGl); e

b. um polinucleotideo que compreende um gene de
seleccdo, cuja expressdo € controlada por um segundo

promotor subgendmico de SFV (SG2).

Os mencionados primeiro e segundo promotores

subgendmicos de SFV podem ser idénticos ou diferentes.

Numa outra forma de realizacdo especifica, a linhagem
de células estaveis de acordo com a presente invengdo é uma
linhagem de células estdveis transfectadas com um vector
viral de acordo com a presente 1invengdo, em que o©O
polinucleotideo gque compreende a sequéncia de nucleotideocs
que codifica um produto heterdlogo de interesse esta
localizado a Jjusante de um primeiro promotor subgendmico
(3Gl) sobreposto na replicase e sua expressdo ¢ controlada
pelo mencionado promotor SGl1 e o polinucleotideo que
compreende o gene de seleccdo estd localizado a jusante de
um  segundo promotor subgendmico (SG2) que controla a
expressdo do mencionade polinucleoctideo gue compreende o
gene de selecgdo. 0s mencionados promotores subgendmicos
SGl1 e SG2 podem ser idénticos ou diferentes. A posicdo
relativa entre os dois polinucleotideos pode variar
conforme o mencionado acima com relacdo ao vector viral

conforme a presente invengdo.

Numa outra forma de realizagdo especifica, a linhagem
de células estédveis de acordo com a presente invengdo é uma

linhagem de células estaveis transfectada com um vector
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viral conforme a presente invengdo que compreende, a
jusante de um promotor subgendmico (tal como SGl), uma
construgado que compreende o polinucleotideo que compreende
0 gene de seleccdo e o polinucleotideo que compreende a
seqguéncia de nucleotideos que codifica o produto heterdlogo
de interesse, fundido em fase por meio de um ligante de
polinucleotideos; em que o] mencionado ligante é
convenientemente um polinuclectideo que compreende a
sequéncia de nucleotideos que codifica um local de divisédo
(auto)proteolitica ©pods-traducdo. As caracteristicas do
mencionado ligante j& foram mencionadas acima com relacdo
ao vector viral de acordo com a presente invengdo. Numa
realizacdo especifica, o mencionado ligante compreende a
sequéncia de nucleotideos que codifica uma (auto)protease
gue actua em cis entre as proteinas resultantes da tradugédo
do gene de selecgdo e da sequéncia de nucleotideos que
codifica o produto heterdlogo de interesse, tal como a
sequéncia de nucleotideos que codifica a regido 22 da
poliproteina de virus da febre aftosa (FMDV) ou
autoprotease de FMDV 2A ou a sequéncia de nucleotideos que
codifica o dominio terminal carbdxi do capsidec de SFV etc.
Numa outra realizacdo especifica, o mencionado ligante é um
polinucleotideo que compreende a sequéncia de nucleotideos
gue codifica um local de divisdo para uma protease dgue
actua em trans, tal como a sequéncia de nucleotideos que
codifica um local de divisdo para uma protease viral, tal
como a protease de ETV etc., neste caso, a mencionada
protease poderd ser expressa pela linhagem celular conforme
a presente invenc¢do ou, alternativamente, a mencionada
protease podera ser adicionada de forma exdgena. Numa outra
forma de realizacdo especifica, o mencionado ligante & um
polinucleotideo que compreende a sequéncia de nucleotideos

que codifica um local de divisdo que pode ser reconhecido
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por um reagente quimico, tal como brometo de cianogénio,
divisdo dos residuos de metionina etc., conforme mencionado

acima.

Nesta forma de realizacdo especifica da linhagem de
células estdveis conforme a presente invengdo em que um
vector viral de acordo com a presente invencdo é utilizado
compreende, a Jjusante de um promotor subgenémico, uma
construgdo que compreende o polinucleotideo que compreende
0 gene de seleccdo e o polinucleotideo que compreende a
sequéncia de nucleotideos que codifica o produto heterdlogo
de interesse, fundido em fase por meio de um ligante de
polinucleotideo, o promotor subgenémico (tal como SGI1)
controla a expressdo da mencionada @ construgdo  Jque
compreende o polinucleotideo que compreende © gene de
selecgdo e o polinucleotideo que compreende a sequéncia de
nucleotideos que codifica o produto heterdlogo de
interesse, fundido em fase por meio do mencionado ligante,
em que a co-tradugdo dos dois genes (gene de seleccao e
gene de interesse) que ocorre numa Unica poliproteina que,
apés a tradugdo, ¢ rapidamente dividida por meio de
rompimento nc local de divisdo (auto)proteolitica, que
produz a proteina de selecgdo e o produto heterdlogo de
interesse. A posicdo relativa entre 0s dois
polinucleotideos no interior da constru¢do mencionada acima
pode variar conforme acima mencionado em relacdo ao vector
viral conforme a presente invencdo, ou seja, nha mencionada
construgdo, a extremidade 3’ do polinucleotideo que
compreende o gene de selecgdo pode ser fundida em fase por
meio do mencionado ligante a extremidade 5’ do
polinucleotideo que compreende a sequéncia de nucleotideos
gue codifica o produto heterdlogo de interesse ou vice-

versa, em que a extremidade 3’ do polinucleotideo
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compreende a sequéncia de nucleotideos gque codifica o
produto heterdélogo de interesse pode ser fundido em fase
por meio do mencicnado ligante & extremidade 5’ do
polinucleotideo que compreende © gene de selecgdo. Diversos
testes conduzidos pelos inventores demonstraram que este
tipo de vectores virais de acordo com a presente invengdo
gue compreende, a Jjusante de um promotor subgendmicc, uma
construgdo que compreende o polinucleotideo que compreende
0 gene de seleccdo e o polinucleotideo que compreende a
sequéncia de nucleotideos que codifica o produto heterdlogo
de 1interesse, fundidos em fase por meio de um ligante que
compreende uma sequéncia de DNA, gera linhagens celulares
muito estdveis mantendo uma alta expressdc do produto
heterdélogo de interesse similar ao obtido com um vector SFV

do tipo selvagem.

As duas caracteristicas do gene de selecgdo e do
polinucleotideo que compreende a sequéncia de nucleotideos
gue <codifica o produto heterdlogo de interesse foram
mencionadas com relacdo ao vector viral de acordo com a

presente invengdo.

Numa forma de realizacdo especifica, o gene de
selecgdo presente no vector viral de acordo com a presente
inven¢do wutilizado para gerar a linhagem de células
estaveis conforme a presente invengdo ¢é um gene cuja
expressdo confere resisténcia a um antibidético, um gene que
permite a sintese de um nutriente essencial que é omitido
no meio de cultura, um gene que oferece uma vantagem
selectiva as células transfectadas etc., tal como O gene
que confere resisténcia a higromicina (hph), o gene que
confere resisténcia a neomicina (neoR), o gene que codifica

a enzima N-acetiltransferase puromicina (pac), cuja
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expressdo confere as células que conduzem o vector viral de
acordo com a presente invencdo resisténcia ao antibidtico

de puromicina etc.

Do mesmo modo, numa forma de realizagdo especifica, ©
produto heterélogo de interesse expresso pela linhagem de
células estaveis conforme a presente invencgdo ¢ uma
proteina relatora (B-gal etc.); ou uma proteina, peptideo
ou anticorpo (ou seu fragmento) com aplicac¢bes terapéuticas
ou de diagnéstico; ou qualquer outra proteina recombinante
ou peptidec de interesse; exemplos ndo limitadores
ilustrativos dos mencionados produtos heterdlogos de
interesse d1ncluem peptideos e proteinas com aplicacdes
terapéuticas, tais comc IGF-I, CTl1l, O0OSM, IFN, AR, GDNF,
EPCR, anticorpos de interesse ou com aplicacdo terapéutica

ou de diagndstico etc.

Numa forma de realizagdo especifica, a linhagem de
células estaveis de accrdo com a presente invencdo é uma
linhagem de células estaveils que expressa constitutivamente
cardiotrofina-1 de rato (rCT). Dois tipos de linhagens
celulares foram gerados utilizando dois vectores virais
diferentes de acordo com a presente inveng¢ao. Num caso, a
expressdo de rCT e pac de um vector viral de acordo com a
presente invengdo que contém dois promotores subgendmicos
(SFV-52-9-rCT-pac) levou a geracdo de linhagens celulares
nas quals a expressdo permaneceu estavel pelas cinco
primeiras passagens, sendo gradualmente perdida a partir da
passagem 5 em diante (Figura 16). Noutros caso, entretanto,
guando for utilizado o vector de acordo com a presente
invengdo identificado como SFV-S2-9-pac2A-rCT, no qual o
gene pac e o gene codificador de rCT sdo fundidos em fase

utilizando a sequéncia de nucleotideos gque codifica a
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autoprotease de FMDV 2A como um ligante, foram obtidas
linhagens de células muito estdveis que mantiveram uma alta
expressdo de rCT similar a obtida com um vector SFV do tipo
selvagem por pelo menos dez passagens em cultura (Figura

17).

Numa outra forma de realizagdo especifica, a linhagem
de células estaveils de acordo com a presente invencgdo é uma
linhagem de células estdveis que expressa factor de
crescimento similar a insulina I (IGF-I). Doils tipos de
linhagens celulares foram gerados utilizando dols vectores
virais diferentes de acordo com a presente invencdo. Num
caso, a expressdo de IGF-I e pac de um vector viral de
acordo com a presente invengdo que contém dois promotores
subgendmicos (SFV-S2-9-IGF-pac) levou a geracdo de
linhagens celulares nas quals a expressao permaneceu
estavel pelas primeiras quatro ou cinco passagens, sendo
gradualmente perdida a partir da passagem 5 em diante e
reduzida em oitenta vezes ao atingir a passagem 10 (Figura
20) . Ao utilizar-se o vector viral de acordo com a presente
inven¢ao identificado como SFV-S2-9-pacZ2A-IGF, no qual o
gene pac e o gene codificador de IGF-I sdo fundidos em fase
utilizando a sequéncia de nucleotideos que codifica
autoprotease de FMDV 2A como um ligante, entretanto, foram
geradas linhagens celulares com estabilidade mals alta que
mantiveram uma alta expressdo de IGF-I similar a obtida com
um vector SFV do tipo selvagem com uma reducdo de apenas
cerca de qguatro vezes em dez passagens em cultura (Figura
20) . Este Ultimo wvector (SFV-52-9-pac2A-IGF) exibiu ainda
niveis de expressdo de IGF-I em passagens anteriores que
foram cerca de duas vezes maiores gue 0s observados com ©

vector SFV-S2-9-IGF-pac.
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As linhagens de células estédveis de acordo com a
presente invencdo podem ser obtidas por meio dos métodos de
biclogia molecular convencionais, tais como por meio de
transfecgdo de células apropriadas ou linhagens celulares
com o vector wviral conforme a presente invengdo etc.,
incluidos em manuais gerais de laboratdrio, tal como em
Molecular Cloning: a Laboratory Manual (Joseph Sambrook,
David W. Russel, Eds., 2001, 3@ Ed., Cold Spring Harbor,
Nova Torque) ou em Current Protocols 1in Molecular Biology
(F. M. Ausubel, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J.
A. Smith, J. G. Seidman e K. Struhl, Eds., vol. 2. Greene
Publishing Associates e Wiley Interscience, Nova Iorque,

NY, actualizado em Setembro de 2006.

A célula a ser transfectada pode ser virtualmente
qualquer célula eucaridtica ou linhagem celular que permita
a reproducdo do vector viral de acordo com a presente
invengdo. A mencionada célula ou linhagem celular pode ser
uma linhagem de mamifero. Numa realizacdo especifica, a
mencionada célula ou linhagem celular a ser transfectada é
uma linhagem celular derivada de fibroblastos de rins de

hamster, tal como a linhagem de células BHK-21.

A transfeccdo das células ¢ conduzida por meio de
qualquer processo fisico ou gquimico convencional que
permite a introducdo do vector viral conforme a presente
invencdo nas células, tal como por meio de electroporacdo
ou de conjugagdo do material genético com 1lipidos
catidnicos. Estes processos serdo Uteis para a transfeccdo
do vector viral de acordo com a presente invencdo na forma
de RNA ou de DNA. Numa realizagdo especifica, a transfeccdo
¢ conduzida por meioc de electroporagdo (Current Protocols

in Molecular Biology, Ausubel, F. M. et al, mencionado
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acima) .

Método de geracgdo de linhagens de células estaveis in vitro

de acordo com a presente inveng¢ao

Num outro aspecto adicional, a presente 1invengdo
refere-se a um método de geragdo in vitro de uma linhagem
de células estaveis de acordo com a presente inveng¢do, com
a capacidade de expressar constitutivamente produtos
heterdlogos de interesse, a seguir método de geragdo de
linhagens de células estdvels de acordo com a presente

inven¢do, que compreende:

I. transfec¢do de c¢élulas com um vector viral de
acordo com a presente invencgdo, que compreende uma
réplica do SFV, em que a mencionada réplica compreende
(1) a sequéncia de nucleotideos que codifica a enzima
SFV replicase com mutagdes P718T e R649H na subunidade
nsp2, (ii) um polinuclecotideo que compreende um gene
de selecgdo e (iii) um polinucleotideo que compreende
uma sequéncia de nucleotideos que codifica um produto

heterdlogo de interesse;

II. seleccdo das células estédveis geradas na etapa I;

e

ITII. cultura e manutencdo das células estaveis.

Conforme mencionado acima, a célula a ser transfectada
pode ser virtualmente qualquer célula eucaridética ou
linhagem celular que permita a reprodugdc do vector viral
de acordo com a presente invencao. Como forma de ilustrag¢do

ndo limitadora, a mencionada célula ou linhagem celular a
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ser transfectada pode ser uma linhagem de mamifercos. Numa
forma de realizacdoc especifica, a mencionada célula ou
linhagem celular a ser transfectada é uma linhagem celular
derivada de fibroblastos de rins de hamster, tal como a

linhagem de células BHK-21.

As caracteristicas do vector viral de acordo com a
presente inveng¢do Jj& foram mencionadas anteriormente. O
vector viral de acordoc com a presente 1invencdo pode ser
utilizado em forma de RNA ou, alternativamente, em forma de
DNA. Quando for utilizado em forma de RNA, o vector viral
de acordo com a presente invenc¢do é completado com a adicdo
de uma estrutura de tampa na sua extremidade 5’ . Quando for
utilizado em forma de DNA, o vector completo inclui um
promotor funcional em células eucaridticas, um promotor de
citomegalovirus (CMV), tal como a sequéncia de réplica de
SFV em qualquer das realizacgdes definidas anteriormente com
relagado ao vector viral de acordo com a presente invengdo e

uma sequéncia de sinal de término de transcricdo, tal como

uma sequéncia de sinal derivada de SvV40.

As células podem ser transfectadas por meio de
qualquer processo fisico ou quimico convencional que
permita a introducdc do vector viral de acordc com a
presente invengdo nas células, tal como por meio de
electroporacdo ou de conjugagdo do material genético com
lipidos catidnicos. Estes processos serdo uteis para a
transfeccdo do vector viral de acordo com & presente
inven¢do na forma de RNA ou de DNA. Numa forma de
realizacdo especifica, a transfeccdo é conduzida por meio
de electroporagdo (Current Protocols in Molecular Biology,

Ausubel, F. M. et al, mencionado acima).
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Células estaveis serdo seleccionadas de uma forma
diferente conforme o gene de selec¢do incorporado ao vector
viral de acordo com a presente invengdo, por meio do que as
células sdo transfectadas. Conforme explicado acima, a
expressdo do gene de selecgcdo confere 3as células
transfectadas uma vantagem que permite a sua seleccdo. Seré
suficiente submeter as células a condigdes selectivas para
as células transfectadas. Quando o gene pac for utilizado
como O gene de seleccdo, a sua expressdo transfectada nas
células torna-as resistentes a puromicina. Neste caso, sera
suficiente adicionar puromicina ao meio de cultura para
eliminar as células ndo transfectadas ou as células que

perderam o vector viral de acordo com & presente invencdo.

As células estaveis s&o cultivadas e mantidas em
condig¢bes e meios de cultura convencionais, conforme o tipo
de célula transfectada, e sua manutencdo sob o estimulo
selectivo para células transfectadas (na presenga, por
exemplo, de puromicina). Quando as células forem BHK-21,
elas sdo cultivadas em condigdes Jja descritas (Current
Protocols 1in Molecular Biology, Ausubel, F. M. et al,

mencionado acima).

Método de producdc de produtos heterdlogos in vitro de

interesse

A linhagem de células estdvel de acordo com a presente
invencado pode ser utilizada para a geracdo in vitro de
produtos heterdélogos de interesse. Como resultado, o uso da
mencionada linhagem de células estdveis de acordo com a
presente invengdo para a geragac Iin vitro de produtos
heterdlogos de interesse forma um aspecto adicional da

presente invenc¢do.
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Num outro aspecto, portanto, a presente invengao
refere-se a um método de producdo in vitro de produtos
heterdlogos de interesse que compreende a cultura de uma
linhagem de células estdveis de acordo com a presente
invengdo sob condigdes que permitam a expressdoc do produto
heterdlogo de interesse contido no vector viral de acordo
com a presente invencdo utilizado para gerar a mencionada

linhagem de células estaveis conforme a presente invengdo.

Mais especificamente, o método de elaboracdo in vitro

de produtos heterdlogos de interesse compreende:

1. transfeccdo de células com um vector viral de
acordo com a presente invenc¢do que compreende uma
réplica do SFV, em que a mencionada réplica compreende
(1) a sequéncia de nucleotideos que codifica a enzima
replicase de SFV com mutagdes P718T e R649H na
subunidade nsp2, (11) um polinucleotideo que
compreende um gene de selecc¢dao e (i1d) um
polinucleotideo que compreende uma sequéncia de
nucleotideos que codifica um produto heterdlogo de

interesse;

II. seleccgdo das células estdveis geradas na etapa I
(linhagens de <células estdvels de acordo com a
presente invencdo);

III. cultura e manutencdo das mencicnadas células
estdveis (linhagens celulares de acordo com a presente

invencdo); e, se desejado,

IV. extraccdo do produto heterdlogo de interesse.
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As etapas I, II e III correspondem realmente a geragao
da linhagem de células estaveis de acordo com a presente
invengao que expressa constitutivamente o] produto
heterdlogo de interesse. Neste caso, a célula seré
transfectada com um vector viral de acordo com a presente
inven¢do que inclui um polinucleotideo que compreende a
seqguéncia de nucleotideos que codifica o produto heterdlogo
de interesse que deve ser produzido. Confeorme indicado
acima, o mencionado polinuclectideo que compreende a
sequéncia de nucleotideos que codifica o produto heterdlogo
de interesse é inserido no vector viral de acordo com a
presente invencdo numa posicdo tal que a sua expressido é

controlada por um promotor subgendmico de SFV.

Conforme mencionado acima, o produto heterdlogo de
interesse pode ser qualquer proteina ou peptideo de
interesse, tal como uma proteina relatora (p-gal etc.); ou
uma proteina, peptideo ou anticorpo (ou um de seus
fragmentos) com aplicacdes terapéuticas ou de diagndstico;
ou qualquer outra proteina recombinante ou peptideo de
interesse. Exemplos ndo limitadores 1ilustrativos de
produtos heterdlogos de interesse incluem peptideos e
proteinas com aplicag¢des terapéuticas, tais como factor de
crescimento similar a insulina I (IGF-I), cardiotrofina-1
(CT1), oncostatina M (0OSM), interferona alfa (tal como
IFNa5), anfirregulina (AR), factor neutrdéfico derivado de
células gliais (GDNF), proteina de células endoteliais
C/receptor de proteina C activada (EPCR), anticorpos de
interesse ou com aplicacdo terapéutica ou de diagndstico

etc.

As etapas de geracdo da linhagem de células estaveis

conforme a presente inveng¢do serdo conduzidas conforme
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descrito anteriormente no método de geracdo de linhagens de

células estaveis de acordo com a presente invencio.

0 produto heterdlogo de interesse pode ser
ocasionalmente utilizado na forma em que se encontra no
meio de cultura, ou seja, sem isolamento nem purificagdo;
no entanto, pode ocasicnalmente ser vantajosc extrair
(isolar) e opcionalmente purificar o produto heterdlogo de
interesse. Neste caso, a extraccgdo do produto heterdlogo de
interesse pode ser conduzida a partir de um lisato celular
gquando o produtc heterdlogo de interesse for intracelular
(ndo pode ser secretado para 0 meio) ou do sobrenadante das
células estaveis quando os produtos heterdlogos de

interesse puderem ser secretados para o meio circunvizinho.

Qualguer  processo convencional de extracg¢ao e
purificacdo de peptideos e proteinas que é apropriado para
o produto heterdlogo especifico de interesse que deve ser
produzido, dependendo da natureza do mencionado produto,
pode ser utilizado para a extracgdo. Exemplos nao
limitativos i1lustrativos desses processos incluem processos
baseados na separagdo por tamanho e/ou carga eléctrica
(precipitacdo em sulfato de aménio, filtragem de gel,
ultracentrifugacgéo, electroforese, electro-concentracdao
etc.), por meio de imunopurificacac (coluna de afinidade,
imunoprecipitacédo etc.), separacdo por meio de unido a um

ligante especifico etc.

O objectivo dos exemplos a seguir ¢é ilustrar a

presente invencdo sem pretender limita-la.
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EXEMPLOS DA INVENGAO

Materiais e Métodos

Construgdes de plasmideos

0Os plasmidecs pSFV-1 e pSFV3-Lacyz, gentilmente
fornecidos pelo Dr. P. Lilijestrdm (Instituto Karolinska,
Estocolmo) (18, foram descritos anteriormente. Para
construir os plasmideos pSFV-S2 e pSFV-S3, um fragmento de
3,5 kb que contém a 4area de nsp2 a sofrer mutagénese foi
extraido de pSFV-1 com SacI/XhoI e foi subclonado em
plasmidec pBluescript SK (Stratagene, La Jolla, Estados
Unidos) digerido com as mesmas enzimas, dque geraram O
plasmideo Blu-nsp2. As mutacbes P718T e P718F foram
introduzidas em nsp2 neste plasmideo por meio de PCR
cruzado. Os primers externos SF3669-VS (SEQ ID N° 3) e
SF4096-RS (SEQ ID N° 4) foram combinados sequencialmente
com o©0s pares de oligonucleotideos ©projectados para
introduzir as mutagdes correspondentes. Para S2, o par de
oligonucleotideos interno utilizado foi mutS2-vS (SEQ ID N°
5) e mutS2-RS (SEQ ID N° 6) que se s0brepbe em 25
nucleotideos e em que o CCC de cddons que codifica Pro 718
em nsp2 sofreu mutagcdo em ACG que codifica Thr
(sublinhado). Para S3, o©0s oligonucleotideos internos
utilizados foram mutS3-RS (SEQ ID N° 7) e mutS3-RS (SEQ ID
N° 8) que se sobrepde em 25 nucleotidecs e em que o CCC de
cédons que codifica Pro 718 em nsp2 sofreu mutacdo em TTT
que codifica Phe (sublinhado). PCR cruzado foi conduzido
com Pfu e produziu fragmentos de DNA de 430 bp que foram
digeridos «com EagI/NarI e clonados em Blu-nsp2 apds
digestao parcial com EagI e digestdo completa com NarI, que

gerou plasmideos Blu-nsp2-S2 ou Blu-nsp2-S3,
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respectivamente. A presenca de mutagdes S2 ou S3 foi
confirmada nesses plasmideos por meio de segquenciamento.
Por fim, um fragmento de SacI/XhoI com 3,5 kb gue contém
nsp2 que sofreu mutag¢do fol extraido de Blu-nsp2-32 ou de
Blu-nsp2-33 e foil subclonado em pSFV-1 digerido com as
mesmas enzimas, que geraram o0s plasmideos pSFV-S2 e pSFV-
S3, respectivamente. A fim de clonar LacZ nesses
plasmideos, um fragmento de DNA com 3,86 kb gque contém esse
gene foi extraido com XbaI/Xmal de pSFV3-LacZ e foi clonado
em pSFV-S2 ou pSFV-S3 digerido com as mesmas enzimas, que
geraram plasmideos PSFV-S2-Lac?z e pPSFV-S3-LacZz,

respectivamente.

A fim de gerar o plasmideo pSFV-pac, um fragmento de
0,95 kb de DNA que <contém o gene puromicina N-
acetiltransferase (pac) foi extraido de plasmideo pBSpac
(5) (gentilmente fornecido pelo Dr. J. Ortin, CNB, Madri,
Espanha) por meio de digestdo com NotI e Hpal. Apds corte
obtuso da extremidade NotI com Klenow, este fragmento foil
clonado em pSFV-1 digerido com Smal, que gerou pSFV-pac. O
plasmideo pSFV-SZ2-pac foi gerado mediante substituigdo do
fragmento de SacI/XhoI de 3,5 kb que contém a maior parte
de nspZ2 em pSEFV-pac com o0 mesmo fragmento obtido de Blu-

nsp2-52, que contém a mutacgdo S$S2.

0 plasmideo PpSFV-S2-9-Lacz foi gerado mediante
substituicdo do fragmento RsrII/XhoIl com 3,2 kb em pSFV3-
LacZ com o mesmo fragmento obtido de pSFV-S2-9-pac cobrindo
a area da replicase que contém mutagdes P718T e R649H de
nsp2. A fim de gerar o vector duplo pSFV-52-9-LacZ-pac, um
conjunto de 1,9 kb que contém o promotor subgendmico de SFV
seguido pelo gene pac foli extraido de pSFV-pac com

MscI/Spel e foi clonado em pSFV-S2-9-LacZ digerido com
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Smal/Spel.

A fim de gerar pSEFV-RHR-pac, a primeira mutac¢do R649H
de nsp2 foi introduzida em Blu-nspZ por meio de PCR.
Resumidamente, fol obtido um fragmento de PCR com 1,67 kb
com 08 oligonucleotideos SF1947-VS (SEQ ID N° 9) e SF3623-
S29-RS (SEQ ID N° 10) com Pfu utilizando pSFV-1 como molde.
Neste ultimo oligonucleotideo, o cddon CGC foi substituido
por CAC, gue gera a mutacdo R649H em nsp2 (sublinhado;
observe que o primer contém a sequéncia reversa). A
sequéncia deste oligonucleotideo compreende ¢ local Narl de
nsp2 proéximo da mutacdo R649H (indicado em it&lico). O
fragmento de PCR fol digerido com BstEII/NarI, que gerou um
fragmento de DNA com 1,36 kb que foi clonado em Blu-nsp2
digerido com as mesmas enzimas, de forma a gerar Blu-nsp2-
RHR. Por fim, um fragmento de SacI/XhoI de 3,5 kb contendo
nsp2 que sofreu mutacdo foi extraido de Blu-nsp2-RHR e
subclonado em pSEFV-pac digerido com as mesmas enzimas, que

geraram o0 plasmideo pSFV-RHR-pac.

Transcrigdo e transfecgdo de RNA

O DNA de plasmideo purificado foi linearizado por meio
de digestdo com Spel e transcrito na presenga de um andlogo
de tampa (New England Biolabs, Estados Unidos) utilizando
polimerase de SP6 (Amersham-Pharmacia) . Os RNAS
sintetizados in vitro foram transfectados em células BHK-21
por meio de electroporacdo conforme descrito anteriormente

(17).

Embalagem de réplicas

A embalagem do RNA recombinante de SFV em particulas
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virais (vp) foi conduzida por meio da co-electroporagdo de
células BHK-21 com o© RNA recombinante e com RNAS SFV
auxiliar-S2 e auxiliar-C-S5219A conforme descrito (29). As
particulas de SFV gque conduzem LacZ como um gene indicador
foram tituladas por meic de manchas de X-gal das células de
BHK-21 com diluigdes em série do virus. Para as particulas
de ©SFV gue conduzem o gene de pac, a titulacdo foi
conduzida por meio de imunofluorescéncia indirecta das
células BHK-21 infectadas com um antissoro de coelho
policlonal especifico contra SFV nspZ2 como um anticorpo

primadrio (E. Casales, resultados ainda ndo publicados).

Selecgdo e passagens das linhas de células resistentes a

puromicina

Uma solugdo de 1 mg/ml de puromicina (Sigma, St.
Louis, Estados Unidos) em MEM foi preparada, filtrada,
parcelada e armazenada a -20°C. Apds transfeccdo das
células de BHK com o0S RNAs recombinantes de SFV que
conduzem © gene pac, as células foram mantidas em
recuperag¢do por 24 horas antes da adig¢do de puromicina a b5
ug/ml. A fim de seleccionar as c¢élulas resistentes a
puromicina, o meio foi substituido a cada dois a trés dias
com um novo meio contendo puromicina. Apds a seleccdo, as
passagens das células sempre foram conduzidas na presenca
de puromicina na concentragdo indicada. No casc de células
transfectadas com SFV-S2-pac, locais 1individuais foram
clonados, expandidos e armazenados congelados em azoto
liguido. O meioc utilizado para cultivar as células foi MEM
Glasgow BHK-21 (Invitrogene, Estados Unidos) suplementadas
com soro de feto bovino a 5%, meio de fosfato triptose a
10% (Invitrogene, Estados Unidos), 2 mM de glutamina, 20 mM

de HEPES, estreptomicina a 100 pg/ml e penicilina a 100
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UI/ml (meio BHK completo).

Mapeamento das mutagdes adaptativas

O RNA celular total das <c¢élulas resistentes a
puromicina obtidas apds a transfecgdo com o0 RNA SFV-S2-pac
foi isolado com o kit RNeasy (Qiagen, Alemanha). 5 ug de
RNA de cada clone foram utilizados para sintetizar c¢DNA com
transcriptase reversa de M-MLV (Promega, Madison, Estados
Unidos) utilizando um oligonucleotideo com sentido negativo
complementar a nucleotideos SFV 4977 a 5010 (SEQ ID N° 11)
como um primer. Apds a transcricdo reversa, 0s CDNAs foram
amplificados por meio de trinta ciclos de PCR com Tag Plus
Long (Stratagene, La Jolla, Estados Unidos) com 0O mesmo
primer com sentido negativo e um oligonucleotideo com
sentido positivo complementar a nucleotideos SFV 1040 a
1074 (SEQ ID N° 12). O fragmento de 3971 bp resultante foi
digerido com BcII (1106) e Bsu36I (4916) e foi clonado nos
locails pSFV-pac correspondentes. O DNA de plasmideo
derivado de <cada clone individual foi linearizade e
utilizado como um molde para sintetizar RNA Iin vitro, que
foi transfectado em seguida em células BHK-21 a fim de
determinar a sua capacidade de conferir resisténcia a
puromicina. Quando a sub-regido compreendida entre as
posicdes 1106 e 4916 era capaz de permitir a sobrevivéncia
e divisdo celular na presenca de puromicina, como foi o
caso do clone S2-9, ela foli completamente sequenciada a

partir de dois clones de plasmideos independentes.

Andlise de RNA

O RNA total foi extraido das células transfectadas ou

de certas linhagens celulares wutilizando wum “mini kit”
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RNeasy (Qiagen, Alemanha) e foil analisado por meic de
Northern Blot. 3 pg de RNA total foram fraccionados por
tamanho em gel de agarose a 1,2% com formaldeido,
transferidos para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-N+,
Amersham) e hibridizados com um oligonucleotideo marcado
com %P especifico para o promotor subgendémico de SFV (SEQ
ID N° 13). As guantidades relativas dos RNAs de SFV
gendmicos e subgendémicos foram determinadas utilizando um
PhosphorImager (Cyclone, Packard, Estados Unidos) e

software Optiquant (versdo 4.0, Packard).

Anidlise da expressdo e processamento de replicase

Para as experiéncias de tradug¢do in vitro, os RNAs de
SFV foram transcritos em primeiro lugar In vitro conforme
descrito anteriormente, ©purificados com o kit RNeasy
(Qiagen, Alemanha), misturados com lisatcs de reticuldcitos
de coelho tratados com nuclease (Promega) na presenga de

QE

uma mistura de [°S]-metionina e [*’S]-cisteina (Amersham,
Estados Unidos) e foram incubados por noventa minutos a
30°C conforme as instruc¢bes do fabricante. Cada reaccado de
tradugdo continha 2,3 ng de RNA transcrito purificado. As
reacdes de tradugdo terminaram mediante adi¢ao do tampao de
carga Laemmli e foram analisadas por meio de SDS-PAGE em
géis de poliacrilamida a 8% seguidos por autorradiografia.
Os lisatos foram obtidos para as experiéncias de andlise de
imuno-manchas das c¢élulas BHK-21 transfectadas com 0s
vectores SFV por meio de incubacdo num tampdo que contém 1%
Igepal (Sigma, Estados Unidos), 50 mM de Tris HC1l, pH 7,6,
150 mM de NaCl, 2 mM de EDTA e PMSF a 1 ug/ml (Sigma, St.
Louis, Estados Unidos) e foram clarificados por meio de
centrifugacdo por seis minutos a 6000 rpm num micro-

centrifugador refrigerado e quantificados por meio de
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anadlise Bradford. Os lisatos foram analisados por meio de
SDS-PAGE em géils de poliacrilamida a 8%, transferidos para
uma membrana de nitrocelulose e incubados com antissoros de
coelho policlonais especificos contra SFV nsp3 e nsp2 (E.
Casales, resultados ainda ndo publicados) ou actina (Sigma,
St. Louils, Estados Unidos) como anticorpos primarios,
respectivamente. Um antissoro de carneiro especifico para
imunoglobulinas de coelho conjugado com HRP foi utilizado
como anticorpo secunddrio. As proteinas foram observadas
utilizando Reagente de Quimioluminescéncia Western
Lightning Plus (Perkin Elmer Life Sciences, Estados
Unidos), conforme as instrucdes do fabricante. Para o8
estudos de localizacédo nuclear, imunofluorescéncia
indirecta das células transfectadas foi conduzida
utilizando como anticorpo primdrio um Acm especifico contra
SFV nsp2 citoplasmatico (gentilmente fornecido por W.
Bodemer) ocu um Acm especifico contra o nsp2 SFV nuclear

(gentilmente fornecido pelo Dr. L. Kaariainen) (16).

Andlise da expressido de p-gal

As células transfectadas foram lisadas conforme
descrito acima e a actividade total do p-gal presente no
lisato foi medida conforme descrito (17), ou elas foram
manchadas nos momentos indicados com X-gal. A quantidade da
proteina produzida por cada célula foi obtida dividindo-se
a quantidade média de p-gal detectada por placa pela

quantidade média das células transfectadas em cada placa.
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EXEMPIO 1

Construgdo e Caracterizacdo de Vectores SFV que Carregam

Mutacdes Ndo Citopaticas Derivadas de SIN

Uma possivel abordagem de geracdo de novos vectores
alfavirus nédo citopaticos ¢ a introdugdo das mutagdes
descritas anteriormente noutros alfavirus, utilizando a
homologia de sequéncias compartilhada pelos diferentes
virus deste género. Segundo esta abordagem, foi avaliado o
efeito das mutagdes ndo citopdticas descritas no virus SIN
num vector de expressao derivado de SFV. Havia sido
demonstrado anteriormente que as mutagdes que afectaram o
residuo 726 da subunidade nsp2 de SIN Rep reduzem
consideravelmente a citopatogenicidade desse virus, um
facto que foi correlaciocnado com um nivel mais baixo de
reproducdao de RNA nos mutantes (7, 22). Duas mutacdes que
afectaram este residuo, P726T e P726F, que haviam sido
descritas como parcialmente citopaticas e ndo citopaticas
para SIN, respectivamente, foram introduzidas nco residuo
homélogo de nspZ2 no vector pSFV-1, que gerou oS5 mutantes
pPSEV-52 e pSFV-S3, conduzindo mutacBes P718T ou P718F em
nspZ, respectivamente. Para avalliar a citopatogenicidade
desses novos vectores, o gene relator LacZ fol clonado em
seguida a partir do promotor subgendémico viral, que gerou
0s vectores pSFV-S2-LacZz e PpSFV-S3-Lacz. O RNA foi
sintetizado in vitro para cada um desses plasmideos e foi
electroporado em células BHK-21, que foram cultivadas e nas
quais a expressdo de p-gal fol analisada por meio de
manchas de X-gal em diferentes momentos apds a transfeccdo
(Figura 1) . Ac contrario das células electroporadas com o
RNA SFV-Lacz controle no qual, 24 horas apds a transfeccdo,

mais de 95% das células expressaram [f-gal e exibiram um
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fendtipo <citopatico, apenas um pequeno percentual das
células transfectadas com os RNAs de SFV-S2-LacZ ou SEFV-S3-
LacZ expressou P-gal 24 horas apdés a transfecgdo, sem
exibir uma morfologia citopatica. No caso de SFV-S2-LacZ, o
numero de células positivas aumentou ao longo do tempo,
podendo formar grandes coldnias de células que expressam [-
gal cinco dias apds a electroporagdo. Este efeito foi
consideravelmente menor em SFV-S3-LacZ, com o qual nunca
foram observadas coldénias azuis no dia 5 apds manchas de X-
gal. Estes dados sugerem que as mutacgdes P718T e P718F
poderdo bloquear a reprodugdo viral ou a expressdo de
transgene, mas elas geram variantes ndo citopdticas com
frequéncia relativamente alta que poderdo ser o resultado
de mutacdes adaptativas secundarias durante a transcricdo

in vitro ou reprodugcac de SFV.

EXEMPLO 2

Selecgcido e mapeamento das réplicas derivadas de SFV-S2 que

contém novas mutacdes adaptativas

Para seleccionar as populagdes celulares que contém
réplicas de SFV ndo citopaticas, o gene relator LacZ foi
substituido em plasmidec PpSFV-S2-LacZ com © dgene que
codifica 0 marcador de seleccao dominante N-
acetiltransferase de puromicina (pac) que confere
resisténcia a puromicina, que gerou o plasmideo pPSFV-S2-
pac. Utilizando este ©plasmideo como molde, RNA foi
sintetizado in vitro e electroporado em células BHK-21.
Puromicina a 5 ug/ml foi adicionada 24 horas apds a
electroporagdo, o que levou a selecgdo de coldnias
resistentes a droga que foram expandidas em seguida. A fim

de identificar as ©possiveis mnutagdes adaptativas nas
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réplicas presentes nas células seleccionadas, o RNA total
fol extraido de clones individuais e um fragmento de 3,9 kb
da replicase SFV que compreende toda a seguéncia de nsp2
foi amplificado por meio de RT-PCR com primers especificos.
A regido nsp2 da replicase foi amplificada porque a maior
parte das mutacg¢fes ndo citopaticas descritas no alfavirus
havia sido mapeada nesta regido. O fragmento de CcDNA
resgatado de «cada clone fol subclonado no plasmideo
original pSFV-pac gue substitui a sequéncia de nsp2 do tipo
selvagem. Para verificar se haviam sido resgatadas mutagdes
ndo citopaticas, RNA foi sintetizado in vitro de cada um
dos novos plasmideos e utilizado para electroporar células
BHK-21. Vinte e quatro horas apds a transfeccdo, adicionou-
se puromicina a 5 ug/ml e as células foram manchadas com
vicleta de metilo em tempos diferentes, a fim de comparar o
seu crescimento com o observado nas células transfectadas
com o mutante inicial SFV-3Z-pac ou com o SFV-pac original.
Um dos clones, o SFV-S2-9-pac, exibiu um claro fendtipo néo
citopatico, pois ele conferiu resisténcia a puromicina a
maior parte das células transfectadas (Figura 2). Outros
clones testados exibiram um padrdo similar ao de SFV-S2 e
ndo foram adicionalmente analisados neste estudo. As
células transfectadas com o SFV-pac original exibiram um
claro efeito citopdtico e a maior parte delas morreu antes
do dia 4. O sequenciamento do fragmento de nsp2 de pSEV-S2-
9-pac demonstrou que, além da mutacdo original P718T, houve
uma segunda mutacdo adaptativa na posigd@o 649 de nsp2 na
qual Arg havia sido substituido por Hys. Esta nova mutacgdo

648

afeta o sinal de localizagdo nuclear RRR (27) de SFV nsp2

648

gue, em SFV-S52-9, é alterado para RHR.

65



EP2097533

EXEMPLO 3

Efeito de mutacdo R649H sobre a citopatogenicidade e sobre

a localizagdo nuclear de nsp2

Para verificar o efeito da mutagcdo R649H isoladamente
sobre a ciltopatogenicidade de SFV, esta mutacdo foi
introduzida no plasmideo pSFV-pac, de forma a gerar o
plasmideo  pSFV-RHR-pac. O RNA deste plasmideo foi
transcrito e electroporado em c¢élulas BHK-21, que foram
mantidas em recuperacdo por 24 horas. Em seguida adicionou-
se puromicina a 5 pg/ml e o crescimento das células foi
analisado em diferentes momentos manchando-se as células
com violeta de metilo conforme descrito acima (Figura 2,
coluna a direita). SFV-RHR-pac exibiu um padrdo muito
similar ao observado para o vector original SFV-pac,
induzindo um efeitc citopatico forte e precoce que levou &
morte a maior parte das células antes do dia 4. Estes
resultados sugerem que a auséncia de citopatogenicidade do
vector SFV-52-9 deveu-se & combinacdoc de mutagbes P718T e
R649H. Para verificar o efeito da mutacdc R649H sobre a
localizacdo nuclear de nsp2, as c¢élulas BHK-21 foram
transfectadas com o RNA dos vectores que continham essa
mutacdo (SFV-S2-9-pac) e SFV-RHR-pac) ou com vectores que
ndao os continham (SFV-pac e SFV-S2Z2-pac) e foram analisados
por meio de imunoflucorescéncia com anticorpos monoclonais
especificos para a forma nuclear ou para a forma
citoplasmatica de SFV nsp2, respectivamente (Figura 3). Em
todos o©os casos, nsp2 foi detectado no nlclec e no
citoplasma das células transfectadas, O gue sugere que a
mutacdo RHR ndo afectou o transporte para o nucleo dessa

proteina.
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EXEMPLO 4

Reproducdo de RNA em células transfectadas com SFV-S2-9-pac

A fim de determinar o nivel de reprodugdo de RNA do
mutante SFV ndo citopatico duplo, células BHK-21 foram
electroporadas com RNA SFV-S2-9-pac, RNA total foi extraido
em 24, 48 e 72 horas apds a electroporacdo e analisado por
meio de Northern Blot com um oligonucleotideo marcado com
*p especifico para a sequéncia do promotor subgenémico
SFV, que estd presente no RNA gendmico e em RNA subgendmico
(Figura 4, linhas 2 a 4). A quantidade dos RNAs SFV-S2-9-
pac genbmicos e subgendmicos, bem como a proporcdo entre
eles, foi comparada com a obtida em células transfectadas
com RNA SFV-pac 24 horas apds a electroporacdo (Figura 4,
linha 5). 0Os RNAs SFV-S52-9-pac gendmicos e subgendmicos
aumentaram ao longo do tempo e aparentemente atingiram um
pico 48 horas apds a electroporagdo. Niveis de RNA
similares foram observados numa linhagem de células BHK
resistentes a puromicina obtida com o vector SFV-S2-9-pac
(Figura 4, linha 1). Em todos o©0s casos, 0s RNAs SFV-S2-9
foram produzidos numa quantidade muito menor que a obtida
em células transfectadas com o RNA SFV-pac original
(observe-se que a linha 5 fol exposta 72 vezes mais que as
linhas 1 a 4). As razdes entre RNA subgenbmico e genbmico
observadas nas c¢élulas transfectadas com SFV-52-9-pac e
seleccionadas com puromicina foram cerca de 1,5 vezes
maiores que as observadas em células transfectadas com SFV-
pac (Figura 4, numeros na parte inferior). Nas células
transfectadas com SFV-S2-9-pac nao seleccionadas,
entretanto, esta razdo fol consideravelmente maior,
especialmente 24 horas apds a transfeccdo, mas foram

reduzidas ao longo do tempo, o que indicou gque a sintese de
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RNA gendmico no mutante duplo pdde ser retardada com
relagdo a do RNA subgendmico. Duas faixas adicionais de RNA
com um tamanho intermedidrio entre os RNAs gendmicos e
subgendmicos também foram detectadas nas células
transfectadas com SFV-52-9-pac (Figura 4, linhas 1 a 4).
Estas faixas ndao foram caracterizadas, mas poderdo
corresponder a RNAs interferentes defeituosos que podem
aparecer durante a reprodug¢do do mutante SFV duplo. Por
fim, para determinar se ©0s baixos niveis de reprodugdo do
RNA SFV-S2-9-pac puderam ser recuperadcs com uma replicase
do tipo selvagem fornecida em trans, as células BHK-21
foram electroporadas simultaneamente com os RNAs SFV-S2-9-
pac e SFV-LacZ (vector selvagem). Apdés 24 horas, O RNA
total foi extraido das células co-electroporadas e
analisado por meio de Northern Blot (Figura 4, linha 7). Os
RNAs das células electroporadas com o SFV-pac original
(Figura 4, linha 5) e SFV-LacZ (Figura 4, linha 6) foram
analisados no mesmo gel e utilizados como marcadores de
tamanho molecular para cada um dos RNAs gendmicos e
subgendmicos. Os RNAs SFV-LacZ e SFV-52-9-pac gendmicos e
subgenémicos foram facilmente detectados nas células co-
electroporadas apds a exposigdo do gel por uma hora, o que
indicou que a replicase do tipo selvagem era capaz de
recuperar ao menos parcilalmente a reproducdo do mutante
duplo. Embora a quantidade dos dois RNAs subgendémicos fosse
muito similar, o RNA SFV-LacZ genémico foi produzido em
niveis cerca de duas a trés vezes maiores que o do mutante

SFV-52-9-pac.
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EXEMPLO 5

Processamento de replicase em mutante SFV-S2-9

A quantidade menor de RNA detectada nas células
transfectadas com a réplica de SFV-352-9-pac poderia dever-
se a uma alteracdo no processamento de replicase. A SFV
replicase é sintetizada na forma de poliproteina nspl234,
que é dividida em seguida nos seus componentes monoméricos
maduros por meio da actividade de protease presente no
dominio da extremidade carboxilo de nsp2 (30), na qual as
mutagdes P718T e R649H tenham sido mapeadas. A fim de
examinar o efeito dessas mutagdes sobre o processamento de
replicase, 0s RNAs SFV-S2-9-pac, SFV-RHR-pac e SFV-S2-pac
sintetizados in vitro foram traduzidos por meio de
incubagdo com lisatos de reticuldcitos de coelhos na
presenca de [*°S]-metionina e [’°S]-cisteina. O padrao de
processamento de replicase nesses mutantes fol comparado
com o obtido para o RNA SFV-pac original por meio de SDS-
PAGE seguido por autorradiografia (Figura 5A). Nenhuma
diferenca foi observada no processamento de replicase entre
0s trés mutantes analisados e a replicase do tipo selvagem,
gque geraram uma acumulag¢do semelhante dos mondmeros nsp em
todos os casos. A fim de determinar se o processamento de
replicase fol afectado in vivo, 0s lisatos de uma linhagem
de células BHK-21 resistentes a puromicina que conduz
vector SFV-S2-9-pac ou de células BHK-21 transfectadas com
RNA SFV-pac original ou com RNA SFV-RHR-pac obtido 24 horas
apbs a electroporacgdo foram analisados por meio de imuno-
manchas com um antissoro de coelhos especifico contra nsp2
(Figura 5B, painel superior) ou contra nsp3 (Figura 5B,
painel central) como anticorpos primarios, respectivamente.

Nos dois casos, as amostras derivadas de SFV-pac e de SFV-
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RHR-pac exibiram um padrdo muito similar, pois expressaram
quantidades compardveis dos mondémercos nsp2 e nsp3. A
gquantidade de nsp2 e nsp3 na linhagem de células BHK-SFV-
S52-9-pac resistentes a puromicina foi cerca de 1,5 vezes
mais baixa, o que poderia dever-se & reprodugdo inferior
desse vector. Muito embora quantidades apenas
insignificantes de produtos com alto peso molecular fossem
detectadas nas amostras analisadas, puderam ser observadas
faixas diferenciais entre SFV-52-9 e o0s dois outros
vectores com 0 antissoro contra nspZ, o que poderia indicar
uma pequena alteracdo do processamento de replicase S52-9 in

vivo.

EXEMPLO 6

Expressdo do transgene e embalagem da réplica de SFV-S2-9

A fim de determinar o nivel de expressdo do gene
heterdélogo em mutante SFV-S2-9, o© gene relator de Lac-2Z
apds a clonagem do promotor subgendmico de SFV nesse vector
gerou o plasmidec pSFV-S2-9-Lac-Z. RNA foi sintetizado in
vitro a partir desse plasmideo e utilizado ©para
electroporar células BHK-21, em que a expressdao de [(-gal
foi analisada em diferentes momentos apds a electroporacgdo.
As células foram também transfectadas com RNA do vector
original SFV-Lacz, mas foram analisadas apenas 24 horas
apts a electroporacdo devido ao efeito citopatico induzido
por esse vector. Observou-se um nivel de expressdo de p-gal
similar nas células transfectadas com SFV-S2-9-LacZ e SFV-
LacZ 24 horas apds a transfeccdo, que estava na faixa de
cerca de 15 pg/célula (Figura 6). Este nivel de expressdo
aumentou ao longo do tempo nas células transfectadas com

SFV-82-9-LacZ, estabilizando-se em cerca de 30 pg de p-
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gal/célula 48 horas apds a transfecc¢do. Para determinar a
eficiéncia de embalagem de mutante duplo SFV-S2-9, células
BHK-21 com RNA SFV-S52-9-LacZz e os RNAs SFV-auxiliar-8Z e
SFV-auxiliar-C-S219A auxiliares foram co-electroporados
conforme descrito (29). Os sobrenadantes das células foram
recolhidos 24 horas apds a electroporacdo e foram titulados
sobre monocamadas de células BHK-21 por meio de manchas com
X-gal. O RNA SFV-S2-9-LacZ foili embalado de forma um tanto
ineficiente, o que forneceu titulos de 7 x 10° pv/ml, que
foram muito mais Dbaixcs que o0s obtidos pelo SEFV-LacZ
original (5 x 10° pv/ml). A fim de comparar Se a presenca
da replicase do tipo selvagem poderd aumentar a eficiéncia
de embalagem de mutante duplo S$S2-9, as células BHK-21 com
0s RNAs de SFV-S2-9-LacZ, SFV-pac & os dois RNAs auxiliares
de SFV foram co-electroporados. Neste caso, observou-se que
o SFV vector original foi capaz de aumentar moderadamente a
producdo de particulas de SFV-52-9-Lacz, que reagiram num
titulo de 1 x 10° pv/ml 24 horas apds a electroporacdo, que
foi determinada por meio de manchas de X-gal das células
BHK infectadas. A embalagem do RNA SFV-pac original foi
reduzida cerca de cinco vwvezes nas c¢élulas em que esse
vector foi co-electroporado com SFV-S2-9-Lacz (2,6 x 10°
pv/ml), em comparagdo com os titulos obtides quande o SFV-
pac foi embalado isoladamente (1,2 x 10° pv/ml), o que foi
determinado por meioc de imunofluorescéncia indireta das
células 1infectadas wutilizando wum antissoro de coelho
policlonal especifico contra SFV nspZ2 como um anticorpo
primario. A fim de determinar o efeito que cada uma das
duas mutag¢des individuais presentes em SFV-32-9 possuil
sobre a embalagemn, as células BHK-21 com RNAS SFV
auxiliares e com os RNAs SFV-RHR-pac ou SFV-S2-pac foram
co-electroporadas e as particulas virais foram tituladas

conforme descrito acima para SFV-pac. SFV-RHR-pac foi
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embalado com altos titulos (6,5 x 10° pv/ml), enquanto SFV-
SZ2-pac exibiu uma eficiéncia de embalagem muito baixa (2 x
10* pv/ml) .

EXEMPLO 7

Producdo de uma linhagem de células estdveis que expressa

LacZ utilizando vector SFV-S82-9

Como se demonstrou neste estudo, o vector SFV-S2-9-pac
pode ser utilizado para selecciocnar as células que podem
manter a réplica na presenca de puromicina. Para estudar se
foi possivel utilizar este tipo de vector para gerar
linhagens de c¢élulas estdveils que expressam outros
transgenes, o0 gene relator de LacZ foi introduzido em pSFV-
S2-9-pac, que gerou o plasmideo pSFV-S2-9-LacZ-pac em gue
0s genes pac e LacZz estdo localizados a Jjusante de
promotores subgendmicos independentes. O RNA deste
plasmidec foi sintetizado in vitro e electroporado nas
células BHK-21. Vinte e quatro horas apds a electroporagdo,
adicionou-se puromicina a 5 wug/ml e, quando as células
seleccionadas atingiram a confluéncia, foram conduzidas dez
passagens na presenga do antibidtico por um periodo de
trinta dias. O percentual de células gque expressam p-gal,
determinado em cada passagem por meio de manchas de X-gal,
variou de 70% a 90% conforme a passagem, mas fol de mais de
85% na passagem 10, o que indicou uma alta estabilidade da
expressdo de transgene na presenca de seleccdo (Figura 7).
Quando as células seleccionadas passaram sem puromicina, o
percentual das células gque expressam p-gal caiu muito
rapidamente, sendo de menos de 5% apds trés passagens. O
nivel de expressdo de P-gal nas células seleccicnadas com

puromicina foi determinado apds seis e oito passagens,
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atingindo 13 e 18 pg/célula, respectivamente, Estes valores
sdo muito similares aos obtidos nas células transfectadas
com © vector original SFV-LacZ 24 horas apd¢s a transfecgdo,
0 gue indicou que as linhagens celulares geradas com O
vector SFV-52-9 poderdo ser utilizadas para expressar

grandes quantidades de proteinas recombinantes.

EXEMPLO 8

Avaliacdo de outros mutantes de SFV ndo citopaticos

definidos anteriormente

As mutacdes que haviam sido definidas anteriormente
como ndo citopadticas para SEV foram introduzidas no gene de
subunidade nsp2 da replicase de SFV, em plasmideo pSFV-1,

gque contém a sequéncia de vector. Estas mutacgdes incluiram:

- L10T (alteragdo de TTIG para ACC): mutante SFZA
(22) .

- L713P (alteracdo de CTIA para CCT): mutante SF2C
(22) .

Além disso, o plasmideo pSFV-PD que contém a sequéncia
de wvector SFV com mutagdes S259P e R650D em nspZ foi

gentilmente fornecido pelo Dr. K. Lundstrdm (21).

0Os plasmideos pSFV-SF2A, pSFV-SF2C e pSFV-PD foram
gerados (ou obtidos) desta forma, nos quais o gene LacZ foi
clonado sob o controle do promotor subgendmico viral, e
foram obtidos os plasmideos: pSEFV-SF2A-LacZ, pSFV-SF2C-Lac?

e pSFV-PD-LacZ, respectivamente.
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Estes plasmideos foram utilizados para sintetizar RNA
in vitro, que foi electroporado em células BHK-21. Apds a
electroporagdo, as células foram distribuidas em diferentes
placas que foram fixadas e manchadas com X-gal em
diferentes momentos apds a transfecgdo. A mancha de X-gal
causa uma coloracgdo azul nas células que estdo a expressar
f-gal do gene LacZ, o gue permite detectar-se o numero de
células que conduzem o vector e que tenham sobrevivido em
diferentes momentos, bem comc a andlise da sua morfologia,
0O que ¢é um indicador de <citopatogenicidade. Nesta
experiéncia, células electroporadas com RNA SFvV-LacZ, que é
citopatico para as células de BHK, foram utilizadas como um
controle negativo. De forma similar, RNA SFV-S2-Laciz, que
conduz a mutacdo P718T em nsp2 e gera um fendtipo ndo
citopdtico num certo percentual das células, foi utilizado

como um controle positivo.

Como se pode observar nas Figuras 10 e 12, os mutantes
SFV-SF2A e SFV-PD exibem um fendétipo que foi muito similar
ao do vector SFV selvagem, induzindo um forte efeito
citopatico nas células transfectadas, que foi traduzido no
surgimento de uma série de corpos apoptdticos a partir do
dia 3 e uma auséncia quase total de expressdo apds longos
pericdos (sete dias). 0Os dados relativos & natureza
citopatica do vector SFV-PD sdo adicionalmente sustentados
por resultados publicados posteriormente pelo préprio K.
Lundstrdém, em que se demonstra como a expressdo de B-gal ou
GFP em células BHK infectadas com um vector de SFV-PD que
conduz LacZ ou GFP como um gene marcador atinge o maximo
apts 48 horas para cair drasticamente em seguida nos trés a
quatro dias seguintes (20, vide Figura 2 desta referéncia).
SFV-SF2C mutante exibiu wum fendtipo um pouco menos

citopatico, mas muitos corpos apoptdticos aparecem no dia 3
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e, embora aparentemente existam altos niveis de expressdoc
no dia 4, 1isso desaparece quase completamente no dia 7, o
gue indica que este mutante provavelmente permite
expressdes um pouco mails prolongadas que o vector selvagen,
mas sem deixar de ser citopatico. O vector SFV-S2 é o tnico
vector que ndo causa o surgimento de corpos apoptdéticos e
gue permite a manutengdo da expressdo por pelo menos sete
dias, gerando o surgimento de coldénias. O wvector SFV-S2-9
gue carrega as mutacl8es P718T e R649H foil seleccionado a
partir de uma das coldnias obtidas com SFV-S2 guando o gene
LacZz foi substituido pelo gene pac no mencionado vector. A
Figura 14 inclui fotos de células transfectadas com vector
RNA SFV-382-9-LacZz e manchada em diferentes momentos com X-
gal. O wector S2-9 ndo produziu efeito citopatico nas

células transfectadas, gue também puderam dividir-se.

EXEMPLO 9

Obtencdo de linhagens de células estdveis produtoras de

cardiotrofina 1 utilizando o vector SFV-S2-9

Foram gerados plasmideos por meioc da introdugdo do
gene cardiotrofina de rato (rCT) em pSFV-S2-9-pac em dois
ambientes diferentes e wutilizados para gerar linhagens
celulares que expressam rCT. Tanto a expressdo de rCT
guanto a estabilidade da expressdo de rCT foram analisadas
com © propdésito de identificar linhagens de células

estaveis que expressam rCT.

9.1 Construcdo do plasmideo

Para o propodsito de geragdo de linhagens celulares que

expressam cardiotrofina, foram gerados plasmideos com base
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em SFV-$52-9-pac por meio da introdu¢do do gene
cardiotrofina de rato (xCT) conforme duas realizacdes

diferentes:

- plasmideo pSFV-S2-9-rCT-pac, em gue 08 genes pac
e rCT sdao colocados a jusante de promotores

subgendmicos independentes (Figura 15A); e

- plasmideo pSFV-52-9-pac2A-rCT, contruido conforme
a estrutura geral descrita na Figura 8B, gue contém o
gene pac e o gene rCT fundidos a Jjusante de um Unico
promotor subgendmico (Figura 15A); nesta realizacgldo, a
sequéncia de autoprotease FMDV 2A (SEQ ID N° 14) (35)
foli introduzida entre os dois genes para permitir a
liberacdo da cardiotrofina da proteina de fusao

(Figura 1524).

Para construir o plasmideo pSEFV-52-9-rCI-pac, © vector
de clonagem pSFV-S2-9-mcs-pac, que contém a replicase SFV-
$2-9, um primeiro promotor subgendmico seguido por um local
de clonagem multipla e um segundo promotor subgendmico

seguido pelo gene pac foram gerados anteriormente.

Resumidamente, os oligonucleotideos SEQ ID N° 15 e SEQ
ID N° 16 foram hibridizados, gerando um fragmento de DNA
sintético com extremidades 5’ protuberantes compativeis com
BamHI e cuja sequéncia contém um local de clonagem multipla
com alvos para enzimas AvrII, Apal, Nrul e BstBI, trés
cédons de término de tradugdo nas trés possiveis etapas de
leitura e a sequéncia promotora subgendmica SFV. FEste
fragmento foi clonado no local BamH I de pSFV-52-9-pac,

sendo gerado o plasmideoc pSFV-S2-9-mcs-pac.
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Numa segunda etapa, um fragmento de PCR com 645 bp que
contém o gene de cardiotrofina de rato foi sintetizado a
partir do plasmideo  pRSET-rCT (36), utilizando o©s
oligonucleotideos SEQ ID N° 17 e SEQ ID N° 18 em
hibridizacdo <com o inicio e o fim do gene rCT,
respectivamente, e contendo locails BamH I nas extremidades
para facilitar a clonagem. O fragmento de PCR foi digerido
com BamH I e foi clonado no local BamH I de pSFV-52-9-mcs-
pac, sendo obtido o plasmideo pSFV-52-9-rCT-pac. De forma
similar, o mesmo fragmento de PCR foi clonado em pSEFV-1

digerido com BamH I, sendo gerado o plasmideoc pSFV-rCT.

Para construir o plasmidec pSFV-S2-9-pac2A-rCT, o©
vector de clonagem pSFV-$S2-9-pac2A, gue contém a sequéncia
de vector SFV-S2-9-pac na qual o gene pac ¢ fundido em fase
na sua extremidade 3' com a sequéncia de nucleotideos que
codifica a autoprotease FMDV 2A (35), gue contém na
extremidade dessa sequéncia o local de clonagem Smal/Xmal,
foli gerado anteriormente. Resumidamente, utilizando o
plasmideo pSFV-32-9-pac como molde, foi conduzido um
cruzamento de PCR com os oligonucleotideos externos: SEQ ID
N°® 19 e SEQ ID N° 20 e os oligonucleotidecs internos: SEQ
ID N° 21 e SEQ ID N° 22, gerando um fragmento de DNA com
842 bp que foi digerido com BamH I e Xma I e clonado em
pSEV-S2-9-pac digerido com as mesmas enzimas, de forma a
obter o plasmideo pSFV-S2-9-pac2A. O PCR cruzado foi
conduzido para o propodsito duplo de introduzir a seguéncia
2A-Xmal na extremidade 3’ do gene pac, eliminando-se
simultaneamente um local Xmal presente no interior daquele

gene.

Por fim, para gerar o plasmideo pSFV-S2-9-pac2A-rCT,

um fragmento de PCR com 645 bp gque contém o gene
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cardiotrofina de rato do plasmideo pRSET-rCT (36),
utilizando os oligonucleotideos SEQ ID N° 23 e SEQ ID N° 24
em hibridizagdo com o inicio e o fim do gene rCT,
respectivamente, e contendo locais Xma I nas extremidades
para facilitar a clonagem. O fragmento de PCR foi digerido
com Xma I e fol clonado no local Xma I de pSFV-S2-9-pac?2i,

obtendo o plasmidec pSFV-52-9-pac2A-rCT.

0.2 Obtencdo de linhagens de c¢élulas estiveis produzindo

cardiotrofina e analise da expressdo de cardiotrofina

O RNA de cada plasmideo sintetizado in vitro (capitulo
9.1) foi electroporado em células BHK-21. Vinte e quatro
horas apds a electroporacdo, adicionou-se puromicina a b5
ug/ml e, quando as ceélulas seleccionadas atingiram
confluéncia, a expressdo de cardiotrofina foi analisada nos
lisatos celulares por meio de imuno-manchas com um

anticorpo especifico para cardiotrofina (Figura 15B).

Para as experiéncias de andlise por meio de imuno-
manchas, os lisatos das células BHK-21 transfectadas com o0s
vectores SFV foram obtidos por meio de incubag¢do num tampdo
gque contém 1% Igepal (Sigma, Estados Unidos), 50 mM de Tris
HC1, pH 7,6, 150 mM de NaCl, 2 mM de EDTA e PMSF a 1 ng/ml
(Sigma, St. Louls, Estados Unidos) e foram clarificados por
meio de centrifugacdo por seis minutos a 6000 rpm num
micro-centrifugador refrigerado e quantificados por meio de
andlise Bradford. Os lisatos foram analisados por meio de
SDS-PAGE em géis de poliacrilamida a 12%, transferidos para
uma membrana de nitrocelulose e incubados com um antissoro
policlonal contra cardiotrofina murina CT-1 (R&D Systems)
ou actina (Sigma, St. Louis, Estados Unidos) como

anticorpos primdrios, respectivamente., Utilizou-se um
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antissoro de cabra ou carneiro especifico para
imunoglobulinas de rato ou coelho, respectivamente,
conjugado com HRP como anticorpo secunddrio. As proteinas
foram observadas utilizando Reagente de Quimioluminescéncia
Western Lightning Plus (Perkin Elmer Life Sciences, Estados
Unidos), conforme as instrugdes do fabricante. Para
guantificar os niveis de rCT, diferentes quantidades dos
lisatos das células que expressam rCT foram analisadas por
meio de d1muno-manchas e comparadas com quantidades
conhecidas de cardiotrofina recombinante, wutilizando o

programa Imagequant TL (Amersham) com este propdsito.

Os nivels de expressido de cardiotrofina nas linhagens
geradas com cada um dos vectores foram similares aos
obtidos em células electroporadas com RNA vector com a
replicase SFV-rCT selvagem (Figura 15B). A expressao de rCT
nas linhagens seleccionadas foi de cerca de 4,3 pg/célula.
Nas linhagens geradas com o vector SFV-S2-9-pac2A-rCT,
observou-se que a maior parte do rCT havia sido liberada da
proteina de fusdo, embora houvesse uma fraccido ndo digerida

que também foil detectada por meio de imuno-manchas.

Para analisar a estabilidade desses vectores nas
células transfectadas, foram conduzidas dez passagens
sucessivas das c¢élulas que o0s contém na presenca de
puromicina por um periodo de cerca de vinte dias e a
expressdo de rCT em cada passagem em lisatos celulares foil
determinada por meio de imuno-manchas. No caso de linhagens
celulares geradas com o vector SFV-S2-9-rCT-pac, observou-
se que a expressdo fol mantida até a passagem 5, a partir
da qual comegou a cair drasticamente até virtualmente
desaparecer na passagem 11 (Figura 16). Esta perda de

estabilidade, entretanto, nado ocorreu nas linhagens que
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contém o vector SFV-32-9-pac2A-rCT, no qual a expressao
permaneceu constante por pelo menos dez passagens (Figura
17), o que indica a fusdo em fase do transgene (gene rCT)
em gque 0 gene pac que utiliza a sequéncia de nucleotideos
gue codifica a autoprotease FMDV Z2A permite aumento
considerdvel da estabilidade da expressdaoc de proteina
heterdloga nas linhagens geradas a partir do vector SFV-52-

9.

EXEMPLO 10

Obtencdo de linhagens de células estiveis produtoras de

factor de crescimento similar a insulina humano (IGF-I)

utilizando o vector SFV-S2-9

Foram gerados plasmideos por meio da intrcdugdo do
gene de crescimento similar a insulina humano (IGF-I) em
pPSEV-32-9-pac em dols ambientes diferentes e foram
utilizados para gerar linhagens celulares gue expressam
IGF-I. Tanto a expressao de IGF-I quanto a estabilidade da
expressdo de IGF-I foram analisadas com o© propoéosito de
identificar 1linhagens de células estdveis gue expressam

IGF-I.

10.1 Construg¢do do plasmideo

Para o propédsito de geracdo de linhagens celulares que
expressam IGF-I, foram gerados plasmideos com base em SFV-
S2-9-pac por meio da introdu¢do do gene IGF-I conforme duas

realizag¢des diferentes:

- plasmideo pSFV-S2-9-IGF-pac, noc gual os genes pac

e IGF-I sdo colocades a Jjusante de promotores
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subgenémicos independentes (Figura 18); nesse
plasmideo, o gene IGF-I fol fundido com o amplificador
de tradugdo de capsideos SFV utilizando a sequéncia de
nucleotideos que codifica autoprotease FMDV 2A como um
ligante, ©pois esta estratégia permitiu o aumento
considerdvel dos niveis de expressdo de proteina

heterdloga nc vector SFV selvagem (37); e

- plasmideo pSFV-52-9-pac2A-IGF, construido
conforme a estrutura geral descrita na Figura 8B, que
contém o gene pac e o gene IGF-I fundidos a jusante de
um Gnico promotor subgenémico (Figura 18); nesta forma
de realizacdo, a sequéncia de nucleotideos que
codifica autoprotease FMDV 2A (SEQ ID N° 14) (35) foi
introduzida entre o0s dois genes para permitir a
liberagdo da cardiotrofina da proteina de fuséo

(Figura 18).

Para construir o plasmidec pSFV-82-9-IGF-pac, o)
plasmideo PSFVL12A-IGF-IB (38) foi digerido com
BglII+Klenow e Spel, obtendo um fragmento de 2,3 kb que foi
ligado ao fragmentoc de 11,1 kb obtido a partir de pSFV-S2-
9-pac digerido com BsmI+T4pol e Spel. O plasmideo pSFVb12A-
IGF-IB contém a sequéncia precursora de IGF-I humana (IGF-
IB) fundida na sua extremidade 5’ com um conjunto que
compreende a sequéncia gue codifica os 34 primeiros
amincacidos do capsideo SFV (amplificador de traducgdo
minimo ou “bl”) seguido pela sequéncia de nucleotideos que
codifica a autoprotease de FMDV 2A. IGF-IB precursor
codifica uma preparacdo com 195 amincdcidos que inclui os
dominios II, B, C, A, D, D, E, Ea, Eb e 6 do gene IGF-I.
Esta proteina prévia € processada até a forma madura de

IGF-I que ¢é secretada, perdendo os dominios aminoterminais
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IT e o0s dominios carboxiterminais E, Ea, Eb e 6 (39).

Para construir o plasmideo pSFV-52-9-pac2A-IGF, o©
plasmideo pSFVb12A-IGF-I (38) foi digerido com XmaTl,
obtendo um fragmento com 0,59 kb que contém sequéncia IGF-
IB que foil ligada com PSEV-S2-9-paczA (cujas
caracteristicas e forma de obtengdo s3c descritas no
Exemplo 9.1, com relacdo a construcdo do plasmideo pSEFV-S2-
9-pac2A-rCT) digerido anteriormente com XmaI. Os clones
foram seleccionados em seguida, nos gquais o fragmento de

0,59 kb havia sido introcduzido na orientacdo correcta.

10.2 Obtencdoc de linhagens de células estavels produtoras

de IGF-I e andlise da expressido de IGF-I

O RNA de cada plasmideo foi sintetizado in vitro
(capitulo 10.1) e electroporado nas células BHK-21. Vinte e
gquatro horas apds a electroporacdo, adicionou-se puromicina
a b ug/ml e, quando as células seleccionadas atingiram a
confluéncia, a expressdo de IGF-I feoi analisada nos
sobrenadantes celulares recolhidos em momentos diferentes

por meio de ELISA especifico para IGF-I humano (Figura 19).

A expressdo de IGF-I foi analisada em sobrenadantes
celulares utilizando um kit ELISA especifico para a medicgdo
de IGF-I humano livre (IGF-I 1livre, ref. DSL-10-9400,
Diagnostic Systems Laboratories, Webster, Texas, Estados
Unidos). Para cada uma das passagens analisadas, foram
semeadas 5 x 10° células por cavidade, houve uma espera de
guatro horas para gue as células se aderissem € o meio foi
alterado adicionando-se 1 ml de meio Glasgow-MEM com soro
de feto bovino a 5% (37) e puromicina a 5 ug/ml. O

sobrenadante foi recolhido apds 24, 48 ou 72 horas,
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centrifugado a 6000 rpm por c¢inco minutos num micro-
centrifugador refrigerado para eliminar residuos celulares
e congelado a -80°C até a analise. Para o propdsito de
controle da quantidade de células presentes em cada
amostra, células BHK foram recolhidas das mesmas cavidades
em gue 0s sobrenadantes haviam sido recolhideos e lisadas
por meio de incubag¢do num tampdo que contém 1% Igepal
(Sigma, Estados Unidos), 50 mM Tris HCl, pH 7,6, 150 mM
NaCl, 2 mM EDTA e 1 ug/ml PMSF (Sigma, St. Louls, Estados
Unidos), foram clarificados por meio de centrifugagdo a
6000 rpm num micro-centrifugador refrigerado e
quantificados por meio de andlise Bradford. Os wvalores da
guantidade de proteina obtida por Bradford foram muito

similares em todas as amostras analisadas.

Os resultados obtidos com relagdo a expressado de IGF-I
nos sobrenadantes celulares recolhidos demonstraram que,
depois de horas, os niveis de expressdc de IGF-I no
sobrenadante das linhagens geradas com cada um dos vectores
ndc citopaticos foram apenas 1,5 a 2 vezes mais baixos que
os obtidos em células electroporadas com RNA do vector
selvagem SFV-IGF-I (Figura 19). Esta expressdo foi um pouco
maior na linhagem obtida com o vector SFV-SZ2-9-pacZA-IGF
(34,5 pg/célula) com relagdoc a expressdc na linhagem
seleccionada com SFV-$2-9-IGF-pac (21,3 pg/célula). A
andlise da expressdo de IGF-I em sobrenadantes tomada em
tempos mais longos demonstrou que IGF-I pode ser acumulado
até no maximo 67 e 34 pg/célula em vectores SFV-52-9-paclA-
IGF e SFV-S2-9-IGF-pac, respectivamente. Estes resultados
demonstram gque IGF-I estd sendo secretado para o meio
extracelular, que estda indicando um processamento correcto

de poliproteina.
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Para analisar a estabilidade desses vectores nas
células transfectadas, foram conduzidas dez passagens
sucessivas das «células que os contém na presenca de
puromicina por um periodo de cerca de vinte dias e a
expressdo de IGF-I em sobrenadantes celulares recolhidos em
24 horas apds cada uma das passagens foli determinada por
meio de ELISA especifico para IGF-I humano. No caso das
linhagens geradas com vector SFV-S2-9-IGF-pac, observou-se
que a expressdo fol mantida até a passagem 4, a partir da
qual comegou a calr drasticamente, atingindo niveis que
eram oitenta vezes menores na passagem 10 (Figura 20). Esta
perda de estabilidade ndo ocorreu tado notadamente nas
linhagens que contém o vector SFV-S2-9-pac2A-IGF, no qual a
expressdo permaneceu guase constante, caindo gquatro vezes
entre as passagens 1 e 10 (Figura 20). Este resultado
confirma que a fusdo em fase do transgene com O gene pac
utilizando a sequéncia de nucleotideos que codifica a
autoprotease FMDV 2A permite aumento considerdvel da
estabilidade da expressdo de proteina heterdloga nas

linhagens geradas com o vector SFV-S2-9.
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misc_feature
(87)..(89)

Trio de inicio de traducdo de replicase

misc_feature
(3642)..(3644)

Trio correspondente a mutacdo R649H

misc_feature
(3849)..(3851)

Trio correspondente a mutagdo P718T

misc_feature
(7351) .. (7374)

Promotor subgendmico viral sobreposto

misc feature

91



EP2097533

<222>

<223> Trio de término

<400> 1

gatggcggat

gccacctece

gctacgcgag
attgaggctg

acagcccatt

gagtcattge

aggtcacacc

accaaattga

tcgagcagga

ccttceccagga

gaatgatgtc
gaagaccccg
aaaggctcga

ctggatagag

agatcgcagg

gctgaatctce

ctaccttttg

gccgtatace

aggacgtgta

aaaggtgtca

gtgtgacata

agattaacca

catcaagtct

(7380) ..(7382)

60

120

180

aaatgaccat

240

gactgacaaa

300

tacgcacaaa
360
tagctacgca

420

aaaaatcacc

480

cctgcataca

540

tgctgtacat
600

gcaaatgcca

gacacactca

taccactgceg

aagaaactgg

gacctgcaga

gacgtcacgt

gcaccaacat

gagcattttc

tcttggatat

tatgccctat

cagcggectce

ccgtcatgge

gtcgtacgge

cgctgtacca

de traducdo de replicase

cacgacgcca aaagattttg ttccagcetcecce

cccacgatgg ccgccaaagt gecatgttgat

ttgcagaagg catttccgtc gttcgaggtg

gcacctggct

cggcagtgceg

gcgcagegea

cgggaaggtg

tacgccagac

agccgaagtg

tcaggcgatg
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gaacggcgta
ctagcaggceg

cgtatccaac

aggaacatag

gactgtgtge

ctcecgeaaga

agcaattgaa

tacactgaga

gcagaaagct

ggtaaacaat

cctttacctg

aagaaaatca

ctatgtgccce

cacgcggagg

gattcctagt
ttcectgtat

gcacctacgt

accgacgtca

caccggagga

gtgaacggaa

gaacacagcg

gccgtegeat

ttggattggg
660

ctacgccaca

720

agcatccttg
780

accttgcgac

840

actgaggagc
900

taggtgcgat
960

cggectgtac
1020

gtgcaagacc

1080

ccectcecaace

1140

cgcacagaag

1200

aaacactaac

1260

tttgacacca

aactgggccg

actgagggaa

acagtcatgt

tggcacttac

accatcgtat

ggtaaaacgg

acagacactyg

atctgtgatc

ttgttagtgg

acgatgaaga

ceeegtttat

acgagcaggt

gactcggcaa

tcteggtagg

cctcegtatt

catgtgaagg

tagggtacgc

tcaaaggaga

aaatgactgg

gattgaatca

actatctgcet

gtttgacgceg

gttacaggcc

actgtccatt

atctacattg

ccacctgaaa

gtacgtagtt

cgtgacgtat

aagagtctca

catactagcg

gaggatagtt

tccgattgtg
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ttagcaagtyg
ctgggtgtcc

gagagaggtc

atgcacacca

tgtacaagaa

aactcgttcg

tcatcccgag

attaagatgc

ttttggccaa
tcagccaggqg

atgctgaaca

gccttaccac

ccectegtece

gaagaactag

agtatcacgc

gtcaccgcac

agccgaacga

gtgctcaaga

gctccaagtt

acacataacqg

ggagggccgg
ccatgtggat

ggcgagggaa
1320

acttacttgce
1380

accagacacc

1440

cctatggtcet
1500

gaagaccaag

1560

agaggagaag
1620

catcgcgecg

1680

aggtgcaggg
1740

cgtactacta

1800

ggccceegtyg
1860

cggttaccag
1920

tacaaggcag

tgctgettgt

cagacaatag

acaggcctcg

cgagagttaa

gagaggttgg

gcggagacgg

gtcgtggaaa

ggaaattacg

caccctcetag

gtcgacggat

accttgatga

gggcatttaa

tgaaggtgcc

caatcccagt

tacctgttet

aggccgagcet

gagtcgtcga

cacctcgcecag

tagttctgte

cagagcaggt

atgacggcag

tgaaaaacct

aacgaggaag

ttcagagttt

cagatcacgc

cgacgcgteg

gactagagaa

cgtcgacgtt

cgcgttgaaa

cccgcagace

gaaaataata

ggtcctacta
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cggccattcce

gtgtacaacg

aaagggagtt

tcgctgaaca

ccgacgagga

tacgtgttcg

acgtagataa

ttggtgggag

agctaaccaa

aggcegtegy

caccatataa

aagtctgcta

ttattaagag

gagaactgcce

aggaaatagt

gaaaacagtg

actccatcect

gacgaggctt

tcgettgeca

cggagcaaag

tggtgttatg
cttaaggtga

ggtcccetgag
1980

cgtcaacagg

2040

gaactacgag

2100

aaaatgctgc

2160

cceececgtte

2220

gactacagta

2280

cctecgtgacce

2340

taacgacgtyg
2400

gctaaacggg
2460

ttceggtact
2520

cggagacccc

2580

tttcaagcectt

aaactatacc

aaagtcagag

gtcaagagag

catgaattcg

gtaggagtct

aaacacgatc

aagaagcacc

tgtcgtegtg

ctgctggecc

aagcaatgceg

tgagcgagag

atattgcegt

ctgaaagaac

aggaagcgtc

cctacgaagg

ttggggttcc

tggtcaccag

gcgggaaggy

ccgtggacat

taattgetet

gattcttcaa

cgccactatg

tcacggaccg

tgacgccgag

gggtttggtg

gctgaagatc

gggatcaggc

cggcaagaag

gacaagtagg

cctatatgtg

tgttaaacct

tatgatgcag
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acttcaacca

cgttgcacge

gtccagtcac

acgaccaacc

cgtgcaacaa

ccaggagaca

tcgtgttaac

cgtggacacg

aagtcatgac

gccgtaagge

agaaggtgaa
gtactgctga

cgcgcactga

attaaggtcc

tatcaaacat

gaagaacacg

acaaaataat

cagaacaaag

cgaacgtgtg
atcagattga

cagcagagga

tactctccag

caacatctge

2640

ggccatcgtg
2700

acccataatc

2760

atgcttccga
2820

agcagcagca

2880

tgaaaatccc

2940

ggataggctg
3000

tccacagggt
3060

gaaggtgatt
3120

ttgggcgaaa
3180

gtggagcacc
3240

actgaagtat

tctacgttge

atagacacca

ggctgggcaa

tctcagggec

ttgtatgccce

gtgtggaaaa

aactttacgg

gaaggaccgg

agcctggtge

ataattacag

gtcataaaag

actacggagg

caggacagac

agcagctgca

tcacccgcaa

ctgcgtcgga

cgctggecgg

ccacattgga

ctgcgectgt

ctgtcctgga

catttaagga

tatatccaga

caagatgcgc

caagcccaag

gttggactac

aggggtatac

gcacgtgaat

cgatccctgg

agaatggcaa

ggacgcgttc

cactgccgga

ggacagagct
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tggtggecett
agtggcctgt

tttctgececce

agacctggtg

gaaggatgta

cataccttcee

tgaaggggca

atccaaccgce

tttetgtget

ctggtggetyg

agtacaagac
agagggtacc
acgtcctgcet
acttggttgt

caccgctgaa

ctgccggcetyg

acgccggceag

atccaccact

accagcagtg

gcgctacgac

tgctaaaaac

atcagcgaag

gaatgaaatt
3300

gaaggtgtcc
3360

tggattcaat
3420

gtggcatacg
3480

ggacaatgta
3540

ggttaaaggc
3600

ggtgagtgag
3660

tgtcacaggce
3720

gttcgacttg
3780

tgtcgaccac

3840

gggcggceatc
3900

tgcaccaagt

ctgtattacg

gccgcaacag

ggcaagcagg

attcctatca

agtagggttyg

tacaacctgg

gccgataggt

gtctttgtga

gccatgaagce

ttgatgagag

actatggagt

agaacaacca

ctgccaggcet

cagttatcgc

accgcaggcet

agtggctggt

ctttgccteg

gctacgacct

acattcacac

tgcagatgcet

cttacggata

tgacctggac

ctgggataac

ggaagctaga

agaaagaaaa

gccgcacgec

caataaagta

acacagggtc

aagtttagga

ggaattcaga

tgggggagat

cgccgataaa
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ccgttgttte
ccggattgtg

tcaccagcaa

aagagaccct

ctacgctaca

gccatgcaca

cggccgggtg

tgcacagaag

cggctgtggt
tgcagggecg
tggcgaagaa

acaattaaaa

cagtcatgtg

tctgccacga

ctgaagcgga

gccgaagtaa

acagactgtc

ttcagcggeg

gaagagatag

gccacggacg

ctgacgtgac

gaagccattg

ctecttaage

3960

tacagaagtg
4020

ccagatgaat

4080

tgcaccatcce

4140

taacgcagct
4200

atggcegtca
4260

cggctcgtac
4320

aggggaccge
4380

actgagcagce

4440

gctgcagcaa

4500

catctactgce

4560

agaaagttct

ttettgetgt

accaagctga

tacagagtta

aacgccegtg

gcctttaagg

ccegtceatcec

gaattggceg

gtagccatcc

tcecctcaace

agagacaaaa

cgtctgcaag

tctccaactt

gtgccgtgta

agagagcaga

gaactgtagg

gagcagcaac

acgctgtage

ctgtctaccyg

cgctgetgte

atctattcac

gttgggagaa

agtgttgcege

tgacaacgga

tgccggagaa

catagccacg

ggatggcgta

accagtgggc

gcctaattte

ggcagtggcce

cacaggagtg

agcaatggac

gaaaatccag
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acatgaggac

gacttggtga

gagtgcaccc

gacgggtcgce

tgtactcgta

gcagagatac

tgacgttgtg
gcgctgggcyg
aaacaatgga

tcaacacctc

ccaggacagt

gcccgectta

ggtcacacca

aaataccatg

tagatggggt
acggtacctt

cagtggttag
cggtcgttac

gagggtttga

accatgtcge

tacccagttt

cccatagtag

ggctgtggag
4620

ggacagcagc

4680

ctttgaaggt
4740

gcccagactg
4800
caacatcaga

4860

gccctgectg
4920

agttaaaagc

4980

gcagaaggta
5040

tcecgeggaag
5100

cttggactgg
5160

gcagtcgtgt
5220

ttgctcaatyg

ctggtgggtc

acgaaattca

caagaggcaa

tccaaatgte

tgcegetacg

atggtggttt

aagtgcgaga

tatgcecgeat

accaccgact

gacatcgact

atgacgtgga

gtaagggcta

accaggctge

acgaacagat

cggtgaacga

caatgacagc

gctcatcttt

aggttctcct

ctacgacgga

cgtcttecac

cgatctacga

gctgaccaca

cagtaccact

tattgatatg

atgcctatac

ttccgattcea

agaacggatc

tccecteccg

gttcgacccg

ccactcagat

tgccagcegat

gccaatggcet
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tgacggctga
gatgtgcacc

ctgaacccge

ccgaagagag

ctgcatacct

aagccgacge

ctgccccaag

tttgacgagc

acgaggtcga
gtcectgegac

taggccgege

ttacaacaaa

aatccgttag

gaggagaaaa

tgtacccgcece

atgcagatgc

acccatcgga

atgaaagcca

cggtggtgga
gtaggccgca

taccaacata

atcgaaagat

cgtacaccct

5280

agaccatgtg
5340

tgccteecge

5400

gactgcegttt
5460

tgcgttggec
5520

gggtgcatat
5580

gcagcacaat

5640

aaaattggat
5700

ggctaataag
5760

caggctcaca

5820

cgcggttegg
5880

gaacccgceag

gacctcgaga

gcggcggage

aggaacaagc

tcecgggatta

attttctect

ctccagtgeg

actgagaggyg

agtcgatacc

tcgggggceca

tacccceccegece

gcatcgcgga

acccgattcc

gaccggtgec

tgcctttgac

ctttcggaga

cggacactgg

cacaactgga

agaagctgtt

agtctcgcaa

gattgtacac

ccgtgtacte

cctggeggea

tccaccgege

ggcgccgaga

gttcggcegac

cttcgacgac

cagcggacat

tgcggtccag

gctgctgaaa

agtggagaac

gggagcggac

ccctaccegtg
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tctcaagece

aattacccaa

cagtggcgtce
gttgacgggt

cggatagttyg

tacccgaaac

atcatgcgta

cagaacacac

tacagaacgt

atgcgagaac

tacccaccat

gcctgeteceg

gagaatattg

aacatcacta

cctatgtgac

acccacaact

tggttceget

cgagatgtca

aagtcactcc

attcaagcag

cggagccatt

aggagactaa

cgatgtagca
5940

gtaccagata

6000

cttggacaga
6060

ccaccagecqg

6120

gctagcggec
6180

ggactcggca
6240

ggaagaatat
6300

caaattgaaa

6360

gcaggaggtt
6420

agggacgaaa

6480

ggcgaccgct
6540

atcgcagcegt

acagatgaat

gcgacattcet

actgtacgca

gccaccaaga

gtgttcaacg

gctaaacaac

ggcccgaaag

cccatggaca

cacacagagg

tacctgtgeg

gcaacgaata

acgacgcata

gcccggegaa

gtgcecgtccec

gaaactgcaa

tggagtgctt

ctatccggat

ctgctgectt

gattcacggt

aaagacccaa

gcatccacag

cctatceccaga

cttggacatg

gctceggtge

gtcacccttt

cgtcacgcaa

caagcgctat

aaccactgag

gttcgctaag

cgacatgaaa

agtccaggta

ggaattagta
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atgctgtgtt
gactttgacg

cgatcatcge

attgcatcat

tcgacaaaag

gaagatctag

gggtggatca
tccagctgtce

acctaccaac

atgtttctga

ctttgtttat

gagcagagac

tcactgactc

ggagtgatct

ccgacaagct

aagatcattg

acgctgtcat

tttgacagcg

tcacacagac

ttgggtaage

cgctaacagce

gacgaggtta

acgccctaac

6600

ctctcacttce

6660

ccaggacgac

6720

gtacctgcetg
6780

tggcacgcege
6840

taacactgtt
6900

cgcctgtgeg
6960

gatggcggag
7020

gggcgaaaaa

7080

cgcctgeegt
7140

tgaagacaag

7200

gtgcacacat

cacccaggag

tcecttggete

gacttgatcg

ttcaagttcg

ttgaacatca

gccttcateg

aggtgcgcegt

cceccatatt

gtttcagacc

caggacgaag

tgtttgatat

acccggttet

ttacaggttt

aggcagcctt

gagctatgat

ccatagcaag

gcgacgacaa

cgtgggtcaa

tttgtggggy

cacttaagcg

acaggcgacg

gtcggceccgaa

agagacggac

aatgatcctc

tggggaaata

gaaatcggge

cagggtactg

catcgttcac

catggaggtg

attcatagtt

cctgttcaag

agcactgagt
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gcaagtggtt ccggacaggce ttgggggcecg aactggaggt ggcactaaca
tctaggtatg 7260

aggtagaggg ctgcaaaagt atcctcatag ccatggccac cttggcgagg
gacattaagg 7320

cgtttaagaa attgagagga cctgttatac acctctacgg cggtcctaga
ttggtgcgtt 7380

aa 7382
<210> 2

<211> 841

<212> DNA

<213> Virus da floresta de Semliki

<220>

<221> 3'UTIR

<222>  (1)..(841)

<223> Extremidade 3 SFV ndo traduzida gque inclui as
sequéncias necessdrias para reproducdo

<22.0>

<221> misc_feature

<222>  (772)..(841)

<223> Extremidade de poliadeninas (PO1li A)

<400> 2

attacatccc tacgcaaacg ttttacggcc gccggtggceg cccgcgceccg
gcggeecgte 60

cttggcecgtt gcaggccact ccggtggetce ccgtcecgtcec cgacttcecag

gcccagcaga 120
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tgcagcaact

attgctcctg

ctaggcctcce

acgcagccca

agaagatcaa

gacaagaaga

agaagaaacc

tgtatctteg

tatgcggeta
actatcatgg

gtgcagaaaa

ggtgctggtt

gtggtcactt
tgatatagca

agaaaattga

actgtataac

ttgtaacaaa

acggaaactc

ggggcaactc
agcttaattce

gacgaataat

Caaaaaaaaa

catcagcgcece

180

caaaccaaag

240

cggaaaaacg

300

cggaaaaaga

360

gccacagtaa

420

tctegggtagg
480

gcattgggcet
540

daacagaaaa

600

gcgcaacaag

660

atattgacac

720

tggattttta
780

gtaaatgcgc

aagaagaaga

cagcagcaaa

gaaagaatgt

cgtagtgttt

tctgggggee

ccgcagataa

agttagggta

acctgcgcaa

attaattggce

ttttattttg

tgacaatgag

caaccaaacc

agaagaaaga

gcatgaagat

ccagacatgt

ttcgcaatcg

gttagggtag

agcaatggcea

ttggcceegt

aataattgga

caattggttt

acagaacgca

aaagccgaaa

caagcaagcc

tgaaaatgac

cgggcaccge

gcgctatcct

gcaatggcat

tataaccata

ggtcecgecte

agcttacata

ttaatatttc

104



EP2097533

daadadaaaa adaddaadaaa aaaadaaddaa ddadaaaaaa aaaaaaadaad

aaaaaaaaaa 840
a 841
<210> 3

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
223> Primer SF3669-VS

<400> 3

aatgtcacag gcgccgatag g 21
<210> 4

<211> 21

<213> Artificial
<220>
<223> Primer SF4096-RS

<400> 4

ggtgcacacc cggeegtgtg ¢ 21
<210> 5

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer mutS$S2-VS
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<400> 5

gactgctaaa aacgggcggce agcctcttga tgagagce 37
<210> 6

<211> 38

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer mutS2-RS

<400> 6

aagaggctgce cgeceegtttt tagcagtocgt agegeatc 38
<210> 7

<211> 37

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer mutS3-VS

<400> 7

gactgctaaa atttggcgge agcctcttga tgagagce 37
<210> 8

<211> 38

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer mutS3-RS
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<400> 8

aagaggctgce cgccaaattt tagcagtcgt agcgcatc 38
<210> 9

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer SF1947-VS3

<400> 9

cggtcectga gtttcaag 18
<210> 10

<211> 71

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer SF3623-529-RS

<400> 10
agcacctatc ggcgectgtg acattcageg gtgacaacca agtgaccctg

tgtcgaggca 60

aagccaggtt g 71

<210> 11
<211> 34
<212> DNA

<213> Artificial
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<220>

<223> Primer

<400> 11

tctcgcactt taccttctge accccatcta catg 34
<210> 12

<211> 35

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 12

cacagacact gtcaaaggag aaagagtctc attcc 35
<210> 13

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 13

gaattctgtg tattaacgca ¢ 21
<210> 14

<211> 51

<212> DNA

<213> Aftovirus
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<400> 14

aattttgacc ttcttaagect tgcgggagac gtcgagtcca accctgggece ¢ 51

<210> 15
<211> 92
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 15
gatcctaggg ccctegegat tcgaataatt gattaattat acacctctac

ggcggtccta 60
gattggtgcg ttaatacaca gaattctgat tc 92
<210> 16

<211> 92

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 16

gatcgaatca gaattctgtg tattaacgca ccaatctagg accgccgtag

aggtgtataa 60

ttaatcaatt attcgaatcg cgagggccct ag 92

<210> 17
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gggggatcct agcaccatga gccagaggga gggaag

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

<220>
<223>

<400>

gggggatcca catatgtcag gcaacgcccce ctgg

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

<220>
<223>

<400>

36
DNA

Artificial

Primer

17

18
34
DNA

Artificial

Primer

18

19

20

DNA

Artificial

Primer

19

ttggcgaggg acattaaggce

<210>

20

36

34

20
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<211> 91
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 20

cactggatat ctcacccggg cccagggttg gactcgacgt ctcccgecaag

cttaagaagqg 60
tcaaaattgg caccgggett gcgggteatg ¢ 91
<210> 21

<211> 41

<212> DNA

<213> Artificial

<220>
<223> Primer

<400> 21

ggcgagggtg cgtacggccc gcgggacgtc gtcgcgggtyg g 41

<210> 22
<211> 40
<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 22
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gccacccgceg acgacgtcce gcgggceccegta cgcacccteg 40
<210> 23

<211> 36

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> Primer

<400> 23

cgtatacgta cccgggatga gcoccagaggga gggaag 36
<210> 24

<211> 34

<212> DNA

<213> Artificial
<220>

<223> Primer

<400> 24
cgtatacgta cccgggtcag gcaacgeccce ctgg 34

Lisboa, de 19 de Novembro de 2010
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REIVINDICAGOES

1. Vector viral que compreende uma réplica do virus da
floresta de Semliki (SFV), caracterizado por a mencionada
réplica compreender (i) a sequéncia de nucleotideos que
codifica a enzima replicase SFV com mutag¢des P718T e R649H
na subunidade nsp2, (ii) um polinucleotidec que compreende
um gene de selecgdo e (i1ii) um polinucleotideo que
compreende uma sequéncia de nucleotideos que codifica um

produto heterdlogo de interesse.

2. Vector wviral de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado por compreender SEQ ID N° 1 e SEQ ID N° 2.

3. Vector wviral de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizado por compreender:

a. um polinucleotidec que compreende a sequéncia de
nucleotideos que codifica um produto heterdlogo de
interesse, cuja expressdo é controlada por um primeiro

promotor subgendmico de SFV (SGl); e

b. um polinucleotideo que compreende um gene de
seleccdo, cuja expressdo ¢ controlada por um segundo

promotor subgendmico de SFV (SG2).

4. Vector wviral de acordo com a reivindicacado 3,
caracterizado por o©0s mencionados primeiro e  segundo

promotores subgendmicos SEFV serem idénticos.

5. Vector wviral de acordo <com a reivindicac¢ao 3,
caracterizado por o©0s mencionados primeiro e segundo

promotores subgendmicos SFV serem diferentes.
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6. Vector wviral de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por compreender, a Jjusante de um promotor
subgendmico, uma construgao que compreende o]
polinucleotideo compreendendo o gene de selecgdo e ©
polinucleotideo compreendendo a seguéncia de nucleotideos
que codifica o produto heterdlogo de interesse, fundidos em

fase.

7. Vector wviral de acordo com a reivindicacgdo 6,
caracterizado  por 0 mencionado  polinucleotideo que
compreende o gene de seleccdo ser fundido em fase com o
polinucleotideo que compreende a sequéncia de nucleotideos
gue codifica o produto heterdlogo de interesse, por meio de

um ligante polinucleotideo.

8. Vector wviral de acordo com a reivindicac¢ao 7,
caracterizado por 0 mencionado ligante ser um
polinucleotideo que compreende a sequéncia de nucleotideos

gue codifica um local de divisdoc (auto)proteolitica pds-

traducao.
9. Vector wviral de acordo com a reivindicacdo 8,
caracterizado por o} mencionado ligante ser um

polinucleotideo que compreende a sequéncia de nucleotideos
gque codifica uma (auto)protease gque actua em cis entre as
proteinas resultantes da tradugdo do gene de seleccgdo e da
sequéncia de nucleotideos que codifica o produto heterdlogo

de interesse.

10. Vector wviral de acordo com a reivindicacao 9,
caracterizado por a mencionada (auto)protease ser a

autoprotease 2A do virus da febre aftosa (FMDV).
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11, Vector wviral de acordo com a reivindicagao 6,
caracterizado por a extremidade 3’ do polinuclectideo que
compreende o gene de seleccdo ser fundida em fase com a
extremidade 5’ do polinucleotidec que compreende a
seqguéncia de nucleotideos que codifica o produto heterdlogo

de interesse.

12. Vector wviral de acordo com a reivindicacg¢ao 6,
caracterizado por a extremidade 3’ do polinucleotideo que
compreende a sequéncia de nucleotideos gque codifica o
produto heterdlogo de interesse ser fundida em fase com a
extremidade 5’ do polinucleotideo gue compreende o gene de

seleccdo.

13. Linhagem de células estavels que pode expressar
constitutivamente  produtos heterdlogos de interesse,
caracterizada por ser uma linhagem celular transfectada com
um vector viral de acordo com qualquer das reivindicacgdes 1

a l2.

14. Método de gerag¢do in vitro de uma linhagem de células
estdveis de acordo com a reivindicacdo 13 que pode
expressar constitutivamente produtos heterdlogos de

interesse, caracterizado por compreender:

1. a transfecgdo de células com um vector viral de

acordo com qualquer das reivindicag¢des 1 a 12;

II. a seleccdo das células estaveis geradas na etapa

I; e

ITI. a cultura e manutencdo das células estaveis.
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15, Método de produgdo in vitro de um produto heterdlogo
de interesse, caracterizado por compreender a cultura de
uma linhagem de c¢élulas estaveis de acordo com a
reivindicacdo 13 em condic¢des que permitam a expressao do
produto heterdlogo de interesse contido no wvector viral
utilizado para gerar a mencionada linhagem de c¢élulas

estdveis.

Lisbca, de 19 de Novembro de 2010



EP2097533

RESUMO

VECTOR VIRAL E SUAS APLICAQéES

A presente invencdo refere-se a um vector viral que
compreende uma réplica do wvirus da floresta de Semliki
(SFV), na sequéncia de nucleotideos que ccdifica a
subunidade nsp2 da replicase SFV. O mencionado vector viral
pode ser utilizado para a geracdo de linhagens celulares
estavels que podem expressar constitutivamente produtos

heterdlogos de interesse.
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