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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "FATOR
PROTEICO DE AUMENTO DE PRODUTIVIDADE, NOVAS LINHAS CELU-
LARES E SEUS USOS". '

A presente invengao refere-se a um método para a preparagao
de um virus alvo ndo adenoviral ou proteinas-alvo, utilizando uma linhagem

celular de expressdo potente com, integrado de maneira estavel em seu ge-

‘noma, um gene que codifique uma proteina reguladora heteréloga especifi-

ca.
Antecedentes da Invencao

Produtos biofarmacéuticos de células eucaridticas sao uma parte

integral da medicina moderna. Entretanto, maior produtividade e maior segu-

ranga sdo parametros importantes que ainda requerem otimizacdo substan-
cial. O gargalo mais crucial nos esforgos de otimizacao € o proprio substrato
celular. Um transgene seguro que possa ser introduzido em linhagens celu-
lares ja liberadas para uso em processos biofarmacéuticos para aumentar os
rendimentos de produto dessas células manipuladas é extremamente valio-
SO0.

Adenovirus sdo virus de DNA de filamento duplo sem invélucro
(nus) que infectam um amplo espectro de animais. Entre os membros melhor
caracterizados esta o adenovirus humano serotipo 5 (Ad5). Esse virus é

'uma causa frequiiente de sintomas do resfriado comum, e a infecg¢ao freqlen-

temente ocorre na infancia.

Os adenovirus sdo passiveis de manipulagdo genética, e adeno-
virus incompetentes para replicagdo, incluindo Ad5 (nimero de acesso do
GenBank para séquéncia: AC_000008), sdo usados como vetores em tera-
pia genética e para vacinagao terapéutica. Para se obterem virus incompe-
tentes para replicac@o, grandes regides do DNA genémico sdo substituidas
por seqiéncias nao virais. As fungbes virais faltantes sdo fornecidas em
trans pelas linhagens celulares hospedeiras que tenham sido transfectadas
de maneira estavel com genes que estejam deletados no vetor. Um dos pri-
meiros sistemas que foram desenvolvidos consiste em vetores adenovirais

deletados na regidao E1 reguladora produzida em linhagens celulares que
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fornecem as proteinas E1 correspondentes.

A linhagem celular mais comum para essa finalidade é a linha-
gem celular 293. Essa linhagem foi gerada em 1977 por transfecgdo de DNA
gendmico adenoviral fragmentado em células humanas primarias (Graham
et al., J. Gen. Virol. 36, 59-74 (1977)), muito antes de se reconhecer que a-
denovirus podem servir de vetores de terapia genéticé. Demonstrou-se sub-
seqlientemente que a linhagem celular resultante continha os nucleotideos 1
a 4344 do DNA gendmico (Louis et al., Virology 233, 423-429 (1997)), que
inclui a regiao Ef1; essa caracterizagao demonstrou que a regiao E1 pode ser
usada para imortalizar e transformar células primarias.

Adjacente a regido E1, segue-se o gene para‘pIX ("poteina 9";
nucleotideos 3609 a 4031 no DNA gendmico). O promotor para plX esta in-‘
crustado dentro do componente E1B da regido E1. Um mecanismo chamado
de oclusao de promotor permite a expressao de pIX em um momento preco-
ce retardado no ciclo de infec¢ao viral no inicio da replicacdo de DNA viral,
com numeros crescentes de cépias de DNA viral (Fessler e Young, J. Virol.
72, 4049-4056 (1998)). Embora o gene esteja presente dentro dos 4344 nu-
cleotideos integrados em células 293, a expressao de plX ndo pode ser de-
tectada, mesmo com métodos sensiveis de marcagao radioativa (Spector et
al., J. Virol. 36, 860-871 (1980)).

Conforme acima descrito, vetores adenovirais: deficientes em
replicagao foram gerados por dele¢ao da regidao E1 do genoma viral. Os pro-
dutos de E1 sdo essenciais para a replicagcao viral, e a fungao da regiao E1
tinha, portanto, de ser fornecida em trans mediante transgenes E1 estaveis
na célula de embalagem do adenovirus (como a linhagem celular 293). Por
causa com a proximidade da regidao E1, o gene pIX causava frequente re-
combinagao entre vetores adenovirais deletados e E1 no genoma do hospe-
deiro. Esse evento de recombinagdo gerava adenovirus competentes para
recplicagdao (RCA), uma contaminagdo séria em preparagdes de vetores.
Para suprimir esse evento de recombihagéo, plX era deletada do gehoma do
adenovirus. No decorrer desses experimentos, reconheceu-se que pIX esta-
biliza o capsidio adenoviral contra estresse térmico e estérico mediante au-
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mento da interagdo dos blocos de construgao prinicpais, os hexons (Colby e
Shenk, J. Virol. 39, 977-980 (1981); Ghosh-Choudhury et al., EMBO J. 6,
1733-1739 (1987)). A morfogénese na auséncia de plX fornece virus sensi-
veis a temperatura, que ndo podem distriuir moléculas de DNA gendmico
maiores que 105% dos 35938 pares de bases do tipo selvagem. Para ainda

permitir uma capacidade de embalagem normal e a estabilidade térmica, a

proteina plX foi introduzida de maneira estavel em linhages celulares pre-

tendidas como células de embalagem para vetores adenovirais (Krougliak e
Graham, Hum. Gene Ther. 6, 1575-1586 (1995); WO 99/57296'e imler et al.,
Gene Therapy 3, 75-84 (1996)).

Também reconhecendo que plX decora a superficie de virions,
proteinas de fusdo com plX foram geradas com a finalidade de expandir a
faixa de hospedeiros de vetores adenovirais ou para seguir a morfogéhese e
a migracao intracelular de particulas virais (revisado por Parks, Mol. Ther.
11, 19-25 (2005)). '

, Embora claramente uma proteina estrutural, pIX também esta
implicada como proteina reguladora para a replicagdo do adenovirus. Consi-
dera-se que PIX funcione como transativador da transcri¢do para aumentar a
expressao de E1A, uma fungéo possivelmente até exercida como uma viro-

cina pela proteina PIX proveniente do capsidio na etapa de infecg¢éo (revisa-

‘do por Parks, Mol. Ther. 11, 19-25 (2005)). PIX, juntamente com a proteina

precoce E4 Orf3, também & descrita como interagindo com inclusdes subnu-
cleares chamadas de corpusculos PML (Puvion-Dutilleul et al., Exp. Cell.
Res. 218, 9-16 (1995); Leppard e Everett, J. Gen. Virol. 80, 997-1008
(1999)). Esses s&o0 agregados dindmicos de 250 nm a 500 nm de tamanho e
que se propoe que estejam envolvidos na regulagdo da diferenciagao celular
(Wang et al., Science 279, 1547-1551 (1998)), controle da apoptose (Quig-
non et al.,, Nature Gen. 20, 259-265 (1998)) e resposta a infecgdes virais
(Méller e Schmitz, Arch Immunol Ther Exp (Warz) 51, 295-300 (2003)).

- Por causa de seus efeitos pleotrdpicos, introduzidos a proteina
PIX em linhagens celulares para examinar se PIX aumenta a proliferagao
celular ou as propriedades de produgdo de produtos biofarmacéuticos que
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nao estejam relacionados a adenovirus ou vetores adenovirais. HA uma ne-
cessidade geral de fatores que modulem essas propriedades em linhagens
celulares estabelecidas.

| Por exemplo, virus atenuados (enfraquecidos) sdao candidados
promissores a vacinas: com a inoculagao, eles imitam uma infeccdo natural,
mas permitem mais tempo para o estabelecimento da resposta imune prote-
tora desejada pelo vacinado. Com numeros crescentes de pacientes imuno-
comprometidos (por exemplo, devido a infeccdo por HIV), sdo desejaveis
cepas altamente atenuadas. Embora cepas atenuadas ainda prossigam-até
a infecgdo (normalmente benigna), cepas altamente atenuadas sédo bloque-
adas em um nivel celular, mesmo na auséncia de um sistema imune funcio-
nal. Um método freqientemente usado para estabelecer e manter a atenua-
¢ao é a passagem dos virus em diferentes tecidos dos hospedeiro. Por e-
xemplo, virus do sarampo e da caxumba destinados a vacinagdo humana
sao passados por células primarias, em ovos de galinha embrionados ou
culturas derivadas delas. Uma nova geragéo de vacinas se baseia em virus
de variola altamente atenuados, que também dependem de células prima-
rias de galinha para produgdo. Uma linhagem celular que pode substituir cé--
lulas primérias de galinha e que, a0 mesmo tempo, se protega ainda menos
eficientemente contra a infecgao viral devido a manipula¢gdes secundarias,
como introdugdo do transgene de PIX, fornece, conseqlientemente, um
substrato altamente desejavel.

Para outras finalidades, pode-se preferir uma linhagem celular

de mamiferos (em vez de aves). Essas linhagens celulares preferidas ja e-
xistem e passaram pelo exame de autoridades sanitarias com relacédo a se-
guranga e a riscos apresentados pelos produtos biofarmacéuticos derivados.
Adui também uma manipulagdo secundaria (como introdugdo do transgene
de PIX) para aumentar o espectro de aplicagdes disponiveis ou as eficién-
cias de produgdo, sem comprometer as caracteristicas de seguranca, é al-
tamente desejavel. |
Sumario da Invencéo

Quando se prepararam linhagens celulares que tenham sido
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transfectadas de maneira estavel como o gene adenoviral plX (ou seu ana-
logo de fusao quimérico), observou-se inesperadamente que plX éxerce um
efeito fenotipico em células de aves e humanas. Para células de aves, isso é
particularmente surpreendente, porque as células de ave nao podem ser
infectadas por adenovirus humanos, aviadenovirus (como CELO ou adeno-
virus de passaros do tipo 8) ndo codificam um homélogo de PIX (Ojkic e

‘Nagy, J. Gen. Virol. 81, 1833-1837 (2000)). Além disso, observou-se que a

presenga estavel de PIX aumenta a suscetibilidade da célula a indugao pelo
analogo de RNA de filamento duplo, provavelmente mediante o receptor do
tipo Toll 3. Provavelmente nesse contexto, também observou-se inespera-

.damente que a presenc¢a da proteina PIX aumenta os rendimentos de virus

de variola altamente atenuados em células hospedeiras de aves. Como célu-
las infectadas por virus de variola sofriam menos da indugao por anélbgo de
RNA de filamento duplo, podembs ter encontrado uma interagao entre a pro-
teina PIX e genes antiinterferon do virus da variola que nao havia sido ante-
riormente descrita. Também observou-se um aumento surpreendente no

rendimento de produto proteindaceo (ndo apenas virus) liberados por uma

linhagem celular transfectada de maneira estavel.

Assim, a presente invengao apresenta:
(1) um método para a preparagao de um virus alvo ndo adenovi-

‘ral ou uma ou mais proteinas-alvo, o0 método compreendendo:

(a) o cultivo de uma célula de expressao obtenivel por infecgdo
ou transfecg@o de uma ceélula hospedeira, integrado de maneira estavel em
seu genoma, um gene que codifique uma PIX de Adenovirus ou sua variante
funcional, como uma proteina reguladora heteréloga, e expressao estavel da
dita proteina reguladora ou sua variante funcional, com o dito virus alvo, ou

com um vetor veiculo de sequéncias de acidos nucléicos que codifiquem o

dito virus alvo, ou com um vetor veiculo de seqliéncias de acidos nucléicos

que codifiquem a dita uma ou mais proteinas-alvo (em que o virus alvo nao
adenoviral ndo contenha a dita proteina reguladora e a(s) proteina(s) alvo
difira(m) da dita proteina reguladora ou sua variante funcional), e

(b) o isolamento do virus alvo ou da(s) proteina(s) alvo;
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(2) uma modalidade preferida de (1) acima, em que a dita prote-
ina PIX ou sua variante funcional coopere com fatores vifais nao cognatos,
module a distribuicdo subcelular de fatores diferentes da dita proteina, mo-
dule a transcrigao e/ou crescimento celular e intensifique a produtividade da
célula na produgao de um virus nao contendo a dita prdteina reguladora e na
produgdo de uma proteina diferente da dita proteina .reguladora ou sua vari-
ante funcional;

(3) uma modalidade preferida de (1) e (2) acima, em que o ade-
novirus plX é fornecido como uma proteina de fus@o com outra proteina que
module ou expanda a atividade ou a distribuicdo subcelular do adenovirus
plX, por exemplo, esteja fusionado a receptor alfa de acido retinéico, de pre-
feréncia seja uma proteina de fusao com a sequéncia mostrada em SEQ ID 3
NO: 4 ou seja fusionada a um GFP e contenha um NLS, de preferéncia seja
uma proteina com a sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 23;

(4) uma modalidade preferida de (1) a (3) acima, em que a célula
hospedeira e de expressdo seja uma célula de vertebrado, incluindo células
de mamiferos e células de aves, de preferéncia a célula de mamifero seja
uma célula derivada de cérebro humano, e a célula de ave seja uma célula
derivada de retina de pato ou uma célula derivada de somito de pato;

(5) uma modalidade preferida de (1) a (4) acima, em que a célula
hospedeira e de expressao seja derivada de cérebro humano, de preferéncia
de cérebro fetal e, mais preferivelmente, seja uma célula NC5T11, e a dita
célula seja veiculo de uma sequéncia de acido nucléico que codifique PIX de

Adenovirus ou sua variante funcional como uma proteina reguladora hetero-

loga, de preferéncia a dita proteina reguladora heterdloga seja codificada por
um acido nucléico mostrado na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID
NO: 22; )

(6) uma modalidade preferida de (5) acima, em que a célula
hospedeira seja uma célula NC5T11 n2 34, e a célula de expressao é deri-
vada da célula NC5T11 n2 34, a dita célula NC5T11 n? 34, estando deposita-
da no DSMZ sob o numero de acesso DSM ACC2744;

(7) uma modalidade preferida de (1) a (4) acima, em que a célula
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hospedeira e de expressao seja uma célula de ave, de preferéncia seja deri-
vada de retina de pato ou de somito de pato, e a dita célula seja veiculo de
uma sequéncia de &cido nucléico que codifica PIX de Adenovirus ou sua
variante funcional como uma proteina reguladora heteréloga, de preferéncia
a dita proteina reguladora heterdloga seja codificada por um acido nucléico
mostrado na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 22;

(8) uma modalidade preferida de (7) acima, em que a célula
hospedeira seja uma célula CR.PIX (17a11b), e a célula de expressao seja
derivada da célula CR.PIX (17a11b), a dita célula CR.PIX (17a11b) estando
depositada no DSMZ sob o numero de acesso DSM ACC2749;

(9) uma célula de expressdo para a produgdo de um virus alvo
ou uma ou mais proteinas-alvo conforme definido em (1) a (8) acima, de pre-
feréncia a expressao sendo conforme definida em (5) a (8) acima; |

(10) um método para a preparagao da célula de expressao con-
forme definida em (9) acima, que compreende a infecgdo ou transfecgéo de
uma linhagem celular hospedeira conforme definida em (1) a (8) acima com
um virus, ou com um vetor veiculo de sequéncias de acidos nucléicos que
codifiquem o dito virus ou com um vetor veiculo de sequéncias de &cidos
nucléicos que codifiquem a dita uma ou mais proteinas-alvo;

(11) uma célula hospedeira conforme definida em (5) a (8) aci-

‘ma,;

(12) um método para a preparagdo de uma célula hospedeira de
acordo com (11) acima, que compreende a transfecgao de uma célula de
partida apropriada com um vetor veiculo da dita proteina reguladora ou sua
variante funciona|; - |

(13) o uso da célula de expressado conforme definida em (7) aci-
ma para a preparagao de um virus alvo ou de uma oumais proteinas-alvo;

(14) uma proteina de fusdo compreendendo pelo menos um pri-
meiro dominio compreendendo uma proteina reguladora e pelo menos um
segundo dominio compreendendo uma proteina ou proteina que aja como
modulador de transcricdo e/ou como um sinal para direcionamento subcelu-

lar, conforme definido em (2) ou (3) acima; e
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(15) uma seqliéncia de nucleotideos que codifica a proteina de
fusao conforme definida em (14) acima.
Breve Descricao das Figuras

Figura 1: historico da linhagem celular NC5T11. A: neuroesferas
de células primérias cultivadas sob condigdes livres de soro. B: monocama-
da de células primarias cultivadas em DMEM/F12 co'm 5% de FCS. C: foco
primdrio duas semanas apds a transfécgéo com p79. As setas indicam a
borda entre células primarias e imortais. D: cultura aderente homogénea de
células imortalizadas em DMEM/F12 com 5% de FCS. E: cultura em sus-
pensao de NC5T11 em tubos de agitagdo em Excell VPRO.

Figura 2: imunofluorescéncia detectando E1A e E1B em
NC5T11. Depois da fixagdo com metanol, as células foram tratadas com an;
ticorpos de rato dirigidos contra E1A e E1B 55k, respectivamente seguido
por anticorpos anti-rato conjugados a vermelho Texas. Conforme mostrado
na fig. 2, todas as células na amostra mostram coloragao nuclear tipica para
E1A e coloragéo citoplasmética para E1B. Depois da fixagdo com metanol,
as células foram tratadas com anticorpos de rato dirigidos contra E1A e E1B
55k, respectivamente seguido por anticorpos anti-rato conjugados a verme-
lho Texas. Conforme mostrado aqui, todas as células na amostra mostram
cbloragéo nuclear tipica para E1A e coloragao citoplasmatica para E1B.

Figura 3: produtividade especifica de clones aat selecionados.
Clones celulares de NC5T11 transfectados com C55 e selecionados com
puromicina foram semeados a 7 x 10 células em placas de 12 cavidades, o

nuamero de células e o titulo de aat foram determinados nos dias 1, 2 e 3 a-

pds a semeadura, e se calculou a produtividade especifica celular maxima
por dia. '

~ Figura 4: andlise de expressdo de NC5T11 puro n? 8 em cultura
de lotes com agitagdo. As células foram semeadas em 12 mL de EXCELL
VPRO a 6 x 10 células/mL em tubos de agitacdo de polipropileno de 50 mL
(TPP, Suiga) com e submetidos a rotagdo com um raio de 1 cm e uma velo-
cidade de 160 rpm. Amostras de 200 uL foram tiradas nos dias 4, 7, 9, 11,
15, 18 e 21. A densidade e a viabilidade das células foram determinadas
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depois de tingir com azul tripano usando um hemocitémetro.

, Figura 5: detec¢do de cDNA de pIX-RARA por PCR em clones
reunidos. Clones reunidos veiculos do gene pIXRARA foi gerada a partir de
NC5T11 puro n® 8 por transfecgdo com F67 e selegdo com higromicina. O
RNA foi extraido usando-se um kit de extracdo de RNA (Machery Nagel, A-
lemanha), e cDNA foi sintetizado usando-se Transcriptase Reversa AMV

(Invitrogen). cDNAs para apenas o fragmento plX ou para todo o gene pl-

XRARA foram amplificados com iniciador 1 e 1 e 164, respectivamente.

Figura 6: deteccéo das sequéncias de plXs como parte da prote-
ina de fus@o em subclones resistentes a higromicina de NC5T11 puro n? 8 e
NC5T11 (n® 34, 35, 36, 37, 38) por PCR. O DNA foi isolado de clones de cé-
lulas cultivados em 6 cavidades por lise em SDS, seguido por extragdo com
fenol e precipitagao. O DNA foi amplificadd com os iniciadores 1 e 2 durante '
28 ciclos.

Figura 7: a estabilidade dos genes pIXRARA e pIX em NC5T11
transfectada de maneira estavel foi determinada com relacdo a E1B:
E1A+E1B e pIXRARA foram introduzidos em transfec¢bes separadas e ge-
nes de E1 e foram mantidos na auséncia de selecdo durante > 2 anos e séo,
portanto, considerados ihtegrados de maneira estavel. O DNA gendmico foi
isolado de clones de células selecionadas em 2 momentos: imediatamente

"apés parada por selegdo com hyg (precoce); apés 2 meses na auséncia de

pressao seletiva (tardia). Os niveis de DNA de PIX e E1B foram determina-
dos por PCR de Tempo Real.

Figura 8: retardo de crescimento induzido por tratamento com
RA em clones recombinantes de pIXRARA de NC5T11 e NC5T11 'pUro n® 8.
As células foram semeadas a 2 x 10° em placas de 6 cavidades, na presen-
¢a ou auséncia de 6 pg/mL de acido retindico. Fotos mostrando o retardo de
crescimento nos clones tratados com RA n? 12 e n? 34, mas ndao em
NC5T11, foram tiradas 4 dias apdés a semeadura usando-se imagem por
contrase de fase a uma ampliagao de 4x.

Figura 9: PIXRARA impede a inibicdo da replicagdo dos virus
por interferon. Células NC5T11 e NC5T11 n? 34 foram infectadas com
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EMCV, um virus sensivel a interferbn, a uma MOI de 0,004, em células tra-
tadas com interferon beta. Os lisados celulares foram submetidos a titulagao
por formacao de placa em células A549.

Figura 10: andlise de expressao da linhagem celular NC5T11
puro n? 8 que expressa alfa-1-antitripsina do vetor CSS e seus subclones n®
10, n® 12, n® 14, veiculos do vetor F67 (pEFpIX-RARA) além de C55. As cé-
lulas foram semeédas em EXCELL VPRO (JRH Biosciences) a 6 x 10* célu-
las/mL em tubos de agitagdo de polipropileno de 50 mL (TPP, Suiga), com
um volume total de 12 mL, e submetidas a rotagdo com um raio de 1 cm e
uma velocidade de 160 rpm.

Figura 11: expressao de PIX em células CR de retina de pato.
Painel esquerdo: reacdo de PCR contra o gene de PIX em DNA genémicd
de células pIX. Carga de gel da esquerda para a direita: marcador de 1 kb
(Invitrogen); PCR em DNA genémico de CRplX; controle sem molde; contro-
le positivo com plasmidio usado na transfeccdo de CrplX. Painel direito:
Western Blot para detecg¢édo de proteina pIX em células CRplX. Pista 1: célu-
las 293; pista 2: proteina pIX em células CRplX. '

Figura 12: manutengdo estavel do transgene de PIX em células:
de retina de pato. Painel esquerdo superior: MCX e DXS sio aliquotas inde-
pendentes de um clone de CRplX cultivado durante > 3 meses em paralelo e
sem selecdo. Apos trés meses, usou-se TagMan para contar os nimeros de
copias do transgene de E1B e PIX em MCX e DXS. Como o transgene de
E1B é mantido independentemente do PIX, a razdo dos dois genes é uma

indicagdao da manutengao do transgene de PIX. A razdo nao se alterou entre

MCX e DXS. Além disso, a razdao de mRNA de PIX para mRNA de E1B tam-
bém nao se alterou, e 0 mMRNA de PIX excedia 0o mRNA de E1B, indicando a
expressdo de PIX. Painel direito: MCX e células CR.HS de origem (negativas
para PIX) foram cultivadas com ou sem pressdo seletiva de higromicina du-
rante 2 semanas (indicado pela barra preta no eixo x). Em varios momentos,
o DNA gendmico foi isolado (indicado por "A", "B" e "C") e submetido a quan-
tificacdo por TaqMan (inferior esquerdo). Enquanto as células de origem fo-
ram mortas pela higromicina, as células MCX sobreviveram. A razdo de
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transgenes permaneceu constante, novamente indicando a manutengéo es-

- tavel do transgene de PIX também na presenca de presséo seleti_Va. O tem-

po de duplicagdo para as células de origem é de aproximadamente 32 h,
mas de apenas 41 horas para células MCX. |
Figura 13: efeito de PIX sobre a replicagdo de MVA em células

~CS. Células CS e CSplX foram infectadas com MVA e ensaiadas quanto a
replicagdo de MVA 48 h e 72 h apds a infecgdo. O rendimento de MVA era

significativamente maior em células CS positivas para PIX. Da mesma for-
ma, conforme evidenciado na microimagem de contraste de fase, o efeito
citopatico pareceu retardado para células CSplX em 48 h. Entretanto, ambas

as culturas sao suscetiveis ao virus em graus similares, pois a lise completa

~é evidente 72 h apds a infecgdo.

Figura 14: efeito de PIX sobre a replicagdo de MVA em éélulas
CR. Células CR e CRplX em suspensdo foram infectadas com varias multi-
plicidades e a varias densidades de células de semeadura. O rendimento de
MVA foi ensaiado 48 h apés a infecgdo e estd mostrado no eixo y. O tama-
nho das bolhas apresenta as densidades de células de semeadura. As bo-
lhas preenchidas mostram os valores para células CRplX, bolhas brancas
mostram os valores para as células de origem. Em todas as configuragoes,
PiX confere um claro aumento nas taxas de amplificagao de MVA.

Figura 15: distribuicdo subcelular de PIX-GFP em células de pa-
to. PIX etiq’uetado com GFP aparece em poucos pontos brilhantes citoplas-
méticos e coloragéo citoplasmatica difusa, excluindo grandemente o nucleo.
Outros clones exibem coloragao citoplasmatica difusa mais forte e acumula-
¢ao mais intensa fora do nucleo. | |

Figura 16: distribuicdo subcelular de variantes de PIX-GFP em
células CHO. Para investigar alteragOes induzidas da distribuicdo de PIX
dentro das células, vairantes de fusdo foram geradas, incluindo a insergéo
de um sitio de localizagdo nuclear (NLS) e fusdao ao receptor alfa retindico,
uma proteina celular que ja contém um NLS. Mostram-se células CHO tran-
sitoriamente transfectadas com plasmidios de expressdo para variantes de
PIX-GFP.
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Figura 17: efeito de indUgéo com interferon na presenca de PIX.
Células CSplIX e» CRplX foram tratadas com poli I:poli C, um indutor conheci-
do da resposta de interferon do tipo |, e comparadas a células de origem. As
células CSplX reagiram com maior sensibilidade a poli I:poli C do que as
células CS. Células CRplX e CR reagiram de maneira Comparével e em me-
nor medida que as células CS. = ~ |

Figura 18: efeito da infecgao com MVA e indugdao com interferon

na presenca de PIX-GFP. Células CSp9GFP e CRp9GFP foram tratadas

com poli l:poli C e infectadas com MVA a uma M.O.l. de 0,1, conforme indi-
cado. Mais uma vez, células derivadas de CS reagiram mais fortemente a
indugéo com interferon. Surpreendentemente, cﬁorpﬂsculos de PIX brilhanteé
pareceram diminuir de nimero com a indu¢do ou infeccdo em ambas as li-
nhagens celulares, ao passo que a intensidade de sinal global de PIX-GFP
aumenta. Além disso, o efeito da indugdo com poli I:poli C é melhorado por
infec¢do paralela com MVA, conforme indicado por um nimero maior de cé-
lulas CS ainda aderentes 22 h apés o tratamento.

Descricao Detalhada da Invengéo

O método da modalidade (1) da invengao utiliza uma célula de-
expressao com, integrado em seu genoma, um gene que codifique uma pro-
teina reguladora heterdloga, a saber, pIX, ou sua variante funcional. A dita
proteina reguladora possui as seguintes propriedades: |

1. Modula a transcri¢ao e, particularmente se ligada a modulado-
res ou reguladores apropriados, também influencia o crescimento celular.
| 2. Intensifica a produtividade da linhagem celular com relagéo a
producéo de um virus ndo contendo a dita proteina reguladora (isto é, a pro-
teina reguladora ndo é um substituto para uma proteina deletada do vir'us_)
e/ou com relagdo a produgdo de uma proteina diferente da dita proteina re-
guladora ou sua variante funcional. , '

De acordo com a invengao, a prote_l'na reguladora heterdloga é a
proteina plX de adenovirus serotipo 5 (por exemplo, aquela com a séqi]éncia
de aa mostrada na SEQ ID NO: 2), seus mutantes (incluindo mutantes de
adicao, substituicdo e/ou delecdo), suas variantes (por exemplo, variantes
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obtidas de um adenovirus de um serotipo diferente) e similares.

7 "Variante funcional da proteina reguladora heteréloga';, de acor-
do com a inven¢ao, inclui homélogos do adenovirus além do serotipo 5, to-
dos os tipos de mutagao (adi¢ao, substituicao elou delecao) de residuos de

aminodacidos particulares da respectiva proteina reguladora de tipo selva-

‘gem, modificacao por fusao com sequéncias de proteinas ou peptidios ativos

‘adicionais e outros. Sao particularmente preferidas as proteinas de fusao, a

saber, proteinas de fusdo compreendendo pelo menos um primeiro dominio
que compreenda uma proteina reguladora, conforme acima definida, e pelo
menos um segundo dominio compreendendo uma proteina ou peptidio que
aja como um modulador de transcricdo. Em uma modalidade preferida da
invengao, o dito modulador de transcrigdo é um fator de transcrigéo incluindo
o receptor alfa de acido retindico, que pode estar presente em forma cdmple-
ta.ou incompleta (isto €, truncado). O modulador também pode ser um pepti-
dio de transito, que inclui seqiéncias NLF, por exemplo, aquelas mostrada
em SEQ ID NO: 21. De acordo com a invengao, os primeiro e segundo do-
minios ligados covalentemente entre si diretamente ou mediante um elo pep-
tidico. Elos peptidicos adequados incluem estruturas flexiveis e hidrofilicas,
como poli gly-ser.

Os termos "células”" e “linhagem celular”, conforme usados na

‘descricdo detalhada a seguir, referem-se a células de expressao/linhagens

celulares de expressdo e células hospedeiras/linhagens celulars hospedei-
ras.

De acordo com a invengao, é preferivel que a proteina regulado-
ra heterdloga ou sua variante funcional seja expressada na célula em uma
quantidade de pelo menos 1 pg/ug de proteina celular, de preferéncia em
uma quantidade de pelo menos 10 pg/ug de protéina celular, de modo que
sua expressao possa ser determinada por Western-Blotting.

Na célula da invencdo, a proteina reguladora heteréloga ou sua
variante funcional esta, de preferéncia, sob controle de um promotor homoé-
logo ou heterdlogo estavel. Promotores adequados sédo promotores celulares
constitutivos ou suas variantes, como o promotor de fator 2 de translocagéo
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e alongamento humano. Uma variante particular do promotor de fator 2 de
translocagéo e alongamento humano utilizado na invengéo tem a sequéncia
mostrada na SEQ ID NO: 12. A sequéncia mostrada representa uma versao
"curta" do promotor, que esta localizada no cromossomo humano
19:3.935.325-3.936.638 (montagem de genoma humaho, maio de 2004) e
garante uma expressao de nivel médio estavel. Para uma expressao mais
forte, pode-se usar uma versao "mais longa" do promotor localizada em c-
hr19:3.935.349-3.938.957 (montagem de genoma humano, maio de 2004).

De acordo com a invengao, a célula € uma célula de vertebrado,
incluindo células de mamiferos, células de aves e outras. Células de mami-
feros adequadas sdo células humanas e células de roedores, incluindo de
camundongo, rato, hamster, etc. Células de mamiferos particularmente pre-
feridas de acordo com a invengao sdo células derivadas de cérebro humano,
particularmente de cérebro humano fetal, uma célula NOS ou Sp2/0 de ca-
mundongo, uma célula BHk ou CHO. Células de aves adequadas séo célu-
las de pato, galinha, codorna e ganso. Células de aves particularmente pre-
feridas de acordo com a inven¢do sao células derivadas de retina de pato ou
derivadas de somito.

Por outro lado, a célula da invengdo pode ser derivada de uma
célula primaria ou de uma célula previamente imortalizada. Além disso, a
célula também pode ser veiculo de genes imortalizadores (virais), incluindo
uma proteina E1 de um adenovirus, como a proteina E1 de mastadenovirus
grupo C tipo 5 e outros. E particularmente preferido de acordo com a presen-
te invengao que a célula também seja veiculo do gene de E1A e/ou E1B de
adenovirus mostrado na SEQ ID NO: 5.

A célula utilizada no método da modalidade (1) da invengao
também pode ser veiculo de sequéncias funcionais, por exemplo, ‘sequién-
cias requeridas para sua aplicagdo como célula de expressdo, como se-
quéncias marcadoras de selegao, sitios doadores/receptores de unido e/ou
seqluéncias de reconhecimento de recombinase, que permitam a integragéo
de uma sequéncia de acido nucléico alvo a ser expressada na célula, etc.

A "infecg¢do”, "transfecgao" e "transformagao” efetuadas no mé-
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todo das modalidades (1), (10) e (12) da invengdo podem ser efetuadas de
acordo com procedimentos padronizados conhecidos por aqueles versados
na técnica. Os ditos métodos também podem englobar etapas de selegéo,
isolamento e expansao adequadas, caso requerido.

No método da modalidade (1), o virus alvo inclui virus do tipo

~selvagem, com mutagédo ou deletado, virus adaptado ao frio ou atenuado,
.cepas de vacinas, vetores virais veiculos de gene(s) heterdlogo(s), vetores

- virais, como lentivirus, virus da variola, virus adeno associados (aav), virus

da herpes, flavivirus e similares.

Além disso, no método da modalidade (1), a uma ou mais prote-

-inas-alvo incluem anticorpos, proteinas recombinantes, como eritropoetina,

alfa-1-antitripsina, fatores da coagulagdo sanguinea Vill e IX e interferons,
antigenos virais, como influenza HA e NA, e M, HBV-S, proteina G de her-
pes e proteina G da raiva, horménios peptidicos e similares. Embora o mé-
todo permita a producédo de células capazes de expressdo contemporanea
de mais de uma proteina-alvo, é particularmente preferido que codifique a-
penas uma proteina-alvo.

| O cultivo e isolamento do método da modalidade (1) da invencgéo |
pode ser efetuado de acordo com procedimentos padronizados prontamente
disponiveis para aqueles versados na técnica. O dito método também pode

“incluir etapas de purificagdo padronizadas, assim como etapas de modifica-

¢4o subsequientes do virus alvo ou proteina(s) alvo.

Com relagdo as modalidades preferidas das linhagens celulares
de expressédo e hospedeiras das modalidades (9) e (11), respectivamente,
assim como aos métodos de producdo das ditas linhagens ceIUIares das
modalidades (10) e (12), faz-se referéncia a discussao detalhada apresenta-
da acima com relaga@o a modalidade (1).

De acordo com as modalidades (14) e (15), a invencao apresen-

ta uma proteina de fusdo compreendendo pelo menos um primeiro dominio

que compreende uma proteina reguladora e pelo menos um segundo domi-
nio que compreende uma proteina ou peptidio que aja como um modulador

da transcricdo conforme acima definido, e uma seqtiéncia de nucleotideos
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que codifica a dita proteina de fusdo, respectivamente. A invengao também
se refere ao uso da dita proteina de fus&do (por exemplo, em aplicacdes di-
agnésticas ou farmacéuticas etc.) e da sequéncia de nucleotideos que a co-
difica das modalidades (14) e (15), respectivamente, por exemplo, em todos
os tipos de construtores de vetores, linhagens celulafes, cultura de tecido,
animais transgénicos etc. . _

A linhagem celular NC5T11 n? 34 foi depositada no DSMZ-
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Masche-
roder Weg 1b, 38124 Braunschweig, Alemanha, em 4 de novembro de 2005,
sob o numero de acesso DSM ACC2744. A linhagem celular CR.PIX
(17a11b) foi depositada no DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganis-
men und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg 1b, 38124 Braunschweig,
Alemanha, em 4 de novembrb de 2005, sob o numero de acesso DSM
ACC2749. |

A invencao sera explicada em maiores detalhes por meio dos
exemplos a seguir, que, entretanto, ndo devem ser tomados-como limitando
a invengao. '
Exemplos
Exemplo 1: Desenvolvimento da linhagem celular NC5T11

A linhagem celular foi desenvolvida a partir de uma mistura de
células de cérebro fetais por imortalizagao com os genes E1A e B de adeno-
virus 5 por transfecgéo nao viral.

Uma amostra de tecido foi tirada da zona periventricular do cé-

rebro de um feto apds abortamento induzido. Foi dissecada com tesouras e

homogeneizada por aspiragao com uma pipeta de cultura de tecido em meio
de cultura neuronal, & base de DEMEM/F12 contendo 20 ng/mL de hFGF
(Invitrogen, Carlsbad, CA 92008, EUA), 20 ng/mL de hEGF (Invitrogen), 1x
suplemento N2 (Invitrogen) e 8 ug/mL de heparina (Sigma Aldrich, St. Louis,
EUA). As células foram sedimentadas a 200 g durante 3 min. A viabilidade
das células foi avaliada usando-se azul tripano e iodeto de propidio, usando-
se um citdbmetro de fluxo (BD Biosciences, Jose, CA 95131, EUA). A viabili-
dade era de 75%. 0,5 x 10° células foram semeadas em balGes T25. As cé-
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lulas foram incubadas a 37°C e 5% de CO,. As células formaram neuroesfe-
ras até o dia 5 de cultura. As neuroesferas sdo mostradas na Figura 1A. No
dia 8, as células foram transferidas para DMEM/F12 suplementado com 5%
de FCS, para permitir a fixagdo e para estimular a proliferacdo. As células
formaram uma monocamada homogénea conforme mostrado na Figura 1B e

foram passadas a 1:5 uma vez por semana. Essa cultura-de células neurais

_primarias foi chamada de NC5.

Apds 2 semanas em soro contendo meio, as células foram trans-
fectadas com vetor p79 em placas de 6 cavidades subconfluentes usando-se
Effectene (Qiagen, 40724 Hilden, Alemanha) como um reagente de transfec-
¢do, segundo as instrugdes dos fabricantes. O plasmidio p79 contém os se-
guintes elementos: o pBluescript (Stratagene, EUA), serve de estrutura prin-
cipal do plasmidio, em que o marcador de resisténcia a ampicilina foi substi-
tuido pelo gene de resisténcia a canamicina acionado por um promotor bac-
teriano que permite o crescimento e selegdo em E. coli. O vetor aloja um
fragmento de adenovirus 5 do tipo selvagem (SEQ ID NO: 5) contendo os
quadros de leitura abertos para E1A (variantes de unidao 13S e 12S, com ou
sem o dominio CR3, respectivamente), e E1B 55k e 19k, assim como se-
quéncias a montante de E1A. O gene de E1A é precedido pelo promotor de
fosfoglicerato quinase (camundongo). As sequiéncias do adenovirus séo se-

‘guidas pelo sinal de poliadenilagdo do gene de timidina quinase de herpes

simples, servindo de substituto para o sinal de poliadenilacdo de E1B. Os
elementos foram obtidos dos respectivos organismos ou de plasmidios doa-
dores por PCR e clonados usando-se técnicas convencionais de DNA re-
combinante e verificados por sequenciamento. Dois dias apds a trénsfecgéio, '
as células foram tripsinizadas e transferidas para um disco de 10 cm. Duas
semanas depois, focos de pequenas células com uma elevada razao de nu-

cleo/citoplasma e bordas claramente distinguiveis se formaram (Figura 1C)

em células transfectadas, mas nao em tratadas de controle. A partir de 112
transfecgao, oito focos independentes foram isolados tripsina usando-se ci-
lindros de clonagem (Corning, EUA), semeados em cavidades de uma placa
de 24 cavidades e expandidos mediante uma placa de 12 cavidades, placa
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de 6 cavidades e baldo T25. Todos os focos isolados continham dois tipos
de células: células pequenas com bordas nitidas e células do tipo fibroblasto
estendidos.

Trés semanas apos a transfecgao, 15 clones adicionais se torna-
ram visiveis na transfecgdo T11, alguns dos quais pbdendo se originar de
células restantes de clones primarios ja isolados.

Os clones T11a.1 e T11a.6 mostraram o crescimento mais rapi-
do e foram criopreservados em DMEM/F12, 10% de DMSO, 25% de soro 8
semanas apods a t’r_ansfecgéo. Nesse momento, todos os clones ainda conti-
nham uma fragdo de células com citoplasma aumentado, assemelhando-se
ao fenotipo primério. Entretanto, com uma razdo de divisao de 1:5 para
T11a.1 e T11a.6, foram supercultivadas e eliminadas aproximadamente 3
meses apos a transfecgdo. Experimentos de imunofluorescéncia foram reali-
zados para associar a morfologia alterada com a expressdo de E1A e E1B.
Depois da fixagdo com metanol, as células foram tratadas com anticorpos de
rato dirigidos contra E1A e E1B 55k, respectivamente seguido por anticorpos
anti-rato conjugados com vermelho Texas. Conforme mostrado na figura 2,
todas as células na amostram mostram coloragédo nuclear tipica para E1A e
coloragao citoplasmatica para E1B. |

| Trés meses apds a transfeccao, os clones T11a.1 e T11a.6 fo-
ram transferidos para meio livre de soro ProPER (Cambrex, Bélgica) por
semeadura de 1,6 x 10° células apés tratamento com tripsina. As células

foram colhidas por centrifugagdo, e o meio foi trocado por centrifugagao uma

vez por semana. A populagdo de células sobreviveu, mas, mesmo seis me-

ses apés a transfeccao, as células ainda mostraram baixa viabilidade e cres-
ciam com um elevado tempo de duplicacao de 60 — 80 h.

~ Quando as células foram transferidas de volta para DMEM/F12
com 5% de FCS ap6s 3 meses em meio ProPER, uma cultura homogénea e
altamente vidvel com um tempo de duplicagdo de 40 h se formou para am-
bos os clones. T11a.1 foi escolhido como o clone celular mais robusto para
experimentos adicionais e chamado de NC5T11 (figura 1D).
Exemplo 2: Estabelecimento de NC5T11 puro clone n2 8
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A produgdo de proteinas em uma linhagem celular depende de
métodos eficientes de transfecgdo e selecdo. A adequagdo de rharcadores
de sele¢do comumente usados G418, puromicina, higromicina, blasticidina,
MTX, histidinol para NC5T11 era desconhecida. Em uma primeira etapa de
avaliagéo, diferentes reagentes de transfeccdo comercialmente disponiveis

Lipofectamine (Invitrogen), Fugene (Roche, Alemanha), Polyfect (Qiagen) e

_Effectene foram testados segundo os protocolos dos fabricantes. O plasmi-

dio pEGFP-N1 (Clonetech, EUA) que expressa gfp do promotor CMV huma-
no foi usado para determinar a eficacia de transfeccao transitoria. A eficién-
cia mais elevada foi obtida com Effectene (Qiagen), atingindo-20 — 50% de-
pendendo da densidade celular, quando aplicado a células aderentes cres-
cendo em DMEM/F12 10% de FCS.

Para testar os genes marcadores de selegao, construifam-se '
vetores de exp'resséo contendo o gene de alfa-1-antitripsina (aat) humano,
sob controle do promotor CMV humano, seguido pelo sinal PoliA do hormé-
nio de crescimento bovino e o respectivo marcador de selegédo controlado
por um promotor fraco. Mais especificamente, para testar a sélegéo com pu-
romicina, usou-se o vetor C55, que contém o gene de resisténcia a puromi-
cina acionado pelo promotor PGK humano, seguido pelo sinal de poliadeni-
laga@o precoce de SV40.

Depois da transfeccdo, as células foram semeadas em
DMEM/F12 5% de FCS contendo 0,75 ng/mL de puromicina e selecionadas
durante 3 semanas com troca semanal do meio. Geraram-se clones reuni-
dos, e a expressao foi verificada por imunofluorescéncia usando-se um anti-
corpo anti-alfa-1?antitripsina policlonal de cabra (Innogenetics, EUA), segui-
do por um anticorpo anticabra de coelho secundario marcado com biotina e
conjugado de estreptavidina-Vermelho Texas.

, Para isolar clones celulares individuais, 10.000 células dos clo-
nes reunidos foram semeadas em um disco de 15 cm. Apds 4 semanas, os
clones foram isolados usando-se cilindros de clones (Corning), e os clones
n%1,2,7, 8,9, 10 foram analisados quanto a expressao de aat. Mais especi-
ficamente, as células foram semeadas a 7 x 10° células em placas de 12
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cavidades, e o numero de células e a expressdo de aat foram determinados.
As taxas de produtividade especifica das células calculadas sao dadas na
Figura 3. O clone NC5T11 puro n° 8 mostra uma produtividade especifica
acima de 100 pg/célula.dia e foi escolhido para desenvolvimento adicional.
Exemplo 3: Deslocamento de NC5T11 e NC5T11 pUro n® 8 para meio de
produgéao e anélise de expressao em cultura de lotes com agitacdo

A taxa de crescimento tanto de NC5T11, quanto de NC5T11 pu-
ro n® 8 em meio ProPER (Cambrex) foi reduzida aproximadamente duas ve-
zes em comparagéo com o0 meio contendo soro. Consequlientemente, Xcell
VPRO (JRH Biosciences) foi testado como uma alternativa. A adaptagéo foi
feita por semeadura direta de 4,5 x 108 células-em 5 mL d.e EXCELL VPRO
em um baldo T25. Apds 2 semanas, o crescimento celular foi reiniciado, e se
estabeleceu uma razéo de divisdo semanal de 1:3. Como etapa seguinte,
ambos os clones foram adaptados para crescerem na presenga de tensdo
de cisalhamento. As células foram semeadas em 12 mL de EXCELL VPRO
a 6 x 10* células/mL em tubos de agitagdo de polipropileno de 50 mL (TPP,
Suica) com e submetidos a rotacdo com um raio de 1 cm e uma velocidade
de 160 rpm. Apds passagens repetidas, efetuaram-se ensaios por bateladas
para determinar as densidades celulares maximas e a acumulagao de produ-
to durante as fases de crescimento exponencial e estacionario. Foram feitas
as seguintes observagodes: o clone NC511puro mostrou uma elevada viabili-
dade, que foi mantida acima de 70% até o dia 18. A densidade celular ma-
xima ndo excedeu 1 x 10°%. A acumulagdo de produto continuou durante a
fase estacionaria (figura 5). Concluiu-se que o desenvolvimento de meios
especificos ou aperfeicoamento adicional das células serdo requeridos para
se conseguir uma elevada densidade celular, comparavel a obtida com célu-
las CHO. Isso provavelmente resultara em titulos de produtos substancial-
mente aumentados. |
Exemplo 4: Construcao da proteina de fusdo pIX-RARA e vetores de
integracao tanto para pIX-RARA, quanto para pIX '

As sequéncias para PIX de adenovirus e receptor alfa de acido
retindico (RARA) foram obtidas por PCR de adenovirus tipo 5 e DNA gend-
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mlco humano, respectivamente, usando-se os iniciadores:
= AACCAGCGCTACCATGAGCACCAAC’I’CGT (SEQ ID NO: 6)

AGG SEQ ID NO:7
2 AATGGTGGCAACCGCATTGGGAGGGG ( Q . )para PIX: 6

3.CCAATGCGGTT: GCCACCATTGAGACCCAGA(SEQ 1D NQ.'S)

4. AAGGAGOGCTGGCGAGGGCTGTGTCCAT (SEQID NOI9) o ;s

Ambos os fragmentos foram amplificados separadamente. Uma

-superposi¢édo entre os iniciadores 2 e 3 permitiu conectar ambos os fragmen-

tos mediante PCR usando-se os iniciadores 3 e 4. O gene de fusio foi clo-
nado no vetor pEFpromhyg, resultando em pEFpIXRARA. Esse vetor contém
o fator 2 de alongamento humano localizado em chr19:3.935.325-3.936.638

-(montagem de genoma humano, maio de 2004; SEQ ID NO: 12). Contém

elementos a montante e o priméiro intron do gehe EF2. O codon de partida
natural de EF2, localizado em 5’ com relagdo ao primeiro intron, foi removido
por mutagénese. No vetor, pEFpromhyg, a seqléncia de EF2 é seguida pelo
sitio de restricdo unico (Afel) usado para insercao de pIX-RARA. Um sitio de
ligagéo a ribossomo interno apds o sitio AF1 permite a expressao do gene
de resisténcia a higromicina como um segundo quadro de leitura aberto em

‘um RNA unido a pIX-RARA. Essa configuragao suporta a expressdo de plX-

RARA em todas as células resistentes a higromicina.

O gene para wt pIX foi amplificado usando-se  os iniciadores

' AACCAGCGCTACCATGAGCACCAACTCGT(SEQ  ID NO:  10) e

‘ACCGAGCGCTTGTTTTAAACCGCATTGG (SEQ ID NO: 11) e integrado no sito
Afe de pEFpromhyg, em vez de pIX-RARA, para fornecer pEFpIX.
Exemplo 5: Modificagdo das linhagens celulares NC5T11 e NC5T11 pu-
ron28como gene de PIX e a proteina de fusao PIX-receptor de acido
retindico

Os clones celulares NC5T11 e NC5T11 puro n2 8 foram prepa-
rados para transfecgdo em placas de 6 cavidades por semeadura de 1,3 x
10° células/cavidade em DMEM/F12, 5% de FCS. O plasmidio F67 (pEFplI-
XRARA) e o plasmidio F76 (pEFpIX) foram linearizados com a enzima de
restricdo Asp700 (Roche) e transfectados apés precipitagdo com etanol u-
sando-se Effectene (Qiagen): o DNA foi misturado com 16 uL de intensifica-
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dor e 200 uL de tampéao EC. Ap6s 2 min a temperatura ambiente, 18 pL de
Effectene foram adicionados, e a formacgéao de lipossomo foi deixada durante
10 min a temperatura ambiente. A mistura de transfecgéo foi adicionada a 1
mL de volume de cultura em células semeadas a 80% de confluéncia em
placas de 6 cavidades no dia anterior. Uma alta eficiéncia de transfecgao foi
confirmada com uma transfecgdo paralela de pEGFP,—N1 (Clontech, Palo
Alto, CA 94303-4230, EUA). Um dia apds a transfecgdo, o meio foi trocado
para DMEM/F12 com 10% de FCS, e se adicionaram 75 ou 100 ug/mL
(NC5T11) e 50 ug/mL (NC5T11 puro n2 8) de higromicina. O meio de sele-
¢ao foi substituido duas vezes por semana. Apds 18 dias, 15 — 20 clones
claros se tornaram visiveis em cada um dos cavidades. Os clones reunidos
foram tratados com tripsina, e a sele¢do continuou durante mais duas sema;
nas. Os clones reunidos foram testados quanto a expressdo de PIXRARA
por RTPCR. Um sinal forte foi detectado com os iniciadores 1 e 2, um sinal
mais fraco com os iniciadores 1 e 4 na maioria dos clones reunidos. Para
isolar clones celulares individuais, 10.000 e 1.000 células dos clones reuni-
dos foram semeadas em discos de 15 cm. Apds 4 semanas, os clones foram
isolados usando-se cilindros de clone (Corning). Para clones resultantes da
transfeccdo de F76, aplicou-se uma estratégia diferente. Os clones reunidos
foram tratados com tripsina, transferidos para um tubo de agitagdo de 50 mL
em EXCELL VPRO contendo 75 pg/mL de higromicina e, apds 2 semanas
de cultura em suspensao, 2.000 células vidveis foram misturadas com 12 mL
de matriz de clone (Genetix, RU), semeadas em uma placa de seis cavida-
des (Greiner) (2 mL/cavidade) e submetidas a recolhimento de coldnias au-
tomatizado (clonepixFL, Genetics, RU). Clones originados de NC5T11 puro
n® 8 receberam os numeros 10 — 21. Clones originados de NC5T11 recebe-
ram os n2 34 — 45. Clones transfectados com pEF1PIX foram chamados de
NC5T11PIXA-NC5T11PIXE. Os clones foram testados quanto & presenca do
respectivo vetor por PCR. Um teste inicial usando os iniciadores 1 e 2 é a-
presentado na figura 6. Todos os clones mostrando um sinal positiVo foram
deslocados para crescimento em ExCell VPRO. A readaptacéo foi feita por
semeadura direta de 4,5 x 10° células em 5 mL de EXCELL VPRO em um
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baldao T25. Apds 6 semanas em cultura estacionaria, as células foram trans-
feridas para tubos de agitacdo de polipropileno de 50 mL (TPP; Suiga) a
uma densidade de semeadura de 6 x 10* células/mL em EXCELL VPRO,
com um volume total de 12 mL, e submetidas a rota'géo com umr aio de 1 cm
e uma velocidade de 160 rpm. Os clones n? 10, 12, 14 (NC5T11 puro n? 8
pIXRARA) e n® 34, 43 (NC5T11pIXRARA) e NC5T11PIXB, NC5T11PIXC

‘foram escolhidos pela maior viabilidade sob tensédo de cisalhamento. Os clo-

nes n? 34, 43 e NC5T11PIXC foram reclonados e analisados quanto a esta-
bilidade do DNA integrado. A estabilidade foi avaliada determinando-se a
razao de genes entre PIX e E1B, porque E1A+E1B e pIXRARA foram intro-

.duzidos em transfecgOes separadas, e genes de E1 foram introduzidos e

foram mantidos na auséncia de selegdo durante > 2 anos e sdo, conseqiien-
temente, considerados integrados de maneira estavel. O DNA.genénﬁico foi
isolado de clones celulares selecionados em 2 momentos: imediatamente
apos a parada de selegdo com hyg (precoce); apds-2 meses na auséncia de
pressao de selegdo (tardia). Os niveis de DNA de PIX e E1B foram determi-
nados por PCR em Tempo Real (ABI 7000, CYBR Green) a 2 concentragdes
de DNA. Exemplos dessa avaliagdo sdo mostrados na figura 7. O vetor
pEF2PIXRARA é mantido de maneira estavel nos suclones n® 34 e 43, com
aproximadamente 0,4 - 0,6 copia de PIXRARA por E1B. O clone
NC5T11PIXC contém originalmente 4 copias de plX por E1B. Esse nimero é
reduzido duas vezes no decorrer do experimento.
Exemplb 6: Crescimento dependente de acido retindico de NC5T11plX-
RARA

O 4cido retindico (RA) € um indutor da diferenciagéo'celular. A
diferenciagdo esta tipicamente associada a um crescimento celular reduzido.
A resposta a RA depende da expressao do receptor retindico alfa, um fator
de transcrigao ativador po RA. RA tem um efeito profundo sobre PML (leu-
cemia pro-mielocitica), revertendo o fendtipo transformado por parada do
crescimento. _

Conforme mostrado na figura 8, o tratamento com RA a uma
concentragao de 6 ng/mL nao teve nenhum efeito sobre o crescimento de
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NC5T11 ou do clone que expressdo alfa-1-antitripsina NC5T11 puro n? 8.
Entretanto, o crescimento dos clones n® 14 (NC5T11 puro n® 8 pIXRARA) e
n? 34 (NC5T11pIXRARA) foi interrompido pelo tratamento com 6 pug/mL du-
rante 5 dias na cultura aderente em DMEM/F12 com 5% de FCS.
Exempio 7: PIXRARA impede a inibicao da replicagao do virus por in-
terferon | . ,

Células NC5T11 e NC5T11 n2? 34 foram semeadas em placas de
6 cavidades a 8,0 x 10° células/cavidade em DMEM/F12 5% de FCS. Apébs
12 h, adicionou-se interferon beta (rebif 44 da Serono) as cavidades a uma
concentragao de 1 e 8 Ul/mL. Apds 30 min, as células tratadas com interfe-
ron e as células de controle tanto de NC5T11, quanto de NC5T11 n? 34 fo-
ram infectadas com virus de encefalomiocardite (EMCV) a uma multiplicida;
de de infecgao (MOI) de 0,004. Apds 24 h, as culturas foram colhidas e con-
geladas a —80°C para romper as células. Essa suspensao foi descongelada
e clareada por centrifugagao com 800 x g durante 10 min. Os lisados foram
submetidos a titulagéo de virus por ensaio em placa com células A549: em
resumo, as células A549 foram semeadas em placas de 24 cavidades e cul-
tivadas até atingir a conflluéncia, incubadas durante 30 minutos com lisados
clareados diluidos de 10 a 2 x 10® vezes, superpostas com 0,2% de agarose
d,'e baixa formagao de gel tipo VIl em RPMI e 10% de FCS e incubadas a
37°C durante 24 h. A camada de agarose foi aspirada, as células foram fixa-
das com glutaraldeido a 2% em PBS durante 20 min a 20°C, lavadas com
agua e incubadas durante 30 min a temperatura ambiente com solugdo de
1% de violeta cristal em etanol a 50% para contar as placas de virus. Os re-
sultados mostrados na figura 9 demonstram que a replicagdo de EMCV é
relativamente ineficaz em células NC5T11, e que é altamente sensivel ao
tratamento com interferon antes da infecgdo. A 8 UlI/mL, nenhum virus viavel
pode ser recuperado da cultura. Em contraste, a replicagdo de virus em
NC5T11 n° 34 é afetada apenas levemente pelo tratamento com interferon.
Além disso, mesmo na auséncia de IFN exdgeno, titulos mais elevados sdo
observados para NC5T11 n? 34. Os fendmenos mostrados modelam proces-

so0s de vacina tipicos, porque muitas cepas de vacina induzem uma resposta
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de IFN em células produtoras, com uma via de IFN intacta, infeccdo a baixa
multiplicidade de infecgdo (MOI), preferida em processos de prodUgéo, pode
causar secregdo de IFN, resultando em um bloqueio da replicagao de virus
em células que ndo foram iniciaimente infectadas. Conseqlientemente, a
exprésséo de PIX pode permitir uma produgéo de altos titulos de virus, par-

 tindo-se de baixa MOI.
'Exemplo 8: Estimulagao da producao de proteinas por pIX-RARA

NC5T11 puro n® 8 pIXRARA veiculo do vetor F67, assim como
alfa-1-antitripsina, foram comparadas ao clone de partida NC5T11 puro n® 8
na capacidade de produzir alfa-1-antitripsina em um ensaio por bateladas

-com agitacdo. As células foram semeadas em EXCELL VPRO (JRH Biosci-

“ences) a 6 x 10* células/mL em tubos de agitagao de polipropileno de 50 mL

(TPP, Suiga), com um volume total de 12 mL, e submetidas a rotagdo com
um raio de 1 cm e uma velocidade de 160 rpm. A cultura foi continuada até o
dia 22. Além das células em suspenséo, formou-se um anel de aglomerados
celulares aderidos a parede do tubo. As células nesses aglomerados preser-
varam uma viabilidade acima de 70% durante todo o processo. Como-a dis-
sociacao desses aglomerados por tripsina ou acutase (PAA) nédo foi bem-
sucedida, as cinéticas de crescimento e as densidades celulares maximas
nao foram determinadas. As amostras foram tiradas nos dias 9, 13e 22, e 0s

titulos foram determinados usando-se ELISA de alfa-1-antitripsina. Os resul-

tados s&o mostrados na figura 10.

Exemplo 9: Geragéo de células de retina de pato que expressam piX

A linhagem celular CR, derivada de células de retina de pato
primarias e imorfalizadas de acordo com diretrizes de risco deﬁnidés, é des-
crita em outro lugar (pedido de patente WO 05042728, células de retina
transfectadas com plasmidio 60E). As ceélulas foram cultivadas em meio
DMEM:F12 (Invitrogen, Carlsbad, CA 92008, EUA) suplementado com 5%
de soro de novilho fetal (Biochrom AG, 12213 Berlim, Alemanha) a 39°C e
7,5% de CO.. Para a passagem, as células foram brevemente tratadas com
TrupLE Express (Invitrogen). O plasmidio 76F pEFPIX1 foi linearizado com
as enzimas de restricdo Ssp | e Xmn | (ambas da New England Biolabs, Be-
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verly, MA 01915-5599, EUA) e purificado a 400 ng/uL por cromatografia de
afinidade (kit de extracdo em gel da Qiagen, 40724 Hilden, Alemanha). 5 uL
(2 ng) do DNA purificado foram transfectados em células CR com os reagen-
tes Effectene (Qiagen): o DNA foi misturado com 16 uL de intensificador e .
200 pL de tampéo EC. Depois de 2 min a temperatura ambiente, 18 uL de
Effectene foram adicionados, e a formacao de lipossomo foi deixada durahte
10 min & temperatura ambiente. A mistura de transfecg¢ao foi adicionada a 1
mL de volume de cultura em células semeadas a 80% de confluéncia em
placas de 6 cavidades no dia anterior. A alta eficiéncia de transfecgao foi
confirmada com transfeccao paralela de pEGFP-N1 (Clontech, Palo Alto, CA
94303-4230, EUA). | -

As culturas transfectadas com pIX foram expandidas em baléeé
T75 trés dias apos a transfecgdo, e a selegao foi iniciada com 25 pg/mL de
higromicina B (Invitrogen). O meio foi substituido uma vez por semana com
higromicina B elevada a 50 pug/mL. Apds trés semanas, um total de quatro
grandes focos sobreviveram e foram ressemeados em um baldo T25: as cé-
lulas foram destacadas com TrypLE e coletadas com 100 x g durante 10
min, ressuspendidas em meio fresco e plagueadas em um balao T25.

Quatro semanas apds a transfeccao, as células e uma cultura
subconfluente saudavel em um baléo T25 foram destacadas com TrypLE em
5 mL de DMEM:F12, 5% de FCS. 2 mL dela foram misturados com meio n®
63032-1000M (JRH Biosciences, KS 66215, EUA), um meio livre de compo-
nentes derivados de animais destinado a manutengao de culturas em sus-
Vpenséo. Adicionou-se higromicina B a 50 ug/mL. O DNA genémico foi isola-
do de 2 mL da cultura e submetido a PCR contra o transgene pIX com os
iniciadores V293 e V294. O controle negativo foi fornecido por uma reagédo
paralela sem DNA, o controle positivo por uma reagdo paralela com plasmi-
dio 76F. O produto de PCR esperado na figura 11 (painel esquerdo) de-
monstra a insergao estavel do transgene pIX nas células CR, agora chama-
das de "CRpIX". |

A expressao da proteina PIX foi confirmada por Western Biot-
ting: 6 x 10° células foram rompidas por ebuligdo em (20 mM de Tris, pH 7,4,



10

15

20

25

30

27

300 mM de NaCl, 1% de Na-desoxicolato, 1% de Triton® X-100, 0,1% de
SDS), e a proteina foi separada por eletroforese em gel, entao, transferida
para uma membrana de néilon. PIX foi detectada com anticorpo primario
para plX (um presente do Dr. W. Seidel, Ernst-Moritz-Arndt-Universitét

Greifswald, Alemanha), entdo, reagida com anticorpo secundario dirigido

contra o primeiro anticorpo e marcado com fosfatase alcalina.

O sinal de tamanho esperado na ﬁgura 11 (painel direito) confir-
ma a expressao de plX em células CRpIX. Nenhuma sinal estava presente
no controle negativo das células 293 preparadas em uma reagéo paralela.

As células foram cultivadas em meio n® 63032-1000M por duas

‘passagens adicionais, entdo, transferidas para meio n? 14561-1000M (tam-

bém da JRH Biosciences) por duas passagens adicionais. Todos os meios
JRH foram supleméntados com 1 x Glutamax | (Invitrogen) e 100 ug/mL de
higromicina B. |

Com a segunda passagem em meio n? 14561-1000M, uma pe-
quena fragéo (aproximadamente 2% de uma cultura em suspensao de 5 mL)
foi ressuspendida completamente em DMEM:F12, meio FCS e plaqueada
em uma placa de petri de 15 cm de diametro. Apds 6 dias, onze focos foram
removidos para cavidades individuais de uma placa de 12 cavidades e man-
tidos em DMEM:F12, meio FCS. Para a transferéncia de clone, o meio foi

‘aspirado, e placas de clonagem (Sigma, MO, EUA) foram embebidas em

TrypLE, brevementeAapIicado diretamente aos clones, entéo, transferido pa-
ra as cavidades cheias de meio. Os clones individuais foram expandidos pa-
ra experimentos adicionais e determinagao de propriedades de crescimento. -

Para analisar a manutengao de PIX nas células transféctadas de
maneira estavel, o DNA gendmico foi isolado de 1 x 10° células com o kit
QlAamp DNA Sangue (Qiagen), e o nimero de moléculas de E1B e PIX foi
determinado em 25 ng e 50 ng de DNA gendmico, em uma reagédo ABI 7000
TagMan com quimica de detec¢do SYBR Green (ABI). Os iniciadores usa-
dos - para . a ~quantificagéo foram
STagTTGCTTCATGCTAGTG (SEQ 1D “NO:13) (SEQ ID NO: 13) e
TCTTCAgCAQQTQACAGTTS  geq  ID  NO:  14) para ~ E1B,
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ACCTACGAGACCITATCTS s |p NO: 15) e gAGCCQTCAACTTGTCATC
(SEQ ID NO: 16') para PIX. Como o E1B foi introduzido independentemente
e tem de ser mantido nas células para sobreviver, esse gene serve de mar-
cador interno para padronizar o numero de copias de PIX e a forga de ex-
pressao do gene.

A figura 12 demonstra a manutencao esfével do transgene PIX
em células CR em suspensdo, mesmo na auséncia de pressao de selecdo.
Também demonstra que células positivas para PIX sofrem de uma diminui-
¢ao de crescimen'tp. Observou-se consistentemente proliferacdo diminuida
para todas as nossas células (células de aves e humanas) com a transfec-
¢ao estavel com o plasmidio de expressédo de PIX, demonstrando um impac-
to de PIX sobre a bioquimica da célula hospedeira. Além disso, observou-sé
uma tendéncia em células CR aderentes positivas para PIX de evitar o cres-
cimento em camadas confluentes (inibigao por contato aumentada).
Exemplo 10: Geragao de células de somito de pato que expressam piX

A linhagem celular CS ¢ derivada de somitos embrionarios, tam-
bém descritas no pedido de patente WO 05042728. A geragao de células CS
positivas para PIX foi realizada em paralelo ao procedimento acima descrito
para a linha CR. Contrariamente a CRplX, nenhuma cultura em suspensao
fbi estabelecida para CSpIX. A dependéncia de ancoragem estrita € uma

caracteristica de células CS. Uma célula que nao se prolifera em suspensdo

pode ser considerada como sendo menos tumorigénica, pois o potencial de
metastatizar € gravemente prejudicado. A proteina PIX ndo altera essa pro-
'priedade em células CS. Embora pleotrdpica, essa proteina parece, portan-
to, nao ter impacto sobre o fenétipo de transformagédo. Essa observagéo sus-
tenta nossa consideragao de que PIX pode ser aplicado com seguranga em
processos biofarmacéuticos. ' |
Exemplo 11: Efeito de PIX na replicacdo de MVA em células CS

Células CS transfectadas de maneira estavel para expressao de
PiX e células CS de origem como referéncia foram semeadas em uma placa
de 6 cavidades a 2 x 10° células/cavidade e infectadas com MVA a uma
m.o.i. de 0,1 no dia seguinte. Fotografias para documentar as diferengas no
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avanco de CPE foram tiradas 48 h e 72 h apés a infeccdo. O rendimento de
virus no sobrenadante 48 h apds a infec¢do e o rendimento completo (so-
brenadante mais pélete de células lisadas) 72 h apds a infecgdo foram de-
terminados em um ensaio de microfoco. Os resultados sdo mostrados na

figura 13: a presenga de PIX nas células CS parece retardar o inicio de CPE

48 h apés a infec¢do, quando comparado com a referéncia de origem. 72 h
~apos a infecgdo, ambas as culturas sdo lisadas completamente, sugerindo

que as diferengas na extensao de CPE nao é derivada a uma mistura de
células_ refratarias a MVA e suscetiveis a MVA na populacdo de CS.PIX.
Segundo nosso conhecimento, células positivas para PIX nunca

-foram testadas contra virus diferentes de adenovirus cognatos.

Exemplo 12: Efeito de PIX sobre a replicagao de MVA em células CR
O efeito positivo da proteina PIX também foi quantificado em
células CR. Contrariamente as células CS, as células CR estao adaptadas a
suspensdo. As culturas em suspenséo sao preferiveis para muitas aplica-
gées industriais. Conseqlientemente, determinamos o efeito de PIX nesse
sistema, em oposi¢do a uma cultura aderente.
| Para células CR, o efeito de suporte de PIX n&o é té@o pronunci-
ado quanto em células CS, mas observou-se consistentemente titulos mais

elevados para MVA. Os rendimentos de MVA foram otimizados em uma sé-

‘rie de experimentos e se mostraram maiores 48 h apds a infecgao a densi-

dades celulares médias. A figura 14 mostra uma comparagao da suspensao
de clone CR.HS (selecionado de vérios clones como a linhagem celular com
maiores rendimentos de MVA) e linhagem celular CR.MCX PIX(+). A abscis-
sa indica m.o.i. '(0,01, 0,05 ou 0,1, respectivamente), a ordenada indica o
arrebentamento, e o tamanho das bolhas indica as densidades celulares (8,
20u0,8x 108 células/mL, respectivamente). O arrebentamento € a razdo de
virus de saida (ou rendimento) para virus de entrada (o indculo, dependendo
do numero de células e da m.o.i.) e, portanto, uma medida da eficiéncia de
amplificagdo. Em todas as configuragbes, as linhagens celulares PIX(+) ex-
cedem a linhagem PIX(-) em desempenho.

Exemplo 13: Exclusao nuclear de PIX
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Um gene de fusdo PIX-GFP foi gerado para visualizar a distribu-
icao da proteina PIX em células vivas e superar a atividadevde ligagcéo fraca
do anticorpo disponivel. Plasmidio 76F pEFPIX1 foi tratado com as enzimas
de restricdo Acc | e Dra |, e as terminag¢des foram embotadas com polimera-
se Klenow (todos da New England Biolabs, Beverly, MA 01915-5599, EUA).
Do padrao de bandas complexo, o fragmento desejado de 447 pb contendo
a sequéncia de codificagao de PIX foi isolado por extragao em gel de agaro-
se (kit de extracdao em gel da Qiagen, 40724 Hilden, Alemanha). A enzima
de restricao Dra | reconhece a sequéncia "TTTAAA", para cortar depois do
ultimo residuo de timidina, em que o tripleto central "TAA" é o cédon de pa-
rada do quadro de leitura aberto de PIX. O fragmento de 447 pb é, portanto,
desprovido de um cddon de parada. A fusao desse fragmento ao gene paré
EGFP no plasmidio pEGFP-N1 aberto com Sma | (também da New England
Biolabs) gera um gene de fusdo continuo de PIX seguido por EGFP. O
plasmidio resultante foi chamado de p9GFP, a proteina de fuséo expressada
sendo chamada de PIX-GFP neste texto.

Células CS e CR foram transfectadas com p9GFP e seleciona-
das com 300 ug/mL de geneticina (Invitrogen) para expressao estavel de
PIX-GFP. Duas populagées de diferentes expressdes de PIX-GFP foram
observadas em até 2 semanas: uma populagdo normalmente tinha 2 a 5
pontos brilhantes de PIX-GFP no citoplasma, a outra populagao tinha uma
expressao mais uniforme de PIX-GFP no citoplasma e acumulagao mais di-
fusdo do sinal de GFP em uma regido proximal ao nucleo. Em ambos os ca-
s0s, 0s nucleos das células pareciam uma regido escura, sugerindo que ne-

‘nhuma ou muito pouca proteina quimérica entra no nucleo. Exemplos repre-

sentativos de ambos os tipos de clones em CRpIXGFP sdo mostrados na
figura 15. '
Consistente com esse resultado, descobriu-se uma sequéncia
de exportagdo nuclear no quadro de leitura aberto de PIX por aplicagao do
algoritmo de pesquisa NetNES (Cour et al., Protein Eng. Des. Sel. 17, 527-

536 (2004)) para a seqiiéncia primaria de PIX. O NES} identificado por esse
programa é 313-GCACAATTGGATTCTTTGACCCGGGAACTT-342 (SEQ ID NO:
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17) (traduzido: AQLDSLTREL'SEQ ID NO: 18). Segundo nosso conhecimen-
to, é a primeira vez que esse sinal foi descrito na proteina PIX. Inversamen-
te, uma sequéncia de IoCaIizagéo nuclear (NLS) ndo foi descrita na literatura

para PIX, e nao podemos detectar esse sinal (por exemplo, usando o algo-

- ritmo fornecido pela Universidade de Columbia em

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

A localizagdo citoplasmatica de PIX-GFP em nossas células de
pato €, portanto, consistente com a sequiéncia primaria de PIX.
Exemplo 14: Variantes de fusao PIX GFP

A surpreendente exclusao nuclear de PIX GFP foi investigada com construc-

“tos de fusdo com PIX adicionais. Um plasmidio de expresséo de PIX-GFP-.

NLS foi derivado do constructo p9GFP acima descrito por insercao dos oli-
gonucleotideos sintéticos i185 e i186. Esses oligos foram desnaturados a |
80°C durante 5 min e deixados anelar em 10 mM de MgCl, por resfriamento
gradual a temperatura ambiente, para fornecer:

S"GATGT ACAAAGATCCGAAGAAGAACCGCAAAGG’?T AACGCGGCCGCAC~3'

(SEQ ID NO: 19)

(SEQ ID NO: 20)

Esse oligonucleotideo de filamento duplo foi digerido com BsrG |

e Notle inserido nos mesmos sitios de p9GFP. Traduzida, a insercédo adi-

ciona uma sequéncia NLS (PKKNRK; SEQ ID NO: 21) a proteina de fusédo
PIX-GFP que se assemelha ao virus simio 40 NLS. Um novo sitio Hpa | in-
troduzido com esse enxerto serve de marcador diagndstico para confirmar
uma clonagem bem-sucedida. O plasml’dio resultante € chamado de p9GFP'
NLS, a proteina expressada PIX-GFP-NLS, e o quadro de leitura aberto que
codifica a proteina PIX-GFP-NLS sdo mostrados nas SEQ ID NOs: 23 e 22,
respectivamente. ‘

Uma proteina de fusao PIX-RARA etiquetada com GFP foi gera-

da mediante amplificagdo com PCR de um fragmento contendo PIX- RARA
com os iniciadores EBR 44A (5’-GGATCCWCCVC@CGGGCGGGTGT -3 SEQ

ID NO: 24), V293 (5'- AACCAGCGCTACCATGAGCACCAACTCG}"_Q SEQ ID
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NO: 25) e plasmidio n® 67F pEF PIX RARA NEO como molde. O amplicon
de 1.926 pb foi tratado com polinucleotideo quinase e inéerdio em pEGFP-
C2 (Clontech) linearizado com EcoR | e embotado com enzima Klenow (to-
das as enzimas da New England Biolabs). O plasmidio resultante é chamado
de p9 GFP RARA, a proteina expressada de PIX GFPI RARA.,

A figura 16 mostra a distribuigao intraceluiar_ das varias proteinas
etiquetadas com GFP em células CHO transitoriamente transfectadas.
Exemplo 15: PIX e interferon '

Muitos_virus induzem a resposta imune celular inata mediante
TLR-3 (receptor 3 do tipo Toll). TLR-3 reconhece RNA de filamento duplo,
um padréo distintivo da replicagao viral. Entre as fungbes de TLR-3 esta a
ativagao de NFkB e interferon do tipo | (Alexopoulou et al., Nature 413, 732-
738 (2001)). O interferon medeia um estado antiviral na célula hospedeira. O
efeito da indugéo com interferon mediante um RNA de filamento duplo artifi-
cial, poli I:poli C (4cido poliinosinico-policitidilico, Sigma) foi examinado. Sur-
preendentemente, as células CR e CRplX apresentavam sensibilidade muito
baixa a poli I:poli C, ao passo que as células CS responderam claramente ao
indutor. Inesperadamente, células CS positivas para PIX responderam mais
rapido e a concentragdes mais baixas do que células CS de origem (figura
17). Segundo nosso conhecimento, uma conexao entre PIX e interferon nao
havia sido descrita na atual literatura.

O efeito de suporte de PIX para MVA foi mais forte em células
CS do que em células CR, e as células CS responderam ao substituto de
RNA de filamento duplo melhor do que ceélulas CR. Sabe-se que MVA induz
interferon, e que esse virus também esta equipado com proteinas que alivi-
am a resposta de interferon. O efeito do indutor poli l:poli C sobre MVA em
células CRp9GFP e CSp9GFP foi, portanto, determinado. A figura 18 sugere
que celulas infectadas com MVA sofrem menos com poli l:poli C do que o
controle nédo infectado. Essa observagdo é consistente com o fato de que
MVA tanto induz, quanto interfere com a resposta imune celular inata e se
relaciona com nossa observagao inesperada de que PIX de um adenovirus

humano em células de aves coopera com proteinas antivirais de um virus de
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variola altamente atenuado para aumentar os rendimentos desse ultimo vi-

rus.

Listagem de Sequéncia — Texto Livre

SEQID NO Descrigao

1,2
3,4

5
6-11
12
13-16
17 - 18
19-20
21
22-23

24 -25

proteina pIX adenoviral

proteina de fusdo pIX-RARA

Ad5 E1A + E1B

iniciador

promotor do fator 2 de alongamento da tradugdo humano "cur-

to

iniciador

NES

oIigohucIeotl’deos sintéticos que codificam NLS
NLS |

proteina de fusdo pIX-GFP-NLS

iniciador



34

Listagem de Seqﬂénciasv
<110>" ?roblogen v '””i

<120:,,"FATOR PROTECO DE AUMENTO DE PRODUT“"DADEvNOVAS
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<130> 062069wo

<150%. EP05110453.7 - R » . RGN . S

<160> 25
<1705 . Patentin §a£Siqn 3.3

<230> 1
€211> 423
2T 23. DNA S,
o <213>Z.Adenovuushpo37

<2205
| <221> CDS R
_<222>-,11>.;(4231 S

: '<4so>f'1:" L RERRS A L
latg age-ace aac’ tcg ttt gat gga-agc att gtg age tca tét tig a
Met Ser Thr Asn Ser Phe Asp Gly -Ser Ile Val Ser 'Ser:Tyr Leu"T
1 ' 5. ) 10 RSN & TR

,,'-acgtcgc”atg'ccc cca“tgg*gcc-qggmgtgwcgt cag aét:qtgqatg‘ggc
. ThT-Arg-Meét Pro. Pro Trp Ala Gly Vai Arg Gln Asn Val: Met Gly
e 20 .. S l28 e L _

age att gat ggt cgc c#c‘gtc ctg.ﬁ¢¢fg¢a”aac tct act ace ttg ACcs.ﬂli7144'5 ;-
Ser Ile Asp Gly Arg Pro Val Leu Pro Ala Asn Ser Thr Thr Leu Thr- C
. -35 P 40 ) 45 i

tac-gaq’écc’qtg fctfgéa-écg,ccq‘itgiqag act gca goe tee gec. o
Tyr Glu Thr Val Ser Gly Thr Pro Leu Glu Thr Ala Ala Ser Ala?
2Qu ETTSREES P e = B e 60 i -

19z

,gct”tsa'gccngct-géa'gcc acc gec .cge gag att gtg act gac ttt got
Ala Ser Ala Ala Ala Ala Thr Ala Arg Gly Ile Val'Thr Asp Phe’
&5 : : Q. ! 75

47240

ttc ctg age ceg ctt gca agc agt gea gct tee ogt tea tec gee cge . | . 288 .
' Phe Leu Ser Pro Leu Ala Ser Sexr Ala Ala Ser Ary Ser o o

gat gac aag trg acg get ott tig gca caa ttg gat ket 't 336
Asp 2sp Lys ieu Thr ala Leu Leu Ala Gln Leu Asp Ser

100 - 105

gaa cttcaat gtc gtt tet cag cag ctg ttg gat ctg cgc cag cag .gtt- . 384
. Glu Leu Asn Val Val -Ser Gln Gin Leu-Leu-Asp Leu:Arg Gla Gln Val . .
: i -1:5115' R R 1200 0 R 5 I

fct gec ctg aag get teo tco cot coc aat geg gtk taa . . 423
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130 ‘ 135 : 140



35

CELR210> 02
T K211> 140
- €212 “PRY ..
«<213> - Adenovirus tipo 37

<4005 2

©Met Ser ‘Thr Asn.Ser Phe Asp Gly ‘Ser Ile Val Ser Ser Tyr Leu Thr
1. .. s 0 o 15

. v:ﬁ_:-i . Thr .

Pro.T¥p Ala Gly Val Arg Gla Asn Val Met Gly Ser .
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. S35 ‘ SEIEEL. 1 T S 45
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C11s
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135 140

PNA L
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oo <2205 i )
. <223> Proteina de fusdo pIX-RARA
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k2213 €DS o
<2225 (1)..(1635)
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1 BENREN 5 . N (B 15

acg 'cg& atg ccc cea tgg gcé ggg. gtg cgt cag aat gtg atg gge tec »,96'
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REIVINDICACOES
1. Método para a preparagado de um virus alvo ndo adénoviral 6u
uma ou mais proteinas alvo, o método compreendendo:
(a) o cultivo de uma célula de expressdo obtenivel por infeccédo
ou transfecgéo de uma célula hospedeira, com, integrado de maneira estavel

em seu genoma, um gene que codifique uma PIX de Adenovirus ou variante

_funcional do mesmo, como uma proteina reguladora heteréloga, e expresséo

estavel e constitutiva da dita proteina reguladora ou variante funcional da
mesma, com o dito-virus, ou com um vetor portador de sequéncias de acidos

nucléicos que codifiguem o dito virus, ou com um vetor portador de seqlén-

‘cias de acidos nucléicos que codifiquem a dita uma ou mais proteinas alvo, e

(b) o isolamento do virus alvo ou da(s) proteina(s) alvo.

2. Método, de acordo com a reivindicagao 1, em que:

(i) a proteina regulédora heter6loga modula a transcricdo e/ou
crescimento celular e aumenta a produtividade da célula na produgdao de um
virus ndo contendo a dita proteina reguladora e na produgédo de uma protei-
na diferente da dita proteina reguladora ou variante funcional proteina; e/ou

(i) a variante funcional da proteina reguladora heteréloga é uma
proteina de fusdo, de preferéncia a dita proteina de fusdo compreendendo

pelo menos um primeiro dominio compreendendo uma proteina reguladora

'PIX de Adenovirus, conforme acima definida, e pelo menos um segundo

dominio qUe modula ou expande a atividade ou a distribuicdo subcelular de
plX de adenovirus; e/ou

(iii) o dito pelo menos um segundo dominio em (ii) acima com-
preende uma proteina ou peptidio que age como um modulador da transcri-
¢ao, de preferéncia o dito modulador da transcrigdo é um fator de transcrigdo
incluindo o receptor alfa de acido retinéico, € uma proteina marcadora, de
preferéncia a dita proteina marcadora é um marcador de fluorescéncia inclu-
indo GFP, DsRed e variantes da mesma, ou é uma enzima incluindo LacZ,
ou € um peptidio de transito incluindo um NLS; e/ou

(iv) os ditos primeiro e segundo dominios em (ii) e (iii) acima es-

tao ligados entre si diretamente ou de maneira covalente mediante um elo
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peptidico; e/ou

(v) é proteina reguladora heteréloga ou sua variante funcional da
mesma € expressada na célula hospedeira e na célula de expressdo em
uma quantidade de pelo menos 1 pg/ug de proteina celular, de preferéncia
em uma quantidade de pelo menos 10 pg/ug de protefria celular; e/ou

(vi) a proteina reguladora heterdloga ou variante funcional da
mesma esta sob controle de um promotor homélogo ou heterélogo estavel,
de preferéncia o dito promotor € um promotor celular constitutivo, mais prefe-
rivelmente é um p’r_omotor do fator 2 de alongamento de translocagdo huma-
no.

3. Método, de acordo com a reivindicagéo 2, em que a proteina
reguladora heterdloga: |

(i) é a PIX de Adenovirus, de preferéncia é uma proteina com a
sequéncia mostrada em SEQ ID NO: 2; ou

(i) € uma proteina de fusd@o entre PIX e receptor alfa de &cido
retindico, de preferéncia é uma proteina de fusdo com a sequiéncia mostrada
em SEQ ID NO: 4; ou o |

| (i) € uma proteina de fusdo entre PIX e GFP e contendo uma-

sequéncia NLS, de preferéncia é uma proteina de fusdo com a seqliéncia
nﬁostrada em SEQ ID NO: 23; ou

(iv) € uma proteina de fusdo entre PIX e GFP ou entre PIX e
uma sequéncia NLS isolada.

4. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1

a 3, em que:

(i) a célula hospedeira e de expressdo é uma célula de vertebra-
do, incluindo células de mamiferos e células de aves, em que a célula de
mamifero &, de preferéncia, uma célula humana, uma célula de roedor, inclu-

‘indo célula de camundongo, rato, hamster etc., mais preferivelmente é uma

célula derivada de cérebro humano, incluindo células cerebrais fetais huma-
nas, como neurdnios fetais e células gliais fetais, uma célula NOS ou Sp2/0
de camundongo, uma célula BHK ou CHO, e a célula de ave é, de preferén-
cia uma célula de pato, galinha, codorna ou ganso, mais preferivelmente é
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uma célula derivada de retina de pato ou uma célula derivada de somito de
pato; e/ou |

(i) a célula hospedeira e de expressao é derivada de uma célula
primaria ou uma célula previamente imortalizada; e/ou

| (iii) a célula hospedeira e de expressao é portadora de genes de
imortalizagdo (virais) adicionais, incluindo uma proteina E1 de adenovirus,
.de preferéncia do grupo C de mastadenovirus tipo 5, mais preferivelmente a
célula é portadora do gene E1A e/ou E1B de adenovirus mostrado na SEQ
ID NO: 5; e/ou

(iv) a célula também é portadora de seqUéncias funcionais, como
-seqliéncias marcadoras de selegdo, sitios doadores/receptores de jungéo
e/ou seqléncias de reconhecimento de recombinase, que permitam a inte-
gracao de uma sequenma de &cido nucléico alvo a ser expressada na celula

5. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicacbes de 1
a 4, em que:

(i) o virus alvo é selecionado de virus mutantes ou deletados de
tipo selvagem, virus adaptados ou atenuados do resfriado, cepas de vacina,
vetores virais portadores de gene(s) heterdlogo(s), vetores virais como lenti- .
virus, virus de variola, incluindo um virus de variola bovina, como Variola
Bovina Ankara Modificada, variola de aves ou virus de variola de canarios, e
‘um virus adeno associado (aav);

'(ii)va uma ou mais proteinas alvo s@o selecionadas de anticor-
pos, proteinas recombinantes, como eritropoetina, alfa-1-antitripsina, fatores
da coagulagéo sanguinea VIl e IX e interferons, antigenos virais, como HA e
NA de influenza,' HBV-S, proteina G de herpes e proteina G de raiva, e hor-
ménios peptidicos.

6. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1
a 5, em que a célula hospedeira e de expressao é derivada de um cérebro
humano, de preferéncia de cérebro fetal humano e, mais preferivelmente, é
uma célula NC5T11, e a dita célula é portadora de uma sequéncia de acido
nucléico que codifica PIX de Adenovirus ou variante funcional da mesma
como uma proteina reguladora heterdloga, de preferéncia a dita proteina
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reguladora heteréloga é codificada por um acido nucléico mostrado na SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID NO: 22. -

7. Mé‘tddo, de acordo com a reivindicagdo 6, em que a célula
hospedeira € uma célula NC5T11 n2 34, e a célula de expressdo é derivada
da célula NC5T11 n2 34, a dita célula NC5T11 n? 34, éstando depositada no
DSMZ sob 0 numero de acesso DSM ACC2744. ,

8. Méfodo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 1
a 5, em que a célula hospedeira e de expressdo é uma célula de ave, de
preferéncia é deriVada de retina de pato ou de somito de pato, e a dita célula
¢é portadora de uma sequéncia de acido nucléico que codifica PIX de Adeno-
virus ou a variante funcional da mesma como uma proteina reguladora hete-
réloga, de preferéncia a dita proteina reguladora heteréloga é codificada pof
um &cido nucléico mostrado na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 3 ou SEQ ID
NO: 22. ‘

9. Método, de acordo com a reivindicagao 8, em que a célula
hospedeira é uma célula CR.PIX (17a11b), e a célula de expressido é deri-
vada da célula CR.PIX (17a11b), a dita célula CR.PIX (17a11b) estando de-
positada no DSMZ sob o nimero de acesso DSM ACC2749.

10. Célula de expressao para a produgao de um virus alvo ou
uma ou mais proteinas alvo como definido por qualquer uma das reivindica-
¢Oes de 1 a 9, que expresse de maneira estavel e constitutiva PIX de Ade-
novirus ou sua vériante funcional como uma proteina reguladora heteréloga.

11. Célula de expressao, de acordo com a reivindicagdo 10, que
é uma célula como definida nas reivindicagdes de 6 a 9.

12. Método para a preparagao da célula de expressdo como de-
finida na reivindicagdo 10 ou 11, que compreende a infecgdo ou transfecgdo
de uma 'Iinhagem celular hospedeira como definida em qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 9 ou de 6 a 9, respectivamente, com um virus, ou com
um vetor portador de seqléncias de acidos nucléicos que codifiquem o dito
virus ou com um vetor portador de seqliéncias de acidos nucléicos que codi-
fiqguem a dita uma ou mais proteinas alvo.

13. Célula hospedeira como definida nas reivindicagbes de 6 a 9,
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que expresse de maneira estavel e constitutiva PIX de Adenovirus ou sua
variante funcional como uma proteina reguladora heteréloga. |

14. Método para a preparagdao de uma célula hospedeira como
definida na reivindicagdo 13, que compreende a transfecgao de uma célula
de partida apropriada com um vetor portador da dita proteina reguladora ou
sua variante funcional. |

15. Uso da célula de expressdao como definida na reivindicagdo
10 ou 11 para a preparagédo de um virus alvo ou de uma ou mais proteinas
alvo.

16. Proteina de fusdo compreendendo pelo menos um primeiro

-dominio compreendendo uma proteina reguladora PiX de Adenovirus e pelo

menos um segundo dominio compreendendo uma proteina ou proteina que
aja como modulador de transcrigdo e/ou como um sinal para direcionémento
subcelular, como definido na reivindica¢ao 2 ou 3.

17. Sequéncia de nucleotideos que codifica a proteina de fusdo
como definida na reivindicagao 16.

18. Vetor compreendendo a seqiéncia de nucleotideos como
definida na reivindicagao 17.
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RESUMO
Patente de inveng¢ao: "FATOR PROTEICO DE AUMENTO DE PRODUTI-
VIDADE, NOVAS LINHAS CELULARES E SEUS USOS".

A presente invengao refere-se a um método para a preparagao
de um virus alvo ou proteinas-alvo ndo adenovirais utilizando uma linhagem
~celular de expressao potente com, integrado de maneira éstével em seu ge-
.noma, um gene que codifique uma proteina reguladora heteréloga especifi-

- ca.
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