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ESTA INVENGAO FORNECE METODOS E COMPOSIGOES PARA A PRODUGAO DE ALTO TITULO,

DE PREPARACOES SUBSTANCIALMENTE PURIFICADAS DE ViIRUS ADENO-ASSOCIADOS (AAV)
RECOMBINANTES QUE PODEM SER USADOS COMO VETORES PARA ENTREGA GENETICA. NO
COMECO DA PRODUGAO DE VETORES, AS CELULAS PRODUTORAS DE AAV DESTA INVENGAO
TIPICAMENTE COMPREENDEM UM TRANSGENE HETEROLOGO (I.E., NAO-AAV) DE INTERESSE,
E UM VIRUS ADJUVANTE TAL COMO UM ADENOVIRUS. AS PREPARACOES DE VETORES AAV
PRODUZIDAS SAO GERALMENTE INCOMPETENTES PARA REPLICAGAO MAS SAO CAPAZES DE
MEDIAR A ENTREGA DE UM TRANSGENE DE INTERESSE (TAL COMO UM GENE TERAPEUTICO)
A UMA GRANDE VARIEDADE DE TECIDOS E CELULAS. AS PREPARAGOES DE VETORES AAV
PRODUZIDAS DE ACORDO COM ESTA INVENCAO SAO TAMBEM SUBSTANCIALMENTE LIVRES
DE VIiRUS ADJUVANTES ASSIM COMO DE PROTEINAS VIRICAS E CELULARES ADJUVANTES E
OUTROS CONTAMINANTES. TAMBEM AQUI FORNECIDO ESTA UM ENSAIO QUANTITATIVO, DE
ALTO RENDIMENTO, UTIL NA AVALIACAO DA INFECCIOSIDADE VIRAL E REPLICAGAO, ASSIM
COMO NO RASTREIO DE AGENTES QUE AFETAM A INFECCIOSIDADE VIRAL E/OU REPLICAGAO.



RESUMO
"METODOS DE PRODUGCAO DE PREPARACOES DE ALTO TITULO DE
VETORES AAV RECOMBINANTES DESPROVIDOS DE ADJUVANTES"

Esta invencédo fornece métodos e composicdes para a producdo
de alto titulo, de preparacdes substancialmente purificadas
de virus adeno-associados (AAV) recombinantes que podem ser
usados como vetores para entrega genética. No comeco da
producdo de vetores, as células produtoras de AAV desta
invencdo tipicamente compreendem um transgene heterdlogo
(i.e., ndo-AAV) de interesse, e um virus adjuvante tal como
um adenovirus. As preparacdes de vetores AAV produzidas sé&o
geralmente incompetentes para replicacdo mas s&do capazes de
mediar a entrega de um transgene de interesse (tal como um
gene terapéutico) a uma grande variedade de tecidos e
células. As preparacbes de vetores AAV produzidas de acordo
com esta invencdo sdo também substancialmente livres de
virus adjuvantes assim como de proteinas viricas e
celulares adjuvantes e outros contaminantes. Também aqui
fornecido estéd um ensaio quantitativo, de alto rendimento,
util na avaliacdo da infecciosidade viral e replicacéo,
assim como no rastreio de agentes que afetam a

infecciosidade viral e/ou replicacéo.



DESCRICAO
"METODOS DE PRODUCAO DE PREPARACOES DE ALTO TITULO DE

VETORES AAV RECOMBINANTES DESPROVIDOS DE ADJUVANTES"

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo relaciona-se geralmente com o campo de
vetores virais adeno-associados (AAV) recombinantes e
preparacdes relacionadas que podem ser usadas para
transferéncia genética. Mais especificamente, relaciona-se
com métodos de producdo de preparacdes de alto titulo de
vetores AAV recombinantes que sdo substancialmente
desprovidos de virus adjuvantes (p.ex., adenovirus) assim

como de proteinas celulares.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Virus adeno-associados (AAV) possuem propriedades uUnicas
que o0s tornam atrativos enquanto vetores para terapia
genética. Virus adeno-associados infetam uma grande
variedade de tipos <celulares. Contudo, eles sSdo néo-
transformantes, e ndo estdo implicados na etiologia de
qualquer doenca humana. A introducdo de DNA nas células
recetoras do hospedeiro geralmente conduz a uma
persisténcia e expressdo a longo-prazo do DNA sem afetar o

normal metabolismo da célula.

Existem pelo menos trés propriedades desejaveis de uma
preparacdo de um vetor AAV recombinante para uso em
transferéncia genética, especialmente em terapia genética
humana. Primeiro, ¢ preferivel que o vetor seja produzido a

titulos suficientemente elevados para transduzir uma



proporcdo efetiva de células no tecido-alvo. A terapia
genética in vivo tipicamente requer um elevado numero de
particulas virais. Por exemplo, alguns tratamentos podem
requerer um excesso de 108 particulas, e o tratamento de
fibrose cistica por entrega direta as vias respiratdrias
pode requer um excesso de 1017 particulas. Segundo, ¢é
preferivel que as preparacdes dos vetores sejam
essencialmente livres de AAV competentes para replicacéo
(i.e., AAV  fenotipicamente wild-type que podem ser
replicados na presenca de virus adjuvantes ou funcdes
viricas adjuvantes) . Terceiro, é preferivel que a
preparacdo de vetores rAAV na sua totalidade seja
essencialmente desprovida de outros wvirus (tal como um
virus adjuvante usando na producdo de AAV) assim como um
virus adjuvante e proteinas celulares, e outros componentes
tais como 1lipidos e hidratos de carbono, de forma a
minimizar ou eliminar qualquer risco de producdo de uma
resposta imune no contexto de terapia genética. Este tltimo
ponto ¢é especialmente significativo no contexto de AAV
porgque AAV é um virus “dependente de adjuvantes” que requer
co-infecdo com um virus adjuvante (tipicamente adenovirus)
ou outra provisdo de funcdes viricas adjuvantes de forma a
serem efetivamente replicados e empacotados durante o
processo de producdo de AAV; e, além do mais, tem sido
observado que AAV produzem uma resposta imune no hospedeiro
no contexto de aplicacdes em terapia genética (ver, p.ex.,
Byrnes et al., Neuroscience 66:1015, 1995; McCoy et al.,
Human Gene Therapy 6:1553, 1995; and Barr et al., Gene
Therapy 2:151, 1995). Os métodos da presente invencédo
abordam estas e outras propriedades desejaveis de
preparacdes de vetores rAAV, como abaixo descrito e

ilustrado em detalhe.

Revisdes gerais da virologia e genética de AAV estéo

disponiveis noutras fontes. O leitor pode referir-se inter



alia a Carter, "Handbook of Parvoviruses", Vol. I, pp. 169-
228 (1989), e Berns, "Virology", pp. 1743-1764, Raven
Press, (1990). O qgue se segue & uma breve sinopse para a
conveniéncia do leitor. AAV é um virus defetivo para
replicacdo, o que significa gque depende de um virus
adjuvante de forma a completar a sua replicacdo e o seu
mecanismo de empacotamento numa célula do hospedeiro. o)
genoma de AAV geralmente compreende os genes associados ao
empacotamento rep e cap, com outras funcdes necessirias a
serem fornecidas in trans pelo virus adjuvante da célula

hospedeira.

As particulas de AAV sdo compostas por uma capside proteica
possuindo trés proteinas de cépside, VP1l, VP2 e VP3, que
englobam um genoma de DNA de cadeia simples linear de ~4,6
kb. As particulas individuais empacotam apenas uma cadeia
molecular de DNA, mas esta tanto pode ser a cadeia lider
como a molde. Particulas contendo ambas as cadeias sé&o
infeciosas, e a replicacdo ocorre pela conversdo da cadeia
simples infeciosa parental numa forma de cadeia dupla, e
subsequente amplificacdo, através da qual cadeias simples
da progenia sdo deslocalizadas e empacotadas em céapsides.
Coépias de cadeias simples ou duplas de genomas de AAV
(muitas vezes referidas como “DNA provirico” ou “provirus”)
podem ser inseridas em plasmideos bacterianos ou
fagomideos, e transfetadas em <células infetadas ©por

adenovirus.

Por meio de ilustracdo, o genoma linear do serdétipo AAV2 é
terminado em ambas as extremidades por uma sequéncia de
repeticéo terminal invertida (ITR) . Entre as ITRs
encontram-se trés promotores de transcricdo pb5, pl2 e p40
que gdo usados para expressar 0s genes rep e cap (Laughlin

et al., 1979, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 76:5567-5571). As



sequéncias ITR sdo necessarias em cis e sdo suficientes
para fornecer uma origem funcional de replicacéao,
integracdo no genoma da célula, e eficiente excisdo e
resgate dos cromossomas da células do hospedeiro e
plasmideos recombinantes. 0Os produtos genéticos red e cap
fornecem funcdes para replicacdo e empacotamento do genoma
viral, respetivamente, e sdo suficientes para eles estarem

presentes em trans.

0O gene rep é expresso a partir de dois promotores, pb5> e
rl9, e produz quatro proteinas designadas de Rep78, Rep68,
Rep52 e Rep40. Apenas Rep7/8 e Rep68 sido requeridos para a
replicacdo de DNA de cadeia dupla de AAV, mas Rep52 e Rep4l
aparentam ser necessarios para a progenia, acumulacdo de
DNA de cadeia simples (Chejanovsky et al., Virology
173:120, 1989). Rep68 e Rep78 ligam-se especificamente a
conformacdo hairpin do ITR de AAV e possuem Varias
atividades enzimdticas necesséarias para efetivar a
replicacdo na sequéncia de terminacdo AAV. Rep78 e Repo68,
também exibem atividade regulatdria pleiotrdépica incluindo
regulacdo positiva e negativa de genes de AAV e expresséo
de alguns promotores heterdlogos, assim como efeitos
inibitdérios no crescimento celular. O gene cap codifica as
proteinas da cépside VP1l, VP2 e VP3. Estas proteinas
partilham uma sequéncia comum de sobreposicdo, mas VPl e
VP2 contém adicionalmente sequéncias terminais amino
transcritas do promotor p40 através do uso de coddes de
iniciacdo alternativos. Todas as trés proteinas sé&o

requeridas para a producdo efetiva da céapside.

Os genomas de AAV foram introduzidos em ©plasmideos
bacterianos por procedimentos tais como adicdo de caudas
(tailing) guanina-citosina (GC) (Samulski et al., 1982,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 79:2077-2081), adicdo de



agentes de ligacdo sintéticos contendo locais de clivagem
para endonucleases de restricdo (Laughlin et al., 1983,
Gene, 23:65-73) sejam eles por ligacdo a extremidades
coesivas, ou por ligacdo a extremidades abruptas (Senapathy
& Carter, 1984, J. Biol. Chem., 259:4661-4666). A
transfecdo de tais plasmideos recombinantes de AAV em
células mamdrias com um virus adjuvante apropriado resulta
no resgate e excisdo de um genoma de AAV livre de qualqguer
sequéncia de plasmideo, replicacdo do genoma resgatado e

producdo de particulas de AAV infeciosas da progenia.

Vetores de AAV recombinantes compreendendo um
polinucledtido heterdlogo de interesse terapéutico podem
ser construidos através da substituicdo de porcgdes da
sequéncia codificante de AAV em plasmideos bacterianos com
o) polinucledétido heterdlogo. Principios gerais da
construcdo de vetores rAAV sdo também revisionados noutras
fontes. Ver, p.ex., Carter, 1992, Current Opinions in
Biotechnology, 3:533-539; e Muzyczka, 1992, Curr. Topics in
Microbiol. and Immunol., 158:97-129). 0Os ITRs de AAV séo
geralmente retidos, uma vez que o empacotamentos dos
vetores requer gue estes estejam presentes em cis. Contudo,
outros elementos do genoma de AAV, em particular, um ou
mais dos genes associados ao empacotamento, podem estar
omissos. O vetor plasmidico pode ser empacotado numa
particula AAV através do fornecimento de genes associados
ao empacotamento omitidos em trans via uma fonte

alternativa.

Numa abordagem, a sequéncia compreendida entre os ITRs de
AAV  (a sequéncia do vetor rAAV) e o0s genes de AAV
associados ao empacotamento a serem fornecidos em trans,
sdo introduzidos na célula hospedeira em plasmideos
bacterianos separados. Exemplos desta abordagem sdo

descritos em Ratschin et al., Mol. Cell. Biol. 4:2072



(1984); Hermonat et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
8l:06466 (1984); Tratschin et al., Mol. Cell. Biol. 5:3251
(1985); McLaughlin et al., J. Virol., 62:1963 (1988); e
Lebkowski et al., 1988 Mol. Cell. Biol., 7:349 (1988).
Samulski et al. (1989, J. Virol., 63:3822-3828) descreveram
um plasmideo associado ao empacotamento designado por
Paav/Ad, que consiste em regides codificantes para Rep e
Cap compreendidas por ITRs de adenovirus. Células
epiteliais da via respiratdéria humana de um paciente com
fibrose «cistica foram transduzidas com um vetor AAV
preparado usando o) plasmideo PAAV/Ad associado ao
empacotamento e um plasmideo compreendendo um gene marcador
seletivo neo expresso via promotor pb AAV (Flotte et al.,

Am. J. Respir. Cell. Mol. Biol. 7:349, 1992).

Uma segunda abordagem é fornecer ou a sequéncia do vetor,
ou os genes AAV associados ao empacotamento, na forma de um
plasmideo epissomal numa célula mamaria usada para a
replicacdo de AAV. Por exemplo, a patente U.S. 5,173,414
descreve uma linha celular na qual a sequéncia do vetor se
encontra presente na forma de um plasmideo epissomal com
elevado nuUmero de coédépias. As linhas celulares podem ser
transduzidas com as funcgdes AAV trans-complementares rep e
cap para produzir preparacdes do vetor AAV. Esta abordagem
ndo ¢ ideal, uma vez que o numero de cdpias por célula néo
pode ser rigorosamente controlado e o DNA epissomal é& muito
mais provavel de ser sujeito a rearranjo, levando a

producdo de subprodutos do vetor.

Uma terceira abordagem é fornecer ou a sequéncia do vetor,
ou o0s genes AAV associados ao empacotamento, ou ambos,
estavelmente integrados no genoma de uma célula mamaria

usada para replicacéo.



WO 97/09441 divulga vetores para terapia genética. Tamayose
et al., Human Gene Therapy, 7:507:513 (1996) divulga uma
estratégia para a preparacdo em larga-escala e de alto
titulo de vetores AAV recombinantes através do uso de
linhas celulares associadas ao empacotamento e
cromatografia em coluna com celulose sulfonada. WO 97/06243

divulga a purificacdo cromatogréafica de adenovirus e AAV.

Uma técnica exemplificativa é descrita no pedido de patente
internacional WO 95/13365 (Targeted Genetics Corporation
and Johns Hopkins University) e a correspondente Patent
U.S. No. 5,658,776 (por Flotte et al.). Este exemplo usa
uma célula maméria com pelo menos uma cdpia intacta de um
vetor rAAV estavelmente integrado, onde o vetor compreende
um ITR AAV e um  promotor de transcricéo ligado
operacionalmente ao polinucledétido-alvo, mas onde a
expressdo de rep é limitativa. Numa forma de realizacéo
preferencial, um plasmideo de AAV associado ao
empacotamento compreendendo o gene rep operacionalmente
ligado a um AAV heterdlogo é introduzido na célula, e entéo
a célula é incubada sob condig¢des que permitem a replicacédo

e o empacotamento da sequéncia do vetor AAV em particulas.

Uma segunda técnica exemplificativa é descrita no pedido de
patente WO 95/13392 (Trempe et al.). Este exemplo usa uma
linha celular mamaria estabelecida com um gene rep AAV
operacionalmente ligado a um promotor heterdlogo de forma a
ser capaz de expressar uma proteina Rep funcional. Em
varias formas de realizacdo preferenciais, o gene cap AAV
pode também ser fornecido estavelmente ou transientemente
(p.ex, num plasmideo). Um vetor AAV recombinante pode

também ser introduzido estavelmente ou transientemente.



Outra técnica exemplificativa ¢ descrita no pedido de
patente WO 96/17947 (por Targeted Genetics Corporation. J.
Allen). Este exemplo usa uma célula mamdria gque compreende
um gene cap AAV estavelmente integrado, e um gene rep AAV
estavelmente integrado que estd operacionalmente ligado a
um promotor heterdlogo e induzivel por um virus adjuvante.
Em véarias formas de realizacdo preferenciais, um plasmideo
compreendendo a sequéncia do vetor é também introduzida nas
células (seja estavelmente ou transientemente). O resgate
de particulas do vetor AAV ¢é entdo iniciada através da

introducdo de um virus adjuvante.

Estes diversos exemplos focam a importadncia de fornecer AAV
a titulos suficientemente elevados, minimizando a
recombinacdo entre vetor e componentes de empacotamento, e
reduzindo ou evitando as potenciais dificuldades associadas
com a expressdo do gene rep AAV em linhas celulares
mamarias (uma vez que as proteinas Rep podem ndo apenas
limitar a sua expressdo mas também afetar o metabolismo
celular). Contudo, o empacotamento de um vetor AAV em
particulas viricas ainda depende da presenca de um virus
adjuvante adequado para AAV ou do fornecimento de funcdes
viricas adjuvantes. Exemplos de virus adjuvantes capazes de
suportar a replicacdo de AAV sdo os adenovirus, mas incluem
outros virus tais como herpesvirus e poxvirus. A presenca
de quantidades significativas de virus adjuvantes
infeciosos numa preparacdo de vetores AAV é problemdtica no
sentido de que a preparacdo tem como objetivo ser usada
para administracdo humana. Mesmo a presenca de componentes
de virus adjuvantes ndo-replicativos pode causar uma reacéo

imunoldgica inaceitédvel no paciente em tratamento.

Os potenciais problemas despoletados por antigénios viricos
adjuvantes tém sido ilustrados em varios estudos recentes.

Byrnes et al. (Neuroscience 66:1015, 1995) injetou um



adenovirus tipo 5 humano ndo-replicativo, com uma regido El
deletada, no cérebro de ratinhos consanguineos. Uma
resposta inflamatdéria foi observada que foi atribuida as
particulas administradas em vez da expressdo de novas
proteinas viricas resultantes da infecdo virica das
células. A presenca do virus foi associada com o aumento da
expressdo de MHC Classe I e a forte infiltracdo de
macrbéfagos e células. T. McCoy et al. (Human Gene Therapy
6:1553, 1995) infundiu os pulmdes de ratinho com adenovirus
intacto, adenovirus com genoma incompleto, ou adenovirus
inativados por luz ultravioleta. Todos o©os ratinhos
induziram inflamacdo pulmonar, e o numero de células
inflamatdérias no tecido pulmonar revelou-se
quantitativamente semelhante para todas as trés formas de
virus. Experiéncias comparativas usando construcdes
adenoviricas em ratinhos normais e imunodeficientes
realizadas por Barr et al. (Gene Therapy 2:151, 1995)
indicam que a resposta i1munitédria anti-adenovirica é
primariamente mediada por células T e origina uma resposta

de memdéria que afeta dosagens subsequentes.

Concordantemente, no desenvolvimento de vetores AAV
recombinantes tais como aqueles usados em terapia genética,
existe uma necessidade de estratégias gue minimizem as
quantidades de virus adjuvantes, assim como de proteinas
viricas adjuvantes e proteinas celulares, presentes na
preparacdo final, ao mesmo tempo em que se obtém altos
titulos de AAV de modo a dque o0s métodos possam ser
efetivamente empregados numa escala que seja adequada para
a aplicacdo pratica de técnicas relacionadas com terapia

genética.

Uma vez que altos titulos de preparacdes de vetores rAAV
sdo particularmente Uteis, mas a producdo de altos titulos

de rAAV, particularmente em procedimentos de larga-escala,
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pode conduzir a producdo de quantidades significativas de
virus adjuvantes contaminantes (p.ex., adenovirus ou “Ad”),
proteinas viricas adjuvantes (p.e., proteinas Ad”, e/ou
proteinas celulares, tornou-se especialmente importante o
desenvolvimento de métodos escalaveis para a producdo de
rAAV que possam gser uUteis na producdo de preparacdes de
alto-titulo que sejam substancialmente livres de virus
contaminantes e/ou proteinas viricas ou celulares. A
presente descricdo fornece métodos para atingir essas metas
competidoras e demonstra que tais técnicas podem ser
empregadas para a producdo em larga-escala de preparacdes

de vetores AAV recombinantes.

SUMARIO DA INVENCAO

Aqui descritos estdo métodos e materiais para a producdo de
preparacdes de alto titulo de virus adeno-associados (AAV)
que sdo substancialmente livres de virus adjuvantes,
proteinas viricas adjuvantes, e proteinas celulares e

outros componentes.

A invencdo fornece um método de producdo de uma populacédo
de particulas de virus adeno-associados recombinantes

(rAAV), compreendendo o0s passos de:

a) 1incubacdo de uma célula produtora de AAV sob
condic¢cdes que sdo permissivas para a replicacdo de AAV

onde a célula produtora de AAV compreende:

(1) um ou mais genes AAV  associados ao
empacotamento, onde cada um dos genes AAV
associados ao empacotamento codifica uma proteina

AAV de replicacdo ou encapsidacéo;
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(ii) um pro-vetor AAV recombinante (rAAV) que
compreende um polinucledétido ndo-AAV recombinante
flanqueado por pelo menos uma repeticdo terminal

invertida (ITR) AAV; e
(iii) um virus adjuvante para AAV;

b) lise da célula produtora apds a incubacdo do passo
a) para produzir um lisado de células produtoras de

AAV;

c) cromatografia do lisado celular produtor de AAV do
passo b) por uma variedade de cromatografias de troca-
idénica compreendendo pelo menos uma cromatografia de
troca de um anido carregado positivamente e pelo menos
uma cromatografia de troca de um catido carregado
negativamente, ou cromatografia do lisado celular
produtor de AAV do passo b) por uma cromatografia de
troca anidénica seguida por filtracdo de fluxo
tangencial para produzir uma populacdo purificada de

particulas de vetor rAAV.

A invencdo também fornece um método de producdo de uma
populacdo de particulas rAAV como acima descritas, onde o
referido wvirus adjuvante ¢é um adenovirus ou um virus
adjuvante sensivel a temperatura, e o referido passo de
incubacédo da célula produtora é conduzido a uma temperatura
que ¢é permissiva para a replicacdo de AAV mas né&o-
permissiva para a replicacdo de virus adjuvantes sensiveis

a temperatura.

Também aqui descrito encontra-se o seguinte:

Um método de producdo de uma populacdo de particulas
de virus adeno-associados recombinantes (rAAV) ,
compreendendo os passos de: a) o fornecimento de uma

célula produtora de AAV que compreende: (i) um ou mais
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genes AAV associados ao empacotamento, onde cada um
dos referidos genes AAV associados ao empacotamento
codifica uma proteina AAV de replicacéo ou
encapsidacéo; (ii) um prdé-vetor AAV recombinante
(rAAV) que compreende um polinucledétido ndo-AAV
heterbélogo flanqueado por pelo menos uma repeticédo
terminal invertida (ITR) AAV; e (iii) um wvirus
adjuvante para AAV; b) a incubacdo da célula produtora
fornecida no passo a) sob condicdes que sdo
permissivas para a replicacdo de AAV; c¢) a lise da
célula produtora apds a incubacdo do passo b) para
produzir um lisado celular produtor de AAV; e d)
cromatografia do 1lisado celular produtor de AAV do
passo c) numa variedade de resinas de troca-idnica
compreendendo pelo menos uma resina de troca de um
anido carregado positivamente e pelo menos uma resina
de troca de um catido carregado negativamente para
produzir uma populacdo purificada de particulas do
vetor rAAV; ou cromatografia do lisado celular
produtor de AAV do passo C) com uma resina de troca
anidénica seguida por filtracdo de fluxo tangencial

(TFF) .

Um método de producdo de uma populacdo de particulas
rAAV, onde a incubacdo das células produtoras ¢é
conduzida num vaso de reacdo selecionado de um grupo
consistindo de um vaso de cultura de tecidos, um
frasco rotativo, um frasco agitado, um tanque-reator,
um fermentador, e um biorreator, opcionalmente usando
um microtransportador, e preferencialmente usando uma

linha celular maméria de crescimento em suspenséo.

Um método de producdo de uma populacdo de particulas
de virus adeno-associados recombinantes (rAAV),
compreendendo o0s passos de: a) fornecimento de uma

célula produtora de AAV que compreende: (i) um ou mais
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genes AAV associados ao empacotamento; onde cada gene
AAV associado ao empacotamento codifica uma proteina
AAV de replicacdo ou encapsidacdo; (ii) um prbd-vetor
AAV recombinante (rAAV) que compreende um
polinucledétido ndo-AAV heterdlogo flangqueado por pelo
menos uma repeticdo terminal invertida (ITR) AAV; e
(iii) um wvirus adjuvante para AAV ou uma sequéncia
polinucleotidica do referido virus adjuvante que
codifica pelo menos uma funcdo virica adjuvante; b) a
sujeicdo da célula produtora fornecida no passo a) a
um stress subletal; e <¢) a incubacdo da célula
produtora em stress do passo b) em condigdes que séo
permissivas para a replicacdo de AAV. Formas possiveis
de stress subletal sdo selecionadas mas ndo estéo
limitadas aquelas do grupo consistindo de um sStress
nutricional, um stress osmbético, um stress de pH, um
stress de temperatura, um stress aerdbico, um stress

mecdnico, um stress radiativo e um stress tdxico.

Um exemplo ndo-limitativo através do gqual o stress
nutricional é imposto é através da cultura de células
produtoras num meio que é deficiente em um ou mais
aminodcidos. Ilustracodes adicionais sédo abaixo

fornecidas.

Um método de producdo de uma populacdo de particulas de
rAAV, onde a referida populacdo purificada de particulas
de vetores rAAV é substancialmente livre de AAV competentes
para replicacdo, assim como de virus adjuvantes e proteinas

celulares.

Um método para a producdo de uma populacdo de particulas de
virus adeno-associados recombinantes (rAAV), compreendendo
0s passos de: a) fornecimento de uma célula produtora de

AAV gue compreende: (i) um ou mais genes AAV associados ao
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empacotamento, onde cada gene AAV associado ao
empacotamento codifica uma proteina AAV de replicacdo ou
encapsidacdo; (ii) um prd-vetor AAV recombinante (rAAV) que
compreende um polinucledétido n&do-AAV heterdlogo flanqueado
por pelo menos uma repeticdo terminal invertida (ITR) AAV;
e (i1ii) um virus adjuvante para AAV; b) incubacdo da célula
produtora fornecida no passo a) sSob condicdes que sao
permissivas para replicacdo de AAV e qgue compreendem a
inducdo de um stress subletal na célula produtora de AAV;
c) a lise da célula produtora apds a incubacdo do passo b)
para produzir um lisado celular produtor de AAV; e d)
purificacdo do 1lisado celular produtor de AAV para a
producdo de uma populacdo de particulas de virus adeno-
associados recombinantes (rAAV). Métodos de purificacédo
adequados incluem agueles descritos noutros locais desta
descricdo. Um procedimento exemplificativo de purificacéo
compreende a cromatografia do lisado celular produtor de
AAV do passo c) com pelo menos uma resina cromatografica
selecionada do grupo consistindo de uma resina de troca
anibénica carregada positivamente de forma a produzir uma
populacdo purificada de particulas de vetores rAAV (métodos
preferenciais incluem troca anidnica seguida por troca
catidnica ou filtracdo de fluxo tangencial (TFFE)) .
Procedimentos cromatograficos ilustrativos, incluindo
cromatografia de troca idnica, e purificacdo cromatogréafica
com sulfato de heparina sdo abaixo fornecidos a titulo de

exemplo.

Uma célula hospedeira para a producdo de particulas de
virus adeno-associados (rAAV) a eficiéncias elevadas,
compreendendo: a) um ou mails genes AAV associados ao
empacotamento, onde o vreferido gene AAV associado ao
empacotamento codifica uma proteina AAV de replicacdo ou
encapsidacdo; b) um polinucledtido heterdlogo introduzido

na referida célula hospedeira usando um prbé-vetor rAAV,
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onde o) pro-vetor rAAV compreendendo polinucledtido
heterdlogo flanqueado por pelo menos uma repeticdo terminal
invertida (ITR) AAV e ¢é deficiente no(s) referido(s)
gene (s) AAV associado(s) ao empacotamento; c¢) um virus
adjuvante tal como um virus adjuvante sensivel a
temperatura (tsHV) para AAV, onde o referido tsHV ¢&

sensivel a temperatura no que refere a sua replicacéo.

Uma populacdo de particulas rAAV, produzidas de acordo com
o método de producdo desta invencdo. Preferencialmente, a
populacdo de particulas contém ndo mais do gque uma
particula adenovirica infeciosa por um milhar de particulas
rAAV infeciosas, preferencialmente menos do gue uma por 10°
rAAV, ainda mais preferencialmente menos do que cerca de

por 10° rAAV.

Também aqui descritas estdo técnicas de ensaio de alta
produtividade que podem ser wusadas, por exemplo, na
titulacdo de preparag¢des viricas assim como no rastreio de

agentes que afetam a replicacédo virica.

As formas de realizacdo desta invencdo sdo representadas na

descricdo que se segue.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 é uma reproducdo em meio-tom se uma andlise
Southern Blot para a producdo de vetores rAAV, usando
uma sonda para um gene terapéutico CF modelo contido
no vetor. A Dbanda proeminente a 1,4 kb indica a
presenca de rAAV na preparacdo. A funcdo virica foi
suplementada por um adenovirus subtipo 5 (Ad5) ou pela

estirpe adenovirica sensivel a temperatura tsl49.
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A Figura 2 € uma reproducdo em meio-tom se uma anédlise
Slot Blot para a produgcdo de vetores ©rAAV, para
quantificar o nivel de rAAV presente em cada
preparacdo. Quando a funcdo adjuvante é suplementada
por tsl49, a quantidade de rAAV produzido sob
condic¢cdes estandardizadas de cultura é de varios logs

abaixo da produzida na presenca de AdS.

A Figura 3 é uma reproducdo em meio-tom de uma andlise
Southern Blot para rAAV, indicando que o aumento do
nivel de tsl49 ndo melhora o nivel de producdo de

rAAV.

A Figura 4 é um grafico de barras indicando um aumento
dramético na quantidade de rAAV produzido na presenca
de tsl49 (barras com padrdo largo) se os periodos de
cultura forem estendidos além de 5 dias. Isto
encontra-se em evidente contraste com o decréscimo
substancial em rAAV que ocorre além do dia 5 guando o
adenovirus ndo-sensivel a temperatura ¢ usado para
suplementar funcéao virica (barras com padrao

preenchido).

A Figura 5 ¢é um grafico de 1linhas mostrando a
densidade de células viaveis (VCD) de células HeLa S3
crescidas em cultura de suspensdo a 37°C (circulos) ou

32°C (quadrados) .

A Figura 6 é um grafico de linhas mostrando o efeito
de filtracdo de fluxo tangencial a duas diferentes
taxas em células HelLa S3 crescidas em cultura de

suspensdo.
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A Figura 7 € um grafico de barras mostrando a producéo
de tsl49 detetada em células Hela S3 infetadas
cultivadas durante 3-7 dias em suspensdo a temperatura
permissiva de 32 °C, comparadas com o nivel detetado

ao dia 7 apds microfluidizacdo (MF).

A Figura 8 ¢é um grafico de combinacdo mostrando a
purificacdo de tsl49 por cromatografia de troca
anidénica em matriz PI, eluida com um gradiente de NaCl

meqg 900-1300 linear a pH 8,0.

A Figura 9 ¢é um grafico de combinacdo mostrando a
purificacdo de Adenovirus em matriz PI de troca-
anidénica, eluida com um gradiente de NaCl 800-1300 meqg
a pH 8,0. Barras: Atividade virica medida num ensaio
de infecciosidade; 1linha sdélida: Azsy (uma medida de
proteina total); linha a tracejado: condutividade do

tampdo (ms).

A Figura 10 é& um grafico de combinacdo mostrando a
separacdo de Adenovirus e AAV recombinante. O painel
superior mostra a separacdo em matriz PI de troca
anidénica, eluida com um gradiente de NaCl 0-1000 meq a
pH 8,0. O painel inferior mostra a subsequente
separacdo de Adenovirus a partir de contaminante em
matriz HS de troca catidnica; eluida com um gradiente

de NaCl 0-500 meq a pH 8,0.

A Figura 11 é um grafico duplo de barras, mostrando o
efeito de niveis de soro bovino fetal (FBS) no meio de
cultura para a producgdo de rAAV. A deficiéncia em soro

no meio de cultura ¢ uma de um nUmero de fatores de
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Stress a que as células produtoras podem ser sujeitas

de forma a aumentar a producdo de particulas viricas.

A Figura 12 é uma reproducdo em meio-tom de uma
andlise em gel de SDS-poliacrilamida para proteinas
AAV durante os passos de purificacdo. A preparacdo de
AAV foi sujeita a filtracdo de fluxo tangencial apbds
cromatografia numa coluna de troca anidnica (POROS 50
PI). O gel corado de cor prateada mostra as proteinas
AAV da capside VP1l, VP2, e VP3 no material bruto

final.

A Figura 13 é um cromatograma mostrando a concentracdo
de AAV numa coluna de sulfato de heparina. O pico
acentuado na absorvancia a 280 nm (eixo esquerdo) a
cerca de 18 minutos de tempo de eluicdo representa a
fracdo de AAV (apdés troca anidénica e filtracdo de
fluxo tangencial) como eluido por sulfato de heparina
com um gradiente linear de NaCl de 0 a 1M

(condutividade em ms representada no eixo direito).

DESCRICAO DETALHADA

Aqui descritos estdo métodos e materiais para producdo de
preparacdes de alto-titulo de virus adeno-associados (AAV)
que sdo substancialmente livres de virus adjuvantes,
proteinas viricas adjuvantes e proteina celulares e outros

componentes.
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Varios métodos para a producdo e processamento de
particulas AAV em células mamdrias sdo abaixo descritas em
detalhe, e ilustracdes do uso de tais técnicas sé&o

fornecidas nos Exemplos que se seguem.

Para efeitos de introducdo, ¢é tipica a aplicacdo de um
hospedeiro ou célula “produtora” para a replicacdo e
empacotamento de vetores rAAV. Tal célula produtora
(usualmente uma célula hospedeira maméaria) geralmente
compreende ou ¢ modificada para compreender varios tipos
diferentes de componentes para a producdo de rAAV. O
primeiro componente ¢é um genoma do vetor viral adeno-
associado recombinante (rAAV) (ou “proé-vetor rAAV”) que
pode ser replicado e empacotado em particulas do vetor pela
célula hospedeira associada ao empacotamento. O prdé-vetor
rAAV ira normalmente compreender um polinucledétido
heterdlogo (ou “transgene”), com o gqual ¢é desejado a
alteracdo genética de outra célula no contexto de terapia
genética (uma vez que o empacotamento do referido transgene
em particulas de vetores rAAV pode ser eficientemente usada
para entregar o transgene numa variedade de células
mamarias). O transgene ¢ geralmente flangqueado por duas
repeticdes terminais invertidas (ITRs) AAV gue compreendem
sequéncias que s&d&o reconhecidas durante a excisédo,
replicacdo e empacotamento do vetor AAV, assim como durante
a integracdo do vetor num genoma celular do hospedeiro. Um
segundo componente é um virus adjuvante que pode fornecer
funcdes viricas para a replicacdo de AAV. Embora adenovirus
sejam comummente empregados, outros virus adjuvantes podem
também ser usados tal como é do conhecimento do estado da
técnica. Alternativamente, as fung¢des viricas adjuvantes
requeridas podem ser isoladas geneticamente a partir de um
virus adjuvante e o0s genes codificantes podem ser usados
para fornecer func¢des viricas adjuvantes em trans. O0s

elementos do vetor AAV e o virus adjuvante (ou funcdes
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viricas adjuvantes) podem ser introduzidas na célula
hospedeira ou simultaneamente ou sequencialmente em
qualguer ordem. Os componentes finais para a producido de
AAV a ser fornecida na célula produtora sdo “genes AAV
associados ao empacotamento” tal como os genes AAV rep e
cap que fornecem proteinas de replicacdo e encapsidacéo,
respetivamente. Véarias versdes diferentes de genes AAV
associados em empacotamento podem ser fornecidas (incluindo
cassetes rep-cap wild-type assim como cassetes rep e/ou cap
nas quais os genes rep e/ou cap podem ser deixados sob o
controlo de promotores nativos ou operacionalmente ligados
a promotores heterdlogos. Tais genes AAV associados ao
empacotamento podem ser introduzidos ou transientemente ou
estavelmente em células hospedeiras associadas ao
empacotamento, tal como ¢é do conhecimento do estado da

técnica e abaixo descrito em mais detalhe.

Apbds cultivar as células hospedeiras sob condicgcdes que
permitem a replicacdo e encapsidacdo de AAV, as células e
fracdes subcelulares podem ser processadas para produzir
preparacdes de alto-titulo de virus adeno-associados (AAV (
que sdo substancialmente livres de virus adjuvantes,
proteinas viricas adjuvantes, e proteinas celulares.
Descricdes detalhadas de técnicas de processamento e
protocolos ilustrativos empregando tais técnicas sdo abaixo

fornecidos.

Definicgdes

Um “vetor” como aqui usado refere-se a uma macromolécula ou
associacdo de macromoléculas gque compreende ou esté
associado a um polinucledtido e que pode ser usado para

mediar a entrega do polinucledétido a uma célula. Vetores
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ilustrativos incluem, por exemplo, plasmideos, vetores

virais, lipossomas e outros veiculos de entrega genética.

"AAV" & uma abreviacdo de virus adeno-associados, e pode
ser usada para referir o virus em si ou derivados
relacionados. O termo cobre todos os subtipos e ambas as
formas naturalmente ocorrentes ou recombinantes, a ndo ser
indicado em contradrio. A abreviacdo “rAAV" refere-se a
virus adeno-associados recombinantes, também referidos como

vetores AAV recombinantes (ou vetor “AAV”).

Um “vetor rAAV" como aqui usado refere-se a um vetor AAV
compreendendo uma sequéncia polinucleotidica de origem né&o-
AAV (i.e., um polinucledétido heterbdlogo relativamente a
AAV), tipicamente uma sequéncia de interesse para a
transformacdo genética de uma célula. Em construcdes de
vetor preferenciais como aqui descritas, o polinucledtido
heterdlogo é flanqueado por prelo menos uma,
preferencialmente duas sequéncias terminais invertidas

(ITRs) AAV. O termo vetor rAAV engloba tanto as particulas

de vetores rAAV como plasmideos de vetores rAAV.

Um “virus AAV” ou “particula AAV virica” refere-se a uma
particula virica composta por pelo menos uma proteina AAV
da capside (preferencialmente por todas as proteinas AAV da
cépside wild-type) e por um polinucledétido associado a
encapsidacdo. Se a particula compreender um polinucledtido
heterdlogo (i.e., um polinucledtido diferente de um genoma
AAV wild-type tal como um transgene a ser entregue a uma
célula mamaria), ¢é tipicamente referido como uma “particula

de vetor rAAV”, ou simplesmente como “vetor RAAV".

“Empacotamento” refere-se a uma série de eventos
intracelulares que resultam na montagem e encapsidacdo de

uma particula AAV.
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Genes AAV "rep" e "cap" referem-se a sequéncias
polinucleotidicas codificando proteinas de replicacdo ou
encapsidacéo de virus adeno-associados. Elas séo
encontradas em todos os serdtipos AAV examinados, e sédo
abaixo descritas e no estado da técnica. AAV rep e cap sao
aqui referidos como “genes AAV associados ao

empacotamento”.

Um “virus adjuvante” para AAV refere-se a um virus que
permite que AAV (p.ex, AAV wild-type) seja replicado e
empacotado por uma célula mamadria. Uma variedade de tais
virus adjuvantes para AAV fazem parte do conhecimento do
estado da técnica, incluindo adenovirus, herpes-virus e
pox-virus tais como vaccinia. 0Os adenovirus englobam um
numero de diferentes subgrupos embora Adenovirus tipo 5 do
subgrupo C é o mais comummente usado. Numerosos adenovirus
de origem humana, ndo-humana mamadria e aviaria séo
conhecidos e disponiveis a partir de depdsitos tais como a
ATCC. Virus da familia herpes incluem, por exemplo, virus
herpes simplex (HSV), e virus Epstein-Barr (EBV), assim
como citomegalovirus (CMV) e virus da pseudo-raiva (PRV):

que também estdo disponiveis em depdsitos tais como a ATCC.

O termo "tsHV" refere-se a virus adjuvantes sensiveis a
temperatura, que podem fornecer funcdes adjuvantes para a
replicacdo e empacotamento de AAV mas que sdo sensiveis a
temperatura no que refere a sua replicacdo (i.e, eles podem
replicar-se a uma temperatura “permissiva” mas replicam-se
a uma eficiéncia mais baixa, ou preferencialmente sem
eficiéncia alguma, a uma temperatura “ndo-permissiva”). A
capacidade do tsHV para fornecer adjuvancia para a
replicacdo de AAV pode também ser sensivel a temperatura,
mas tsHV preferenciais para uso nesta invencédo
preferencialmente auxiliam a replicacéo de AAV a

temperaturas em que AAV se pode replicar mas que Sdo0 néao-
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permissivas para a replicacdo de tsHV. Exemplos de tais

tsHV sdo abaixo descritos.

Um virus “infecioso” ou particula virica ¢é uma que
compreende uma componente polinucleotidica que é capaz de
ser entregue numa célula para a qual a espécie viral é
trofica. O termo ndo implica necessariamente que qualquer
capacidade replicadtiva do virus. Ensaios para contagem de
particulas viricas infeciosas s&do descritas noutro local

desta descricdo e no estado da técnica.

Um virus “competente para replicacdo” (p.ex., um AAV
competente para replicacdo, por vezes abreviado como “RCA”)
refere-se a um virus wild-type que ¢ infecioso, e é também
capaz de ser replicado numa célula infetada (i.e. na
presenca de um virus adjuvante ou funcgdes viricas
adjuvantes). No caso de AAV, a competéncia para replicacéo
geralmente requer a presenca de genes AAV funcionais
associados ao empacotamento. Vetores rAAV preferenciais
como aqui descritos sdo incompetentes para replicacdo em
células mamédrias (especialmente em células humanas) por
virtude da falta de um ou mais genes AAV associados ao
empacotamento. Preferencialmente, tais vetores rAAV carecem
de qguaisquer sequéncias genéticas AAV associadas @ ao
empacotamento de forma a minimizarem a possibilidade de RCA
serem produzidos por recombinacdo entre o0s genes AAV
associados ao empacotamento e um vetor rAAV recebido.
Preparacdes de vetores rAAV  preferenciais COomo auqg
descritas s&o aguelas gue contém poucos ou segquer alguns
RCA (preferencialmente menos do que 1 RCA por 10°
particulas de rAAV, ainda mais preferencialmente menos do
que 1 RCA por 10° particulas de rAAvV, ainda mais
preferencialmente menos do que 1 RCA por 10'? particulas de

rAAV, ainda mais preferencialmente sem RCA).
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0O termo “polinucledtido refere-se a uma forma polimérica de

nucledtidos de qualquer extensdo, incluindo
desoxirribonucledétidos ou ribonucledtidos, ou anélogos
relacionados. Um polinucledtido pode compreender

nucledétidos modificados, tails como nucledtidos metilados e
andlogos de nucledtidos, e podem ser interrompidos por
componentes ndo-nucleotidicos. Se presentes, as
modificacdes a estrutura dos nucledétidos podem ser
conferidas antes ou apdés a montagem do polimero. O tero
polinucleétido, como aqui usado, refere-se
intercambiavelmente a moléculas de cadeia simples e de
cadeia dupla. A ndo ser esgpecificado em contrdrio ou
requerido, qualquer aspecto do texto aqui descrito que seja
um polinucledtido engloba tanto a forma de cadeia dupla e
cada uma das formas complementares de cadeia simples
conhecidas ou previstas de formarem a forma de cadeia

dupla.

Um “gene” refere-se a um polinucledtido contendo pelo menos
uma fase de leitura aberta que é capaz de codificar uma

proteina particular apds ter sido transcrita e traduzida.

"Recombinante", enquanto aplicado a um polinucledtido
significa que o polinucledétido é o produto de varias
combinac&es de passos de clonagem, restricdo ou ligacédo, e
outros procedimentos que resultam numa construcdo que é
distinta de um polinucledtido encontrado na natureza. Um
virus recombinante é uma particula virica compreendendo um
polinucleétido recombinante. Os termos respetivamente
incluem entidades replicadas da construcdo piluncleotidica

original e a progenia da construcdo virica original.

Um “elemento de controlo” ou “sequéncia de controlo” & uma
sequéncia nucleotidica envolvida numa interacéo de

moléculas que contribui para a regulacdo funcional de um
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polinucledtido, incluindo replicacéo, duplicacéo,
transcricéo, unido, traducéo, ou degradacéao do
polinucledétido. A regulacdo pode afetar a fregquéncia,
velocidade, ou especificidade do processo, e pode ser
aumentativa ou inibitdéria na natureza. Elementos de
controlo conhecidos no estado da técnica incluem, por
exemplo, sequéncias regulatdrias transcripcionais tais como
promotores e intensificadores. Um promotor é uma regido do
DNA capaz de, sob certas condicgdes, ligar-se a RNA
polimerase e iniciar a transcricdo de uma regiéo
codificante usualmente localizada a jusante (na direcdo 3')

do promotor.

"Operativamente ligado"” ou "operacionalmente ligado"
refere-se a justaposicdo de elementos genéticos, onde os
elementos estdo numa relacdo que permite que eles operem de
uma maneira esperada. Por exemplo, um promotor esté
operacionalmente ligado a uma regido codificante se o
promotor auxiliar o inicio da transcricdo de uma sequéncia
codificante. Poderdo existir residuos intervenientes entre
o promotor e a regido codificante desde que a relacéo

funcional seja mantida.

Um “vetor de expressdo” & um vetor compreendendo uma regido
que codifica um polipéptido de interesse, e é usado para
efetuar a expressdo da proteina numa célula-alvo desejada.
Um vetor de expressdo também compreende elementos de
controlo operacionalmente ligados a regido codificante para
facilitar a expressdo da proteina no alvo. A combinacdo dos
elementos de controlo e um gene ou genes para 0sS quais eles
estdo operacionalmente ligados para expressdo ¢é muitas
vezes referida como uma “cassete de expressdo”, um numero
elevado das quais ¢é conhecida e disponivel no estado da
técnica ou pode ser prontamente construido a partir de

componentes que estdo disponiveis no estado da técnica.
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“Heterdbdlogo” significa derivado de uma entidade
genotipicamente distinta do resto das entidades para as
quais estd a ser comparada. Por exemplo, um polinucledtido
introduzido por técnicas de engenharia genética num
plasmideo ou vetor derivado de uma espécie diferente é um
polinucledtido heterdlogo. Um promotor removido da sua
sequéncia codificante nativa e operacionalmente ligado a
uma sequéncia codificante com a gqual ndo se encontra

naturalmente ligado é um promotor heterdlogo.

“Alteracdo genética” refere-se a um processo onde um
elemento genético é introduzido numa célula diferente por
mitose ou meiose. O elemento pode ser heterdlogo a célula,
ou pode ser uma cdpia adicional ou versdo melhorada de um
elemento Jj& presente na célula. Alteracdo genética pode ser
efetuada, por exemplo, através da transfecdo de uma célula
com um plasmideo recombinante ou outro polinucledtido
através de qualgquer processo conhecido no estado da
técnica, tal como eletroporacdo, precipitacdo de fosfato de
cédlcio ou contacto com um complexo lipossoma-
polinucledétido. Alteracéao genética pode também ser
efetuada, por exemplo, por transducdo ou infecdo com um
virus de DNA ou RNA ou vetor viral. Preferencialmente, o
elemento genético ¢é introduzido no cromossoma ou mini-
cromossoma na célula; mas qualquer alteracdo gque mude o
fenétipo e/ou gendtipo da célula e a sua progenia é

incluida neste termo.

Uma célula ¢é considerada como estando “estavelmente”
alterada, transduzida, ou transformada com uma sequéncia
genética se a sequéncia estiver disponivel para realizar a
sua funcdo durante cultura posterior da célula in vitro. Em
exemplos preferenciais, tal célula ¢é “hereditariamente”

alterada no sentido que a alteracdo genética introduzida é
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também hereditariamente adquirida pela progenia da célula

alterada.

Os termos “polipéptido”, “péptido” e “proteina” sdo aqui
usados intercambiavelmente ©para referir ©polimeros de
aminodcidos de qualquer extensdo. 0s termos também englobam
um polimero de aminodcidos que tenha sido modificado por,
por exemplo, formacéo de ligacdes dissulfureto,
glicosilacdo, lipidacdo, ou conjugacdo com um componente

marcador.

Polipéptidos tais como "CFTR", "pb3", "E1lA" e semelhantes,
quando discutidos no contexto da terapia genética e
composicdes relacionadas, refere-se ao polipéptido intacto
respetivo, ou qualquer fragmento ou derivado geneticamente
modificado relacionado que retenha a funcdo Dbioquimica
desejada da proteina intacta. Similarmente, referéncias a
genes de CFTR, p53, El1A, e outros genes similares para uso
em terapia genética (tipicamente referidos como
“transgenes” a serem entregues a uma célula recetira),
incluem polunucledétidos que codificam um polipéptido
intacto o0i qualquer fragmento ou derivado geneticamente

modificado possuindo a funcdo bioquimica desejada.

Uma plasmideo, virus, ou outra substéncia “isolada” refere-
se a uma preparacdo da substidncia desprovida de pelo menos
alguns componentes que podem estar presentes na substéncia
ou substdncia similar naturalmente ocorrente ou na sua
forma ©preparada inicialmente. Assim, por exemplo, uma
substadncia isolada pode ser preparada através do uso de uma
técnica de purificacdo para a enriquecer a partir de uma
mistura inicial. O enriquecimento pode ser medido numa base
absoluta, tal como o peso por volume de solucdo, ou pode
ser medido relativamente a uma segunda substéncia

potencialmente interferente presente na mistura inicial.
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Enriquecimentos aumentados de aspetos desta descricdo sé&o
crescentemente preferenciais. Assim, por exemplo, um
enriquecimento de 2-vezes é preferencial, um enriquecimento
de 10-vezes é ainda mais preferencial, um enriquecimento de
100-vezes ¢é ainda mais preferencial, um enriquecimento de

1000-vezes é ainda mais preferencial.

Uma preparacio de AAV é referida como sendo
“substancialmente livre” de virus adjuvante se o racio de
particulas AAV infeciosas ©para as ©particulas viricas
adjuvantes for pelo menos 10%:1; preferencialmente pelo
menos 10%:1; ainda mais preferencialmente pelo menos 10°:1;
ainda mais preferencialmente pelo menos 10%:1. Preparacdes
sédo também  preferencialmente livres de quantidades
equivalentes de proteinas viricas adjuvantes (i.e.,
proteinas tal como seriam apresentadas como o resultado de
um nivel de virus adjuvante correspondente ao das impurezas
de virus adjuvante acima descritas estando presentes na
forma quebrada). Contaminacdo por proteinas viricas e/ou
celulares pode geralmente ser observada através da presenca
de bandas de coloracdo de azul de Coomassie em géis de SDS
(p.ex., o) aparecimento de bandas diferentes das
correspondentes as proteinas AAV da capside VP1, VP2 e

VP3) .

“Eficiéncia” quando usada na descricdo de producdo virica,
replicacdo ou empacotamento refere-se a propriedades uteis
dos métodos em particular, a taxa de crescimento e o numero
de particulas viricas produzidas por célula. Uma producédo
de “alta eficiéncia” indica a producdo de pelo menos 100
proteinas viricas por célula; preferencialmente pelo menos
10 000 e mais preferencialmente pelo menos 100 000
particulas por célula, ao 1longo do curso do periodo de

cultura especificado.
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Um “individuo” ou “sujeito” tratado de acordo com esta
descricdo refere-se a vertebrados, particularmente membros
de uma espécie mamifera, e inclui mas ndo estd limitado a
animais domésticos, animais associados a desporto, e

primatas, incluindo humanos.

“Tratamento” de um individuo ou uma célula é gqualquer tipo
de intervencdo na tentativa de alterar o curso natural do
individuo ou célula no momento em que o tratamento &
iniciado. Por exemplo, tratamento de um individuo pode ter
como objetivo decrescer ou limitar a patologia causada por
qualquer condicdo patoldgica, incluindo (mas ndo estando
limitada a) uma deficiéncia genética adquirida ou
hereditdria, infecdo por um organismo virico, bacteriano,
ou parasita, uma condicdo neoplédsica ou aplésica, ou uma
disfuncdo do sistema 1imune como uma autoimunidade ou
imunosupressdo. O tratamento inclui (mas ndo estd limitado
a) administracdo de uma composicdo, tal como uma composicédo
farmacéutica, e administracdo de células compativeis que
foram tratadas com uma composicdo. O tratamento pode ser
realizado ou profilaticamente ou terapeuticamente, ou seja,
ou antes ou apds o inicio do evento patoldgico ou contacto

com um agente etioldgico.

Técnicas Gerais

A préatica da presente invencdo 1ird empregar, a nédo ser
indicado em contrario, técnicas convencionais de biologia
molecular, virologia, cultura de células animais e
bioquimicas que se encontram no ambito do estado da
técnica. Tais técnicas sdo explicadas detalhadamente na
literatura. Ver, por exemplo, "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual", Second Edition (Sambrook, Fritsch &

Maniatis, 1989); "Animal Cell Culture" (R.I. Freshney, ed.,
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1987); "Gene Transfer Vetors for Mammalian Cells" (J.M.
Miller & M.P. Calos. eds., 1987); "Current Protocols in
Molecular Biology"™ (F.M. Ausubel et al., eds., 1987);
"Current Protocols in Protein Science" (John E Coligan, et
al. eds. Wiley and Sons, 1995); and "Protein Purification:
Principles and Practice" (Robert K. Scopes, Springer-

Verlag, 1994).

Selecgdo e Preparacdo do Vetor AAV e Genes de Empacotamento

AAV

Um vetor AAV recombinante aqui descrito compreende um
polinucledtido heterdlogo (i.e., ndo-AAV) de interesse em
vez dos genes AAV cap e/0u rep que normalmente constituem a
maior parte do genoma AAC. Tal como no genoma AAV wild-
type, contudo, o prbé-vetor rAAV ¢é preferencialmente
flanqueado por duas repeticgdes terminais invertidas (ITRs)
como acima referido. Variacdes em que uma construcdo rAAV é&
flanqueada por apenas uma Unica (tipicamente modificada)
ITR também tém sido descritos no estado da técnica e podem

ser empregados em ligacdo com a presente invencéo.

Virus adeno-associados de gualquer serdtipo sdo adequados,
uma vez que varios serdtipos sdo funcionalmente e
estruturalmente relacionados, mesmo ao nivel genético (ver,
p.ex., Blacklow, pp. 165-174 d "Parvoviruses and Human
Disease" J.R. Pattison, ed. (1988); and Rose, Comprehensive
Virology 3:1, 1974). Todos os serdtipos AAV aparentemente
exibem propriedades de replicacdo similares mediadas por
genes rep homdélogos, e todos geralmente suportam trés
proteinas da cépside relacionadas tais como as expressas em
AAV2. O grau de relacdo ¢é adicionalmente sugerido por
andlise  heteroduplex que revela hibridizag&do <cruzada

extensa entre serdtipos ao longo do comprimento do genoma;
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e a presenca de segmentos self-annealing andlogos aos
terminais que correspondem as ITRs. Os padrdes de
infecciosidade similar também sugerem gque as funcgbdes de
replicacdo em cada serdétipo estdo sob controlo regulatdrio
similar. Entre os varios serdtipos AAV, AAVZ2 & mais

comummente empregado.

Um vetor AAV aqui descrito ird tipicamente compreende um
polinucledtido que ¢é heterdlogo a AAV. O polinucledtido é
tipicamente de interesse devido a uma capacidade para
fornecer uma funcdo de direcionamento a uma célula no
contexto de terapia genética, tal como a sobre-regulacdo ou
sub-regulacdo da expressdo de um certo fendtipo. Tal
polinucledétido heterdlogo ou “transgene”, ird geralmente
possuir um comprimento suficiente para fornecer a funcéo
desejada ou sequéncia codificante. Para a encapsidacéo
dentro de particulas AAV2, o transgene iré
preferencialmente ser mais pequeno do que cerca de 5 kb
embora outros serdétipos e/ou modificacdes possam ser
empregadas para permitir que sequéncias maiores sejam

empacotadas em particulas viricas AAV.

Onde a transcricdo do polinucledétido heterdlogo é desejada
na célula-alvo pretendida, ela pode estar operacionalmente
ligada ao polinucledétido em si ou a um promotor heterdlogo,
dependendo por exemplo do nivel desejado e/ou
especificidade da transcricdo na célula-alvo, como ¢é do
conhecimento do estado da técnica. VAarios tipos de
promotores e intensificadores sdo adequados para uso neste
contexto. Promotores constitutivos fornecem um nivel
continuo de transcricdo genética, e sédo preferidos gquando é
desejado que o polinucledétido terapéutico seja expresso
numa base continua. Promotores induziveis geralmente exibem
baixa atividade na auséncia do indutor, e s&o sobre-

regulados na presenca do indutor. Eles podem ser preferidos
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quando a expressdo é apenas desejada em certos momentos ou
em certos locais, ou quando ¢é desejavel a titulacdo do
nivel de expressdo usando um agente indutor. 0Os promotores
e intensificadores podem também ser especificos para certos
tecidos: isto &, eles exibem a sua atividade apenas em
certos tipos celulares, presumivelmente devido a elementos
reguladores genéticos encontrados unicamente nessas

células.

Exemplos ilustrativos de promotores sdo o promotor tardio
3v4o0, o elemento intensificador/promotor baculovirus
poliédrico, a timidina cinase do virus herpes simplex (HSV
tk), o promotor precoce imediato de citomegalovirus (CMV) e
vdrios promotores retrovirais incluindo elementos LTR.
Promotores induziveis incluem promotores induziveis de ibes
metalicos pesados (tais como o promotor do virus do tumor
mamario murino (mMTV) ou vAarios promotores de hormonas de
crescimento), e os promotores do fago T7 que estdo ativos
na presenca da RNA polimerase T7. Por meio de ilustracéo,
exemplos de promotores especificos para tecidos incluem
vdrios promotores de surfatina (para a expressdo no
pulmé&o), promotores de miosina (para expressdo no musculo),
e promotores de albumina (para expressdo no figado). Uma
grande variedade de outros promotores s&do conhecidos e
geralmente disponiveis no estado da técnica, e as
sequéncias para muitos desses promotores encontram-se
disponiveis em bases de dados de sequéncias tais como a

base de dados GenBank.

Quando a traducdo ¢é também desejada na célula-alvo
pretendida, o polinucledtido heterbélogo iré também
preferencialmente compreender elementos de controlo que
facilitam a traducdo (tais como um local de 1ligacdo no
ribossoma ou “RBS” e um sinal de poliadenilacé&o).

Concordantemente, 0 polinucledtido heterdlogo iré
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geralmente compreender pelo menos uma regido codificante
operacionalmente ligada a um promotor adequado, e pode
também compreender, por um exemplo, um intensificador
operacionalmente ligado, um local de ligacdo no ribossoma e
um sinal poli-A. O polinucledétido heterélogo pode
compreender uma regido codificante, e mais do que uma
regido codificante sob o controlo do mesmo promotor ou
promotores diferentes. A unidade inteira, contendo uma
combinacéio de elementos de controlo e uma regiédo
codificante, ¢ muitas vezes referida como uma cassete de

expressao.

O polinucledétido heterdlogo ¢é integrado por técnicas
recombinantes no interior da ou preferencialmente em lugar
da regido codificantes AAV gendémica (i.e., em lugar dos
genes AAV rep e cap), mas & geralmente flangueada nos dois
lados ©por regides de repeticdes terminais invertidas
(ITRs). Isto significa que um ITR aparece tanto a montante
como a jusante da sequéncia codificante, seja em
justaposicéao direta, preferencialmente (embora nao
necessariamente) sem gqualquer sequéncia interveniente na
origem AAC de forma a reduzir a probabilidade de
recombinacdo gque possa gerar um genoma AAV competente para
replicacdo. Evidéncias recentes sugerem que uma unica ITR
pode ser suficiente para levar a cabo funcgcdes normalmente
associadas com configuracdes compreendendo duas ITRs (WO
94/13788), e construgdes de vetor com apenas uma ITR podem
assim ser empregadas em conjugacdo com o8 métodos de

empacotamento e producdo da presente invencéo.

Os promotores nativos para rep sdo auto-regulatdrios, e
podem limitar a quantidade de particulas AAV produzidas. O
gene rep pode também ser operacionalmente ligado a um

promotor heterdélogo, seja rep fornecido como parte de uma
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construcdo de um vetor, ou separadamente. Qualquer promotor
heterdlogo que nédo seja fortemente sub-regulado por
expressdo do gene rep é adequado; mas promotores induziveis
sdo preferidos porque a expressdo constitutiva do gene rep
pode ter um impacto negativo na célula hospedeira. Uma
grande variedade de promotores induziveis ¢é conhecida do
estado da técnica; incluindo, por via de ilustracéo,

promotores induziveis de ides metédlicos pesados (tais como

promotores metalotioneina), promotores induziveis de
hormonas esterdides (tais como o promotor MMTV ou
promotores de hormonas de crescimento); e promotores tais

como os do fago T7 que sdo ativos na presenca da RNA
polimerase T7. Uma subclasse especialmente preferencial de
promotores induziveis ¢é agquela em gue o0s promotores S&do
induziveis por virus adjuvantes que sdo usados para
complementar a replicacdo e empacotamento do vetor rAAV. Um
nimero de promotores induziveis por virus adjuvantes tem
também sido descrito, incluindo o promotor do gene precoce
do adenovirus que é induzivel pela proteina EIA
adenovirica; o promotor tardio maior do adenovirus, o
promotor do herpesvirus que ¢ induzivel por proteinas de
herpesvirus tais como VP 16 ou 1CP4, assim como promotores

induziveis de vaccinia ou poxvirus.

Métodos para a identificacdo e teste de promotores
induziveis por virus adjuvantes foram descritos no pedido
pendente de aplicacdo W096/17947 co-propriedade da Targeted
Genetics Corporation (Allen et al.). Assim, métodos sé&o
conhecidos no estado da técnica para determinar se
promotores candidatos sdo ao ou ndo induziveils por virus
adjuvantes, e se ou ndo eles serdo uUteis na producdo de
células de empacotamento altamente eficientes.
Sucintamente, cada método envolve a substituicdo do
promotor p5 do gene AAV rep com O promotor putativo

induzivel por virus adjuvantes (sejam conhecidos no estado



35

da técnica ou identificados usando técnicas bem conhecidas
tais como a ligacdo a genes “repdrter” com promotores
fracos. 0Os genes AAV rep-cap (com p5 substituido),
preferencialmente ligados a um marcador de selecdo positivo
tal como um gene de resisténcia a antibidético, s&o entédo
estavelmente integrados numa células hospedeira adequada
(tal como células HelLa ou A549 como abaixo exemplificado).
As células que sdo capazes de se multiplicar relativamente
bem sob condicdes de selecdo (p.ex, na presenca de um
antibidético) s&o entdo testadas quando a sua capacidade
para expressar 0sS genes rep e cap apds adicdo de um virus
adjuvante. Como um teste inicial para a expressdo de rep
e/ou cap, as células podem ser prontamente rastreadas
usando imunofluorescéncia para detetar proteinas Rep e/ou
Cap. A confirmacdo das capacidades e eficiéncias de
empacotamento podem entdo ser determinadas por testes
funcionais para replicacdo e empacotamento de vetores rAAV
futuros. Usando esta metodologia, um promotor induzivel por
virus adjuvantes derivado de um gene metalotioneina murino
foi identificado como um substituinte adequado para o
promotor pb5, e usado para a producdo de altos titulos de
particulas rAAV (como descrito em WO 96/17947, Targeted

Genetics Corporation).

Dados os limites de tamanho quanto a encapsidacédo relativa
de varios genomas AAV, a insercéo de um grande
polinucledtido heterdlogo no genoma necessita da remocdo de
uma porcdo da sequéncia AAV. A remocdo de um ou mais genes
AAV revela-se desejavel em qualquer caso, para reduzir a
probabilidade de producdo de AAVs competentes para
replicacéo (“RCA") . Concordantemente as sequéncias
codificantes ou do promotor para rep, cap, ou ambos, S&o
preferencialmente removidas, uma vez que as funcgdes

fornecidas por esses genes podem ser fornecidas em trans.
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0O vetor resultante é referido como sendo “defetivo” nessas
funcdes. De forma a replicar e empacotar o vetor, as
funcdes ausentes sdo complementadas com um gene associado
ao empacotamento, ou uma variedade deles relacionada, que
conjuntamente condificam as funcdes necessdrias para o0s
varios produtos genéticos cap e/ou rep ausentes. 0s genes
associados ao empacotamento ou cassetes genéticas sédo
preferencialmente ndo-flanqueadas por ITRs AAV e
preferencialmente nao partilham qualquer homologia
substancial com o genoma rAAV. Assim, de modo a minimizar a
recombinacdo hombéloga durante a replicacdo entre a
sequéncia do vetor e genes associados ao empacotamento
fornecidos separadamente, é desejavel evitar a sobreposicéo
de duas sequéncias polinucleotidicas. O nivel de homologia
e a frequéncia de recombinacdo correspondente aumentam com
o aumento do comprimento nas sequéncias homdlogas e com o
seu nivel de identidade partilhada. O nivel de homologia
que irad colocar uma preocupacdo num dado sistema pode ser
determinado teoricamente e confirmado experimentalmente,
como ¢ do conhecimento do estado da técnica. Tipicamente,
contudo, a recombinacdo pode ser substancialmente reduzida
ou eliminada se a sequéncia de sobreposicdo for menos do
que uma sequéncia de 25 nucledtidos se for pelo menos
idéntica em 80% ao longo do seu comprimento total, ou menos
do que uma sequéncia de 50 nucledétidos de for pelo menos
idéntica em 70% ao longo do seu comprimento total.
Evidentemente, mesmo baixos niveis de homologia sé&o
preferiveis uma vez que eles irdo adicionalmente reduzir a
probabilidade de recombinacdo. Parece que, mesmo sem
qualquer homologia de sobreposicéao, existe alguma
frequéncia residual de producdo de RCA. Mesmo reducdes
adicionais na frequéncia de producdo de RCA (p.ex., por
recombinacdo ndo-hombéloga) pode ser obtida por separacéo
das funcdes de replicacdo e encapsidacdo em AAV., como

descrito por Allen et al. in U.S. pedido de patente
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08/769,728, preenchido a 18 Dezembro 1996, publicado
internacionalmente com W098/27204 em 25 de Junho 1998

(Targeted Genetics Corporation)).

A construcédo do vetor rAAV, e as construcdes de
empacotamento complementares podem ser implementadas nesta
invencdo num numero de diferentes formas. Particulas
virais, ©plasmideos, e células hospedeiras estavelmente
transformadas podem todas ser usadas para introduzir as
referidas construcdes numa células de empacotamento, seja

transientemente ou estavelmente.

Em certas formas de realizacdo desta invencdo, o vetor AAV
e genes associados ao empacotamento complementares, se
presentes, sdo fornecidos na forma de plasmideos
bacterianos, particulas AAV, ou qualquer combinacéio
relacionada. Noutras formas de realizacdo, a sequéncia do
vetor AAV, o0s genes associados ao empacotamento, ou ambos,
sédo fornecidos na forma de células eucaridticas
geneticamente modificadas (preferencialmente modificadas
hereditariamente). O desenvolvimento de células hospedeiras
hereditariamente modificadas para expressar a sequéncia do
vetor AAV, o0s genes AAV associados ao empacotamento, ou
ambos, fornece uma fonte estabelecida de material que é

expresso a um nivel confidvel.

Uma variedade de diferentes células geneticamente
modificadas pode entdo ser wusado no contexto desta
invencdo. Por via de ilustracdo, uma célula hospedeira
mamaria pode ser usada com pelo menos uma cdpia intacta de
um vetor rAAV estavelmente integrado. Um plasmideo AAV
associado ao empacotamento compreendendo pelo menos um gene
rep operacionalmente ligado a um promotor pode ser usado
para fornecer funcdes de replicacdo (como descritas no

pedido de patente co-proprietédrio de Flotte et al., agora



38

Patente U.S. 5,658,776) . Alternativamente, uma linha
celular mamaria estéavel com um gene ARV rep
operacionalmente ligado a um promotor pode ser usado para
fornecer funcdes de replicacdo (ver, p.ex., Trempe et al.,
(USSN 08/362,608, 9 Janeiro 1995, WO095/13392, 18 Maio
1995); Burstein et al., (USSN 08/770,122, preenchida 18
Dezembro 1996, W098/23018, 25 Junho 1998); e Johnson et
al., (USSN 08/254,358, publicada 6 Junho 1994, aprovada
como U.S. No. 5,656,785, 19 Agosto 1997)). O gene AAV cap,
fornecendo as proteinas de encapsidacéo como acima
descritas, pode ser fornecido conjuntamente com um gene AAV
rep ou separadamente (ver, p.ex., o0s pedidos de patente e
patentes publicadas acima referidas assim como Allen et
al., USSN 08/769,728, publicada 18 Dezembro 1990,
W098/27204 em 25 Junho 1998 (Targeted Genetics
Corporation)). Outras combinacdes sdo possiveis e incluidas

no ambito desta invencéo.

Introdugdo de Material Genético nas Células

Como descrito no estado da técnica, e ilustrado tanto aqui
como nas referéncias acima citadas, o material genético
pode ser introduzido nas células (tais como células
mamarias “produtoras” para a producdo de AAV) usando
qualguer um de uma variedade de meios para transformar ou
transduzir as referidas células. Por via de ilustracéo,
tais técnicas incluem por exemplo transfecdo com plasmideos
bacterianos, infecdo com vetores virais, eletroporacéo,
precipitacdo com fosfato de calcio, e introducdo usando
qualguer uma de uma variedade de composicdes lipidicas (um
processo muitas vezes conhecido como “lipofecgdo”). Métodos
e composicdes para realizar estas técnicas foram descritos

no estado da técnica e encontram-se amplamente disponiveis.
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A selecdo de células adequadamente modificadas pode ser
conduzida por qualquer técnica fazendo parte do
conhecimento do estado da técnica. Por exemplo, as
sequéncias polinucleotidicas usadas para alterar a célula
podem ser introduzidas simultaneamente com ou
operacionalmente ligadas a um ou mais marcadores de detecédo
ou de selecdo como é do conhecimento do estado da técnica.
Por via de ilustracdo, qualguer um pode empregar um gene de
resisténcia a fadrmaco como um marcador de selecdo. Células
resistentes a farmacos podem entdo ser recolhidas e
cultivadas, e entédo testadas para a expressdo da sequéncia
desejada, i.e., um produto genético associado ao
empacotamento, ou um  produto de um polinucledtido
heterdlogo, como apropriado. O teste para a aquisicéao,
localizacédo e/ou manutencao de um polinucledtido
introduzido pode ser realizada usando técnicas baseadas em
hibridizacdo de DNA (tais como Southern blotting e outros
procedimentos do conhecimento do estado da técnica). O
teste para expressdo pode ser prontamente realizado por
andlise Northern do RNA extraido a partir de células
geneticamente modificadas, ou por imunofluorescéncia
indireta para o produto genético correspondente. O teste e
confirmacdo das capacidades e eficiéncias de empacotamento
podem ser obtidos através da introdugdo na células das
componentes funcionais adicionais de AAV e um virus
adjuvante, para testar a producdo de particulas AAV. Quando
uma célula é hereditariamente modificada por uma variedade
de construcdes polinucleotidicas, é geralmente mais
conveniente (embora ndo essencial) a sua introducdo na
célula separadamente, e a validacéao de cada passo
serialmente. Referéncias descrevendo tais técnicas incluem

aquelas aqui citadas.
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Selecédo e Preparacdo de Virus Adjuvantes

Como acima discutido, AAV & um parvovirus que ¢ defetivo
para auto-replicacédo, e deverd geralmente depender de um
virus adjuvante para fornecer certas funcdes replicativas.

Um nUmero destes virus adjuvantes foi identificado,

incluindo adenovirus, herpesvirus (incluindo mas néo
estando limitados a HSV1, citomegalovirus e HHV-6) e
poxvirus (particularmente vaccinia). Qualquer um dos virus

referidos pode ser usado com esta invencédo.

Frequentemente, o virus adjuvante serd um adenovirus de um
tipo e subgrupo que pode infetar a célula hospedeira
pretendida. Adenovirus humano do subgrupo c,
particularmente serdtipos 1, 2, 4, 6 e 7, sdo comummente

usados. O serdétipo 5 é geralmente preferido.

As caracteristicas e padrdes de crescimento do adenovirus
sdo conhecidas do estado da técnica. O leitor pode referir-
se, por exemplo, a Horowitz, "Adenoviridae and their
replication”™, pp 771-816 em "Fundamental Virology", Fields
et al., eds. O genoma adenovirico empacotado ¢ uma molécula
de DNA linear, ligada através de ITRs adenoviricas no
terminal a esquerda e a direita a um complexo proteico
terminal que forma um circulo. As regides de controlo e
codificante para componentes precoces, intermédios e
tardios sobrepdem-se no genoma. 0Os genes da regido precoce
estdo implicados na replicacdo do genoma adenovirico, e
estdo agrupados dependendo da sua localizacdo nas regides

El, E2, E3, e E4.

Embora n&o sendo essencial, em principio é desejavel que a
estirpe do virus adjuvante seja defetiva para replicacdo no
sujeito a quem se destina a terapia genética. Assim,

qualquer virus adjuvante residual que esteja presente numa
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preparacéo rAAV seré incompetente para replicacéo.
Adenovirus dos quais a regido El1 ou ambas as regides El e
E3 tenham sido removidos né&o s&do infeciosos para a maioria
das células humanas. Eles podem ser replicados numa linha
celular permissiva (p.ex., a linha celular humana 293) que
& capaz de complementar a atividade ausente. Regides de
adenovirus que aparentam estar associados com a funcédo
adjuvante, assim como regides que ndo, foram identificados
e descritos no estado da técnica (ver, p.ex., P. Colosi et

al., WO097/17458, e referéncias citadas daqui em diante).

Uso de um Virus Adjuvante Condicionalmente Sensivel

Como aqui descrito, um virus adjuvante “condicionalmente
sensivel” pode também ser empregado para fornecer atividade
virica adjuvante. Tal estirpe de virus adjuvante deverd no
minimo possuir a propriedade de ser capaz de suportar a
replicacdo de AAV numa célula hospedeira sob um conjunto de
condicdes onde ela isoladamente nédo pode completar uma
replicacdo gendémica eficiente. Onde a atividade do virus
adjuvante é suplementada como particulas de virus intactas,
¢ geralmente necessario gque o virus seja capaz de
replicacdo numa célula adjuvante sob um segundo conjunto de
condicdes. O primeiro conjunto de condicgdes diferird do
segundo conjunto de condicdes por uma  propriedade
prontamente controlavel, tal como a presenca ou auséncia de
um cofator requerido (tal como um cati&o), a presenca ou
auséncia um fédrmaco inibitdrio, ou uma mudanca numa
condicéo ambiental como a temperatura. Mais
convenientemente, a diferenca entre as duas condicdes & a
temperatura, e tal virus condicionalmente sensivel & assim
referido como um virus adjuvante sensivel a temperatura

(tsHV) .
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Para os propdsitos desta descricdo um virus adjuvante
“sensivel a temperatura” ou “ts” & um que ¢é capaz de
replicar o seu material genético numa célula eucaridtica a
uma certa gama de temperatura (0o gama de temperatura
“permissiva’”), tipicamente entre cerca de 15°-35°C e
preferencialmente entre cerca de 20°-32°C. Contudo, a uma
temperatura “ndo-permissiva’”, mesmo quando outras condig¢des
sdo mantidas de igual forma, a taxa de replicacdo do
material genético é substancialmente mais baixa, pelo menos
10-vezes mais baixa; usualmente pelo menos 100-vezes mais
baixa; e preferencialmente pelo menos 1000-vezes mais
baixa. Esta temperatura encontra-se tipicamente entre 35°-
50°C, geralmente a cerca de 42°C. Num exemplo tipico de tal
virus adjuvante ts, o virus é capaz de replicacdo eficiente
a temperaturas relativamente baixas tais como temperaturas
de cerca 20°-32°C, as ¢é incapaz de replicacdo eficiente a
temperaturas relativamente altas como as temperaturas de
cerca de 37°-42°C. E entendido que a célula infetada com
virus possa ainda assim exibir alguns processos metabdlicos
atribuiveis ao virus a uma temperatura ndo-permissiva,
incluindo mas né&o estando limitado a funcdo adjuvante para

a producdo de AAV.

Um virus adjuvante sensivel a temperatura pode ser
produzido em quantidades grandes através do cultivo de
células infetadas a uma temperatura permissiva. O vetor AAV
pode entédo ser produzido por cultivo de células
compreendendo os elementos do vetor e um virus adjuvante
sensivel a temperatura a uma temperatura ndo-permissiva. A
preparacdo do vetor sera substancialmente livre de

componentes viricos adjuvantes.

Um grande nuUmero de variantes adenoviricas sensiveis a
temperatura foram descritas no estado da técnica; ver,

p.ex., as variantes descritas por Ensinger et al. (J.
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Virol. 10:328, 1972); Williams et al. (J. Gen Virol. 11:95,
1971); Ishibashi (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 65:304, 1970);
Lundholm et al. (Virology 45:827, 1971); e Shiroki et al.,
(Virology ©61:474, 1974); entre outros. A analise de
complementaridade indica que tais variaveis caem uma
pluralidade de diferentes grupos de complementaridade
(Ginsberg et al., Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol.
34:419, 1974). Isto sugere gue um numero de passos no ciclo
descontinuo replicativo adenovirico possa tornar-se

sensivel a temperatura.

Uma wvez dque a funcdo adjuvante para a replicacdo de AAV
requer que apenas parte do ciclo descontinuo adenovirico
seja 1intacto, o teste para a funcdo adjuvante de varios
mutantes a uma temperatura ndo-permissiva fornece um meio
de mapear a funcdo adjuvante. Por exemplo, Ishibashi et al.
(Virology 45:317, 1971) reportou que variantes adenoviricas
aviadrias sensiveis a temperatura auxiliam a replicacdo de
AAV1 e AAV2. 1Ito et al. reportou dgque o mutante tsl3
sensivel a temperatura do adenovirus humano 7 (Ad7tsl3)
auxilia a replicacdo de AAV a temperaturas ndo-permissivas
tdo eficiente como seria de esperar de uma estirpe wild-
type. Drake et al.

(Virology 60: 230, 1974) reportaram a complementacdo na
sintese de antigénios AAV4 por 3 grupos de mutantes
sensiveis a temperatura do virus herpes simplex tipo 1
(HSV1). Handa et al. (J. Gen. Viro. 29:239, 1975) reportou
a atividade adjuvante para a producdo de virus AAV1 pelos
adenovirus mutantes humanos Adbts36, Adbtsl25, Adbtsl49,
Adl2tsA275, Adl2tsB221, e Adl2tsC295. Ostrove et al.
(Virology 104:502, 1980) reportou que o0s mutantes sensiveis
a temperatura Adbtsl25, Adbtsl35, Adbtslb7, Adbtslle, e
Ad5tsl42, e a gama de mutantes dos hospedeiros hr6 mas né&o

hr3 auxiliam a replicacdo de AAV. Mayor et al. (J. Gen
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Virol. 35:545, 1977) reportou que Ad31 ts 13 mas ndo Ad3l
ts94 auxiliam a producdo de AAV]1 a temperaturas néado-

permissivas.

Straus et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 73:742, 1976)
reportou que Ad5Stsl25 auxilia a replicacdo de AAV2 sob
condicdes em que o adenovirus ndo seria capaz de se
replicar. Eles wutilizaram esta propriedade para estudar
intermediadrios de DNA formados durante a replicacdo de AAV.
Myers et al. (J. Virol. 35:65, 1980) realizou um estudo
quantitativo da funcdo adjuvante, e mostrou que Ad5tsl49
auxilia a producédo de 20 000 particulas de AAV por células
a uma temperatura ndo-permissiva, enquanto que AdS5tsl07
produz apenas ~100 particulas por célula. Uma vez gue
Adb5tsl1l07 tem uma mutacdo na regido de DNA codificante de
ligacdo a proteina de 72 KdA, eles concluiram qgue esta
proteina desempenhava um papel na replicacdo AAV RNA. Mais
recentemente, Carter et al. (Virology 191:473, 1992)
propuseram que uma proteina de 72 kDa totalmente funcional
é requerida para expressdo pds-transcricional gquantitativa

dos genes rep e cap.

Como frisado na seccdo anterior, a existéncia de adenoviris
sensiveis a temperatura Jj& ¢é conhecida hé& algum tempo.
Contudo, ndo tem existido até a data qualquer sugestdo ou
indicacdo relativamente ao efectivo wuso condicional de
virus adjuvantes na producdo de vetores AAV recombinantes,
tais como aqueles que podem ser usados para terapia

genética.

Parte da explicacdo pode ser a dificuldade na obtencdo de
titulos suficientes de AAV quando se usam vetores
recombinantes. Entre outras coisas, as proteinas AAV Rep
aparentemente sub-regulam a sua prdpria expressdo através

do promotor p5 (Tratschin et al., Mol. Cell Biol. 6:2884,
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1986) . Adicionalmente, foi observado que a expressido do
gene rep em linhas celulares associadas ao empacotamento
tais como aquelas que podem ser usadas para a producdo de
vetores AAV recombinantes, tende a inibir o crescimento
e/ou metabolismo da célula (ver, p.ex., Targeted Genetics

Corporation, W096/17947, por Allen et al.).

As diferencas entre a producdo de AAV wild-type e vetores
AAV recombinantes tende a ser bastante dramdtica quando
considerada em termos de producdo. Em particular, foi
observado que a producdo de vetores AAV tende a ser
substancialmente mais baixa gque a producdo de particulas
AAV wild-type, e que a presenca ou producdo de quantidades
ainda que pequenas de AAV wild-type contaminante tende a
resultar numa producdo preferencial de virus wild-type que
pode eventualmente superar o numero de vetores AAV

recombinantes.

Estes fenbémenos séo adicionalmente ilustrados pelos
resultados descritos nos Exemplos 1 e 2 desta descricédo, e
na Figura 1. O adenovirus mutante sensivel a temperatura
tsl49 ¢é reportado noutra fonte como auxiliante da
replicacdo de particulas AAV (Myers et al., J. Virol.
35:65, 1980). Contudo, o Exemplo 2 mostra que quando este
mutante ¢é usado para auxiliar a producdo de um vetor AAV
com um promotor heterdlogo sob condicdes estandardizadas, o
nivel da producdo ¢é varias ordens de magnitude abaixo

daquele gque é evidenciado por adenovirus wild-type.

Esta descricdo mostra que virus sensiveis a temperatura
podem de facto ser usados para preparar vetores AAV
recombinantes a titulos suficientes, superando os aparentes
obstidculos de producdo. As descricdes que se seguem

ilustram como selecionar um virus adjuvante sensivel a
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temperatura e otimizar as condicdes de forma a fornecer

suficiente AAV para propdsitos de terapia genética.

Em particular, ¢é demonstrado que a extensdo do periodo de
replicacdo para AAV quando se usando tsAd como adjuvante
dramaticamente aumente a quantidade de vetor AAV dque &
produzida (Exemplo 3). Isto é contraintuitivo, uma vez que
a extensdo do periodo de replicacdo quando se usando da
mesma forma Ad wild-type decresce a gquantidade de vetor AAV
em pelo menos uma ordem de magnitude. Um profissional de
saude habilitado no estado da técnica procurando a
otimizacdo de condic¢des para a producdo de AAV iria
logicamente procurar por tempos de cultura mais curtos e
concentracdes mais elevadas de virus adjuvantes, duas

condicdes que como aqui demonstradas sdo ineficazes.

Também agqui descritos estdo métodos melhorados de cultura e
separacéao para a preparacéao de grandes quantidades
adenovirus sensiveis a temperatura. Ao mesmo tempo que néo
sendo estritamente requeridos para a praticas de certas
formas de realizacdo desta invencéo, preparacdes de
adenovirus sensiveis a temperatura obtidas por estes
métodos sdo particularmente adequadas para a producdo de

AAV, inter alia, para os propdsitos de terapia genética.

Variantes condicionalmente sensiveis da estirpe selecionada
de virus adjuvantes podem ser produzidas por uma estratégia
de mutagenizacdo e selecdo. Por exemplo, os virus podem ser
mutagenizados com nitrosoguanidina, acido nitroso,
hidroxilamina, ou 5-bromo-2-desoxiuridina. Os candidatos
que conseguem multiplicar-se numa célula eucaridtica
adequada sob as condicdes permissivas desejadas séo
selecionados. Como ilustracéao, adenovirus mutantes
sensiveis a temperatura que se multiplicam, p.ex., a 32°C

mas ndo a 39,5°C, podem ser obtidos. Racios de eficiéncia
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de plagqueamento a 39,5°C versus 32°C sdo preferencialmente
menos do que 107" e mais preferencialmente menos do que 10~
°. Ilustracdes adicionais de processos de selecdo adequados
para adenovirus sensiveis a temperatura podem ser
encontrados, por exemplo, em Ensinger et al., J. Virol.
10:328, 1972; e Williams et al., J. Gen Virol. 11:95, 1971.
A descricdo de variantes de adenovirus gue ndo sédo
sensiveis a temperatura, mas com uma gama de hospedeiros
sensivel, podem ser encontrados em Harrison et al.,
Virology 77:319, 1977. Mutantes sensiveis a temperatura
eficazes para uso nesta invencdo podem ser preparados, por
exemplo, a partir de virus adjuvantes alternativos tais
como virus herpes simplex 1 (HSV1) ou virus herpes simples
2 (HSV2). Ver, p.ex., Schaffer et al., Virology 52:57, 1973
para HSV 1; Esparza et al., Virology 57:554, 1974 para
HSV2. Como indicado na seccdo “Antecedentes da Invencdo”,
um grande numero de virus adjuvantes condicionalmente
sensiveis foram J& descritos, e podem ser obtidos por
cientistas que os desenvolvem ou descrevem ou a partir de

um depdsito publico.

Nem todas as variantes condicionalmente sensiveis da lista
acima referida de virus funcionardo na presente invencéo.
Em particular, a estirpe deverd ser condicionalmente
sensivel numa qualquer etapa do seu ciclo descontinuo de
replicacdo de tal forma que a funcdo a ser bloqueada sob
condicdes ndo-permissivas ndo seja uma que é requerida para
uma replicacdo altamente eficiente de AAV. A escolha de
qual estirpe de virus adjuvante a ser usada pode ser feita
com referéncia quer a biologia do virus adjuvante, quer aos

requerimentos replicativos de AAV.

Um virus adjuvante exemplificativo para uso com esta
invencdo ¢ o adenovirus tsl49 sensivel a temperatura do

serdtipo Ad5 (Adb5ts149). Como mostrado na seccédo
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“Exemplos”, sob condic¢des otimizadas, esta estirpe pode ser
usada para a producdo de rAAV a nivel gque equivalem ou
excedem aqueles obtidos por Adb wild-type. A tsl49
apresenta uma transicdo Unica de C-G para A-T na posicédo
7563 (Roovers et al., Virus Genes 4:53, 1990). Isto resulta
numa mudanca no aminodcido leucina na posicdo do residuo
411 na DNA polimerase em substituicdo de fenilalanina. A
DNA polimerase estd contida na unidade de transcricdo E2 do
adenovirus. Contudo, outros mutantes ts mapeados nesta
regido sdo menos adeguados. Em particular, a unidade de
transcricéo E2 podem também compreender a regiédo
codificante para a proteina de ligacdo a DNA 72kDa (DBP).
Uma estirpe que ndo produz qualquer DBP detetével (Add/802)
auxilia a replicacdo de AAV, mas a um nivel que é reduzido
por uma ordem de magnitude (Carter et al., Virology
191:473, 1992). Adtsl25, gque também compreende uma mutacido
mapeando a regido codificante de DBP, auxilia a replicacéo
AAV (Straus et al., J. Virol. 17:140, 1976), embora os
niveis sejam geralmente muito mais baixos que aqueles de
AdS wild-type (Myers et al., J. Virol. 35:65, 1980).
Concordantemente, vetores adenoviricos sensiveis a
temperatura adequados para uso nesta invencdo incluem
aqueles para 08 quais a sensibilidade se aplica a regido
E2A do genoma, preferencialmente a regido codificante da

DNA polimerase.

O artesdo poderd prontamente determinar gquais estirpes
viricas s&do adegquadas para uso como virus adjuvantes
através da conducdo de um ensaio de replicacdo rAAV usando
um painel de estirpes candidatas a virus adjuvantes numa
linha <celular candidata sob condicbdes que s&o ndo-
permissivas para a auto-replicacgcdo do adjuvante. Para
variantes sensiveis a temperatura, o rastreio é feito a
temperaturas ndo-permissivas de acordo com as propriedades

conhecidas da estirpe. Temperaturas nédo-permissivas sé&o
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geralmente mais altas que as temperaturas permissivas,
tipicamente entre 35°-50°C, preferencialmente 38°-45°C,
ainda mais preferencialmente a cerca de 39,5°C. Variantes
que auxiliem a replicacdo de AAV a um nivel que se encontra
uma ordem de magnitude que é aquele apresentado pelo virus
wild-type correspondente sdo preferidas. Na conducdo do
rastreio, o artesdo deverd incorporar outras indicacdes
técnicas desta descricdo. Em particular, o rastreio por
cultura em circunstédncias gque mostrem um pico de replicacédo
para AAV com virus wild-type é insuficiente. Uma matriz
cinética devera ser montada de tal forma que os virus
adjuvantes candidatos sejam usados por periodos mais
longos, e entdo comparados com o virus wil-type no tempo do
pico de recolha. Uma ilustracdo mais detalhada desta

andlise é fornecida no Exemplo 3 desta descricéo.

Uma vez tendo sido selecionada uma estirpe de virus
adjuvante adequada, pode ser implementada nesta invencédo
num numero de diferentes formas. Particulas viricas,
plasmideos viricos, e células hospedeiras estavelmente

transformadas podem ser usadas.

Num aspeto, o genoma do virus adjuvante (ou minimamente, as
regides do genoma do virus adjuvante codificando uma funcédo
adjuvante) ¢é introduzido numa células hospedeira para ser
usado para replicacdo do vetor <rAAV na forma de um
plasmideo de DNA, ou uma pluralidade de plasmideos que
fornecem funcdes complementares. Procedimentos para a
manipulacdo experimental de adenovirus sdo conhecidos do
estado da técnica. O leitor poderd referir-se a Graham et
al., "Manipulation of adenovirus vetors". Em: Murray EJ, ed
Methods in molecular biology: Gene transfer and expression
protocols, wvol7. Clifton, NJ: The Human Press, 1991:109-
128, que fornece protocolos detalhados para a propagacao,

titulacdo, e purificacdo de adenovirus, co-transfeccido e
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recombinacéao in vivo. Plasmideos adenoviricos estéo
disponiveis comercialmente a partir de Microbix Biosystems

Inc., Toronto, Canada.

Num outro aspeto, a célula hospedeira ¢é estavelmente
transfetada com genes adenoviricos, ou geneticamente
modificados para fornecerem as funcdes requeridas para a
replicacdo de rAAV. Alternativamente, a célula hospedeira
pode ser geneticamente modificada com apenas uma porcgdo do
genoma adenovirico, e ¢ subsequentemente infetada ou
transfetada com uma particula adenovirica ou plasmideo. Os
pedidos de patente WO 95/27071 e WO 95/34671 descrevem
células hospedeiras hereditariamente modificadas ©para
fornecerem funcéao adenovirica, que complementa as
propriedades replicativas de varias construcdes

adenoviricas defetivas.

Ainda noutra forma de realizacdo, a célula hospedeira usada
para a replicacdo de AAV ¢é infetada com um virus adjuvante
que é capaz de auto-replicacdo, mas ndo sob condig¢des nédo-
permissivas. Qualquer ©preparacdo da estirpe requerida
fornecendo uma MOI suficiente pode ser usada. Na manutencédo
de GMP e outros requerimentos regulatdrios, e para
facilitar o scale-up ©para propdsitos comerciais, as
preparacdes de virus adjuvantes preferencialmente
compreendem uma densidade elevada de particulas infeciosas
e s&do substancialmente livres de debris celular e outros
contaminantes. Propriedades desejéaveis incluem as

seguintes:

e Uma densidade de pelo menos 10°, preferencialmente
pelo menos 10°, mais preferencialmente pelo menos 10'°

IU/ml, como determinado por um ensaio TCIDsg.
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e Um racio de DNA adenovirico para proteina total ou de
exdes adenoviricos gque indique pelo menos 10%,
preferencialmente pelo menos 50%, mais
preferencialmente pelo menos 80% de particulas virais

contendo DNA adenovirico.

e Menos do que 20%, preferencialmente menos do que 10%,
mais preferencialmente menos do que 1% de contaminacéo
por material ndo-adenovirico a nivel proteico ou de
DNA, como detetado por géis SDS marcados para
proteina, ou géis de agarose com material digerido por

enzimas de restricdo e corado com brometo de etidio.

¢ Um total de pelo menos 107, preferencialmente pelo
menos de cerca de 10'', mais preferencialmente pelo
menos de cerca de 107 1IU por ciclo descontinuo de

producéo.

Os virus adjuvantes podem ser preparados em gqualquer célula
que seja permissiva para replicacéo virica. Para
adenovirus, as células preferenciais incluem células 293 e
células Hela. Tradicionalmente, quando essas células
tiverem sido usadas para a replicacdo de adenovirus, elas
foram usadas em placas de cultura. Contudo, como mostrado
no Exemplo 4, estes métodos geralmente suportam a
replicacdo de adenovirus sensiveis a temperatura a niveis
que sdo um ou dois logaritmos abaixo daqueles evidenciados

por adenovirus wild-type.

Concordantemente, é preferivel a utilizacdo de técnicas de
cultura que permitam um  aumento na densidade de
plaqueamento. Variantes de células 293 e Hela que foram
adaptadas para crescimento em suspensdo estdo disponiveis.
Hela ¢é preferivel por razdes de crescimento celular,

viabilidade e morfologia em suspensdo. Como mostrado no
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Exemplo 5, estas células podem ser mantidas numa densidade
suficiente (2 x 10° por ml) para compensar a taxa de
replicacdo mais baixa da estirpe adenovirica sensivel a
temperatura. Uma vez estabelecidas, as células sédo
infetadas com o virus e cultivadas a uma temperatura
permissiva por um periodo de tempo suficiente, geralmente

3-7 dias e tipicamente cerca de 5 dias.

A filtracdo de fluxo tangencial é uma técnica usada no
estado da técnica para o processamento de grandes volumes
de células mamarias para o propdsito de sua perfusido,
concentracdo e recolha. Ver, p.ex., Dorin et al.,
Biotechnol. Prog. 6:494, 1990; Maiorella et al.,
Biotechnol. Bioeng. 37:121, 1991. E recomendidvel que esta
técnica seja wusada com culturas em suspensdo para a
preparacdo de virus adjuvantes para uso nesta invencdo. O
Exemplo 5 demonstra que células HelLa S3 suportam forcas de
1

cisalhamento de 750-1500 sec ™, permitindo a concentracéo

de células de diafiltracdo do meio despendido.

Os virus sdo recolhidos da cultura seja através do meio
despendido ou por microfluidizacdo das células. O nivel de
virus adjuvantes produzidos na cultura ¢é tipicamente de
pelo menos 10’ IU/ml, e preferencialmente de pelo menos de

cerca de 3 x 10" IU/ml.

Os virus adjuvantes preparados de acordo com a descricédo
referida podem ser usados diretamente para infeta células
hospedeiras usadas ©para a replicacdo de <rAAV. Mais
usualmente, o virus ¢é isolado e concentrado antes de uso.
Métodos atuais para a purificacdo e concentracdo de virus
adjuvantes tipicamente envolvem gradientes isopicnicos de
CsCl. Este método ¢é intensivo em termos de tempo e
recursos, requerendo numMerosos passos de processamento, e é

dificil de scale-up. Alternativamente, a purificacdo por
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cromatografia é recomendada. O leitor é geralmente
direcionado para Prior et al., Pharmaceut. Technol. 19:30,
1995; e Huyghe et al., Human Gene Therapy 6:1403, 1995.
Particularmente preferida para o 1isolamento de estirpes
sensiveis a temperatura de adenovirus é a cromatografia de
troca anidénica, especialmente numa resina de
polietileneimina usando um gradiente continuo de NaCl a pH
7,4. Uma ilustracdo detalhada do método de separacdo com

polietileneimina é apresentada no Exemplo 6.

Fornecendo uma Célula Hospedeira Compreendendo Virus

Adjuvante e AAV

Varios critérios influenciam a selecdo de células para uso
na producdo de particulas rAAV como aqui descrito. Como
matéria inicial, a célula deverad ser permissiva para
replicacdo e empacotamento do vetor rAAV quando se usando o
virus adjuvante selecionado. Contudo, uma vez que a maioria
das células mamédrias pode ser produtivamente infetada por
AAV, e muitas podem também tornar-se infetadas por wvirus
adjuvantes tais como adenovirus, ¢é claro que uma grande
variedade de células mamarias e linhas celulares
efetivamente satisfazem estes critérios. Entre eles, as
células mais preferidas e linhas celulares sdo aquelas que
podem facilmente ser mantidas em cultura de forma a
facilitar a producdo em larga-escala de preparacdes de
vetores AAV recombinantes. Uma vez mails, contudo, muitas
dessas células efetivamente satisfazem este critério. Onde
a producdo em larga escala é desejada, a escolha do método
de producdo ira também influenciar a selecdo da célula
hospedeira. Por exemplo, como descrito em maior detalhe
abaixo e no estado da técnica, algumas técnicas de producéo
e reatores ou céamaras de cultura s&o desenvolvidos para o

crescimento de células em suspensdo. No Uultimo caso, a
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célula hospedeira seria assim preferencialmente adaptada ou
adaptédvel a crescimento em suspensdo. Contudo, mesmo no
caso de células e linhas celulares qgue sdo consideradas
como aderentes ou dependentes de ancoragem, ¢é possivel
(como abaixo descrito) desenvolver variantes adaptadas a
crescimento em suspensdo a partir de uma linha parental
dependente de ancoragem por selecdo serial das células

capazes de crescer em suspensdo.

Onde o virus adjuvante sensivel a temperatura ¢ usado, as
células devera ser capaz de eficazmente replicar o vetor
rAAV sob condicdes que sdo ndo-permissivas para replicacédo
de virus adjuvantes. Por via de ilustracdo, gquando o
adenovirus tsl49 é usado como um virus adjuvante ts (como
abaixo ilustrado e descrito), as células deverd ser capaz
de auxiliar a replicacdo de rAAV e fornecer empacotamento a
temperaturas bem acima de 32°C, preferencialmente rondando
os 39,5°C. As células 293 sdo um exemplo de uma linha
celular cumprindo estes critérios mas outras numerosas
células e linhas celulares sé&do capazes de replicar AAV a

esta temperatura relativamente elevada.

Finalmente, o virus adjuvante, a sequéncia de vetor rAAV e
todas as sequéncias AAV necessarias para replicacdo e
empacotamento deverdo estar presentes na mesma célula. Onde
um ou mais genes AAV associados a empacotamento sé&o
fornecidos separadamente do vetor, uma célula hospedeira ¢é
fornecida compreendendo: (i) um ou mais genes AAV
associados ao empacotamento, onde o referido gene AAV
associado ao empacotamento codifica uma proteina AAV de
replicacéo ou encapsidacdo; (ii) um polinucledtido
heterdlogo introduzido na referida células hospedeira
usando um vetor AAV ou prbé-vetor, onde o referido vetor
rAAV ou prdédé-vetor compreende o referido polinucledtido

heterdlogo flanqueado por pelo menos uma ITR AAV e &
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definciente nos referidos genes AAV associados ao
empacotamento; e (iii) um virus adjuvante ou sequéncias
codificando as fungdes viricas adjuvantes requeridas.
Deverad ser referido, contudo, que um ou mais desses
elementos pode ser combinado num Unico replicdo. Por via de
ilustracédo, um virus adjuvante pode também compreender um

pré-vetor rAAV ou um gene AA associado ao empacotamento.

O virus adjuvante ¢é ©preferencialmente introduzido na
cultura de células a um nivel suficiente para infetar a
maioria das células em cultura, mas pode alternativamente
ser mantido a um nivel minimo para limitar a gquantidade de
virus adjuvante presente na preparacdo resultante. Uma
multiplicidade de infecdo ou “MOI” de 1-100 pode ser usada,

mas uma MOI de 5-10 é tipicamente adequada.

Similarmente, se o vetor AAV e/ou o0s genes associados a
empacotamento forem transientemente introduzidos na célula
de empacotamento (por oposicdo a serem estavelmente
introduzidos), eles s&do preferencialmente introduzidos a um
nivel suficiente para geneticamente alterar a maior parte
das células em cultura. Quantidades geralmente requeridas
sdo na ordem dos 10 ug por 10° células, se suplementadas
com um plasmideo bacteriano; ou 10° particulas por 10°
células, se suplementadas como uma particula AAV. A
determinacdo de uma quantidade o6tima é um exercicio de
titulacdo rotineira que estd ao alcance daqueles arteséos

habilitados no estado da técnica.

Estes elementos podem ser introduzidos na célula, seja
simultaneamente, ou sequencialmente em qualquer ordem. Onde
a célula é hereditariamente modificada por qualquer um dos
elementos, a célula pode ser selecionada e permitida

proliferar antes da introducdo do elemento seguinte.
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Numa forma de realizacdo preferencial, o virus adjuvante é
introduzido em Ultimo lugar na célula para o resgate e
empacotamento do vetor rAAV residente. A célula j& 1ira
geralmente encontrar-se suplementada com genes AAV
associados ao empacotamento. Preferencialmente, sejam o
vetor rAAV ou oS genes AAV associados ao empacotamento e
mais preferencialmente os dois, estardo estavelmente
integrados na célula. E prontamente aprecidvel que outras
combinacdes sejam possiveis. Tais combinacdes estédo

incluidas no dmbito da invencéo.

Uma vez a célula hospedeira tendo sido fornecida com os
elementos requeridos, a célula é cultivada sob condicdes
que sdo permissivas para a replicagdo AAV, de modo a
permitir a replicacdo e empacotamento do vetor rAAV. O
tempo de cultura ¢é ©preferencialmente ajustado para
corresponder a niveis de producido méximos, e é tipicamente
de 3-6 dias. Preferencialmente pelo menos 100 particulas
viricas s&do produzidas por célula, mais preferencialmente
pelo menos 1 000 por célula, ainda mais preferencialmente
pelo menos 10 000 por célula. Preferencialmente, pelo menos
0,5 x 10°, mais preferencialmente pelo menos 1 x 10° ainda
mais preferencialmente pelo menos 2 x 10° RU/ml de vetores
AAV sdo produzidos por 2 x 10° células durante o periodo de
cultura. Opcionalmente, métodos de producdo em larga-escala
tais como cultura em suspensdo ou filtracdo de fluxo
tangencial podem ser usados. As particulas AAV sdo entéo

recolhidas, e isoladas das células usadas para as produzir.

Preparacdes de particulas rAAV aqui preparadas
preferencialmente compreendem uma elevada densidade de
particulas AAV infeciosas e sédo substancialmente
desprovidas de virus adjuvantes, proteinas viricas
adjuvantes e debris celular e outros contaminantes.

Propriedades desejdveis incluem as seguintes:
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¢ Uma concentracdo de pelo menos 107, preferencialmente
pelo menos 10°, mais preferencialmente pelo menos 10°
RU/ml, como determinado num ensaio de replicacdo ou
por comparacdo de hibridizacdo quantitativa com um

padrédo conhecido.

e N&o mais do que 10°, preferencialmente ndo mais do que
10%, mais preferencialmente n&o mais do que 10°
particulas infeciosas de viris adjuvantes por 10° RU

de particulas rAAV.

¢ Menos do que 5%, preferencialmente menos do que 1%,
mais preferencialmente menos do que 0,01 %, ainda mais
preferencialmente menos do que 0,001 % de contaminacéo
por virus adjuvantes numa base proteica (wt/wt),
detetada seja por andlise densitométrica de géis SDS,
ou por imunoensaios para proteinas especificas de
virus adjuvantes (tais como exdes ou fibra-penton de

adenovirus)

e Menos do que 5%, preferencialmente menos do que cerca
de 1%, mais preferencialmente menos do que cerca de
0,01%, ainda mais preferencialmente menos do que
0,001% de contaminacdo ©por virus adjuvantes ou
proteinas celulares (wt/wt), detetadas seja por
analise densitométrica de géis SDS, ou por
imunoensaios para virus adjuvantes ou proteinas

celulares especificas.

e Preferencialmente, a preparacéio é também
substancialmente livre de outros componentes celulares
potenciais tais como lipidos celulares, hidratos de

carbono e/ou &cidos nucleicos.

Os métodos focados nesta descricdo sdo adequados para a

producdo de pequenos ciclos experimentais, ou ciclos
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preparativos de 10-100 litros ou mais. Para preparacdes de
ciclos de 1larga-escala, as seguintes propriedades sé&o

também desejadas:

¢ Um total de pelo menos lOm, preferencialmente 1OM, e
mais preferencialmente 10" RU de particulas de

vetores AAV na preparacdo.

Opcionalmente, os vetores rAAV podem ser adicionalmente
processados para enriquecer as particulas rAAV, diminuir as
particulas de virus adjuvantes, ou de alguma forma tornéa-
las adequadas para administracdo a u sujeito. Técnicas de
purificacdo podem incluir centrifugacdo em gradiente
isopicnico, e técnicas cromatograficas. A reducdo da
atividade de wvirus adjuvantes infeciosos pode incluir
inativacdo por tratamento com temperatura ou tratamento com
pH como ¢ do conhecimento do estado da técnica. Outros
processos podem incluir concentracéao, filtracéao,
diafiltracéo, ou mistura com um tampdo adequado ou
excipiente farmacéutico. As preparacdes podem ser divididas
em unidade de dosagem ou aligquotas multi-dosagem para
distribuicdo, que irdo reter as caracteristicas essenciais
do ciclo, tais como a homogeneidade do contetdo antigénico
e genético, e a proporcdo relativa do wvirus adjuvante

contaminante.

Técnicas exemplificativas para a producdo de preparacdes de
virus adjuvantes e AAV exibindo varias ©propriedades
desejaveis como as acima descritas sdo fornecidas nas

seguintes seccgdes e exemplos subsequentes.

Varios métodos para a determinacdo do titulo infecioso de
uma preparacdo virica sdo do conhecimento do estado da
técnica. Contudo, um método preferencial para a

determinacdo do titulo é um ensaio de titulacdo de alta
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eficiéncia como aqui fornecido. Num ensaio exemplificativo
de titulacdo de alta eficiéncia, um conjunto de pocos de
cultura cada um compreendendo uma aliquota de células
mamarias e uma aliquota de preparacdo virica (assim como
pocos de controlo compreendendo, p.ex., células sozinhas,
virus sozinhos e meio) é estabelecido. O conjunto de pocos
de cultura pode, por exemplo, ser na forma de um vaso de
microtitulacdo. Tipicamente, aliguotas (p.ex., aliquotas
diluidas serialmente) da preparacdo virica a ser titulada
sdo adicionadas as célulase entdo as células e virus sé&o
incubadas sob condicdes que permitem a replicacdo do virus
(condig¢des tipicamente de crescimento adequadas para a
célula hospedeira mamaria). Apds a replicacdo do virus, o
4dcido nucleico viral +e geralmente libertado por lise das
células mamarias (usando condicdes ou agentes que promovem
lise se necessario). Em formas de realizacdo preferenciais,
0os &cidos nucleicos (incluindo &cidos nucleico virais) na
multiplicidade de lisados ¢é transferido e fixo numa
membrana sob condigdes em que se liga a acido nucleicos
(lavando como apropriado para a remocdo de proteinas e
outros contaminantes). A membrana preferencialmente é uma
réplica ou imagem espelhada do conjunto de cultura em que
0s pocos individuais do conjunto inicial s&do
subsequentemente representados por “pools” de 4cidos
nucleicos (do lisado de cada poco de cultura) gque estédo
ligadas nas posicdes correspondentes a membrana. A
hibridizacdo da membrana com uma sonda marcada especifica
para o virus (ou especifica para o fragmento virico) pode
entdo ser usada para identificar e gquantificar a quantidade
relativa de &acido nucléico viral em cada um dos pontos do
conjunto, e por correspondéncia, em cada um dos pogcos de
cultura originais. As condig¢cdes e materiais para a
transferéncia de 4cidos nucleicos, incluindo ligacéo,
lavagem e hibridizacdo podem ser adaptadas a partir de

técnicas de Dbiologia molecular <rotineiras tais como
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hibridizacdo “dot blot” (como descrita no estado da
técnica, ver, p.ex., as técnicas de biologia molecular em
Sambrook et al., supra, e Ausubel et al., supra) .
Aplicacdes ilustrativas dessas técnicas encontram-se abaixo

apresentadas.

Estes métodos fornecem assim um ensio de infecciosidade de
alta-eficiéncia que pode ser usado na determinacdo do
titulo infecioso de uma preparacdo virica. Como mostrado no
Exemplo 4, os titulos viricos determinados por este método
rapido e quantitativo correspondem intimamente aos titulos
determinados por outras técnicas mais cléssicas.
Adicionalmente, contudo, este método de alta-eficiéncia
permite o processamento e andlise concorrentes de muitas
reacdes de replicacdo viricas e assim possui muitos outros
usos, incluindo por exemplo o rastreio de linhas celulares
permissivas ou nédo-permissivas para a replicacdo viral e
infecciosidade, assim como o rastreio de agentes que afetam

a replicacdo virica, como discutido adicionalmente abaixo.

Técnicas Preferenciais de Producdo e Purificacdo de Virus

Adjuvantes para Uso na Presente Invencgdo

Em varios aspetos preferenciais da presente descricéo,
métodos de producdo e purificacdo sdo empregados para a
producdo de virus adjuvantes adequados para uso na producdo
de vetores rAAV como aqui descrito. Um virus adjuvante
comummente usado para a producdo de AAV é o adenovirus,
tipicamente Ad5, embora outros virus adjuvantes possam
também ser empregados como aqui discutido e no estado da

técnica.

Para propdsitos de ilustracdo, ¢ conveniente dividir a

discussdo da producdo e purificacdo de virus em fases “a
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montante” e “a jusante”. O processo “a montante” geralmente
refere-se a producdo do vwvirus em células hospedeiras
adequadas e libertacdo ou remocdo do virus das células para
produzir uma preparacdo virica “bruta” tal como um lisado.

A\

O processamento a Jjusante” pode ser empregado para
purificar a preparacdo bruta de virus (p.ex., através do
isolamento de proteinas celulares e/ou outros

contaminantes) .

Uma grande variedade de técnicas ¢é conhecida para a
producdo e processamento de virus adjuvantes, incluindo
adenovirus (p.ex., centrifugacdo CsCl, assim como outras
técnicas tails como as descritas em WO 96/27677). Virus
adjuvantes produzidos usando técnicas gque podem ser

empregadas na producdo de vetores rAAV como aqui descritas.

As seguintes secc¢des descrevemn, para propdsitos de
ilustracédo, técnicas que podem ser empregadas para a
producdo de adenovirus embora outras técnicas facam parte
do conhecimento do estado da técnica e podem ser aqui

empregadas.

(i) Virus Adjuvantes “a Montante”

Virus adjuvantes, tais como Ad5, podem ser prontamente
produzidos através da infecdo de células mamarias (p.ex.,
células humanas) . Nos exemplos ilustrativos abaixo
descritos, as células sdo cultivadas em meios e reatores de
cultura adequados para o) crescimento das células
hospedeiras, concentradas antes da infecédo, e depois
infetadas com virus adjuvantes (p.ex., a um MOI de 1-5) com
agitacdo suave. Apdés a infecdo, as células podem ser
ressuspensas em meio fresco e incubadas por um periodo

adicional de tempo (tipicamente 2 dias) de forma a permitir
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a replicacdo e empacotamento do virus adjuvante. Apds
incubacdo, as células podem ser recolhidas e lisadas para
libertar o virus adjuvante. Apds a lise, o lisado celular é
preferencialmente tratado com uma nuclease para degradar os
dcidos nucleicos livres (p.ex., &4cidos nucleicos celulares)
sem degradar os &acidos nucleicos que sdo encapsidados nas
particulas virais. O lisado pode ser clarificado (p.ex, por
filtracdo e/ou centrifugacdo), e pode também ser sujeito a
técnicas de purificacdo adicionais de forma a purificar e
concentrar o virus adjuvante na preparacdo, como abaixo

descrito e ilustrado.

Como um exemplo ilustrativo de tal processo, as células
podem ser crescidas em meio a uma densidade de cerca de 1 x
10° células/ml num vaso tal como um frasco de agitacéo.
Apbs incubacdo, as células podem entdo ser concentradas até
cerca de 10’ células/ml, e infetadas com Ad5 a 1-2 unidades
de infecdo/célula com agitacdo suave. As células podem
entdo ser ressuspensas em meio a cerca de 10° células/ml, e
permitidas produzir virus ao longo de um periodo de
incubacdo de cerca de 2 dias. As células podem entdo ser
recolhidas, ressuspensas em meio ou solucdo-tampdo (p.ex.,
a cerca de 5 x 10° células/ml), e depois lisadas, p.ex.,
por lise mecdnica tal como passagem através de um
microfluidizador a 8000 psi ou técnica equivalente (p.ex,
congelamento/descongelamento ou sonicacgdo). O lisado pode
ser tratado com uma nuclease (p.ex., benzonase) durante uma
hora a 37°C. 0 lisado pode ser clarificado através de um
filtro, tal como um filtro de 1,0um, ou por centrifugacéo.
Técnicas anadlogas e modificacdes relacionadas sédo

adicionalmente descritas em baixo.
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(ii) Virus adjuvante “a Jusante”

Técnicas preferidas para o processamento a jusante do virus
adjuvante, tal como um adenovirus, empregam procedimentos
de cromatografia de troca idénica para a purificacdo do

virus adjuvante

Por via de ilustracdo, o filtrado de adenovirus como acima
descrito pode ser adicionado a uma resina de troca-idnica,
tal como uma resina amino ou imino N-carregada (p.ex.,
POROS 50 PI, ou qualguer amina DEAE, TMAE, amina terciéria
ou quaterndria, ou resina baseada em PEI) numa coluna
cromatogradfica equilibrada com tampdo (tal como TMEG),
também aqui referido como tampdo “A” de Cromatografia: 50

mM Tris (pH 8,0), 5 mM MgCl,, 1mM EDTA, 5% glicerol).

A coluna pode entdo ser lavada com multiplos volumes de
TMEG de lavagem de coluna (p.ex., 5-6 volumes), seguido por
miltiplas volumes com solucdo salina de lavagem (p.ex., 5-6
volumes de TMEG com NaCl 800 mM (tampdo “B” de
Cromatografia: 60 % TMEG e 40% TMEG com NaCl 2M). O
adenovirus pode ser eluido com TMEG com 1300 mM de NaCl.
(35% de tampdo “A” de cromatografia, 65% de tampdo “B” de

cromatografia).

O pico de adenovirus pode ser identificado nas fracgdes por
um ensaio de infecciosidade ou por uma hibridizacdo de
4dcidos nucleicos ou por um imunoensaio, tal como J&
descrito no estado da técnica. O pico de adenovirus pode
ser tornado estéril através de filtracdo por im filtro de
0,2um estéril. Opcionalmente, o pico pode ser concentrado
por filtracdo de fluxo tangencial, por exemplo numa unidade
Filtron Ultrasette ou Millipore Pellicon. O pico ou

concentrado pode ser diafiltrado neste sistema com um
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tampdo adequado, tal como uma mistura PBS + 5% Sacarose.
Alternativamente, o adenoviris pode ser deixado num tampdo
de eluicédo. O produto adenovirico final pode ser
esterilizado através de um filtro de 0,2um e armazenado
para uso. Como aqui descrito e ilustrado, um virus
adjuvante sensivel a temperatura (como um adenovirus

sensivel a temperatura) pode também ser empregado.
Exemplos descrevendo a preparacdo e uso de tais virus

adjuvantes s&do abaixo fornecidos para os propdsitos de

ilustracédo posterior.

Técnicas de Produgcdo e Purificagcdo de AAC para uso na

Presente Invencao

Tal como com virus adjuvantes, ¢é conveniente para oS
propdsitos de ilustracdo a divisdo da discussdo da producdo
e purificacdo de AAV nas fases do processo “a montante” e
“a Jjusante”; com o processo “a montante” geralmente a
referir-me a producdo de AAV nas células hospedeiras
adequadas e a libertacdo ou remocdo dos virus das células
para a producdo de uma preparacdo “bruta” de AAV. O
processamento “a jusante” pode ser empregado para purificar
a preparacdo AAV (p.ex., para isolar AAV das proteinas

celulares e/ou outros contaminantes).

Em aspetos preferenciais da presente invencéo, o)
processamento “a montante” e “a jusante” de AAV é conduzido
de um modo considerado como substancialmente redutor ou
eliminador de proteinas celulares contaminantes, assim como
de quaisquer virus adjuvantes contaminantes (p.ex., AD) ou
proteinas viricas adjuvantes, cada um dos gqualis possa

contribuir para a promocdo de uma resposta imune se
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presente a niveis substanciais na preparacdo de vetor rAAV

final a ser usada para transferéncia genética.

As seguintes seccdes descrevem, para propdsitos de
ilustracdo, técnicas que podem ser empregadas para a

producado de AAV.

(i) Processamento de AAV a Montante

Um vetor AAV pode ser produzido a partir de uma linha
celular mamdria gque contém o0S necessarios genes AAV
associados ao empacotamento (p.ex., um gene rep € cap); um
pré-vetor AAV recombinante (rAAV) que compreendem um
polinucledtido ndo-AAV heterdlogo flanqueado por pelo menos
uma repeticdo terminal invertida (ITR) AAV; e um virus
adjuvante para AAV (p.ex., um adenovirus) . Estes
componentes podem ser introduzidos numa célula numa
variedade de configuracdes, como acima descrito e abaixo
ilustrado. Uma vez gque AAV podem ser vreplicados e
empacotados em qualquer uma de uma variedade de células
mamérias, existem um grande numero de linhas celulares que

podem ser modificadas e empregadas para a producdo de AAV.

Por via de ilustracdo, um vetor AAV pode ser produzido a
partir de uma linha celular, tal como a linha “C12” (como
descrito por K.R. Clark et al.. Gene Therapy, 3: 1124-1132,
1996) ou a linha "C137,5" (descrita no pedido de aplicacédo
co-propriedade de Targeted Genetics Corporation, J. Allen
et al., WO 96/17947), que foi desenvolvida para conter uma
construcdo rep e/ou cap, assim como uma construcdo de um
vetor. Opcionalmente, uma linha celular tal como Cl2 ou
Cl137 que contém uma construcdo rep e/ou cap pode ser
transfetada com um plasmideo que contém uma construcdo do
vetor, tal como ptgAAV-CF. Ou uma célula pode ser

transfetada com um plasmideo que contém rep e cap tal como
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PRS5, assim como um plasmideo que contém uma construcido do
vetor. A célula pode ser infetada com adenovirus ou

transfetada com DNA que contém genes adenoviricos.

Uma variedade de tais células “produtoras” de AAV pode ser
produzida, como descrito em referéncias aqui citadas e no

estado da técnica.

As células produtoras de AAV podem ser crescidas sob
condicdes (incluindo meio, temperatura e semelhantes) que
sdo geralmente adequadas para crescimento de células
mamarias, gque sdo geralmente também permissivas para a
replicacdo de AAV. Por exemplo, o meio de suspenséo
DMEM/F12 é preferido para o crescimento de células e o meio
DMEM isolado ¢ preferido para a producdo de vetores AAV.
Como faz parte do conhecimento do estado da técnica, alguns
tipos celulares e linhas celulares tendem a ser dependentes
de ancoragem, enquanto outras sdo capazes de crescer em
suspensdo, e muitas outras células dependentes de ancoragem
podem também ser “adaptadas” para crescer em susSpensido por
ciclizacdo de células sob condicdes de suspensdo como meio
para as enriquecer e ultimamente selecionar as variantes
que sdo capazes de crescer em suspensdo. Concordantemente,
o0 crescimento de células para a producdo de AAV pode ser
conduzido em qgqualquer uma de uma variedade de vasos de
cultura, dependendo em parte se a linha celular produtora
escolhida ¢é relativamente dependente de ancoragem ou se
estd adaptada para crescimento em suspensdo. Tais vasos
para o crescimento de células dependentes de ancoragem
incluem, por exemplo, frascos de cultura de tecidos,
frascos rotativos, microtransportadores e Dbiorreatores
(talis como biorreatores de fibras-ocas, de leito fixo ou de
leito fluidizado). Vasos para o crescimento de linhas

celulares em suspensdo incluem, por exemplo, frascos de
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agitacéo, tanques-reatores e fermentadores de aeracédo

forcada.

A replicacdo de AAV procede por um periodo de tempo assim
como até a um ponto no ciclo descontinuo de crescimento em
que a producdo virica ¢é ¢étima, preferencialmente com um
crescimento logaritmico médio a tardio (tipicamente de um a
trés dias), apds o qual as células podem ser recolhidas e
lisadas para libertar a progenia do virus. Por exemplo, as
células podem ser ressuspensas em meio de crescimento até a
uma concentracdo de 1-10 x10° células/ml, e permitidas
produzirem virus durante 48 horas. As células podem entédo
ser recolhidas (p.ex., por centrifugacdo), e ressuspensas
em solucdo-tampdo (p.ex., TMEG (ou "Tampdo A de
Cromatografia "): 50 mM Tris, pH 8,0, 5 mM MgCl,, 1mM EDTA,

5% Glicerol) a cerca de 1-10 x 10° células/ml.

Os AAV podem replicar-se em numeros elevados de codpias
(p.ex. 10° - 10° genomas/células) em células transduzidas
se as necessarias proteinas AAV rep e funcgdes viricas
adjuvantes forem fornecidas de um modo relativamente
simultdneo. Se as proteinas cap forem também fornecidas, as
particulas AAV sdo montadas no nucleo das células infetadas
onde tendem a auto-organizar-se em agregados cristalinos. O
primeiro passo na recuperacdo do produto é portanto a lise
celular. Embora ciclos de congelamento/descongelamento e/ou
sonicacdo possam ser usados para lisar as células (como
aquelas contendo adenovirus=, tais técnicas ndo sdo muito
adequadas a preparacdo em larga-escala. A lise mecéanica,
usando técnicas tais como a microfluidizacdo s&do assim
preferiveis a esse nivel. Detergentes e outros agentes
quimicos podem também ser empregados para mediar ou
facilitar a lise. O tratamento dos lisados com nucleases
(tais como benzonase) foi descoberto como sendo Util na

reducdo de viscosidade e aumento da filtrabilidade. A
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clarificacédo, p.ex., por microfiltracdo para separar o
vetor de pelo menos uma porcdo de debris celular, ¢ também

util para a promocdo da recuperacdo e purificacédo.

Por via de ilustracdo, as células podem ser mecanicamente
lisadas apdés um ©periodo de incubacdo por passagem
sequencial através de um microfluidizador (tipicamente a
8000 psi, usando duas passagens) . Outras técnicas
comummente empregadas incluem ciclos de
congelamento/descongelamento e sonicacédo, tal como é
conhecido no estado da técnica. O lisado pode também ser
tratado com uma nuclease para degradar &cidos nucleicos
(tal como um &cido nucleico celular ou viral) gque nédo é
efetivamente ‘“protegido” por virtude de se encontrar
empacotado numa particula virica. Tipicamente empregamos
digestdo com benzonase durante cerca de uma hora a 37°C. O
lisado pode também ser clarificado. Métodos para a
clarificacdo incluem passagem através de um filtro, tal

como um filtro de 1,0um, e centrifugacéo.

Filtracdo de fluxo tangencial (TFF) pode ser beneficamente
empregada para o processamento e colheita de grandes
volumes de células. TFF pode ser usado para perfusar,
concentrar e recolher células animais. Por exemplo, TFF
pode ser usado para processar células sob condicdes de
fluxo laminar a taxas médias de disrupcgdo de cerca de 3000
vezes por segundo (ver, p.ex., Maiorella, B., et al.,
Biotechnology and Bioengineering, 37: 121-126, 1991). A
concentracdo em larga-escala de virus usando ultra-
filtracdo TFF foi descrita por R. Paul et al. Human Gene

Therapy, 4:609-615, 1993.

Ensaios de producdo ilustrativos empregando tais técnicas

encontram-se abaixo descritos.
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(ii) Processamento AAV “a Jusante”

Como acima descrito, seria particularmente vantajoso obter-
se preparacdes de AAV que sejam substancialmente libres de
particulas viricas adjuvantes (tais como particulas Ad).
Adicionalmente, preparacdes de vetores AAV irdo ser também
preferencialmente livres de virus adjuvantes e proteinas
celulares (que podem também ser imunogénicas). Contudo,
existe um conjunto adicional de restric¢des que influenciam
a adequabilidade de técnicas para a producdo de AAV.
Nomeadamente, de forma a ser particularmente Util para a
producdo de AAV para terapia genética, é mais desejavel que
as técnicas sejam “escaléveis”, i.e., aplicdveis em
conjugacdo com dispositivos e procedimentos de producdo de
larga-escala. Este ultimo conjunto de constricdes
efetivamente reduz ou elimina a utilidade de técnicas
estandardizadas disponiveis tais como a Sseparacgcdo por
cloreto de césio (que ndo é efetivamente bem adequada a

procedimentos de preparacdo em larga-escala).

Descobrimos uma combinacdo de procedimentos que S&o
simultaneamente escalédveis e altamente eficientes para a
producdo de preparacdes AAV que sdo substancialmente livres
de particulas viricas adjuvantes, assim como de virus
adjuvantes e proteinas celulares e outros contaminantes. A
nossa combinacdo preferencial de procedimentos emprega
procedimentos cromatogréaficos de troca-idbnica que
contrastam com varios procedimentos mencionados no estado
da técnica para a purificacdo potencial de, p.ex., AAV ou
Ad. Em particular tais procedimentos como descritos no
estado da técnica empregam um Unico tipo de separacédo
iénica, muitas vezes em combinacdo com outros tipos de
procedimentos cromatograficos (ver, p.ex., K. Tamayose et

al., Human Gene Therapy 7: 507-513 (1996), e WO096/27677,
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Setembro 12, 1996). Contudo, no caso da producdo de AAV,
encontramos que uma combinacdo de cromatografias de troca
iénica por oposicéo a cromatografias sequenciais é
particularmente eficaz na producdo de preparacdes AAV que
sdo substancialmente 1livres de ©particulas viricas e

proteinas, assim como de proteinas celulares.

A vista destas descobertas, parece que AAV ndo se encontra
apenas “adaptada” a cromatografia de troca anidnica e
cromatografia de troca catidbnica, mas também que tal
combinacéio de ambas trocas iénicas opostas é
particularmente eficaz para a eliminacdo das varias
particulas e contaminantes proteicos que tipicamente surgem
na producdo de preparacdes de vetores AAV. Qualquer uma de
uma variedade de resinas de troca catidnica ou anidnica
pode ser empregada em conjugacdo com estes procedimentos,
as propriedades fundamentais das quais sédo a
disponibilidade de grupos negativamente ou positivamente
marcados, respetivamente, para que os AAV se possam ligar a
pelo menos alguma extensdo (mais preferencialmente a um
grau que difere substancialmente da afinidade de ligacgéo
relativa de um ou mais dos contaminantes acima referidos,
i.e., particulas e proteinas Ad, assim como proteinas
celulares mamarias). Sem pretender estar preso por teoria,
acredita-se que o passo de troca anidénica seja
particularmente eficaz para a separacdo de AAV de
Adenovirus, onde ambos 0S passos (mas especialmente o passo
de troca catidnica) sejam particularmente eficazes na
separacdo de AAV de proteinas celulares. Também empregamos
a troca anidnica seguida por filtracdo de fluxo tangencial,
como abaixo descrito e ilustrado. Como adicionalmente
descrito abaixo, descobrimos que as preparacdes AAv pode
ser altamente concentradas por cromatografia com sulfato de

heparina.
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Por via de ilustracdo, um lisado de AAV clarificado como
acima descrito pode ser adicionado numa coluna de troca
anidénica positivamente carregada, tal como com uma resina
amino ou imino N-carregada (p.ex. POROS 50 PI, ou qualquer
outra DEAE, TMAE, amina terciédria ou quaterndria, ou resina
baseada em PEI) ou uma coluna de troca catidnica carregada
negativamente (como com HS, SP, CM ou gqualgquer outra resina
catidénica de base sulfo-, fosfo- ou carbdéxi-). A coluna
pode ser lavada com um tampdao (tal como um tampdo A
cromatografico A/TMEG). A coluna pode ser eluida com um
gradiente de concentracdo crescente de NaCl e as fracdes
podem ser recolhidas e ensaiadas para a presenca de AAV

e/ou contaminantes.

Outros procedimentos podem ser usado em vez de ou,
preferencialmente, em adicdo aos Jja descritos procedimentos
de troca anidénica e catidnica, baseados nas associacdes
intermoleculares mediadas por outras propriedades que né&o
carga tal como faz parte do conhecimento do estado da
técnica. Tais outros procedimentos incluem associacgdes
intermoleculares baseadas em pares ligando-recetor (tais
como interacldes anticorpo-antigénio ou lectina-hidratos de
carbono), assim Como separacdes baseadas noutras
propriedades das moléculas, tais como cromatografia de
exclusdo molecular baseada no tamanho e/ou forma. Para
tomar apenas um exemplo, o filtrado ou preparacdo AAV
parcialmente purificada pode ser adicionada a uma coluna
que contém um anticorpo especifico para AAV. Esta coluna
pode ligar-se a AAV. A coluna pode ser lavada com solucdo-
tampdo para remover proteinas contaminantes, e depois
eluida com um gradiente ou passo de aumento de concentracédo
de NaCl e as fracdes podem ser recolhidas.
Alternativamente, tal coluna pode ser eluida com um tampdo

a diferentes pHs daqueles do tampdo de diluicéo.
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Os picos de AAV e adenovirus podem ser identificados em
fracdes por ensaios de infecciosidade ou oi hibridizacdo de
dcidos nucleicos ou imunoensaios. 0Os picos podem ser
combinados, e a combinacdo pode ser diluida ou dializada ou
diafiltrada com um tampédo (p.ex., TMEG ou equivalente) para

reduzir a concentracdo de sal.

Esta combinacdo pode ser injetada numa coluna de troca
anidénica carregada positivamente e/ou uma coluna de troca
catidénica carregada negativamente (tal como aguelas acima
referidas). A coluna pode ser lavada com um tampdo (tal
como um tampdo A de cromatografia TMEG). A coluna pode ser
eluida com um gradiente de concentracdo crescente de Nacl e
as fracbes podem ser recolhidas. O0s picos de AAV e
adenovirus podem ser identificados nas fracdes por um
ensaio de infecciosidade ou por hibridizacdo de é&cidos
nucleicos ou por um imunoensaio. Os picos podem ser
combinados com base nos resultados de qualquer um destes

ensaios.

A conjugacdo de fracgdes contendo AAV eluidas de uma colina
de troca anidénica como acima descrita podem ser
concentradas e purificadas por filtracéo de fluxo
tangencial (TFF), por exemplo numa unidade Filtron
Ultrasette ou Millipore Pellicon. Uma membrana com um cut-
off adequado de peso molecular (tal como um cut-off de
100 000 ou 300 000) é tipicamente composta por um polimero
tal como uma celulose regenerada ou poliétersulfona. A
preparacdo é filtrada através de uma membrana, e o produto
é retido. O material retido pode ser diafiltrado usando a
membrana com lavagens sucessivas de um tampdo adequado
solucdo de Ringer salina ajustada + 5% glicerol. A amostra
final é altamente enriquecida para o produto e pode ser
esterilizada por filtracdo através de um filtro de 0,2um e

armazenada para uso futuro.
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Na purificacdo e concentracdo de AAV com filtracdo de fluxo
tangencial de material de pds-coluna de troca anidnica, a
membrana cut-off de peso molecular 300 000 resultou em
produtividades mais elevadas das unidades replicativas em
comparacdo com uma membrana cut-off de peso molecular

100 000.

Um passo adicional que foi empregado para a remocdo de um
adenovirus, se desejado, envolve o tratamento da combinacédo
de eluentes com um passo de inativacdo por calor (como aqui
descrito) e depois filtracdo (p.ex., antes de submeter a
preparacdo a TFF). Contudo, encontramos que o procedimento
“TFF-troca aniénica” acima descrito resultou numa
preparacdo AAV que ¢é livre de adenovirus detetéavel, e

resultou em taxas mais elevadas de AAV purificado.

Ensaios de producdo ilustrativos empregando tais técnicas

sdo abaixo descritos.

Alterando as Condic¢des de Crescimento de Células Produtoras

de AAV para um Aumento de Producgdo

Durante o curso dos nossos testes de producdo com AAV em
vdrios meios e vasos de cultura, tipicamente monitorizamos
as culturas com respeito a varios pardmetros de crescimento
e/ou metabdlicos tais como a densidade celular,
disponibilidade de glucose e aminoécidos, e a producdo de
sub-produtos metabdélicos tais como a ambnia e Acido
lactico. Tais componentes podem ser prontamente
monitorizados usando técnicas estandardizadas tais como
HPLC e ensailos enzimédticos, como descrito no estado da

técnica.
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Como descrito nos Exemplos abaixo, descobrimos gque certos
aminocdcidos, particularmente aspartato e glutamato, foram
rapidamente eliminados tanto em culturas de ciclo
descontinuo como em culturas de perfusdo. De facto, em
varias experiéncias de ciclo descontinuo e ©perfuséo,
observamos que desde 90 a 99% de asp e glu disponiveis eram
substancialmente eliminados 24 a 48 horas em tais culturas.
Uma vez que o0s niveis de asp e glu aparentavam ser sub-
6timos em cada meio, fornecemos quantidade adicionais de
cada um ou dos dois aminodcidos. Técnicas de manutencdo e
otimizacdo de cultura tais como as que foram rotineiramente
aplicadas no contexto de bioproducdo de larga-escala (ver,
p.ex., Glacken, M.W., et al., Biotechnology and
Bioengineering, 28: 1376-1389, 1986; Glacken, M.W.,
Bio/Technology 6: 1041-1050, 1988; Bibila, T.A., et al.,
Biotechnol. Prog., 10:87-96, 1994; e Borys, M.C., et al.,
Biotechnology and Bioengineering, 43: 505-514, 1994).

Para nossa surpresa, a sSubstituicdo desses aminoécidos
eliminados resultou numa acentuada queda na producdo de
AAV. Por exemplo, nas experiéncias abaixo descritas,
suplementando o meio estandardizado (DMEM) com asp e glu
adicionais levou a uma queda na eficiéncia de producdo de
mais do que uma ordem de magnitude (desde cerca de 1800
particulas resistentes a DNAse (DRPs) a <cerca de 140
particulas DRP por célula), embora a viabilidade seja

ligeiramente aumentada.

Outro componente comum do meio para © crescimento de
células mamédrias produtoras ¢é um componente gsérico, tal
como soro fetal bovino (FBS), que estd tipicamente incluido
no meio do um nivel de cerca de 10%. Como abaixo descrito,
quando o nivel sérico para a producdo de AAV foi aumentado
(até 20%), a producdo de vetores AAV desceu mais do que 2

vezes. Em contraste, quando as células foram submetidas a
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niveis progressivamente mais baixos de soro, a producido de
vetores AAV aumentou drasticamente. Por exemplo, quando os
niveis de soro foram reduzidos até 1/10 dos niveis iniciais
normais (i.e., a 1%), a producdo de vetores aumentou mais

do que 4 vezes.

Sem pretender estar preso por qualquer teoria, parece agora
que o stress nas células produtoras, serja metabolicamente
ou por outros meios abaixo descritos, pode dramaticamente

aumentar a producdo de AAV.

O stress pode ser efetivamente caracterizado, e testado,
com base no efeito negativo da condicdo de stress ou agente
de stress no crescimento e/ou metabolismo celular. Com
efeito, o stress podem ser atingido através da introducéo
de qualgquer condicdo ou agente que 1inibe o crescimento
celular e/ou metabolismo, ou através da alteracdo do nivel
de uma condicdo ou agente pré-existente que se torna sub-
étimo no gque respeita ao crescimento e/ou metabolismo
celular. Uma grande variedade dessas condicbes sao
conhecidas ou aparentes, incluindo stress nutricional (um
ou mais nutrientes presentes a niveis sub-6timos para o
crescimento e/ou metabolismo), stress de temperatura
(temperatura subdtima, gque pode incluir o crescimento de
células a temperaturas mais baixas ou mais elevadas), ou
sujeitar as células a choques temporédrios de temperatura
tais como um choque de temperaturas baixas ou altas),
stress osmbético (nivel osmético sub-6timo, que pode ser
hipo-osmdético ou hiper-osmdético), stress de pH (pH sub-
6timo que pode ser acidico ou alcalino), stress de aeracédo
(p.ex, niveis sub-6timos de troca de oxigénio ou géas),
stress mecédnico (p.ex., stress de cisalhamento como aquele
ocorrendo na agitacdo de cultura), stress radiativo, e
stress tdéxico (presenca de um ou mais quimicos ou outros

agentes que inibam o crescimento e/ou metabolismo) Com a
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maioria se ndo a totalidade de tais agentes e condicgbes, é
possivel submeter continuamente ou temporariamente as
células a stress. Por via de ilustracdo, no caso do stress
de temperatura, as células podem ser crescidas a
temperaturas que sdo acima ou abaixo da temperatura 6tima
(tipicamente a temperatura bdtima é a temperatura
fisioldgica normal do animal a partir do qual as células
sdo derivadas), ou as células a serem submetidas a um
choque temporario de temperatura, tal como um chogque a
temperaturas baixas ou um chogque a temperaturas altas.
Exemplos presentemente preferenciais de tais condic¢des de
stress incluem: stress nutricional, tal como limitacdo de
aminodcidos ou soto, a alteracdo dos niveis de aeracdo e
agitacdo, a alteracdo dos niveis osmdéticos (p.ex., usando
hidratos de carbono né&o-metabolizdveis tais como o
sorbitol), e a 1inclusdo de agentes quimicos, tais como
dcidos carboxilicos alifdticos saturados (p.ex, &cidos
propidénico, butirico, isobutirico, valérico e caprdico e

seus sails com bases orgdmicas ou inorgadnicas), diaminas

N,N’-diaciladas (tais como pentametilenobisacetamida,
hexametilenobisacetamida e heptametilenobisacetamida),
compostos orgénicos sulfurosos (tais como
dimetilsulfdéxido), e glucocorticdides (tais Como

hidrocortisona dexametasona, prednisolona, aldosterona,
triamcinolona e corteacotona). Outros agentes incluem
agentes gentotdéxicos tais como carginogénicos quimicos, UV,
choque de temperatura, inibidores metabdlicos da sintese de
DNA (p.ex., hidréxiureia, metotrexato, apidicolina,
fdrmacos que afectam topoisomerases (p.ex., amsacrina,

camptecina, etoposido e novobiocina).

Como acima registado, as células produtoras podem também
ser sujeitas a stress sub-letal por alteracdo do pH. Como
abaixo exemplificado, descobrimos que o stress de pH

induzido por elevacdo do pH do meio ndo apenas aumentou
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AAV, mas também causou uma mudanca dramédtica nas proporcdes
relativas de AAV que foram libertadas do meio de cultura.
Como adicionalmente descrito abaixo, esta técnica pode
assim ser usada para facilitar a purificacdo de AAV como

também aumentar a producdo.

Procedimentos ilustrativos para a otimizacdo da producdo de
AAV através da utilizacdo de varias condicgdes de stress séo
abaixo fornecidas. Como sdo resultados demonstrando que a
aplicacdo de uma variedade de diferentes condigdes de
stress pode ser usada para efetivamente aumentar os niveis

de producdo de AAV

Uso de rAAV para terapia genética

Aqui descritas estdo composicdes de vetores compreendendo
polinucledétidos com uma sequéncia genética terapeuticamente
relevante. Os vetores viricos AAC desta descricdo podem ser
usados para administracdo a um sujeito para propdsitos de
terapia genética. Doencas adequadas para terapia genética
incluem mas ndo estdo limitadas aqgquelas induzidas por
infecdo wviricas, bacterianas, ou parasiticas, varias
condicdes malignas e hiperproliferativas, condicbes

autoimunes, e deficiéncias congénitas.

A terapia genética pode ser conduzida para aumentar o nivel
de expressdo de uma proteina particular no interior de uma
célula ou secretada por ela. 0Os vetores aqui descritos
podem ser usados para modificar geneticamente células seja
por marcacdo genética, substituicdo de um gene ausente ou
defetivo, ou insercéo de um gene terapéutico.
Alternativamente, um polinucledtido pode ser fornecido a
célula para diminuir o nivel de expressdo. Isto pode ser

usado para a supressdo de um fendtipo indesejado, tal como
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o produto de um gene amplificado ou sobrexpresso durante o
curdo de uma condicdo maligna, ou um gene introduzido ou
sobrexpresso durante o curso de uma infecdo microbiana. Os
niveis de expressdo podem ser diminuidos através da
suplementacédo de um polinucledétido terapéutico
compreendendo uma sequéncia capaz de, por exemplo, formar
um hibrido estdvel com o gene-alvo ou o transcrito de RNA
(terapia anti-sense) capaz de atuar como uma ribozima para
clivar o mRNA relevante, ou capaz de atuar como um engodo

para um produto do gene-alvo.

De particular interesse é a correcdo do defeito genético da
fibrose cistica, através da suplementacdo de um regulador
de conduténcia transmembranar da fibrose cistica (CFTR)
funcionante para o epitélio da vida respiratédéria. Afione et
al. (J. Virol. 70:3235, 1996) e Conrad et. al. (Gene
Therapy: in press. 1996) demonstraram estavel transferéncia
genética in vivo do gene CTR ao pulmido de primatas usando
dosagens uUnicas de vetores AAV. Existem uma variedade de
polipéptidos CFTR que sdo capazes de reconstruir as
deficiéncias funcionais CFTR em células derivadas de
pacientes com fibrose cistica. Rich et al., Science, 253:
205 (1991) descreveram um derivado de CFTR com auséncia dos
aminodcidos 708-835, que foi capaz de transportar ibes
cloreto e capaz de corrigir o defeito CFTR de ocorréncia
natural. Egan et al., Nature, 358:581 (1992) descreveu
outro derivado de CFTR (compreendendo cerca de 25
aminodcidos de uma proteina nédo-relacionada seguida pela
sequéncia do CFTR nativo comecando no residuo 119) que foi
também capaz de restaurar as caracteristicas
eletrofisiolédgicas do CFTR normal. Arispe et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89: 1539 (1992) mostrou gque um
fragmento de CFTR compreendendo os residuos 433-586 foi
suficiente para reconstituir um canal de 1ides cloreto

corrigidos em bicamadas lipidicas. Sheppard et al., Cell
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76: 1091 (1994) mostrou que um polipéptido CFTR truncado no
residuo 836 até cerca de metade do seu comprimento era
capaz de construir um canal de 1id0es cloreto regulado.
Assim, vetores AAV com sequéncias codificantes para a
proteina CFTR nativa, e mutantes e fragmentos relacionados,

sdo preferidos.

Também de interesse particular € a correcdo do gene de
supressdo tumoral pb53, localmente defetivo em certos tipos
de tumores, através do fornecimento de um gene pb3 de
funcdo normal ao local do tumor (Huyghe et al., Human Gene

Therapy 6:1403, 1995).

Composicdes agui descritas podem ser usadas in vivo Ccomo ex
vivo. A terapia genética in vivo compreende a administracdo
dos vetores aqui descritos diretamente a um sujeito.
Composicdes farmacéuticas podem ser fornecidas como
solucdes ou suspensdes liquidas, como emulsdes, ou CcOmoO
formas sélidas adequadas para dissolucdo ou suspensido num
liguido antes de uso. Para administracdo no trato
respiratdério, um modo de administracdo preferencial é por
aerossol, usando uma composicdo que fornece um aerossol
sélido ou ligquido gquando wusando com um dispositivo
aerossolizante apropriado. Outro modo preferencial de
administracédo no trato respiratoédrio é usando um
broncoscépio de fibra o6ética para infundir os vetores.
Tipicamente, o0s vetores virais encontram-se num tampdo
apirogénico farmacéuticamente aceitdvel tal como uma
solucdo de Ringer salina ajustada (pH 7,4). Embora néo
requeridas, as composicdes farmacéuticas podem ser
opcionalmente fornecidas numa forma de dosagem unitéria

adequada para administracdo numa quantidade precisa.

Uma quantidade eficaz de virus é administrada, dependendo

dos objetivos do tratamento. Uma quantidade eficaz pode ser
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dada numa dose individual ou dividida. Onde uma baixa
percentagem de transducdo pode curar uma deficiéncia
genética, entdo o objetivo do tratamento ¢é geralmente
atingido ou excedendo este nivel de transducdo. Nalgumas
circunsténcias, este nivel de transducdo pode ser obtido
por transducdo de pelo menos 1 a 5% das células-alvo, mas é

mais tipicamente 20% das células do tipo de tecido

desejado, usualmente pelo menos cerca de 50%,
preferencialmente pelo menos cerca de 80%, mais

preferencialmente pelo menos cerca de 95%, e ainda mais
preferencialmente pelo menos cerca de 99% das células do
tipo de tecido desejado. Como guia, o numero de particulas
viricas presentes numa dose Unica dada por broncoscopia
serd geralmente de pelo menos cerca de 1 x 10°% e é ais
tipicamente 5 x 10°, 1 x 10'°, e em algumas ocasides 1 x
10** particulas, incluindo tanto particulas resistentes a
DNAse e suscetiveis a DNAse. Em termos de particulas
resistentes a DNAse, a dose encontrar-se-& geralmente entre
1 x 10° e 1 x 10%* particulas, mais geralmente entre cerca
de 1 x 10° e 1 x10% particulas. O tratamento pode ser
repetido tantas vezes quanto as desejadas a cada duas ou
trés semanas, como requerido, embora o tratamento a cada

180 dias possa ser suficiente.

A eficédcia da modificacdo genética pode ser monitorizada
por varios critérios. Amostras removidas por bidpsia ou
excisdo cirurgica podem ser analisadas por hibridizacdo in
situ, amplificacdo via PCR usando sondas especificas para
vetores, protecdo por RNAse, imunohistologia, ou contagem
de células imunofluorescentes. Quando o vetor é
administrado por broncoscopia, os testes de funcdo pulmonar
podem ser realizados, e a lavagem brdénqgquica pode ser
avaliada quanto a presenca de citocinas inflamatdérias. O
sujeito tratado podem também ser monitorizados para as suas

propriedades clinicas, e para determinar se as células
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expressam a funcéao desejada a ser veiculada pelo

polinucleétido terapéutico.

A decisdo sobre o uso de terapia in vivo ou ex vivo, e a
selecdo de uma composicdo particular, dose, e via de
administracdo ird depender num numero de diferentes
fatores, incluindo mas ndo estando limitado as propriedades
da condicdo e do sujeito a ser tratado. A avaliacdo de tais
propriedades e o design de um regime terapéutico apropriado
¢ ultimamente da responsabilidade do profissional de salde

prescritor.

A presente descricdo fornecer, inter alia, métodos para a
producdo de preparacdes de alto titulo de vetores AAV
recombinantes que sdo substancialmente livres de virus
adjuvantes (p.ex., adenovirus) e proteinas celulares. Seréa
entendido que as variacdes possam ser aplicadas a esses
métodos por aqueles habilitados no estado da técnica sem

fugirem ao espirito e dmbito desta invencgéo.

Os exemplos abaixo apresentados sdo fornecidos como um guia
adicional a um profissional de satde ou alguém habilitado
no estado da técnica, e ndo pretendem ser de modo algum

limitativos.
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EXEMPLOS

EXEMPIO 1

PRODUGAO ILUSTRATIVA DE VETORES AAV RECOMBINANTES USANDO UM
VIRUS ADJUVANTE WILD-TYPE (AD5) E UM VIRUS ADJUVANTE
SENSIVEL A TEMPERATURA (AD TS149)

Este exemplo ilustra o uso de um virus adjuvante wild-type
(Ad5) e um virus adjuvante sensivel a temperatura (Ad
ts149) para fornecer funcdes adjuvantes para a replicacéo
de uma particula de vetor AAV recombinante compreendendo um

gene terapéutico modelo.

O plasmideo ptgAAVCE consiste de um ITR AAV2 a esquerda; um
cDNA de comprimento total do regulador transmembranar de
fibrose cistica, uma sequéncia sintética poliadenilada
baseada na sequéncia de poliadenilacdo murina B-globulina,
as sequéncias AAVZ2 “a Jjusante” das sequéncias cocificantes
cap; e a ITR AAV2 a direita num esqueleto do plasmideo
PBR322 (Afione et al., 1996). O plasmideo pGEM-RSH
associado ao empacotamento foi derivado do plasmideo
pHIVrep (Antoni et al., 1991) e consiste das regides U3 e R
de HIV-1 LTR; as regides rep e cap de AAV2 incluindo os
promotores pl9 e p40; as sequéncias dos plasmideos pBR322 3
PGEM para replicacdo bacteriana e selecdo; e uma pequena
regido de DNA Alu humano repetitivo celular a montante de

HIV LTR.

Adenovirus tipo 5 foi crescido de um stock obtido a partir
da American Type Culture Collection (Rockville, Md).
Adb5tsl149 (Ensinger et al., J. Virol. 10:328, 1972) foi
obtido de Harold S. Ginsberg.
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Os stocks wutilizados de AdS e Ad5tsl49 (tsld9) foram
produzidos a 37°C e 32°C; respetivamente, através da
infecdo de células 293-1 a uma multiplicidade de infecé&o
(MOI) de 5 e 1; respetivamente. Apbds 4 horas as culturas
foram alimentadas com meio fresco e incubadas a 37°C numa
incubadora de CO; 10% humidificada. Apds setenta e duas
horas, as células foram removidas, centrifugadas a 1000 g a
15°C e ressuspensas em PBS contendo 0,1 g/L de MgCl, e 0,1
g/L CaCl,. A suspensdo celular foi entdo congelada e
arrefecida trés vezes, lisada trés vezes através de uma
agulha de seringa calibre 18 e clarificada por
centrifugacdo a 1000 g a 15°C. O lisado clarificado foi
entdo tratado com DNase I a um concentracdo final de 2
mg/ml durante 30 minutos a 37°C. O lisado tratado foi
colocado num passo descontinuo de gradiente de CsCl em agua
compreendendo 4,0 ml de CsCl (1,25 g/cm?) colocada sob 2,0
ml de CsCl (1,40 g/cm’) em &gua e centrifugada a 35 000 rpm
durante 1 a 2 horas num rotor Beckman SW4l. A banda de
adenovirus de cada tubo foi removida, conjugada e diluida
em 1,35 g/cm’ CsCl em &gua e centrifugada overnight a 35
000 RPM num rotor Beckman SW55. A banda de adenovirus foi
conjugada, ajustada a glicerol 10% e dializada
extensivamente contra tampdo Tris 10 mM pH 7,5 suplementado

com 1,0 mM MgCl, e glicerol 10%.

células 293-1 (ATCC CRL 1573) foram mantidas em Frascos-T
numa incubadora de CO, 10% humidificada em meio DMEM com
alto teor de glucose (JRH) suplementado com 10% soro fetal
bovino (FBS, Hyclone). Para este exemplo, as células 293-1
foram inoculadas a 4,4 x 10° células/cm® em frascos de
cultura de tecidos com DMEM suplementado com 10% FBS e 2,0
mM L-glutamina, e incubados por vinte e quatro horas a 37°C

numa incubadora de CO, 10% humidificada.
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As células (cerca de 10’ células por frasco) foram entao
infetadas com stocks de Ad5 ou tsl49 durante 1 hora a uma
MOI de 5, seguida por transfecdo transiente do vetor e
plasmideos associados ao empacotamento. Co-transfecdao
transiente do plasmideo vetor ptgAAVCF e do plasmideo
adjuvante pGEM-RS5 foi realizada usando LIPOFECTAMINA™
(Gibco). Nesse processo, 37,5 ng de cada plasmideo
conjuntamente com 150 pl LIPOFECTAMINE™ foram misturados e
diluidos em 4,75 ml de MEM desprovido de soro. O indculo
adenovirico foi removido e a mistura plasmideo-
LIPOFECTAMINA™ foi adicionada as c¢élulas e incubadas
durante quatro horas numa incubadora de CO; 5% a
temperatura apropriada. The mistura plasmideo-
LIPOFECTAMINA™ foi removida da cultura apds quatro horas e

substituida por meio fresco.

Células infetadas com virus wild-type foram cultivadas a
37°C e células infetadas com Adtsl49 foram incubadas a
39,5°C. Apdés 72  horas, as células foram recolhidas,
centrifugadas e ressuspensas em 10 mM Tris pH 7,5. A
suspensdo foi entdo lisada por sonicacdo num banho de gelo-
agua usando um sonicador Branson de sonda ultrasédnica
utilizado por pulsos de 15 segundos e ensaiado para rAAVCFE

e producdo adenovirica.

0O seguinte exemplo ¢é fornecido para propdsitos de

referéncia apenas e nédo faz parte da invencéo.
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EXEMPIO 2

QUANTIFICAGCAO DOS TITULOS DE RAAV E ADENOVIRUS EM
PREPARAGCOES DE VETORES

Lisados celulares do exemplo anterior foram analisados para
a producdo do vetor rAAVCE pelo ensaio de replicacédo C37 e
analisados para a producdo de adenovirus pro hibridizacédo

slot-blot.

HelLa C37 foi construido para permitir expressdo induzivel
de proteinas AAV rep para a replicacdo de vetores rAAV.
Sucintamente, uma cassete AAV de expressdao rep/cap
consistindo do promotor I metalotioneina murino, genes AAV2
rep e cap e local de terminacdo de transcricdo AAV foi
construido. Também incluido no plasmideo foi o gene de
resisténcia a neomicina sob o controlo do promotor precoce
SV40, pequeno intrdo T de SV40 e sinal de poliadenilacéo
SV40. Células HelLa foram transfetada com o plasmideo e
clones foram selecionados em G418. Um painel de clones foi
rastreado por um ensaio de amplificacdo de vetor rAAV. Um
clone, (€37, demonstrou amplificacdo consistente e dose-
dependente do vetor rAAV seguido por transducdo e infecdo

por adenovirus.

A detecdo do vetor de replicacdo ¢é acompanhada por
isolamento de DNA seguido por hibridizacdo a uma sonda
CFTR. Em detalhe, células Hela C37 foram inoculadas a 4,4 x
10* células/cm’ em frascos de cultura de tecidos com DMEM
suplementado com 10% FBS e 2,0 mM L-glutamina e incubadas
por vinte e qguatro horas a 37°C numa incubadora
humidificada a 5 % CO,. As células foram entdo inoculadas
com adenovirus (MOI = 5) e diluicbes da amostra de rAAVCE

durante 72 horas. As células foram recolhidas por raspagem
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e preparadas para andlise Souther blot. O DNA celular total
foi preparado, digerido com EcoRI, submetido a eletroforese
em 1% de gel de agarose, transferido a uma membrana 66 de
nylon seguida por hibridizacdo com um fragmento de
restricdo de c¢DNA CFTR humano marcado com °P. Esta sonda
deteta um fragmento de aproximadamente 1,5 kb de um vetor
AAVCEF (correspondendo ao fragmento EcoRI 1,488 kb
previsto). A replicacdo do vetor foi quantificada por uma
banda de CFTR gendémica enddbgena e é expressada em unidades
de replicacdo. Uma unidade de replicacdo (RU) é definida
como uma intensidade de sinal equivalente a da banda CFTR
gendmica enddgena que é de aproximadamente 1,8 kb. Nalgumas
experiéncias, a regressdo linear de padrdes de vetores
conhecidos serialmente diluidos foi usada para extrapolar e
calcular a concentracdo dos vetores nas amostras.

O slot blot de DNA adenovirico foi conduzido como se segue.
Aliquotas das amostras foram desnaturadas em 0,4M NaOH, 10
mM EDTA com 1,0 pg/ml de DNA de esperma de salmdo a 65°C.
As amostras e os padrdes de adenovirus foram diluidos e
filtrados em membranas de nylon usando uma cdépia slot blot
e lavadas com 0,4M NaOH. O filtro foil hibridizado com uma
sonda marcada com 2P correspondendo & sequéncia genética
E1A adenovirica. O genoma AdS5 completo estda disponivel na
base de dados Genbank sob o cdédigo de acesso X02996. Usamos
um fragmento de 1 kb Sspl-Xbal (correspondendo aos
nucledtidos 339-1339) e analisamos os blots num leitor de
fésforo (Molecular Dynamics). Um genoma equivalente foi

considerado ser equivalente a uma particula adenovirica.

A Figura 1 mostra os resultados do ensaio de
replicacdo para o vetor rAAVCEF em lisados preparados
com Ad5 ou tsl49 a temperaturas permissivas (37°C) e
ndo-permissivas (39,5°C) . A producédo do vetor

recombinante foi auxiliada por tsl149 a 39,5°C mas a
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produtividade foi aproximadamente 2 a 3 vezes inferior

a de Ad>S.

Figura 2 mostra os resultados do ensaio slot blot para
determinar a quantidade de adenovirus. A producdo de
genomas adenoviricos foi reduzida em 3-4 logs através
do uso de um mutante sensivel a temperatura quando

comparado com a variante wild-type.

EXEMPIO 3

OPIMIZAGAO DA FUNGCAO ADJUVANTE PARA MELHORAR A PRODUGAO DE
RAAV

Este exemplo ilustra varias tentativas para melhorar o
nivel de rAAV obtido quando wusando virus adjuvantes
sensiveis a temperatura. Niveis de infecdo crescentes do
virus adjuvante ndo se revelaram Uuteis, mas ajuste da

cinética foli surpreendentemente eficaz.

Os efeitos do aumento da multiplicidade de infecdo na
producdo de vetores foram primeiramente analisados. Células
293-1 foram infetadas com Ad5 a uma MOI de 5 ou tsld49 a
vdrios MOI, seguidos por co-transfecdo transiente com

vetores e plasmideos associados ao empacotamento.

Apds 72 horas, as células foram lisadas e analisadas para a
producdo de vetores rAAVCE por um ensaio de replicacdo do
vetor C37 e analisadas para a producdo adenovirica por
hibridizacdo slot-blot. Num ponto de amostragem adicional
as 96 horas foram recolhidas células infetadas com tsl49 a

uma MOI de 5.
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A Figura 3 mostra os resultados do ensaio de replicacgéo
rAAVCF conduzido em lisados celulares preparados com tsl49
a varios MOI. Aumentando o MOI de tsl49 n&o restaurou a
produtividade dos vetores a niveis observados com Ad5 (como
mostrado pela intensidade na banda de hibridizacdo a 1,4
kb). Contudo, o nivel mais elevado de producdo de vetor foi
observado no ponto de amostragem @ A4s 96 horas. A
concentracdo de tsl49 no lisado detetada por analise slot
blot aumentou com o aumento de MOI, mas permanecendo 3 a 4

logs abaixo do apresentado por AdbS.

Apds a observacdo da produtividade de vetor aumentada com
ts149 as 96 horas na experiéncia anterior, um estudo em
funcdo do tempo e da cinética de producdo foi realizado.
Células 293-1 foram infetadas com Adb ou tsl49 a uma MOI de
5, seguida por co-transfecdo transiente com vetores e
plasmideos associados ao empacotamento. As células
infetadas com Ad5 e tsl149 foram cultivadas a 37 °C e 39,5
°C; respetivamente, durante 6 dias. Os lisados dos dias 3,
4, 5 e 6 foram analisados quanto a producdo de vetores por
um ensaio de replicacdo do vetor e analisada gquanto a

adenovirus por hibridizacdo slot-blot.

A Figura 4 ilustra a cinética da producdo de vetores. As
barras sbélidas representem lisados produzidos usando AdS
wild-type como adjuvante; barras com padrdo representam
lisados produzidos usando tsl49 como adjuvante. A producédo
maxima de vetor quando usando Ad5 foi de ~2,0 x 10° RU/ml,
com um pico ao dia 4. Neste ponto de amostragem, a producédo
do vetor usando tsl49 foi menos do que ~0,3 x 10° RU/ml. No
dia 5, contudo, existiu uma alteracdo dréstica na eficéacia
relativa dos dois virus adjuvantes. A producdo do vetor
auxiliada por Ad5 desceu até abaixo dos 0,3 x 10° RU/ml. Em

contraste, a producdo do vetor auxiliada por ts 149 subiu
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acima de 2 x 10° RU/ml. Os niveis gendémicos adenoviricos
observados quando usando tsl49 foram significativamente

mais baixos que os de Ad5.

0O seguinte exemplo ¢é fornecido para propdsitos de

referéncia apenas e ndo faz parte da invencéo.

EXEMPLO 4

TECNICAS DE ENSAIO DE ALTA EFICIENCIA DE TITULOS VIRAIS

Os stocks de adenovirus sensiveis a temperatura e wild-type
usados nos exemplos anteriores foram produzidos em células
293-1 em frascos de cultura de tecidos. Neste exemplo, os
niveis de adenovirus a serem produzidos por células 293-1
foram quantificados por ensaio TCIDsg ou por ensaio de

infecciosidade.

O ensaio TCIDsy foi conduzido como se segue: 1,0 x 10°
células 293-1 foram plaqueadas numa microplaca de 96-pocos
e infetadas com diluicdes seriadas de stock adenovirico e
permitidas incubar a 37°C numa incubadora de CO, 5%
humidificada. Oito réplicas de 100 pl para cada diluicéo
foram inoculadas nas células. Trés dias apds a infecdo as
células foram fixadas com metanol, lavadas com PBS e
coradas com anticorpo anti-exdao conjugado a FITC
(Biodesign) seguido por marcacdo com iodeto de propidio
para visualizar o ntucleo da célula. Apds lavagem com PBS, a
placa foi examinada num microscépio de fluorescéncia e
avaliada quanto a presenca de células contendo exdo. O
titulo final foi <calculado usando uma distribuicdo de
Poisson. Uma diluicdo de virus que produz 50% de amostras

replicadas com exdo positivo possui 0,5 IU/100 ul de



90

indéculo e 10 (fator de conversdo para mL) para originar o

titulo infecioso final por mL.

Um ensaio de infecciosidade microtitulo de alta-eficéncia
para mediar os virus infeciosos foi conduzido como se
segue. Aliquotas (10 mnl) de sobrenadantes sem células
serialmente diluidas foram inoculadas em células Hela
crescidas em microplacas de 96-pocos. Apds trés dias, as
células infetadas foram tratadas e lisadas com uma solucédo
de desnaturacdo adicdo de 1/10 do volume de 4,0 M NaOH, 10
ng/ml DNA de esperma de salmido e 100 mM EDTA). O lisado foi
transferido para uma placa Silent Monitor BiodyneB (Pall) e
filtrado por vacuo para uma membrana de nylon. A membrana
foi lavada, desnaturada, hibridizada com com fragmento de
restricdo cDNA ElA adenovirico marcado com 32° e analisado
num leitor de fdésforo (Molecular Dynamics). Analise de
regressdo linear de padrdes de adenovirus gserialmente
diluidos foi usada para calcular os titulos de adenovirus
infeciosos em amostras, usando padrdes de adenovirus

titulados pelo ensaio TCIDsg.

A produtividade especifica de virus foi calculada por
normalizacdo dos titulos viricos infeciosos no lisado
relativamente ao numero de células agquando do tempo de

infecdo. Os resultados sdo apresentados na Tabela 1:
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TABELA 1: Produgdo de adenovirus
"gaéHggggagmiiHﬂgmmnﬁggaHEI;Iagaé ..................................... ﬁﬂgé{g .................................
celulariespecifica (IU/células)
Ad5 293-1 1125 TCIDsg
HeLa S3:1400 TCIDsg
,Aagégizgmwmgégri ........... iamwmwmwmwwwwmwmwmwwmwmmfaiﬁ; ...................................
293-1 16 infecciosidade |
microtitulo
"5§§fi ........... ié .............................................................................. i;féégigggéé&g”
microtitulo
293-1 10 infecciosidade!
microtitulo

Estes resultados mostram que a producdo especifica de
Adtsl49 em células 293-1 foi um a dois logs abaixo da de
AdS5.

Uma preparacdo de virus AdS de titulo conhecido mostrou uma
gama linear estendendo-se de 12,5 a 500 IU/poco com base
numa regressdo linear de um ensaio de 1infecciosidade
microtitulo.

Combinando um ensaio de infecciosidade viral com um formato
de ensaio de microtitulo como acima descrito resultou numa
técnica que é simultaneamente rdpida e quantitativa, e que

¢ altamente adequada a automacédo.

O ensaio de infecciosidade de alta-eficiéncia como acima
descrito pode também ser aplicado na andlise de outros
virus (p.ex., rAAV r wtAAV). O ensaio pode ser realizado
essencialmente como acima descrito usando células mamérias

apropriadas (p.ex, células HelLa C37 para rAAV e células 293
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para wtAAV) e sob condicdes permissivas para a replicacédo
do wvirus a ser analisado (p.ex., na presenca do virus
adjuvante para rAAV e wtAAV); e entdo os lisados podem ser
preparados e &acidos nucleicos nos referidos lisados podem
ser transferidos para uma membrana como acima descrito. A
hibridizacdo da membrana contendo o conjunto de &cidos
nucleicos combinados (cada conjugacdo a ser libertadas das
células do poco de cultura correspondente) ¢é tipicamente
realizada com uma sonda especifica para virus adequada
(p.ex., uma sonda especifica para AAV rep e/ou cap pode
ser usada para detetar wtAAV, ou uma sonda especifica para
um transgene inserido pode ser usada no caso de um vetor

AAV recombinante).

O ensaio de 1infecciosidade de alta-eficiéncia acima
descrito exibiu uma resposta linear na determinacdo de
titulos de <rAAV ao longo de uma faixa relativamente
alargada de concentracdes. Por exemplo, quando uma
preparacdo virica de conhecido titulo (como determinado por
um ensaio de infecciosidade modificado) foi diluida
serialmente 1:2, comecando com 2400 unidades de infecdo ou
"IU"/poco, e usada como padrdo para a determinacdo do
titulo de duas preparacdes purificadas de tgAAVCFEF de titulo
desconhecido cada uma das quais foi serialmente diluida
1:5, 0o ensaio de microtitulo mostrou uma gama de
linearidade estendendo-se de 75 a 600 IU/poco com base numa
regressdo linear. A determinacdo do titulo de wtAAV
preferencialmente empregou um formato de diluicdo limitante
(por exemplo, quando oito diluic¢des limitantes seriais de
uma preparacdo wtAAV de titulo conhecido foram analisadas,
o titulo determinado pelo ensaio de microtitulo foi
essencialmente o mesmo que o determinado pelo ensaio TCIDgg

estandardizado, 3 x 10° IU/ml).
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Seja com diluicdo limitante ou por comparacdo com um padrio
conhecido, um titulo wvirico infecioso pode ser determinado
correspondendo aos titulos determinados por técnicas mais
classicas (p.ex., o ensaio de infecciosidade ou a anéalise
TCIDsp). Além do seu uso na determinacdo de titulos
viricos, este ensaio de infecciosidade de alta-eficiéncia
tem muitos outros usos, incluindo, mas ndo estando limitado
a, rastreio de linhas <celulares permissivas e né&o-
permissivas para replicacdo virica e infecciosidade (p.ex.,
através da inclusdo de 1linhas celulares mamarias ou
variantes relacionadas em diferentes pocos de um conjunto
microtitulo); assim como o rastreio de agentes que afetam a
replicacdo virica (p.ex., através da inclusdo de varios
agentes em diferentes pocos de um conjunto microtitulo como
acima descrito e determinar os efeitos dos agentes do
titulo infecioso resultante do virus. Entre outras coisas,
a capacidade para rapidamente rastrear agentes oi condigdes
que aumentam a infecciosidade e/ou replicacdo viral ¢é
particularmente Util no contexto do desenvolvimento ou
otimizacdo da producdo de vetores viricos. Por outro lado,
a capacidade para rapidamente rastrear agentes ou condigdes
que limitam a infecciosidade (replicacdo virica €& de
extrema utilidade no contexto de identificacéo de
terapéuticas anti-viricas.

0O seguinte exemplo ¢é fornecido ©para propdsitos de

referéncia apenas e nédo faz parte da invencéo.
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EXEMPIO 5

DESENVOLVIMENTO DE CULTURAS EM SUSPENSAO PARA A PRODUGAO DE
VIRIS ADJUVANTES

O exemplo anterior mostra que os niveis de adenovirus
sensiveis a temperatura produzidos por técnicas de cultivo
convencionais s&do baixos. Isto limita a capacidade para de
usar adenovirus sensiveis a temperatura como adjuvantes na
producdo de vetores AAV. O presente exemplo fornece um
método melhorado que permite a producdo de adenovirus
sensiveis a temperatura em gquantidades muito mais elevadas.
Central ao desenvolvimento é o uso de células hospedeiras

crescidas em culturas em suspensédo.

As células 293 N35 e Hela 353 sdo variantes de crescimento
em suspensdo da linha celular 293-1 de rim embrionario
humano e da linha celular Hela do carcinoma epitelial
humano, respetivamente. A cultura em suspensédo foi
realizada em frascos rotativos de 500 ml (Bellco) com
volumes de 250 a 300 ml. Células Hela S3 (ATCC 2,2-CCL)
foram mantidas em DMEM/F-12 com 15 mM HEPES suplementado
com 7,5% FBS e 2,0 mM L-glutamina. As células 293-1 N3S
(Microbix Biosystems Inc.) foram passadas em meio Joklik
MEM suplementado com 7,5% FBS e 2,0 mM L-glutamina. Os

frascos rotativos foram agitados a 50-65 RPM.

A performance de crescimento foi avaliada na seguinte
experiéncia, com as células 293 N3S e Hela S3 a serem
passadas serialmente em suspensdo em replicados em frascos
rotativos de 500 mL com monitorizacdo do crescimento e
viabilidade <celular. Os frascos foram inoculados a
densidades celulares de 2 a 5x10° células/ml e depois

cultivados durante 2 a 3 dias. Para controlar as diferencas
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nas densidades de plaqueamento, os niveis de duplicacédo das
populacdes (PDLs) foram comparados para as réplicas de
cultura. O PDL médio foi de 2,0 + 0,49 (média £ DP) e 1,1 &
0,62 para células HelLa S3 e 293 N3S; respetivamente (n=14).
Numeros de duplicacéo celular mais elevados foram
consistentemente observados com as células HelLa S3. A
morfologia celular em suspensdo revelou-se dramaticamente
diferente para as duas linhas celulares. As células Hela
crescem como células isoladas ou pequenos agregados. Em
contraste, as células 293 N3S formaram grandes agregados de
50 a 100 células cada. Numeros significativos de células
ndo-viadveis foram observados no centro dos agregados
maiores. 0Os stocks foram cultivados por centrifugacédo
seguida por leve disrupcdo com uma pipeta libertando as
células ndo-viéaveis dos agregados. As viabilidades
celulares iniciais de 293 N3S em cultura foram

consistentemente mais baixas quando comparadas com Hela S3.

Baseados no crescimento celular, viabilidade e morfologia
em suspensdo, a linha celular HelLa S3 foi selecionada para
desenvolvimento adicional do processo. O crescimento e
viabilidade a temperaturas permissivas foi avaliado. As
células HelLa S3 foram plaqueadas em frascos rotativos de
500 ml a 5 x 10° células/ml, e monitorizadas diariamente

durante 7 dias.

A Figura 5 mostra a densidade de células viaveis (VCD) de
células Hela S3, crescidas a 32°C (quadrados) e 37°C
(circulos). As barras prdximas dos pontos de amostragem a
32°C indicam a a gama de valores observados em réplicas de
frascos rotativos de 500 mL. As células crescidas a 37°C
apresentaram um pico a 2,5 x 10° células/ml no dia 5,
enquanto células crescidas a 32°C apresentaram um pico a 2

x 10° células/ml no dia 6. A viabilidade (como determinada
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por exclusdo de azul de tripano) foi de pelo menos 90% ao

longo do ensaio.

Filtracdo de fluxo tangencial ou filtracdo de fluxo cruzado
¢ uma técnica versatil para uma grande variedade de
aplicacdes Dbiofarmacéuticas de larga-escala incluindo
concentracéao e remocao de células, concentracao de
macromoléculas e troca de meio/tampdo. O processamento de
fluxo tangencial é requerido para a concentracdo de células
para infecdo e para a recolha de células infetadas a uma

larga-escala.

O efeito do disrupc¢do laminar na viabilidade celular por
filtracdo de fluxo tangencial foi avaliado através da
concentracdo e diafiltracdo de células HelLa S3. As células
HeLa S3 foram inoculadas a uma densidade de 4 x 10°
células/ml em Dbiorreatores Applikon de 3 1litros e
cultivadas a 2 x 10° células/ml em DMEM/F-12 com 15 mM
HEPES (JRH) suplementado com 7,5% FBS, 2,0 mM glutamina, 1
X MEM aminoéadcidos. 1 X meio MEM né&do-essencial aminoécidos,
0,1% Pluronic poliol F-68 e 2g/L glucose. O volume
utilizado do biorreator foi de dois litros. O oxigénio
dissolvido, pH, temperatura, e agitacdo foram controlados a
60% (relativamente a saturacdo do ar), 7,2, 37°C e 100

rpm; respetivamente, usando um sistema de controlo FERMCON'

(Scius Corporation).

Experiéncia de filtracdo de fluxo tangencial foram
realizadas com membranas de fibras ocas de mistura de
celulose-éster (Microgon) O tamanho do poro e a &area de
superficie foi de 0,2pm e 725 cm’; respetivamente. Um
filtro de 0,2 um foi selecionado para reter células
enquanto permite a passagem do meio de cultura. As células
foram bombeadas (Cole Palmer) através do didmetro interno

das fibras ocas. As taxas de recirculacido foram ajustadas
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para fornecerem taxas de cisalhamento de 750 e 1500 see™t,

Uma vez tendo sido estabelecido o fluxo cruzado, controlo
de fluxo de permeacdo de 30 e 90 ml/min; respetivamente,
foi obtido com uma bomba (Cole Palmer) localizada na linha
de permeacdo. Durante a concentracido de células, a remocdo
da permeacdo continuou até que a concentracdo aumentada
desejada fosse obtida. Durante a diafiltracdo, a entrada de
meio no biorreator foi ativada até que a troca de meio
desejada fosse obtida. As células viaveis foram contadas

antes e apds cada tratamento.

A Figura 6 mostra as curvas do grafico para as células Hela
33 antes e apds o processamento de fluxo tangencial numa
experiéncia exemplificativa. Dois litros de células foram
cultivados em biorreatores de 3 litros. No dia 3 (seta), as
células foram concentradas sete vezes a partir do volume
utilizado de 2 litros, diafiltradas contra seis volumes de
meio de crescimento e devolvidas ao volume utilizado
original. Os resultados mostram que as células n&o foram
danificadas por cisalhamento de 750 sec™® (quadrados) e

1500 sec™ (circulos), e continuaram a crescer até elevadas

densidades celulares.

Culturas em suspensdo de células HelLa 83 foram entéo
testadas como células hospedeiras para a producdo de tsl49,
ou a sua capacidade em culturas em suspensdo de 300 ml foi
investigada. Células Hela S3 de culturas em suspensédo de
300 ml (1x10° células/ml) foram centrifugadas, concentradas
e infetadas com tsl149 (MOI = 3). Apds 1 hora, a cultura foi
transferida para um frasco rotativo, ressuspensa em meio e
cultivada durante 7 dias a 32°C. As células HelLa S3
continuaram a crescer desde cerca de 1 x 10° células/ml no
momento da infecdo até cerca de 2 x 10° células/ml no dia

5. A viabilidade decresceu ~60 % no dia 7.
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A Figura 7 mostra a producdo de tsl49 por culturas de
células Hela S3. A cultura foi amostrada diariamente, e o0s
lisados foram preparados por congelamento/descongelamento
para a analise da producdo virica pelo ensaio de
infecciosidade adenovirica. A producdo de wvirus atingiu
~4,5 x 10" IU/ml de cultura aproximadamente no dia 3-5. No
dia 7, as células foram recolhidas por centrifugacéo,
ressuspensas em tampdo TMEG e lisadas por microfluidizacéo
(MF). O titulo infecioso do lisado microfluidizado foi
comparavel aquele da amostra do lisado
congelado/descongelado indicando gque a recuperagdo por
microfluidizacéo é comparavel a dos métodos de

congelamento/descongelamento.

0O seguinte exemplo ¢é fornecido ©para propdsitos de

referéncia apenas e nédo faz parte da invencéo.

EXEMPLO 6

METODO MELHORADO DE PURIFICAGAO PARA A PRODUCAO DE BIRUS
ADJUVANTES SENSIVEIS A TEMPERATURA (AD TS149)

A purificacdo usando gradientes de CsCl & onerosa para a
producéo em larga-escala. Este exemplo ilustra a

purificacdo de tsl49 por cromatografia de troca idnica.

A cromatografia foi realizada num sistema de cromatografia
Perseptive Biosystem BIOCAD™. A resina usada foi uma resina
de troca aniénica & base de polietileneimina (PI) (POROS"
50 PI). A coluna foi equilibrada com TMEG (50 mM Tris, pH
8,0, 5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 5 % glicerol). A cromatografia
foi monitorizada em tempo-real para pH, condutividade e

densidade déptica a 280 nm.
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Suspensdes celulares de células HelLa S3 infetadas com tsl149
a uma MOI de 2 foram recolhidas e centrifugadas. O pellet
foi ressuspenso em TMEG e lisado por cavitacdo a 3000 PSI
usando um microfluidizador (Microfluidics). O lisado foi
clarificado por filtracdo através de um filtro de seringa
de 5 pm (Millex SV) seguido por um filtro de seringa de
0,45 pm (Acrodisc). O lisado clarificado foi adicionado a
uma coluna de troca aniénica de 1,6 ml POROS 50 PI a 1
ml/min. A coluna foi lavada com 10 volumes de coluna de
TMEG com 900 mM NaCl, e o tsl1l49 foi eluido com um gradiente
linear de 900 a 1300 mM de NaCl. Fracdes de 0,5 ml foram
recolhidas e analisadas por ensaio de infecciosidade e slot

blot para a presenca de adenovirus.

A Figura 8 mostra os resultados do ensaio de infecciosidade
conduzido em fracdes de coluna consecutivas. A maioria dos
adenovirus infeciosos foi encontrada nas fracdes 26 a 28,
coincidentes com o pico de absorvancia eluindo a cerca de
100 ms a aproximadamente 25 minutos. O tsl49 foi eluido
imediatamente antes do pico maior a concentracdes de sal
mais elevadas. Ou ensaios de infecciosidade e slot blot
conduzidos em paralelo confirmaram que particulas e virus

infeciosos estavam presentes das mesmas fracdes do pico.

As fracdes do pico do lisado e PI foram também analisadas
para a proteina total pelo método de Bradford. A
concentracdo de proteina foi de 1,8 mg/ml no lisado e menos
do que 30,0 wnpg/ml no conjugado PI. Os virides foram
separados da maioria das proteinas celulares num passo
tnico e eluidos como um pico Unico. 0Os virides mostraram
uma afinidade muito elevada para a matriz PI, como
evidenciado pela concentracdo de sal relativamente alta

requerida para os eluir da coluna.
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Um método de producdo em larga-escala para a producdo de
virus adjuvantes sensiveis a temperatura pode incorporar
todas as melhorias descritas nestes exemplo. Numa
ilustracédo, a ©producdo de virus iria compreender o©s

seguintes passos:

e Cultura de células em suspensdo num biorreator
e Concentracdo/Troca de meio

e Infecdo com virus adjuvantes

e Producdo de virus

e Recolha: Concentracdo/Diafiltracéo

e Lise por microfluidzacéo

e Cromatografia de troca-idbnica com PI

e Concentracdo/Diafiltracédo

e Filtracdo esterilizada

Este tipo de abordagem ¢é integralmente escalavel e

adaptéavel as Boas Préticas de Producéo.

Ilustracdes adicionais exemplificativas de tais técnicas

sdo abaixo fornecidas.

0O seguinte exemplo ¢é fornecido para propdsitos de

referéncia apenas e nédo faz parte da invencéo.
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EXEMPLIO 7

COMPARAGCAO DOS PROCESSOS DE PRIMEIRA E SEGUNDA GERAGAO PARA
A PRODUCAO DE VIRUS ADJUVANTES

A. Produgdo e Processamento Ilustrativos de Primeira

Geragdo de Virus Adjuvantes

Num processo exemplificativo de “primeira geracdo” para a
producdo de virus adjuvantes, <células mamédrias foram
crescidas em 40 frascos T225, e depois infetadas com Ad5 a

uma MOI de cerca de 1.

Apbds incubacdo, as células recolhidas por centrifugacdo, e
lisadas por congelamento-descongelamento e passagem através
de uma agulha de seringa. O lisado foi sujeito a tratamento
com DNAse I e depois corrido num passo em gradiente de CsCl
e gradiente isopicnico. O material purificado foi dializado

e esterilizado por filtracéo.

Usando este processo de ©primeira geracéao, obtivemos
aproximadamente 1x10'? particulas (ou aproximadamente 1x10'*

unidades infeciosas) a partir de 4x10° células.

B. Produg¢do e Processamento Ilustrativos de Segunda Geragéo

de Virus Adjuvantes

Num processo exemplificativo “segunda geracdo” para a
producdo de virus adjuvantes, células mamarias (HeLa S3),

foram crescidas em biorreatores de 10 1litros, e depois
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infetadas com Ad5 (da ATCC, subsequentemente purificadas em
placa com células 293, serialmente expandidas em células
HelLa S3 e duplamente purificadas por centrifugacdo em
gradiente de CsCl) a uma MOI de cerca de 1. Apds incubacéo,
as células foram concentradas e recolhidas por
diafiltracdo, e lisadas por microfluidizacdo. O lisado foi
sujeito a tratamento como benzonase (nuclease) e depois
filtrado. O filtrado foi entédo corrido numa coluna de troca
anidénica (PI), concentrado e diafiltrado, e finalmente

esterilizado por filtracéo.

Usando este processo de segunda geracao, obtivemos
aproximadamente 1x10'% particulas (ou aproximadamente 5x10%?

unidades infeciosas) das 1x10'" células.

A Figura 9 ilustra os resultados do processamento “a
jusante” do virus adjuvante usando cromatografia de troca
anibénica como acima descrito. Barras: atividade viral
medida num ensaio de infecciosidade; 1linha sdélida: Ajgo;

linha a tracejado: condutividade do tampdo (ms).

Como ¢é aparente da comparacdo do fracionamento da atividade
virica versus absorvadncia A280, estes procedimentos de
processamento resultara numa separacdo substancial do virus
adjuvante relativamente ao grosso dos materiais
contaminantes que seria expectédvel conterem proteinas

celulares e &cidos nucleicos.
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EXEMPLO 8

COMPARAGAO DOS PROCESSOS DE PRIMEIRA E SEGUNDA GERAGCAO PARA
A PRODUGAO DE VETORES AAV RECOMBINANTES

A. Produgcdo e Processamento Ilustrativos de Primeira

Geracdo de rAAV

Num processo exemplificativo de “primeira geracdo” para a
producdo de vetores rAAV, células mamarias foram descridas
em 40 frascos T225, e depois infetadas com Ad5 a uma MOI de
cerca de 5. Apds incubacédo, as células foram recolhidas por
centrifugacdo e lisadas por sonicacdo. O lisado foi sujeito
a tratamento com DNAse I e depois corrido numa série de
dois gradientes CsCl. O material purificado foi dializado e
esterilizado por filtracdo. Usando este processo de
primeira geracdo, obtivemos aproximadamente 5x10° unidades

replicativas RUs de 4x10° células.

B. Produgdo e Processamento Ilustrativos de Segunda Geragéo

de rAAV

Num processo exemplificativo de “segunda geracdo” para a
producdo de vetores rAAV, células mamarias foram crescidas
em biorreatores de 10 litros, e depois infetadas com Ad5 a
uma MOI de cerca de 5. Apds incubacédo, as células foram
concentradas e recolhidas por diafiltracdo, e lisadas por
microfluidizacdo. O lisado foi sujeito a tratamento com
benzonase (nuclease) e depos filtrado. O filtrado foi entéo
corrido numa coluna de troca anidbdnica, seguida por uma

coluna de troca catidnica. As fracdes eluidas contendo AAV
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foram conjugadas, concentradas e diafiltradas, e finalmente
esterilizadas por filtracdo. Este processo de segunda
geracdo espera-se que produza mais do que 1x10'' unidades

replicativas Rus a partir de 1x10'° células.

A Figura 10 mostra os resultados do fracionamento
sequencial em colunas de troca-idnica: primeiro uma matriz
de troca anidbnica (painel superior), e depois uma matriz de
troca catidnica (painel inferior). Barras: atividade virica
medida num ensaio de infecciosidade para adenovirus ou AAV,

linha sélida: A,z (uma medida da proteina total); linha a
tracejado: condutividade do tampdo (ms). Como é aparente
pelas fracdes analisadas, é possivel obter-se niveis
extremamente elevados de separacdo entre AAV e adenovirus,
assim como entre AAV e o material absorvente a A280
(maioritariamente proteinas) usando as técnicas da presente
invencdo. Em particular, os resultados revelaram que o0s
vetores AAV podem ser retidos em ambas as colunas de troca
anidénica e catidnica, e que a eluicdo diferencial de AAV
usando a troca anidnica e catidnica resultou numa
capacidade dramaticamente aumentada de separar AAV de todos
0sS principais contaminantes de interesse (incluindo

adenovirus assim como proteinas celulares).

Noutro processo exemplificativo de segunda geracdo para a
producdo de vetores rAAV, o filtrado foi preparado como
acima descrito e depois corrido numa coluna de troca
anidénica, seguida por conjugacdo das fracdes eluidas
contendo AAV, e depois sujeitando-as a filtracdo de fluxo
tangencial (TFF). Como abaixo descrito, foi descoberto que
este procedimento da troca anidnica até TFF resultou numa

preparacdo altamente concentrada e purificada de AAV.

Andlise detalhada de AAV obtidos usando esta tecnologia de

segunda geracdo, usando técnicas tais como as acima
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descrita e no estado da técnica (incluindo ensaios de
infecciosidade, anédlises slot blot e eletroforese em gel de
agarose) forneceram uma confirmacdo adicional de que o
material era de elevada qualidade e substancialmente livre
de particulas adenoviricas contaminantes (e proteinas e DNA
adenoviricos), e também substancialmente livres de
proteinas e DNA celulares contaminantes. Os géis de SDS
revelaram a presenca de bandas correspondendo a VP1l, VP2 e
VP3 (i.e., as proteinas AAV da capside). Nenhumas outras
bandas foram visiveis apds coloracdo Coomassie. Estes dados
sdo consistentes com os dados das anadlises de fracionamento

de coluna como representados nas Figuras 10-11.

Como um procedimento ilustrativo da troca anidnica até TFF,
o seguinte €& um processo exemplificativo de purificacdo e
concentracdo a partir de um litro de fracdes conjugadas
provenientes de cromatografia de troca anidnica. Se
desejado (como acima referido), esta conjugacdo pode ser
submetida a inativacdo por calor seguida por um passo de
filtracdo (p.ex., usando um filtro de 0,22 pm). Para
filtracdo de fluxo tangencial (TFF), empregamos um sistema
desinfetado Pellicon XL equipado com uma membrana de cut-
off de peso molecular 300 000 que foi operacionalizada a
40/0 para as pressdes de entrada e saida. Um litro do
material conjugado foi adicionado ao sistema a 500 mL de
volume e depois concentrado para 250 mL. A diafiltracédo foi
realizada com 5 diavolumes (1250 ml) de solucdo de Ringer
modificada + 5% glicerol. Apds a diafiltracéo, 0
concentrado foi concentrado a um volume final de 14 mL. A
duracdo do processo foi de aproximadamente 3,25 horas (néo
incluindo o tempo de esterilizacédo) Géis SDS marcados com
prata, slot blots, e ensaios de infecciosidade confirmaram
que a preparacdo de AAV (que continha aproximadamente 10'°

unidades replicativas) era substancialmente livre de
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adenovirus contaminante assim como de proteinas

adenoviricas e celulares.

Os seguintes dados sdo resultados do referido procedimentos
usando um titulo infecioso e viral total como RU (unidades
replicativas) e DRP (particulas resistentes a DNAse),

respetivamente.

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ gratnassaAtRaAAn

‘300K TFF  iVolume i{Total RU Total P/I {%RU %DRP
: 3 3 DRP : H
R T R mEFCE TAET
de Entrada iml 10" 10" ; !
‘Fracao 12,5 7,3 x12,3 x 3103182 74
ipurificadagml §1010 10" : :

Os dados apresentados na Figura 12 ilustram os resultados
da producdo de AAV usando filtracdo de fluxo tangencial
apds passagem numa coluna de extracdo anidnica. O material
purificado na coluna POROS 50 PI foi concentrado usando uma
membrana com cut-off de peso molecular de 300 000
(Millipore Pellicon XL). O material concentrado doi
diafiltrado com cinco volumes consecutivos de solucdo de
Ringer salina ajustada + 5% glicerol. O material foi entéo
concentrado na membrana 10 vezes. A Figura 12, uma
reproducdo em meio-tom de um gel de SDS-poliacrilamida
corado uma marcacdo de prata, mostra as proteinas AAV da
cdpside altamente purificadas, VP1 (85 kD), VP2 (72 kD), e

VP3 (62 kD), no material dinal purificado da amostra.

Como ¢ aparente dos dados aqui apresentados, estas técnicas

de segunda geracdo para a preparacdo e purificacdo de AAV
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resultou em métodos substancialmente melhorados por
comparacdo com aqueles previamente descritos.
Meios exemplificativos para o crescimento do adjuvante

adenovirico e para a producdo de rAAV estdo detalhados na

seguinte Tabela:

TABELA 2
| MeioaAd | Meio rAAV
SAIS ..... I NORGANICOS ..................................................................................................................................................
CaCL 116,01
§5H562¥BEQ6 ....................................................................................... RTSEES R— SRTE
éFe(N03)3*9H20 0,05 0,05
éFeSO4°7H2O 0,417 0,417
;%éﬁ ......................................................................................................................... — Sy
MgCl, 28,61
gMggégmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmwmmmwmmmzéjéé .........................................................
O B -
NaHCO; 2200 2200
“ﬁéﬁ;ﬁégfﬁgé ................................................................................................. Sy — s
Gﬁg;ﬁﬁaé ............................................................................................................. s S
Zn, S04 7H,0 0,4315 0,4315
g&ﬁ%ﬁéémééﬁﬁéﬁﬁﬁiﬁé .........................................................................................................................................
éGlucose 4500 4500
T S S p— e
gﬁngzantina T e VT BERm— s
éAcido Linoléico 0,042 0,042
USSR EOU U UUURRRUTRI SUTTR G p— e

EAcido Lipdico
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Meio Ad Meio rAAV
g%g}%giﬂg ..... Eéﬁgij ...... S S E e —
?ﬁaE;gggiggrgﬁaﬁwmwmwmwmwmwmwwUWNWNWNBTBQE ....................................... a:aéiu
EPiruvato de sddio 55 55
hgiagggigmggiigimgiggmmmmmmmmmmmmmmmmmmiaanmmmmmNmmwmmm166“
{Xﬁfﬁamﬂéiﬁg ....................................................................................................................................................................
Gf:mgiéﬂggé ............................................................................................. 47435 ...................................... ifﬁég'
§£3££§£Hiﬁgfﬁ5ﬁ ................................................................................ iagramwwwwwwwwgygrg
éL—Asparagina-Hgo 22,5 22,5
g£:gégggggggmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmiéjggmmmmmmmmmigjgg
éL—Cisteina-HCLngo 17,56 17,56
\%L—Cisteina- 2HCL 52,29 52,29
gL—Glutamato 22,05 22,05
P S 56755 ..................................... 5%753"
§£fﬁié£iéiﬁgfﬁ5£7ﬁgé ............................................................ ?5725 ....................................... ¥§7£§"
éL—Isoleucina 106,97 106, 97
“fﬁiéﬁéiﬂé ............................................................................................. iIE;Z% .................................. IIETZE'
“ﬁiiléiﬂgfﬁéi ................................................................................... IEST?B .................................. i%éf%E'
LMetionina 32,34 32,34
L_Fenllal I, . F 6 8’48 68,48
éL—Prolina \\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ 17,25 17,25
éL—Serina 36,75 36,75
?ﬂiEEQSHEBQ ........................................................................................... iaijag .................................. iaijag.
éL—Triptofano 19,22 19,22
;ir%i;géggg ............................................................................................. 51?$§mmmmmmmmmmg{j35n
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Meio Ad Meio rAAV
;ijgéiggé ..................................................................................................... géjggmmmmmmmmmmggjégn
é%{%ﬂﬁfﬁé .................................................................................................................................................................................
éd—Blotina 0,00365 0,00365
.B:éé ..... ﬁantotenato .............................................. 5752 .......................................... i:aau
Cloreto de Colina = i 8,98, 8,98
ﬁEgig£gmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmgjggnmmmmmmmmmmmgjég.
EHISfEESEEESi ............................................................................................ Igrg”mwmwmwmwmwmzéjg.
éNiacinamida 2,0185 2,0185
g%{}i&g;ﬁiTﬁéi ................................................................................................ —— "
éPiridoxina°HCL 0,03l‘ 0,031
Riboflavina 0,219, 0,219
gTiamina°HCL 2,17 2,17
Timidina 0,365, 0,365
e S 6755 ......................................... 67%5"
é* adicionar a quantidade apropriada de NéCl para uma
%osmolalidade de 300 mOsM (+ ou - 20 mOsM)

C. Purificagdo de um vetor AAV Usando Cromatografia com

Sulfato de Heparina

Como acima discutido, técnicas cromatogradficas podem ser
empregadas para adicionalmente purificar e concentrar
preparacdes AAV em concordéncia com a presente invencédo.
Por wvia de ilustracdo, uma preparacdo de AAV qgue se
encontre na forma bruta (p.ex. lisado), ou que tenha sido

eluida a partir de uma coluna de troca anidénica ou de uma
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coluna de troca catidnica e/ou concentrada por filtracdo de
fluxo tangencial pode ser purificada por ligacdo a uma
coluna compreendendo sulfato de heparina. O AAV pode entédo
ser eluido da referida coluna usando um tampdo contendo um

sal (p.ex. um gradiente linear de NaCl).

Como ilustrativo do uso de cromatografia com sulfato de
heparina, AAV obtido de um conjugado “PI” (como abaixo
descrito no Exemplo 9) foi primeiro concentrado quatro
vezes e depois diafiltrado em TMEG + 100 mM NaCl usando uma
membrana de filtracdo por fluxo tangencial 330K. O
concentrado foi entdo injetado numa coluna de 1ImL com
sulfato de heparina (coluna Pharmacia "Hi-Trap Heparin") e

eluida usando um gradiente linear de NaCl.

A Figura 13 ¢ um cromatograma mostrando a concentracdo
resultante de AAV numa coluna com sulfato de heparina. O
pico acentuado de absorvancia a 280 nm (eixo esquerdo) a
cerca de 18 minutos de tempo de eluicdo representa a
fraccdo AAV como eluida a partir do sulfato de heparina com
um gradiente linear de 0 a 1M NaCl (condutividade em ms

representada no eixo direito).

EXEMPIO 9

PRODUGAO E TESTE DE VETORES AAV RECOMBINANTES

Noutro conjunto de experiéncias de producdo, utilizamos 3-
4x10° células crescidas num biorreator Cell Fatory, usando
DMEM + 10% FBS como meio de cultura. As células foram
infetadas com Ad a uma MOI de cerca de 20, e recolhidas 72
horas apds infecdo. As células recolhidas foram

ressuspensas em TMEG + NaCl a uma concentracdo de cerca de
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5x10° células/ml. Apds lise mecénica (microfluidizacédo, 2
passagens a 8000 wpsi), os 1lisados foram tratados com
Benzonase (25 wunidades/ml, 37 °C, uma hora), e depois
filtrados através de um filtro de 5 micron (Pall Profile
I1).

Como  uma coluna de troca anidnica exeplificativa,
empregamos a coluna POROS 50 PI (disponibilizada pela
Perseptive Biosystems). Sucintamente, o filtrado foi
adicionado a coluna em cerca de 100 mL e eluido com um
gradiente de NaCl a 500 mM. As fracdes determinadas (por
ensaio de infecciosidade) como contendo a maioria do AAV
foram recolhidas e conjugadas (referido como a “conjugado

PI”)

O conjugado PI foi entdo diluido cerca de 1:7 em TMEG e
adicionado a uma coluna de 50 mL Toso Haas SP650C, e eluido
com um gradiente de NaCl a 500mM. As fracdes determinadas
(por ensaio de infecciosidade) como contendo a maioria do
AAV  foram recolhidas e conjugadas (referido como o
“conjugado SP”). O conjugado SP foi concentrado usando um
filtro Centriprep 10K, e depois foi esterilizado por

passagem através de um filtro de 0,2 micron.

Os resultados revelaram que o AAV recombinante se
encontrava essencialmente livre de adenovirus infeciosos
detetdveis (como determinado pelo limite de detecdo na
andlise com amplificacdo serial em células 293 e ensaio
TCID50). A preparacdo também se encontrou essencialmente
livre de DNA adenovirico (como determinado por analise slot
blot), essencialmente livre de proteinas celulares (como
determinado por andlise em gel SDS-PAGE), de DNA celular
(determinado por andlise PCR), e também essencialmente
livre de AAV fenotipicamente wild-type (como determinado

por amplificacdo serial e andlise Southern blot).
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O seguinte exemplo ¢é fornecido ©para propdsitos de

referéncia apenas e ndo faz parte da invencéo.

EXEMPIO 10

O AUMENTO NA PRODUUGAO DE AAV POR STRESS NUTRICIONAL

Como acima discutido, acredita-se que a producdo de AAV
possa ser aumentada usando qualquer uma de uma variedade de
agentes e/ou condicdes que efetivamente stressam (ou sub-
otimizam (o crescimento ou metabolismo de células
produtoras de AAV. Neste exemplo, ¢ mostrado que a
eliminacdo de certos aminoacidos como ocorrendo durante a
cultura estd associado com um aumento relativo na producdo
de AAV; e, por outro lado, que a suplementacdo do meio para
remover © stress nutricional resulta na verdade numa

reducdo dramédtica na producdo do vetor.

(a) Stress Nutricional durante a cultura em ciclo

descontinuo e perfuséo

Células JL14 foram inoculadas a cerca de 4x10° células/ml
em biorreatores de 2 litros e crescidas no meio rAAV
descrito na Tabela 2 tanto em modo de ciclo descontinuo ou
por perfusdo (usando filtracdo por fluxo tangencial, dia 1
a 0,4 volumes/dia, dias 2-3 a 1,2 volumes/ia, dia 4 a 2
volumes/dia e dia 5 a 4 volumes/dia). As culturas foram
monitorizadas quando a sua densidade celular, glucose,

lactato e aminoédcidos usando técnicas estandardizadas.

As andlises revelaram que a densidade celular atingiu o seu
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pico de cultura de ciclo descontinuo a 1 x 10° células/ml
no dia 2, e na cultura de perfusdo a 8 x 10° células/ml no
dia 6. A glucose ndo foi limitante em nenhum dos casos (>1

g/l) e o lactato ndo foi inibitério.

Contudo, a andlise de aminocécidos revelou gue tanto o
glutamato como o aspartato foram rapidamente consumidos em
ambas as culturas de ciclo descontinuo e perfusdo, como

representado na seguintes Tabelas:

TABELA 3:
Analise de Aminoacidos no meio de cultura de CICLO
descontinuo
(duragdo-umol/L)
MW dia 0 | dia 1 | dia 2  dia 3 | dia 4

Eiéﬁé}{é{é .................
éTreonina 119 | 687§ 644§ 606‘ 552 5331
éSerina % 105 271% 230§ 157 117 98|
§£g§;£;§15g .................... E0S I I§6§ .............. ii§§mmmm§é .................... % s
éGlutamato 14{MWNMMWW§O§ 2§ 1 1l 1
éGlutamina 146 3424% 2987§ 2450 1989 1843
?E;Eiiﬂé_ .............................. S A £§g§ ............... iﬁgé ............... TS B T7E R
éGlicina 75 | 288% 241§ 194‘ 151 1301
kgigﬂlﬁé .................................. THR T T4 Bes S e oy
?&;Iigé .................................. S B é§5§ ............... éEIE .............. S PEE ves
éCisteina | |
——
Isoleucina
éLeucina % 131 645§ 538§ 374 248 16l
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descontinuo

R R R

Aminodcidos no meio de cultura de CICLO

iTirosina

iFenilalanina

‘Triptofano

Aménia

ELisina HC1

EHistidina

(Durag¢do upumol/L)

gdia

0

Aspartato

g dia

3

iTreonina

iSerina

éAsparagina 1132 130 124 _ 78 109 119 119
?EIGEEHQEBMMMWWMNwW$WW§§ ~~~~~ ; O% 1§ : S B 5
?EIﬁEgﬁiﬂgmmmfiZéTMnggé ....... TP Wty By S e aves
éProlina {115 145 165 163 174: 177 157 171
éGlicina 304 2677 189: 205:; 217 2277 230

EAlanina
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(Durag¢do pumol/L)

EMW g gdia dia dia § dia § dia dia dia

Valina 117 | 678 635 485 5000 532, 551 561

‘Cisteina

EHistidina

Arginina 1174; 11058 948, 826 901 978, 974 1016

(b) Stress Nutritional Stress Associado com Producgédo

Aumentada de AAV

Estudos de follow-up foram realizados para confirmar a
importancia da escassez de glutamato e aspartato no meio de
cultura. Células JL14 foram retiradas de um frasco rotativo
e divididas em dois conjuntos. Cada conjunto foi inoculado
com 3 x 10° unidades infeciosas de 170-37 Ad 5. Um conjunto
de células foi ressuspenso a 10° células/ml em meio rAAV

(Tabela 2) contendo 10% FBS e 1% L-glutamina (300 mL). O
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outro foi ressuspenso em meio rAAV contendo 10% FBS, 1% L-

glutamina, 10 mg/L aspartato, e 110 mg/L Glutamato.

Cada conjunto foi incubado a 37 °C durante 72 horas num
frasco rotativo. As células foram recolhidas,
microfluidizadas duas vezes a 8000 psi, tratadas com
benzonase, colocadas num ensaio de infecciosidade,

recolhidas e analisadas.

Os resultados mostraram que o frasco rotativo de controlo
produziu 6,2 RUs por célula. O frasco rotativo suplementado

com aspartato e glutamato produziu 0,94 RUs por célula.

Isto indica que gquando o consumo de aspartato e glutamato é
prevenido através do fornecimento desses aminoadcidos em
excesso, a producdo de rAAV é comprometida devido a falha

de submeter as células a um stress nutricional.

Testes adicionais foram realizados usando uma linha celular
Hela derivada D6 que possui um vetor rAAV integrado (ITR-
(CMV promotor)-(gene repdrter p-gal)-ITR), assim como

coOpias dos genes AAV wild-type rep e cap.

As células foram plaqueadas a 5 x 10° células por frasco
7225 em 30 mL de meio DMEM completo (10% FBS, 2 mM L-
Glutamina), e incubadas a 37 °C em 10% CO, durante 2 dias,
até que as células atingissem uma densidade de 2 x 10’
células por frasco. As células em dois frascos duplicados
foram infetadas com Ad 5 a uma MOI de 10. Um frasco
contendo meio DMEM completo, o outro contendo meio DMEM
completo suplementado com 5 x Aspartato e Glutamato. As
células foram recolhidas e contadas apdbdés 72 horas de

cultura.

O meio DMEM completo produziu 2,6 x 10’ células com 88%
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viabilidade. O meio suplementado com aspartato/glutamato
produziu 3,8 x 10’ células com 91% viabilidade. As células
foram ressuspensas, sonicadas, tratadas com benzonase (25

U/ML), clarificadas e analisadas por anédlise slot blot.

Os resultados sdo como se seguem: O virus D6 foi produzido
em meio DMEM completo (ndo-suplementado) a 1,8 x 10
DRP/mL (1800 DRP por célula). O virus D6 foi produzido em
meio DMEM completo suplementado com aspartato/glutamato a

1,4 x 10° DRP/mL (140 DRP/células).

O seguinte exemplo ¢é fornecido para propdsitos de

referéncia apenas e ndo faz parte da invencéo.

EXEMPIO 11

PRODUGCAO DE VETORES AAV RECOMBINANTES SOB STRESS DE SORO

Como um exemplo da producdo de rAAV sob condicgdes de
stress, utilizamos um stress de soro reduzido com
conjugacéo com técnicas como as acima descritas.
Sucintamente, células JL14 cells foram crescidas em frascos
rotativos com meio DMEM modificado + 10% FBS em modo de
cultural serial continuo, e foram divididas a cada 3-4
dias. As células das culturas em suspensdo foram colocadas
num biorreator 16 Nunc Cell Fatories, 10-stack, a 3x10°
células/biorreator num regime de 3 a 4 rotacgdes/dia. O meio
usado para crescimento apresentava uma redugcdo em SOro na
ordem das dez vezes (i.e. DMEM + 1% FBS) assim colocando as

células sob stress de soro.

As 24 horas apdés plaqueamento, o meio nos biorreatores foi

removido e meio fresco contendo 3x10° Ad unidades/ml foi



118

adicionado. Apdés 72 horas de cultura a 37 °C, as células
foram removidas dos biorreatores por leve agitacdo, o meio
contendo células foi recolhido e as células foram
centrifugadas e ressuspensas em TMEG + 100 mM NaCl, e
depois lisadas por passagem através de um microfluidizador
a 8000 psi. O lisado foi clarificado através de um filtro
de 5 micron e o lisado clarificado foi adicionado a uma
colina de troca anidénica PI de 500 mL. A coluna foi eluida
com um gradiente crescente de NaCl (até 500 mM) em tampéo
TMEG. As fracdes foram recolhidas e analisadas usando um
ensaio Clone 37 como descrito por Allen et al. (W096/17947,
supra). As fracdes contendo a maior parte do vetor AAV
foram entdo conjugadas e concentradas 10 vezes usando um
concentrador Centripe centrifugo a 1000 x g durante 30
minutos. O material concentrado foi dializado <contra
solucdo de Ringer salina ajustada com 5% glicerol, e
armazenada a -70°C. O AAV foi analisado pelo ensaio Clone
37, assim como por slot-blot e SDS-PAGE. O material pdde
também ser analisado para a presenca de adenovirus,
proteinas adenoviricas, e DNA celular, assim como de outros

contaminantes potenciais.

A Figura 11 mostra os resultados obtidos usando o produtor
GAK-0003 com células preparadas em frascos T225 a 10’
células por frasco, e inoculadas no dia 2 com adenovirus
DAB-003 a um MOI de 10. Diferentes frascos foram cultivados
durante 72 horas a 37 °C em meio DMEM fresco contendo uma
percentagem diferente de FBS, como mostrado na figura. No
dia 5, cada frasco foi recolhido, as células foram
contadas, ressuspensas, sonicadas, tratadas com benzonase,
e plaqueadas para medir a producdo de vetor como

anteriormente demonstrado.

A producdo dptima de vetor foi observada a uma percentagem

de FBS de 1%. Concordantemente, o meio que é deficiente em
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FBS (menos do que 2,5%, preferencialmente menos do que 2%
mas mas do que 0%) ¢é preferido como uma condicdo para

submeter as células produtoras a um stress de soro.

0O seguinte exemplo ¢é fornecido para propdsitos de

referéncia apenas e ndo faz parte da invencéo.

EXEMPIO 12

PRODUGAO DE VETORES AAV RECOMBINANTES SOB STRESS DE pH

Como um exemplo adicional para a producdo de rAAV sob
condicdes de stress, usamos stress de pH em conjugacdo com
técnicas como as acima descritas. Sucintamente, células
produtoras de AAV foram crescidas em biorreatores como
acima descrito. As células foram entdo infetadas com Ad5 a
uma MOI=10 e inoculadas em meio com baixo teor de soro
(como no Exemplo 11) em suspensdo em biorreatores de 1,5
litros. As culturas foram mantidas a diversos pHs elevados
(de 7,2 a 8,0). As culturas foram entdo monitorizadas
diariamente gquanto ao numero de células, viabilidade,
consumo de glucose, producdo de lactato, pH, osmolaridade e
producdo de AAV. Como abaixo representando, existiu um
aumento na producdo de AAV quando o pH foi elevado a 7,4;
acoplado com um aumento ainda mais dramdtico no numero de
particulas AAV libertadas para o sobrenadante (em que o pH

foi elevado):
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........................................................................................................................................................................................................................................................

pH da iParticulasi Particulas | Total de % ; % no
§cultura§celulares§ no ParticulasiParticulas:Sobrenadante
§associadas§80brenadante celulares |

associadasi

R R Y R R Y Y R Y Y R YR Y Y R R R Y Y R R R R R R R R R

7,2 4,70E + 12§ 1,90E + 09 i4,70E + 12 100% 0%
.......... yrgwmWéTgaﬁwimigwwiygagm:wzgw"Ifégﬁm:wiéuwmwmgéémwmwmwmmwmégémwmwm

Em suma, a medida que o pH foi elevado, observamos um forte
aumento no nuUmero de particulas AAV libertadas para o
sobrenadante, e uma mudanca na percentagem do
sobrenadante:particulas celulares associadas (de
praticamente todas celularmente-associadas a pH 7,2 para
praticamente o sobrenadante (92%) a pH 8,0). A capacidade
para recuperar as particulas AAV diretamente do
sobrenadante sem a necessidade de lisar as células
produtoras representa uma poderosa vantagem em termos da
producdo e purificacdo de AAV. O0Os AAV isolados do
sobrenadante usando stress de pH podem ser prontamente
concentrados e purificados wusando técnicas como aqui
descritas (p.ex., cromatografia de troca idnica e/ou

filtracdo de fluxo tangencial).

Lisboa, 28 de Dezembro de 2015



REIVINDICACOES

1. Um método de producdo de uma populacdo de particulas de
virus adeno-associados recombinantes (rAAV), compreendendo

0s passos de:

a) incubacdo de uma célula produtora de AAV sob
condic¢cdes que sdo permissivas para a replicacdo de AAV

onde a célula produtora de AAV compreende:

(i) um ou mais genes AAV  associados ao
empacotamento, onde cada um dos genes AAV
associados ao empacotamento codifica uma proteina

AAV de replicacdo ou encapsidacédo;

(ii) wum pro-vetor AAV recombinante (rAAV) que
compreende um polinucledétido n&o-AAV recombinante
flanqueado por pelo menos uma repeticdo terminal

invertida (ITR) AAV; e
(iii) um virus adjuvante para AAV;

b) lise da célula produtora apds a incubacdo do passo
a) para produzir um lisado de células produtoras de

AAV;

c) cromatografia do lisado celular produtor de AAV do
passo b) por uma variedade de cromatografias de troca-
idénica compreendendo pelo menos uma cromatografia de
troca de um anido carregado positivamente e pelo menos
uma cromatografia de troca de um catido carregado
negativamente, ou cromatografia do 1lisado celular
produtor de AAV do passo b) por uma cromatografia de
troca anidénica seguida por filtracdo de fluxo
tangencial para produzir uma populacdo purificada de

particulas de vetor rAAV.



2. Um método para a producdo de uma populacdo de particulas
rAAV de acordo com a reivindicacdo 1 onde as células
produtoras de AAV sdo concentradas antes da sua lise,
opcionalmente por centrifugacdo ou filtracdo de fluxo

tangencial.

3. Um método para a producdo de uma populacdo de particulas
rAAV de acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes 1 ou 2,
onde o referido passo de lise das células produtoras de AAV
é conduzido através da exposicdo das células a técnicas
liticas selecionadas de microfluidificacdo, sonicacédo e

congelamento/descongelamento.

4. Um método para a producdo de uma populacdo de particulas
rAAV de acordo com qualquer uma das reivindicacbes
anteriores onde o lisado de células produtoras de AAV do

passo b) é:

(i) tratado com a nuclease, opcionalmente benzonase,

antes da cromatografia; e/ou

(ii) clarificado antes da cromatografia, opcionalmente

por filtracdo ou centrifugacédo.

5. Um método para a producdo de uma populacdo de particulas
rAAV de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
anteriores onde as células produtoras de AAV sdo
concentradas antes da sua lise, ressuspensas num tampdo
compreendendo sal a uma forca idnica pelo menos equivalente
a de uma solucdo de NaCl 50 mM, lisadas e depois

clarificadas por filtracdo antes da cromatografia.

6. Um método para a producdo de uma populacdo de particulas

rAAV de acordo com qualquer uma das reivindicacgbes



anteriores, onde a referida cromatografia de troca anidnica
e realizada numa resina amino ou imino N-carregada,
opcionalmente selecionada de uma resina POROS 50 PI, I,a
resina dietilaminoetil (DEAE), uma resina trimetilaminoetil
(TMAE), uma resina amina quaterndria e uma resina

polietileneimina (PEI).

7. Um método para a producdo de uma populacdo de particulas
rAAV de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
anteriores, onde a referida cromatografia de troca
catidénica é€ realizada numa resina catidénica de base sulfo-,
fosfo- ou carbdéxi-, opcionalmente selecionada de uma resina

HS, uma resina SP e uma resina carbdximetil (CM).

8. Um método para a producdo de uma populacdo de particulas
rAAV de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
anteriores, onde o referido passo a) de incubacdo da célula
produtora é conduzido um vaso selecionado de um frasco de
cultura de tecidos, um frasco de agitacdo, um frasco
rotativo, um tanque-reactor, um fermentado tal como um
fermentador de aeracdo forcada, um biorreator tal como um
reator de fibras ocas, ou biorreator de leito fixo ou
leito-fluidizado, ou um biorreator multi-litros de onde do
reator multi-litros cerca de 10° unidades replicativas de
rAAV por litro do volume do biorreator s&do isolados apds o

passo c).

9. Um método para a producdo de uma populacdo de particulas
rAAV de acordo com qualquer uma das reivindicacbes
anteriores, onde o referido passo a) de incubacdo da célula

produtora é conduzido num microtransportador.

10. Um método para a producdo de uma populacido de

particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das



reivindicac¢des anteriores, onde o referido passo a) de
incubacdo da célula produtora é realizado no meio rAAV como

mostrado na Tabela 2.

11. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes anteriores, onde o referido passo a) de
incubacdo da célula produtora ¢ conduzido por pelo menos 5

dias.

12. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes anteriores, a referida populacdo purificada
de particulas de vetores rAAV é lire de AAV competentes
para replicacdo e de virus adjuvantes e de proteinas

celulares.

13. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes anteriores, no qual a eluicdo a partir da
cromatografia de troca anidénica e/ou cromatografia de troca
catidénica é conduzida através do aumento da concentracdo de
sal e eluentes cromatogradficos compreendendo particulas
rAAV que sdo subsequentemente tratadas para reduzir a
concentracdo de sal efectiva por diluicédo, diédlise,

diafiltracdo ou concentracéo.

14. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes anteriores, incluindo o passo de exposicédo
da fracdo compreendendo particulas AAV a cromatografia com

sulfato de heparina.



15. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com gqualquer uma das
reivindicac¢des anteriores, onde o referido prdé-vetor rAAV
compreende um polinucledétido ndo-AAV heterdlogo flangqueado

por duas repeticdes terminais invertidas (ITRs).

16. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes anteriores, onde a referida célula produtora
de AAV compreende pelo menos um gene associado ao
empacotamento que se encontra estavelmente integrado no
genoma da referida célula produtora de AAV e/ou um gene AAV
rep e um gene AAV cap que pode encontrar-se estavelmente

integrado no genoma da referida célula produtora de AAV.

17. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com gqualquer uma das
reivindicacgbes anteriores, onde o referido método
compreende o fornecimento da referida célula produtora de

AAV por um processo compreendendo:

(1) introduzir o virus adjuvante na célula produtora
compreendendo o(s) gene(s) AAV associado(s) ao

empacotamento e o pré-vetor rAAV;

(ii) introduzir o prdé-vetor rAAV e o virus adjuvante
simultaneamente ou sequencialmente na célula produtora
compreendo o(s) gene(s) AAV associado(s) ao

empacotamento; ou

(iii) introduzir o(s) gene(s) AAV associado(s) ao
empacotamento e o prd-vetor rAAV simultaneamente ou
sequencialmente na célula hospedeira compreendendo o

virus adjuvante.



18. Um método para a producdo de uma populacido de
particulas rAAV de acordo com gqualquer uma das
reivindicagbes anteriores, onde a célula produtora é
fornecida por um processo compreendendo a introducdo na
célula produtora de pelo menos um gene AAV associado em

empacotamento dividido.

19. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes anteriores, onde o referido virus adjuvante
é um adenovirus, um adenovirus sensivel a temperatura, ou

um adenovirus Ad-ts 149.

20. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das
reivindicacgdes anteriores, onde o referido virus adjuvante
¢ um virus adjuvante sensivel a temperatura e o referido
passo de incubacdo da célula produtora ¢ conduzido a uma
temperatura que é permissiva para replicacdo de AAV mas
ndo-permissiva para replicacdo de virus adjuvantes

sensiveis a temperatura.

21. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das
reivindicacgdes anteriores, onde a célula produtora & uma
linha celular mamaria dependente de ancoragem, uma linha
celular mamadria adaptada para crescimento em suspensdo, uma

linha celular 293 N3s ou uma linha celular Hela S3.

22. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com a reivindicagédo 1, onde a
cromatografia do lisado de células produtoras de AAV obtido
no passo c¢) compreende uma combinacdo de cromatografia de

troca anidnica carregada positivamente e uma cromatografia



de troca catidnica carregada negativamente para produzir

uma populacdo purificada de particulas rAAV.

23. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com a reivindicacdo 22, onde a
referida cromatografia de troca anidnica carregada
positivamente é realizada antes da referida cromatografia

de troca catidnica carregada negativamente.

24, Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com a reivindicacdo 22, onde a
referida cromatografia de troca catidénica carregada
negativamente é realizada antes da referida cromatografia

de troca anidnica carregada positivamente.

25. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 22 a 24, adicionalmente compreendendo ©
passo de cromatografia do lisado contendo particulas rAAV
em sulfato de heparina, com o referido passo a ser
realizado apds a referida cromatografia de troca anidnica
carregada positivamente e apds a referida cromatografia de

troca catidnica carregada negativamente.

26. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das
reivindicacgdes 22 a 25, adicionalmente compreendendo o
passo de exposicdo das células produtoras a filtracdo de
fluxo tangencial apds a incubacdo do passo a) mas antes da

lise do passo b).

27. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das

reivindicacdes 22 a 26, onde a referida cromatografia de



troca anidnica é realizada numa resina amino ou imino N-
carregada, opcionalmente selecionada de uma resina POROS 50
PI, I,a resina dietilaminoetil (DEAE), uma resina
trimetilaminoetil (TMAE), uma resina amina quaternaria e

uma resina polietileneimina (PEI).

28. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 22 a 27, onde a referida cromatografia de
troca catidnica é realizada numa resina catidénica de base
sulfo-, fosfo- ou carbdxi-, opcionalmente selecionada de
uma resina sulfato de heparina (HS), uma resina sulfopropil

(SP) e uma resina carbdéximetil (CM).

29. Um método para a producdo de uma populacdo de
particulas rAAV de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 22 a 27, onde a cultura de células em

suspensdo ¢ usada.

Lisboa, 28 de Dezembro de 2015
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Figura 5
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Figura 10A
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Figura 11A
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