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"POLIPEPTIDEO DE HEMAGLUTIMINA DE INFLUENZA RECOM-
BINANTE, MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO ISOLADA, VETOR,
CELULA ISOLADA, PARTICULA SEMELHANTE AO VIRUS DA IN-
FLUENZA, PROTEINA DE FUSAO, COMPOSICAO, E USO".
REFERENCIA CRUZADA AOS PEDIDOS RELACIONADOS

[001] Este pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisorio U.S.
N° 61/617.815, depositado em 30 de Marco de 2012, que é aqui incor-
porado por referéncia em sua totalidade.

CAMPO

[002] Esta descricdo diz respeito a proteinas hemaglutinina da

gripe otimizadas que evocam respostas imunes amplamente reativas
aos virus influenza H5N1 e H1N1, e seu uso como vacinas.
ANTECEDENTES

[003] O virus influenza € um membro da familia Orthomyxoviridae.

Existem trés subtipos de virus influenza, designados influenza A, influen-
za B, e influenza C. O virion influenza contém um genoma de RNA de
sentido negativo segmentado, que codifica as proteinas seguintes: he-
maglutinina (HA), neuraminidase (NA), matriz (M1), proteina de canal de
fon proténico (M2), nucleoproteina (NP), proteina 1 basica de polimerase
(PB1), proteina 2 basica de polimerase (PB2), proteina acida de polime-
rase (PA), e proteina 2 ndo estrutural (NS2). As proteinas HA, NA, M1, e
M2 s&o associadas a membrana, ao passo que NP, PB1, PB2, PA, e
NS2 sdo proteinas associadas a nucleocapsideo. A proteina M1 € a pro-
teina mais abundante em particulas de influenza. As proteinas HA e NA
sdo glicoproteinas de envelope, responsaveis pela fixagdo do virus e pe-
netracdo das particulas virais na célula, e as fontes dos principais epito-
pos imunodominantes para neutralizagdo do virus e imunidade protetiva.
Tanto proteinas HA quanto NA s&o consideradas os componentes mais
importantes para vacinas profilaticas contra a gripe.

[004] Todo ano, a gripe sazonal causa mais de 300.000 hospitali-
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zacOes e 36.000 mortes apenas nos E.U.A. (Simonsen et al., Lancet
Infect Dis 7:658 - 66, 2007). A emergéncia do novo virus influenza
HIN1 em 2009 demonstrou quao rapidamente uma nova pandemia de
gripe pode estender-se através do mundo.

[005] Existem correntemente dois métodos de vacina contra gripe
licenciados nos Estados Unidos - a vacina fragmentada, inativada e a
vacina com virus atenuado vivo. As vacinas inativadas podem induzir
eficientemente respostas imunes humorais, mas geralmente apenas
respostas imunes celulares deficientes. Vacinas com virus vivo nao
podem ser administradas a pacientes imunocomprometidas ou gravi-
das devido ao seu risco aumentado de infec¢cdo. Assim, uma necessi-
dade existe para uma vacina contra o virus da gripe amplamente pro-
tetiva.

SUMARIO

[006] Descrita aqui é a geracéo de polipeptideos de HA de influ-
enza H5N1 e HIN1 computacionalmente otimizados para evocar uma
resposta imune amplamente reativa ao virus influenza. Os polipepti-
deos de HA otimizados foram desenvolvidos através de uma seérie de
alinhamentos de proteina HA, e geracdo subsequente de sequéncias
de consenso com base em selecionado isolados de virus influenza
HS5N1 e HIN1.

[007] Fornecidos aqui sdo polipeptideos de HA de influenza re-
combinantes tendo uma sequéncia de aminoacido otimizada para evo-
car uma resposta imune amplamente reativa contra influenza H5N1 ou
H1N1, em que o polipeptideo de HA compreende ou consiste na se-
guéncia de aminoacido da SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2. Em algu-
mas modalidades, o polipeptideo de HA de influenza carece do resi-
duo de metionina N-terminal.

[008] Moléculas de acido nucleico isoladas e vetores que codifi-

cam os polipeptideos de HA recombinantes também sdo fornecidas
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pela presente descricdo. Fornecidas ainda sdo células isoladas com-
preendendo tais vetores.

[009] Também fornecidas sdo particulas semelhantes ao virus
influenza (VLPs) e proteinas de fusdo compreendendo os polipepti-
deos de HA otimizados divulgados aqui.

[0010] Fornecidas ainda sdo composi¢cdes que incluem os polipep-
tideos de HA de influenza otimizados, proteinas de fusdo ou VLPs di-
vulgados aqui em um carregador farmaceuticamente aceitavel. Méto-
dos de evocar uma resposta imune contra virus influenza em um indi-
viduo administrando-se as composic¢des, proteinas de fusdo ou VLPs
divulgadas também sao fornecidos pela presente descricao.

[0011] Também fornecidos sdo métodos de imunizar um individuo
contra virus influenza administrando-se ao individuo uma composicao
compreendendo uma VLP que contém um polipeptideo de HA otimiza-
do.

[0012] Os objetivos, caracteristicas, e vantagens precedentes e
outros da invencgao tornar-se-ao mais evidentes a partir da descricao
detalhada seguinte, que procede com referéncia as figuras anexas.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[0013] A FIG. 1 é um esquematismo que resume 0 Processo para

gerar uma sequéncia de HA COBRA usando 426 isolados de H5N1
humanos de clades 0, 1, 2,1, 2,2, 2,3 e 7, que é referida aqui como a
HA "PATH H5N1 COBRA".

[0014] A FIG. 2 é um esquematismo que resume 0 Processo para
gerar uma sequéncia de HA COBRA usando 205 isolados do virus in-
fluenza HIN1 humanos e suinos, que é referida aqui como a HA
"PATH HIN1 COBRA".

[0015] A FIG. 3 é um grafico que mostra titulos de HAI contra ce-
pas de inoculacdo de clade 1 e clade 2 a seguir da vacinacdo com
VLPs contendo a sequéncia de HA PATH H5N1 COBRA (SEQ ID NO:
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1), VLPs contendo uma sequéncia de HA COBRA de virus influenza
clade 2 humana (COBRA-2 humana), ou VLPs contendo HA de virus
influenza de cisne-bravo (A/Cisne-bravo/Mongélia/244/2005). Vacina-
cOes (3 pg) foram realizadas em 0 e 3 semanas com adjuvante (Im-
ject®).

[0016] A FIG. 4 é um gréfico mostrando o peso corporeo de ani-
mais vacinados com VLPs contendo a sequéncia de HA PATH H5N1
COBRA (SEQ ID NO: 1), VLPs contendo a sequéncia de HA COBRA-2
humana, ou VLPs de cisne-bravo e subsequentemente inoculados
com virus de clade 2.1 da Indonésia de 5000 PFU
(A/Indonésia/5/2005). Vacinacbes (3 pg) foram realizadas em 0 e 3
semanas com adjuvante (Imject®); a inoculacao viral ocorreu durante a
semana 5.

[0017] A FIG. 5 é um gréfico mostrando o peso corporeo de ani-
mais vacinados com VLPs contendo a sequéncia de HA PATH H5N1
COBRA (SEQ ID NO: 1) e subsequentemente inoculados com virus de
clade 1 do Vietna de 5000 PFU (A/Vietnd/1203/2004). Vacinagdes (3
ug) foram realizadas em 0 e 3 semanas com adjuvante (Imject®); a i-
noculacéo viral ocorreu durante a semana 5.

[0018] A FIG. 6 é um gréfico mostrando o peso corporeo de ani-
mais vacinados com VLPs contendo a sequéncia de HA PATH H5N1
COBRA (SEQ ID NO: 1), VLPs contendo a sequéncia de HA COBRA-2
humana, ou VLPs de cisne-bravo, e subsequentemente inoculados
com virus de clade 1 do Vietnd. Uma Unica vacinagao (3 ug) foi reali-
zada na semana 0 com adjuvante (Imject®), seguido por inoculacdo
viral durante a semana 4.

[0019] A FIG. 7 é um grafico mostrando a porcentagem de sobre-
vivéncia de animais vacinados com VLPs contendo a sequéncia de HA
PATH H5N1 COBRA (SEQ ID NO: 1), VLPs contendo a sequéncia de

HA COBRA-2 humana, ou VLPs de cisne-bravo, e subsequentemente
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inoculados com virus de clade 1 do Vietnd. Uma Unica vacinacédo (3
ug) foi realizada na semana 0 sem adjuvante, seguido por inoculacéo
viral durante a semana 4.

[0020] A FIG. 8 é um gréfico mostrando o peso corporeo de ani-
mais vacinados com VLPs contendo a sequéncia de HA PATH H5N1
COBRA (SEQ ID NO: 1), VLPs contendo a sequéncia de HA COBRA-2
humana, ou VLPs de cisne-bravo, e subsequentemente inoculados
com virus de clade 1 do Vietnd. Uma Unica vacinacdo em uma dose de
0,6 pg foi realizada na semana 0 com adjuvante (Imject®), seguido por
inoculacao viral durante a semana 4.

LISTAGEM DE SEQUENCIA

[0021] As sequéncias de aminoacido listadas na listagem de se-

guéncia anexa sdo mostradas usando codigo de trés letras para ami-
noacidos, como definido em 37 C.F.R. 1.822. A listagem de sequéncia
€ submetida como um arquivo de texto ASCII, criado em 7 de Feverei-
ro de 2013, 10,0 KB, que é incorporado por referéncia aqui. Na lista-
gem de sequéncia anexa:

[0022] SEQ ID NO: 1 é uma sequéncia de aminoacido COBRA pa-
ra HA de influenza H5N1 ("PATH H5N1 COBRA").

[0023] SEQ ID NO: 2 é uma sequéncia de aminoacido COBRA pa-
ra HA de influenza HIN1 ("PATH H1IN1 COBRA").

DESCRICAO DETALHADA

|. Abreviacoes

[0024] COBRA: antigeno amplamente reativo computacionalmente
otimizado

[0025] HA: hemaglutinina
[0026 HAI: inibicdo de hemaglutinacéo
[0027 HRP: peroxidase de raiz forte
[0028
[

0029

M1: proteina 1 de matriz

NA: neuraminidase

]
]
]
]
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[0030] PFU: unidade de forma de placa
[0031] VLP: particula semelhante a virus

Il. Termos e Métodos

[0032] A menos que de outro modo observado, termos técnicos
sdo usados de acordo com uso convencional. Definicbes de termos
comuns em biologia molecular podem ser encontradas em Benjamin
Lewin, Genes V, publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN O-
19-854287-9); Kendrew et al. (eds.), The Encyclopedia of Molecular
Biology, publicado por Blackwell Science Ltd., 1994 (ISBN 0-632-
02182-9); e Robert A. Meyers (ed.), Molecular Biology and Biotechno-
logy: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH Publi-
shers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8).

[0033] De modo a facilitar a revisdo das varias modalidades da
descricao, as explanacdes seguintes de termos especificos sdo forne-
cidas:

[0034] Adjuvante: Uma substancia ou veiculo que ndo especifica-
mente realca a resposta imune a um antigeno. Adjuvantes podem in-
cluir uma suspensdo de minerais (alume, hidréxido de aluminio, ou
fosfato) na qual o antigeno € adsorvido; ou emulsdo agua-em-6leo em
gue a solucdo de antigeno é emulsificada em 6leo mineral (por exem-
plo, adjuvante incompleto de Freund), algumas vezes com a inclusao
de micobactérias mortas (adjuvante completo de Freund) para realcar
ainda a antigenicidade. Oligonucleotideos imunoestimuladores (tais
como aqueles incluindo um motivo de CpG) também podem ser usa-
dos como adjuvantes (por exemplo, ver as Patentes U.S. N
6.194.388; 6.207.646; 6.214.806; 6.218.371; 6.239.116; 6.339.068;
6.406.705; e 6.429.199). Adjuvantes também incluem moléculas biolo-
gicas, tais como moléculas coestimuladoras. Adjuvantes bioldgicos
exemplares incluem IL-2, RANTES, GM-CSF, TNF-a, IFN-y, G-CSF,
LFA-3, CD72, B7-1, B7-2, OX-40L e 41 BBL.
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[0035] Administracdo: como usado aqui, administrar uma compo-
sicdo a um individuo significa fornecer, aplicar ou ligar a composicao
em contato com o individuo. A administracdo pode ser realizada por
gualquer uma de varias vias, tais como, por exemplo, tépica, oral, sub-
cutanea, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa, intratecal e intra-
dérmica.

[0036] Anticorpo: uma molécula de imunoglobulina produzida por
células linfoides B com uma sequéncia de aminoacido especifica. Anti-
corpos sdo evocados em seres humanos ou outros animais por um
antigeno especifico (imundégeno). Anticorpos sdo caracterizados rea-
gindo-se especificamente com o antigeno em algum modo demonstra-
vel, anticorpo e antigeno todos sendo definidos em termos do outro.
"Evocar uma resposta do anticorpo" refere-se a capacidade de um an-
tigeno ou outra molécula de induzir a producédo de anticorpos.

[0037] Antigeno: um composto, composicdo, ou substancia que
podem estimular a producdo de anticorpos ou uma resposta de célula
T em um animal, incluindo composi¢des que sao injetadas ou absorvi-
das em um animal. Um antigeno reage com os produtos de imunidade
humoral ou celular especifica, incluindo aqueles induzidos por imuno-
genos heterdlogos. Em algumas modalidades das composicdes e mé-
todos divulgados, o antigeno € uma proteina HA de influenza.

[0038] Otimizado de cddon: um acido nucleico "otimizado de cé6-
don" refere-se a uma sequéncia de acido nucleico que foi alterada tal
gue os cbédons sdo ideais para expressdo em um sistema particular (tal
como uma espécie particular ou grupo de espécies). Por exemplo,
uma sequéncia de acido nucleico pode ser otimizada para expressao
em células mamiferas. A otimizacdo de cdédon nédo altera a sequéncia
de aminoacido da proteina codificada.

[0039] Proteina de fusdo: uma proteina gerada por expressao de

uma sequéncia de acido nucleico engendrada das sequéncias de aci-
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do nucleico que codificam pelo menos uma porcdo de duas proteinas
diferentes (heterélogas). Para criar uma proteina de fuséo, as sequén-
cias de &cido nucleico devem estar na mesma estrutura de leitura e
nao contém nenhum cdédon de parada interno. Por exemplo, uma pro-
teina de fusdo pode incluir uma HA de influenza fundida a uma protei-
na heterdloga.

[0040] Hemaglutinina (HA): uma glicoproteina da superficie do vi-
rus influenza. HA medeia a ligacdo da particula viral a uma célula hos-
pedeira e subsequente entrada do virus na célula hospedeira. As se-
guéncias de nucleotideo e aminoacido de numerosas proteinas HA de
influenza s&o conhecidas na técnica e estdo publicamente disponiveis,
tal como através da base de dados de NCBI Influenza Virus Resource
(Bao et al., J Virol 82:596 - 601, 2008). HA (junto com NA) é um dos
dois determinantes antigénicos do virus influenza principais.

[0041] Resposta imune: uma resposta de uma célula do sistema
imune, tal como uma célula B, célula T, macréfago ou polimorfonucle-
ocito, a um estimulo tal como um antigeno ou vacina. Uma resposta
imune pode incluir qualquer célula do corpo envolvida em uma respos-
ta de defesa do hospedeiro, incluindo por exemplo, uma célula epitelial
gue secreta um interferon ou uma citocina. Uma resposta imune inclui,
mas nao € limitada a, uma resposta imune inata ou inflamac&o. Como
usado aqui, uma resposta imune protetiva refere-se a uma resposta
imune que protege um individuo da infeccdo (previne a infeccdo ou
previne o desenvolvimento da doenca associada com a infeccéo). Mé-
todos de medir respostas imunes sdo bem conhecidos na técnica e
incluem, por exemplo, medir a proliferacdo e/ou atividade de linfocitos
(tais como células B ou T), secrecao de citocinas ou quimiocinas, in-
flamacao, producao de anticorpo e semelhantes.

[0042] Imundgeno: um composto, composi¢ao, ou substancia que

€ capaz, sob condicbes apropriadas, de estimular uma resposta imu-
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ne, tal como a producéo de anticorpos ou uma resposta de célula T em
um animal, incluindo composi¢des que sao injetadas ou absorvidas em
um animal. Como usado aqui, uma "composi¢cdo imunogénica" é uma
composicdo compreendendo um imundégeno (tal como um polipeptideo
de HA).

[0043] Imunizag&o: para tornar um individuo protegido de uma do-
enca infecciosa, tal como por vacinacao.

[0044] Virus influenza: um virus de RNA de filamento negativo
segmentado que pertence a familia Orthomyxoviridae. Existem trés
tipos de virus influenza, A, B e C. Os virus influenza A infectam uma
variedade ampla de aves e mamiferos, incluindo seres humanos, ca-
valos, mamiferos marinhos, porcos, furdes, e frangos. Em animais, a
maioria dos virus influenza A causam infec¢des localizadas suaves do
trato respiratorio e intestinal. Entretanto, cepas de influenza A altamen-
te patogénicas, tais como H5N1, causam infeccdes sistémicas em a-
ves domeésticas em que a mortalidade pode atingir 100 %. Em 2009,
influenza H1N1 foi a causa mais comum de gripe humana. Uma nova
cepa de H1N1 de origem suina emergiu em 2009 e foi declarada pan-
démica pela Organizacdo Mundial da Saude. Esta cepa foi referida
como "gripe suina." Virus influenza A HLIN1 também foram responsa-
veis pela gripe espanhola pandémica em 1918, a epidemia de Fort Dix
em 1976, e a gripe russa epidémica em 1977 a 1978.

[0045] Isolado: um componente bioldgico "isolado" (tal como um
acido nucleico, proteina ou virus) foi substancialmente separado ou
purificado de outros componentes biolégicos (tais como fragmentos
celulares, ou outras proteinas ou acidos nucleicos). Componentes bio-
l6gicos que foram "isolados" incluem aqueles componentes purificados
por métodos de purificacdo padrdo. O termo também inclui acidos nu-
cleicos, proteinas ou virus (ou VLPS) recombinantes, assim como aci-

dos nucleicos ou peptideos quimicamente sintetizados.
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[0046] Ligador: um ou mais aminoacidos que servem como um
espacador entre dois polipeptideos de uma proteina de fusao.

[0047] Proteina de matriz (M1): Uma proteina estrutural do virus
influenza encontrada dentro do envelope viral. M1 é considerada fun-
cionar na montagem e desenvolvimento.

[0048] Neuraminidase (NA): uma glicoproteina de membrana do
virus influenza. NA estd envolvida na destruicdo do receptor celular
para a HA viral clivando-se residuos de acido sialico terminais de por-
cOes de carboidrato nas superficies de células infectadas. NA também
cliva residuos de &cido sialico de proteinas virais, impedindo a agrega-
cao de virus. NA (junto com HA) € um dos dois determinantes antigé-
nicos do virus influenza principais.

[0049] Operavelmente ligado: uma primeira sequéncia de &cido
nucleico é operavelmente ligada com uma segunda sequéncia de aci-
do nucleico quando a primeira sequéncia de acido nucleico é colocada
em uma relacdo funcional com a segunda sequéncia de acido nuclei-
co. Por exemplo, um promotor é operavelmente ligado a uma sequén-
cia de codificagcdo se o promotor afeta a transcricdo ou expressao da
sequéncia de codificacdo. Geralmente, sequéncias de DNA operavel-
mente ligadas sdo contiguas e, onde necessario para unir duas regi-
oes de codificacdo de proteina, na mesma estrutura de leitura.

[0050] Proteina HA de influenza otimizada: como usado aqui, "pro-
teina HA de influenza otimizada" refere-se a uma sequéncia de con-
senso de proteina HA gerada por alinhamentos de sequéncia de isola-
dos de virus influenza H5N1 e H1IN1 (como descrito nos exemplos 1 e
2 abaixo). Sequéncias de nucleotideo que codificam proteinas HA oti-
mizadas sdo otimizadas ainda para expressdo em células mamiferas
por intermédio de otimizacdo de cddon e otimizacdo de RNA (tal como
para aumentar a estabilidade do RNA). Proteinas HA de influenza oti-

mizadas divulgadas aqui (e apresentadas aqui como SEQ ID NO: 1 e
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SEQ ID NO: 2) também séo referidas como sequéncias "COBRA" (an-
tigeno amplamente reativo computacionalmente otimizado). Polipepti-
deos de HA otimizados sao designados para evocar respostas imunes
amplamente reativas em um individuo. No contexto da presente des-
cricdo, "amplamente reativo" significa que a sequéncia de proteina e-
voca uma resposta imune em um individuo que € suficiente para inibir,
neutralizar ou impedir a infeccdo de uma faixa ampla de virus influenza
(tais como a maioria ou todos os virus influenza dentro de um subtipo
especifico). Em alguns exemplos, a proteina HA de influenza otimiza-
da é capaz de evocar uma resposta imune, tal como uma resposta i-
mune protetiva, contra a maioria ou todos os isolados do virus influen-
za H5N1, ou a maioria ou todos os isolados do virus influenza H1N1.
[0051] Epidemia: como usado aqui, uma "epidemia" de virus influ-
enza refere-se a uma colecédo de isolados de virus de dentro de um
unico pais em um dado ano.

[0052] Veiculos farmaceuticamente aceitaveis: os carregadores
farmaceuticamente aceitaveis (veiculos) Uteis nesta descricdo séo
convencionais. Remington’s Pharmaceutical Sciences, de E. W. Mar-
tin, Mack Publishing Co., Easton, PA, 15th Edition (1975), descreve
composicoes e formulacbes adequadas para a liberacdo farmacéutica
de uma ou mais composicoes terapéuticas, tais como uma ou mais
vacinas contra gripe, e agentes farmacéuticos adicionais.

[0053] Em geral, a natureza do carregador dependera do modo
particular de administracdo que € utilizado. Por exemplo, formulagfes
parenterais usualmente compreendem fluidos injetaveis que incluem
fluidos farmacéutica e fisiologicamente aceitaveis tais como agua, so-
lucdo salina fisioldgica, solucdes salinas balanceadas, dextrose aquo-
sa, glicerol ou semelhantes como um veiculo. Para composic¢des soli-
das (por exemplo, formas de po, pilula, tablete, ou capsula), carrega-

dores solidos ndo téxicos convencionais podem incluir, por exemplo,
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graus farmacéuticos de manitol, lactose, amido, ou estearato de mag-
nésio. Além de carregadores biologicamente neutros, composicdes
farmacéuticas a serem administradas podem conter quantidades me-
nores de substancias auxiliares ndo téxicas, tais como agentes umec-
tantes ou emulsificadores, conservantes, e agentes tamponantes de
pH e semelhantes, por exemplo acetato de s6dio ou monolaurato de
sorbitano.

[0054] Polipeptideo: um polimero em que 0os mondmeros sao resi-
duos de aminoacido que sdo unidos através de ligacbes amida. Quan-
do os aminoacidos séo alfa-aminoacidos, o isdmero optico L ou o is6-
mero optico D pode ser usado. Os termos "polipeptideo” ou "proteina”
como usado aqui sao intencionados a abranger qualquer sequéncia de
aminoacido e incluem sequéncias modificadas tais como glicoprotei-
nas. O termo "polipeptideo” é especificamente intencionado a abranger
proteinas que ocorrem naturalmente, assim como aquelas que sao re-
combinante ou sinteticamente produzidas. O termo "residuo” ou "resi-
duo de aminoéacido" inclui referéncia a um aminoacido que € incorpo-
rado em uma proteina, polipeptideo, ou peptideo.

[0055] Prevencao, tratamento ou melhora de uma doenca: "pre-
vencao" de uma doenca refere-se a inibir o desenvolvimento total de
uma doenca. "Tratamento" refere-se a uma intervencao terapéutica
gue melhora um sinal ou sintoma de uma doenc¢a ou condi¢do patolo-
gica depois que ela comecou a desenvolver. "Melhora" refere-se a re-
ducdo no numero ou severidade de sinais ou sintomas de uma doen-
ca.

[0056] Promotor: um promotor € um arranjo de sequéncias de con-
trole de acido nucleico que conduzem a transcricdo de um acido nucle-
ico. Um promotor inclui sequéncias de acido nucleico necessérias pro-
ximas ao sitio de inicio da transcricdo. Um promotor também opcio-

nalmente inclui elementos real¢cadores ou repressores distais. Um
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"promotor constitutivo” € um promotor que € continuamente ativo e ndo
esta sujeito a regulacdo por sinais ou moléculas externos. Ao contra-
rio, a atividade de um "promotor induzivel" é regulada por um sinal ou
molécula externos (por exemplo, um fator de transcricdo). Em algumas
modalidades aqui, o promotor € um promotor de CMV.

[0057] Purificado: o termo "purificado” nao requer pureza absoluta;
preferivelmente, ele é intencionado como um termo relativo. Assim, por
exemplo, um peptideo, proteina, virus, VLP purificados ou outro com-
posto ativo € um que € isolado inteiro ou em partes de proteinas natu-
ralmente associadas e outros contaminantes. Em certas modalidades,
o termo "substancialmente purificado" refere-se a um peptideo, protei-
na, virus, VLP ou outro composto ativo que foi isolado de uma célula,
meio de cultura celular, ou outra preparacao bruta e submetido ao fra-
cionamento para remover varios componentes da preparacdo inicial,
tais como proteinas, fragmentos celulares, e outros componentes.
[0058] Recombinante: um &cido nucleico, proteina, virus ou VLP
recombinante é um que tem uma sequéncia que ndo esta ocorrendo
naturalmente ou tem uma sequéncia que é fabricado por uma combi-
nacao artificial de dois segmentos de outro modo separados de se-
guéncia. Esta combinacéo artificial é frequentemente realizada por sin-
tese quimica ou pela manipulacéo artificial de segmentos isolados de
acidos nucleicos, por exemplo, por técnicas de engenharia genética.
[0059] Individuo: organismos vertebrados multicelulares vivos,
uma categoria que inclui tanto mamiferos humanos quanto nao huma-
nos, tais como primatas nao humanos.

[0060] Quantidade terapeuticamente eficaz: uma quantidade de
um agente especifico suficiente para obter um efeito desejado em um
individuo sendo tratado com este agente. Por exemplo, esta pode ser
a quantidade de uma vacina contra o virus da gripe util para evocar

uma resposta imune em um individuo e/ou para prevenir infeccdo ou
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doenca causadas por virus influenza. ldealmente, no contexto da pre-
sente descricdo, uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma va-
cina contra gripe é uma quantidade suficiente para aumentar a resis-
téncia a, prevenir, melhorar, e/ou tratar a infeccdo causada por virus
influenza em um individuo sem causar um efeito citotoxico substancial
no individuo. A quantidade eficaz de uma vacina contra gripe util para
aumentar a resisténcia a, prevenir, melhorar, e/ou tratar infeccdo em
um individuo sera dependente, por exemplo, do individuo sendo trata-
do, do modo de administragcdo da composicao terapéutica e outros fa-
tores.

[0061] Transformada: uma célula transformada € uma célula em
que foi introduzida uma molécula de acido nucleico por técnicas de
biologia molecular. Como usado aqui, o termo transformacéo abrange
todas as técnicas pelas quais uma molécula de acido nucleico poderia
ser introduzida em uma tal célula, incluindo transfec¢do com vetores
virais, transformacdo com vetores plasmidicos, e introducdo de DNA
nu por eletroporacéao, lipofeccdo, e aceleracdo por pistola de particu-
las.

[0062] Vacina: uma preparacao de material imunogénico capaz de
estimular uma resposta imune, administrada para a prevencao, melho-
ra, ou tratamento de doenca, tal como uma doenca infecciosa. O mate-
rial imunogénico pode incluir, por exemplo, microorganismos atenua-
dos ou mortos (tais como virus atenuados), ou proteinas antigénicas
(incluindo VLPs), peptideos ou DNA derivados dos mesmos. Vacinas
podem evocar tanto respostas profilaticas (preventivas) quanto tera-
péuticas. Métodos de administracdo variam de acordo com a vacina,
mas podem incluir inoculacéo, ingestao, inalacdo ou outras formas de
administracao. Inoculacdes podem ser liberadas por qualquer uma de
varias vias, incluindo parenteral, tal como intravenosa, subcutanea ou

intramuscular. Vacinas podem ser administradas com um adjuvante
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para reforcar a resposta imune.

[0063] Vetor: um vetor € uma molécula de acido nucleico que per-
mite a insercdo de acido nucleico estranho sem interromper a capaci-
dade do vetor de replicar e/ou integrar em uma célula hospedeira. Um
vetor pode incluir sequéncias de acido nucleico que permitem que ele
replique em uma célula hospedeira, tal como uma origem de replica-
cdo. Um vetor insercional é capaz de inserir por si s6 em um acido nu-
cleico hospedeiro. Um vetor também pode incluir um ou mais genes
marcadores selecionaveis e outros elementos genéticos. Um vetor de
expressdo € um vetor que contém as sequéncias reguladoras neces-
sarias para permitir a transcricdo e traducdo de um gene ou genes in-
seridos. Em algumas modalidades da presente descricéo, o vetor codi-
fica uma proteina HA, NA ou M1 de influenza. Em algumas modalida-
des, o vetor é o vetor de expressdo pTR600 (Publicacdo do Pedido de
Patente U.S. N°® 2002/0106798; Ross et al., Nat Immunol. 1(2):102 -
103, 2000; Green et al., Vaccine 20:242 - 248, 2001).

[0064] Particula semelhante a virus (VLP): particulas virais com-
postas de uma ou mais proteinas estruturais virais, mas carecendo do
genoma viral. Porque VLPs carecem de um genoma viral, elas sao nao
infecciosas. Além disso, VLPs podem ser frequentemente produzidas
por expressao heterdloga e podem ser facilmente purificadas. A maio-
ria de VLPs compreende pelo menos uma proteina de nucleo viral que
conduz o desenvolvimento e liberacdo de particulas de uma célula
hospedeira. Um exemplo de uma tal proteina de nucleo é influenza
M1. Em algumas modalidades aqui, uma VLP de influenza compreen-
de as proteinas HA, NA e/ou M1. VLPs de influenza podem ser produ-
zidas por transfeccéo de células hospedeiras com plasmideos que co-
dificam as proteinas HA e NA, e opcionalmente a proteina M1. Depois
da incubacgéo das células transfectadas por um tempo apropriado para

levar em consideracdo a expressao da proteina (tal como por aproxi-
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madamente 72 horas), VLPs podem ser isoladas de sobrenadantes de
cultura celular. O Exemplo 4 fornece um protocolo exemplar para puri-
ficar VLPs de influenza de sobrenadantes celulares. Neste exemplo,
VLPs sé&o isoladas por centrifugacdo em velocidade baixa (para remo-
ver fragmentos celulares), filtracdo a vacuo e ultracentrifugacdo atra-
vés de 20 % de glicerol. Outros métodos de produzir VLPs de influen-
za sao conhecidos na técnica (ver, por exemplo, PublicacBes de Pedi-
do de Patente U.S. N* 2006/0263804; 2008/0031895; 2010/0166769;
e 2010/0239610).

[0065] A menos que de outro modo explicado, todos os termos
técnicos e cientificos usados aqui ttm o mesmo significado como co-
mumente entendido por uma pessoa de habilidade comum na técnica

a qual esta descricdo pertence. Os termos singulares "um,” "uma," e

"0", "a" incluem referentes no plural a menos que o contexto claramen-
te indique de outro modo. "Compreendendo A ou B" significa incluindo
A, ou B, ou A e B. Deve ser entendido ainda que todos os tamanhos
de base ou tamanhos de aminoéacido, e todos os valores de peso mo-
lecular ou massa molecular, fornecidos para acidos nucleicos ou poli-
peptideos sdo aproximados, e sdo fornecidos para descricdo. Embora
métodos e materiais similares ou equivalentes aqueles descritos aqui
possam ser usados na pratica ou teste da presente descricdo, méto-
dos e materiais adequados sao descritos abaixo. Todas as publica-
cOes, pedidos de patente, patentes, e outras referéncias mencionadas
aqui sédo incorporados por referéncia em sua totalidade. Em caso de
conflito, o presente relatério descritivo, incluindo as explanacfes de
termos, controlara. Além disso, os materiais, métodos, e exemplos séo
ilustrativos apenas e néo intencionados a serem limitantes.

Ill. Visao Geral de Varias Modalidades

[0066] Descrita aqui é a geracéo de polipeptideos de HA de influ-

enza H5N1 e HIN1 computacionalmente otimizados para evocar uma



17/39

resposta imune amplamente reativa ao virus influenza. Os polipepti-
deos de HA otimizados foram desenvolvidos através de uma série de
alinhamentos de proteina HA, e geracdo subsequente de sequéncias
de consenso com base em isolados de virus influenza H5N1 e H1N1
selecionados. Os métodos usados para gerar as sequéncias de con-
senso de HA otimizadas s&o descritos nos exemplos 1 e 2, e mostra-
dos nas FIGS. 1 e 2. As sequéncias de aminoacido de 2 polipeptideos
de HA especificos sdo apresentadas aqui como SEQ ID NO: 1 (H5N1)
e SEQ ID NO: 2 (HIN1). A sequéncia de H5N1 foi gerada usando 426
isolados de H5N1 humanos de clades 0, 1, 2,1, 2,2, 2,3 e 7, e é referi-
da aqui como a HA "PATH H5N1 COBRA". A sequéncia de H1N1 foi
gerada usando 205 isolados do virus influenza HIN1 humanos e sui-
nos, e é referida aqui como a HA "PATH H1N1 COBRA".

[0067] Fornecidos aqui sdo polipeptideos de HA de influenza re-
combinantes tendo uma sequéncia de aminoacido otimizada para evo-
car uma resposta imune amplamente reativa contra influenza H5N1 ou
H1N1. Em algumas modalidades, a sequéncia de aminoacido do poli-
peptideo de HA compreende ou consiste na sequéncia de aminoacido
da SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2.

[0068] Em outras modalidades, a sequéncia de aminoacido do po-
lipeptideo de HA compreende ou consiste na sequéncia de aminoacido
dos residuos 2 a 568 da SEQ ID NO: 1, ou residuos 2 a 566 da SEQ
ID NO: 2.

[0069] Fornecidas ainda sdo moléculas de acido nucleico isoladas
gue codificam um polipeptideo de HA de influenza recombinante divul-
gado aqui. Em algumas modalidades, a molécula de acido nucleico é
otimizada de codon para expressdo em células mamiferas. A molécula
de acido nucleico € opcionalmente otimizada ainda para estabilidade
do RNA.

[0070] Vetores compreendendo as moléculas de acido nucleico
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gue codificam os polipeptideos de HA recombinantes também séo for-
necidos pela presente descricdo. O vetor pode ser qualquer vetor ade-
guado para a expressao do polipeptideo de HA, tal como um vetor de
expressdo mamifero. Em exemplos particulares, o vetor é o vetor de
expressdo pTR600 (Publicagdo do Pedido de Patente U.S. N2
2002/0106798, aqui incorporada por referéncia; Ross et al., Nat Immu-
nol. 1(2):102 - 103, 2000; Green et al., Vacina 20:242 - 248, 2001).
[0071] Em alguns exemplos, o vetor inclui um promotor operavel-
mente ligado a sequéncia de acido nucleico que codifica o polipeptideo
de HA. Em exemplos particulares, o promotor € um promotor de CMV.
[0072] Também fornecidas sdo células isoladas compreendendo
os vetores divulgados. Em alguns casos, a célula é qualquer tipo de
célula adequado para a producédo e expressdo de VLPs, tal como uma
célula mamifera.

[0073] Fornecidas ainda sédo VLPs de influenza compreendendo
um polipeptideo de HA otimizado divulgado aqui. As VLPs de influenza
podem incluir ainda quaisquer proteinas de influenza adicionais ne-
cessérias para formar a particula viral. Em algumas modalidades, as
VLPs de influenza incluem ainda proteina neuraminidase (NA) de in-
fluenza, proteina de matriz (M1) de influenza, ou ambas.

[0074] Também fornecidas séo VLPs de influenza compreendendo
um polipeptideo de HA de influenza divulgado aqui, produzido trans-
fectando-se uma célula hospedeira com um vetor que codifica o poli-
peptideo de HA, um vetor que codifica uma proteina NA de influenza e
um vetor que codifica uma proteina M1 de influenza sob condi¢bes su-
ficientes para levar em consideracdo a expressao das proteinas HA,
M1 e NA.

[0075] Proteinas de fusdo compreendendo um polipeptideo de HA
de influenza otimizado sao fornecidas ainda pela presente descricao.

[0076] Também fornecidas aqui sdo composi¢cées compreendendo
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uma proteina HA de influenza otimizada como divulgado aqui, ou uma
proteina de fusdo ou VLP compreendendo a proteina HA de influenza
otimizada. Em algumas modalidades, as composi¢cdes compreendem
ainda um carregador farmaceuticamente aceitavel e/ou um adjuvante.
Por exemplo, o adjuvante pode ser alume, adjuvante completo de Fre-
und, um adjuvante biolégico ou oligonucleotideos imunoestimuladores
(tais como oligonucleotideos de CpG).

[0077] Fornecido ainda é um método de evocar uma resposta i-
mune ao virus influenza em um individuo administrando-se uma prote-
ina HA de influenza otimizada, uma proteina de fusdo compreendendo
uma HA de influenza otimizada, VLPs contendo uma HA de influenza
otimizada, ou composicdes destas, como divulgado aqui. Em algumas
modalidades, o virus influenza € um virus influenza H5N1 ou H1IN1.
Em algumas modalidades, a proteina HA, proteina HA de fusdo ou
VLP podem ser administradas usando qualquer via adequada de ad-
ministracao, tal como, por exemplo, intramuscular, intranasal ou oral.
Em algumas modalidades, a proteina HA, proteina de fusdo ou VLP é
administrada como uma composicao compreendendo ainda um carre-
gador farmaceuticamente aceitavel e/ou um adjuvante. Por exemplo, o
adjuvante pode ser alume, adjuvante completo de Freund, um adju-
vante bioldgico ou oligonucleotideos imunoestimuladores (tais como
oligonucleotideos de CpG).

[0078] Também fornecido € um método de imunizar um individuo
contra virus influenza administrando-se ao individuo VLPs contendo
uma proteina HA de influenza otimizada descrita aqui, ou administran-
do-se uma composicado destas. Em algumas modalidades do método,
a composicdo compreende ainda um carregador farmaceuticamente
aceitavel e/ou um adjuvante. Por exemplo, o adjuvante pode ser alu-
me, adjuvante completo de Freund, um adjuvante biolégico ou oligo-

nucleotideos imunoestimuladores (tais como oligonucleotideos de
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CpG). Em algumas modalidades, as VLPs (ou composi¢cdes destas)
sdo administradas intramuscularmente.

[0079] Em algumas modalidades dos métodos de evocar uma res-
posta imune ou imunizar um individuo, o individuo € administrado cer-
ca de 1 a cerca de 25 ug das VLPs contendo uma proteina HA otimi-
zada. Em exemplos particulares, o individuo € administrado cerca de 5
a cerca de 20 pg das VLPs, ou cerca de 10 a cerca de 15 ug das
VLPs. Em um exemplo ndo limitante especifico, p individuo é adminis-
trado cerca de 15 pg das VLPs. Entretanto, uma pessoa de habilidade
na técnica é capaz de determinar uma quantidade terapeuticamente
eficaz (por exemplo uma quantidade que fornece protecao contra in-
feccdo por virus influenza H5N1 ou H1N1) de VLPs para administrar a
um individuo.

IV. Influenza

[0080] Virus influenza séo virus de RNA de filamento negativo
segmentados que pertencem a familia Orthomyxoviridae. Existem trés
tipos de virus influenza, A, B e C. Virus influenza A infectam uma vari-
edade ampla de aves e mamiferos, incluindo seres humanos, cavalos,
mamiferos marinhos, porcos, furdes, e frangos. Em animais, a maioria
dos virus influenza A causa infeccfes localizadas suaves do trato res-
piratorio e intestinal. Entretanto, cepas de influenza A altamente pato-
génicas, tais como H5N1, causam infeccdes sistémicas em aves do-
mésticas em que a mortalidade pode atingir 100 %. Animais infectados
com influenza A frequentemente agem como um reservatorio para 0s
virus influenza e certos subtipos foram mostrados cruzar a barreira da
espécie para seres humanos.

[0081] Virus influenza A podem ser classificados em subtipos com
base em variacdes alélicas em regides antigénicas de dois genes que
codificam glicoproteinas de superficie, isto é, hemaglutinina (HA) e

neuraminidase (NA) que sdo necessarias para fixacdo viral e liberacéo
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celular. Correntemente, dezesseis subtipos de HA (H1 a H16) e nove
variantes antigénicas de NA (N1 a N9) sdo conhecidos para o virus
influenza A. Previamente, apenas trés subtipos foram conhecidos cir-
cular em seres humanos (H1N1, HIN2, e H3N2). Entretanto, nos ulti-
mos anos, o0 subtipo patogénico de H5N1 de influenza A aviaria foi re-
latado cruzar a barreira de espécie e infectar seres humanos como do-
cumentado em Hong Kong em 1997 e 2003, levando a morte de varios
pacientes.

[0082] Em 2009, influenza H1N1 foi a causa mais comum de gripe
humana. Uma nova cepa de H1N1 de origem suina emergiu em 2009
e foi declarada pandémica pela Organiza¢cdo Mundial da Saude. Esta
cepa foi referida como "gripe suina." Virus influenza A H1IN1 também
foram responséaveis pela gripe espanhola pandémica em 1918, a epi-
demia de Fort Dix em 1976, e a gripe russa epidémica em 1977 a
1978.

[0083] O genoma do virus influenza segmentado contém oito
segmentos de gene de RNA de sentido negativo (nsRNA) (PB2, PB1,
PA, NP, M, NS, HA e NA) que codificam pelo menos dez polipepti-
deos, incluindo proteinas de RNA polimerase dirigidas ao RNA (PB2,
PB1 e PA), nucleoproteina (NP), neuraminidase (NA), hemaglutinina
(subunidades HA1 e HA2), as proteinas de matriz (M1 e M2) e as pro-
teinas ndo estruturais (NS1 e NS2) (Krug et al., Em "The Influenza Vi-
ruses,” R. M. Krug, ed., Plenum Press, N.Y., 1989, paginas 89 152).
[0084] A capacidade do virus influenza de causar doenca muito
difundida é devido a sua capacidade de evadir o sistema imune pas-
sando-se por mudanca antigénica, que acredita-se que ocorra quando
um hospedeiro € infectado simultaneamente tanto com um virus influ-
enza animal quanto um virus influenza humano. Durante a mutacdo e
reclassificacdo no hospedeiro, 0 virus pode incorporar um gene de

proteina de superficie de HA e/ou NA de um outro virus em seu geno-
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ma, desse modo produzindo um novo subtipo de influenza e evadindo
0 sistema imune.

[0085] HA é uma glicoproteina de superficie viral geralmente com-
preendendo aproximadamente 560 aminodacidos e representando 25 %
da proteina viral total. Ela € responsavel pela adeséo da particula viral
a, e sua penetracdo em, uma célula hospedeira nos estagios iniciais
da infeccdo. A clivagem do precursor HAO viral nos subfragmentos
HA1l e HA2 é uma etapa necessaria adequada para o virus infectar
uma célula. Assim, a clivagem é necessaria de modo a converter no-
vas particulas virais em uma célula hospedeira em virions capazes de
infectar novas células. A clivagem é conhecida ocorrer durante o
transporte da proteina de membrana HAO integral do reticulo endo-
plasmético da célula infectada & membrana plasmatica. No curso de
transporte, a hemaglutinina passa por uma série de modificacdes co- e
pds-traducionais incluindo clivagem proteolitica da HA precursora no
fragmento amino-terminal HA1 e o carboxi terminal HA2. Uma das
principais dificuldades em cultivar cepas de influenza em cultura de
tecido priméria ou linhagens de célula estabelecidas surge da necessi-
dade para ativacao de clivagem proteolitica da hemaglutinina de influ-
enza na célula hospedeira.

[0086] Embora seja conhecido que uma HA nao clivada possa
mediar a fixacdo do virus aos seus receptores contendo &cido neura-
minico em uma superficie celular, ela ndo é capaz da etapa seguinte
no ciclo infeccioso, que é a fusdo. Foi relatado que a exposicdo do
término amino hidrofébico de HA2 por clivagem é necessaria de modo
gue ele possa ser inserido na célula alvo, desse modo formando uma
ponte entre o virus e a membrana celular alvo. Este processo é segui-
do por fusdo das duas membranas e entrada do virus na célula alvo.
[0087] A ativacao proteolitica de HA envolve clivagem em um resi-

duo de arginina por uma endoprotease semelhante a tripsina, que é
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frequentemente uma enzima intracelular que é dependente de calcio e
tem um pH neutro ideal. Visto que as proteases de ativacédo séo enzi-
mas celulares, o tipo de célula infectada determina se a HA é clivada.
A HA dos virus influenza mamiferos e os virus influenza aviarios néo
patogénicos é suscetivel a clivagem proteolitica apenas em um nume-
ro restrito de tipos de célula. Por outro lado, HA de virus aviérios pato-
génicos entre os subtipos H5 e H7 séo clivados por proteases presen-
tes em uma faixa ampla de células hospedeiras diferentes. Assim, e-
xistem diferencas na faixa de hospedeiro resultantes das diferengas na
capacidade de clivagem da hemaglutinina que sao correlacionadas
com as propriedades patogénicas do virus.

[0088] Neuraminidase (NA) € uma segunda glicoproteina de mem-
brana dos virus influenza. A presenca de NA viral mostrou ser impor-
tante para gerar uma resposta imune protetiva multifacetada contra um
virus infectante. Para a maioria dos virus influenza A, NA é de 413 a-
minoacidos em comprimento, e € codificada por um gene de 1413 nu-
cleotideos. Nove subtipos de NA diferentes foram identificados em vi-
rus influenza (N1, N2, N3, N4, N5, N6, N7, N8 e N9), todos os guais
foram encontrados entre aves selvagens. NA esta envolvida na destru-
icdo do receptor celular para a HA viral clivando-se os residuos de aci-
do neuraminico terminais (também chamado acido sialico) de porcdes
de carboidrato nas superficies de células infectadas. NA também cliva
residuos de acido sialico de proteinas virais, impedindo a agregacao
dos virus. Usando este mecanismo, postula-se que NA facilita a libera-
cao da progénie viral impedindo-se particulas virais recentemente for-
madas de acumular ao longo da membrana celular, assim como pro-
movendo-se o transporte do virus através do muco presente na super-
ficie mucosa. NA € um determinante antigénico importante que esta
sujeito a variagao antigénica.

[0089] Além das proteinas de superficie HA e NA, o virus influenza
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compreende seis genes internos adicionais, que dao origem a oito pro-
teinas diferentes, incluindo os genes de polimerase PB1, PB2 e PA,
proteinas de matriz M1 e M2, nucleoproteina (NP), e proteinas néo
estruturais NS1 e NS2 (Horimoto et al., Clin Microbiol Rev. 14(1):129 -
149, 2001).

[0090] De modo a ser empacotado em virions da progénie, o RNA
viral é transportado do ndcleo como um complexo de ribonucleoprotei-
na (RNP) composto das trés proteinas polimerase do virus influenza, a
nucleoproteina (NP), e o RNA viral, em associacdo com a proteina de
matriz 1 (M1) do virus influenza e proteina de exportacdo nuclear
(Marsh et al., J Virol, 82:2295 - 2304, 2008). A proteina M1 que encon-
tra-se dentro do envelope € considerada funcionar na montagem e de-
senvolvimento. Um numero limitado de proteinas M2 é integrado nos
virions (Zebedee, J. Virol. 62:2762 - 2772, 1988). Eles formam tetra-
meros tendo atividade de canal de ion H+, e quando ativados pelo pH
baixo em endossomas, acidificam o interior do virion, facilitando seu
ndo revestimento (Pinto et al., Cell 69:517 - 528, 1992). Amantadina é
um farmaco antigripal que previne a infeccao viral interferindo-se com
a atividade do canal i6nico de M2, inibindo assim 0 nao revestimento
viral.

[0091] NS1, uma proteina ndo estrutural, tem mudultiplas funcdes,
incluindo regulacéo da juncao e exportacdo nuclear de mRNAs celula-
res assim como estimulo da traducdo. A principal fungdo de NS1 pare-
ce ser contrariar a atividade de interferon do hospedeiro, visto que um
virus knockout de NS1 foi viavel embora ele cres¢ca menos eficiente-
mente do que o virus precursor em células ndo defeituosas de interfe-
ron (Garcia-Sastre, Virology 252:324 - 330, 1998).

[0092] NS2 foi detectado em particulas virais (Richardson et al.,
Arch. Virol. 116:69 - 80, 1991; Yasuda et al., Virology 196:249 - 255,

1993). O numero médio de proteinas NS2 em uma particula viral foi
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estimado como sendo de 130 a 200 moléculas. Um ensaio de ligacéo
in vitro mostra o contato direto de proteina-proteina entre M1 e NS2.
Complexos de NS2-M1 também foram detectados por imunoprecipita-
cdo em lisatos celulares infectados com virus. A proteina NS2 € consi-
derada desempenhar um papel na exportacdo de RNP do nucleo atra-
vés da interacdo com proteina M1 (Ward et al., Arch. Virol. 140:2067 -
2073, 1995).

V. VLPs de influenza e Administracdo Destas

[0093] VLPs de influenza compreendendo uma HA otimizada (tal
como a HA tendo a sequéncia de aminoacido apresentada como SEQ
ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2) sao fornecidas aqui. As VLPs de influenza
sdo geralmente compostas das proteinas HA, NA e M1. A producédo de
VLPs de influenza foi descrita na técnica e esta dentro das capacida-
des de uma pessoa de habilidade comum na técnica. Por exemplo,
VLPs de influenza podem ser produzidas por transfeccédo de células
hospedeiras com plasmideos que codificam as proteinas HA, NA e
M1. Depois da incubacdo das células transfectadas por um tempo a-
propriado para levar em consideracdo a expressao da proteina (tal
como por aproximadamente 72 horas), VLPs podem ser isoladas de
sobrenadantes de cultura celular. O Exemplo 4 abaixo fornece um pro-
tocolo exemplar para purificar VLPs de influenza de sobrenadantes
celulares. Neste exemplo, VLPs sao isoladas por centrifugagédo em ve-
locidade baixa (para remover fragmentos celulares), filtracdo a vacuo e
ultracentrifugacao através de 20 % de glicerol.

[0094] As VLPs de influenza divulgadas aqui podem ser usadas
COMO vacinas contra gripe para evocar uma resposta imune protetiva
contra os virus influenza H5N1 e H1NL1.

[0095] VLPs de influenza, ou composicdes destas, podem ser ad-
ministradas a um individuo por qualquer uma das vias normalmente

usadas para introduzir virus recombinante em um individuo. Métodos
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de administracdo incluem, mas ndo sdo limitados a, intradérmica, in-
tramuscular, intraperitoneal, parenteral, intravenosa, subcutanea, vagi-
nal, retal, intranasal, inalacdo ou oral. A administracado parenteral, tal
como administracdo subcutanea, intravenosa ou intramuscular, é ge-
ralmente obtida por injecdo. Injetaveis podem ser preparados em for-
mas convencionais, como solucées ou suspensdes liquidas, formas
sblidas adequadas para solucdo ou suspensdo em liquido antes da
injecao, ou como emulsdes. Solucdes e suspensodes de injecdo podem
ser preparadas de pos estéreis, granulos, e tabletes do tipo previa-
mente descrito. A administracédo pode ser sistémica ou local.

[0096] VLPs de influenza, ou composicOes destas, sdo administra-
das em qualquer maneira adequada, tal como com carregadores far-
maceuticamente aceitaveis. Carregadores farmaceuticamente aceita-
veis sdo determinados em parte pela composicdo particular sendo
administrada, assim como pelo método particular usado para adminis-
trar a composicao. Consequentemente, existe uma variedade ampla
de formulacbes adequadas de composicOes farmacéuticas da presen-
te descrigao.

[0097] Preparacdes para administracdo parenteral incluem solu-
cbes, suspensdes, e emulsdes aquosas ou ndo aguosas estéreis. E-
xemplos de solventes ndo aquosos sao propileno glicol, polietilenogli-
col, 6leos vegetais tais como 6leo de oliva, e ésteres organicos injeta-
veis tais como oleato de etila. Carregadores aquosos incluem agua,
solucBes alcodlicas/aguosas, emulsdes ou suspensdes, incluindo so-
lucdo salina e meio tamponado. Veiculos parenterais incluem solucao
de cloreto de sédio, dextrose de Ringer, dextrose e cloreto de sédio,
Ringer lactado, ou Oleos fixos. Veiculos intravenosos incluem reabas-
tecedores de fluido e nutriente, reabastecedores de eletrdlito (tais co-
mo aqueles com base em dextrose de Ringer), e semelhantes. Con-

servantes e outros aditivos também podem estar presentes tais como,
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por exemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes, e ga-
ses inertes e semelhantes.

[0098] Algumas das composicfes podem ser potencialmente ad-
ministradas como um sal de adicdo de acido ou base farmaceutica-
mente aceitavel, formado por reacdo com acidos inorganicos tais como
acido cloridrico, acido bromidrico, acido percloridrico, acido nitrico, a-
cido tiocianico, acido sulfurico, e acido fosférico, e acidos organicos
tais como &cido férmico, acido acético, acido propibnico, acido glicoli-
co, acido lactico, acido piravico, acido oxalico, acido malbnico, acido
succinico, acido maleico, e acido fumarico, ou por reacdo com uma
base inorganica tal como hidréxido de sédio, hidroxido de amdnio, hi-
droxido de potassio, e bases organicas tais como mono-, di-, trialquil e
aril aminas e etanolaminas substituidas.

[0099] A administracdo pode ser realizada por doses Unicas ou mul-
tiplas. A dose administrada a um individuo no contexto da presente
descricao deve ser suficiente para induzir uma resposta terapéutica be-
néfica em um individuo com o passar do tempo, ou para inibir ou preve-
nir infec¢@o por virus influenza H5N1 ou HIN1. A dose necessaria vari-
ara de individuo a individuo dependendo da espécie, idade, peso e
condicao geral do individuo, da severidade da infeccdo sendo tratada,
da composicao particular sendo usada e seu modo de administracéo.
Uma dose apropriada pode ser determinada por uma pessoa de habili-
dade comum na técnica usando apenas experimentacéo de rotina.
[00100] Fornecidas aqui sdo composicOes farmacéuticas que inclu-
em uma guantidade terapeuticamente eficaz das VLPs de influenza
sozinhas ou em combinagcdo com um carregador farmaceuticamente
aceitavel. Carregadores farmaceuticamente aceitaveis incluem, mas
nao sao limitados a, solugao salina, solugao salina tamponada, dextro-
se, agua, glicerol, etanol, e combinacfes destes. O carregador e com-

posicdo podem ser estéreis, e a formulacdo adapta-se ao modo de
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administracdo. A composicdo também pode conter quantidades meno-
res de agentes umectantes ou emulsificadores, ou agentes tamponan-
tes de pH. A composicdo pode ser uma solucao, suspensao, emulséo
liquida, tablete, pilula, capsula, formulacéo de liberacdo sustentada, ou
pd6. A composicao pode ser formulada como um supositério, com aglu-
tinantes e carregadores tradicionais tais como triglicerideos. Formula-
¢Oes orais podem incluir carregadores padréo tais como graus farma-
céuticos de manitol, lactose, amido, estearato de magneésio, sacarina
sbdica, celulose, e carbonato de magnésio. Qualquer um dos carrega-
dores farmacéuticos comuns, tais como solucdo salina estéril ou 6leo
de gergelim, podem ser usados. O meio também pode conter materiais
adjuntos farmacéuticos convencionais tais como, por exemplo, sais
farmaceuticamente aceitaveis para ajustar a pressdo osmotica, tam-
poes, conservantes e semelhantes. Outros meios que podem ser usa-
dos com as composicdes e métodos fornecidos aqui sdo solucao sali-
na normal e 6leo de gergelim.

[00101] As VLPs de influenza descritas aqui podem ser administra-
das sozinhas ou em combinagdo com outros agentes terapéuticos pa-
ra realcar a antigenicidade. Por exemplo, as VLPs de influenza podem
ser administradas com um adjuvante, tal como adjuvante incompleto
de Freund ou adjuvante completo de Freund.

[00102] Opcionalmente, uma ou mais citocinas, tais como IL-2, IL-6,
IL-12, RANTES, GM-CSF, TNF-a, ou IFN-y, um ou mais fatores de
crescimento, tais como GM-CSF ou G-CSF; uma ou mais moléculas
tais como OX-40L ou 41 BBL, ou combina¢des destas moléculas, po-
dem ser usados como adjuvantes biolégicos (ver, por exemplo, Salgal-
ler et al., 1998, J. Surg. Oncol. 68(2):122 - 38; Lotze et al., 2000, Can-
cer J. Sci. Am. 6(Suppl 1):S61 - 6; Cao et al.,, 1998, Stem Cells
16(Suppl 1):251 - 60; Kuiper et al., 2000, Adv. Exp. Med. Biol. 465:381

- 90). Estas moléculas podem ser administradas sistemicamente (ou
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localmente) ao hospedeiro.

[00103] Varios meios para induzir respostas celulares, tanto in vitro
guanto in vivo, sdo conhecidos. Lipideos foram identificados como a-
gentes capazes de auxiliar em iniciar CTL in vivo contra varios antige-
nos. Por exemplo, como descrito na Patente U.S. N°® 5.662.907, resi-
duos de &cido palmitico podem ser ligados aos grupos amino alfa e
épsilon de um residuo de lisina e depois ligados (por exemplo, por in-
termédio de um ou mais residuos de ligacédo, tais como glicina, glicina-
glicina, serina, serina-serina, ou semelhantes) a um peptideo imuno-
génico. O peptideo lipidado depois pode ser injetado diretamente em
uma forma micelar, incorporado em um lipossoma, ou emulsificado em
um adjuvante. Como um outro exemplo, lipoproteinas de E. coli, tais
como tripalmitoil-S-glicerilcisteinliseril-serina podem ser usadas para
iniciar CTL especifica de tumor quando covalentemente ligada a um
peptideo apropriado (ver, Deres et al., Nature 342:561, 1989). Além
disso, como a inducéo de anticorpos neutralizantes também pode ser
iniciada com a mesma molécula conjugada a um peptideo que exibe
um epitopo apropriado, duas composicdes podem ser combinadas pa-
ra evocar tanto respostas humorais quanto mediadas por célula onde
esta é julgada desejavel.

[00104] Embora a administracdo de VLPs contendo uma proteina
HA otimizada seja exemplificada aqui, uma pessoa de habilidade na
técnica entenderia que também € possivel administrar a proteina HA
de influenza otimizada por si s6 (na auséncia de uma particula viral) ou
como uma proteina de fusdo para evocar uma resposta imune em um
individuo.

[00105] Os exemplos seguintes sédo fornecidos para ilustrar certas
caracteristicas e/ou modalidades particulares. Estes exemplos néo de-
vem ser interpretados a limitar a descricdo as caracteristicas ou moda-

lidades particulares descritas.
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EXEMPLOS
Exemplo 1: Geracdo de uma Sequéncia COBRA de Influenza H5N1

[00106] Este exemplo descreve a geracdo de uma sequéncia de
consenso COBRA de HA de influenza H5N1 usando 426 sequéncias
de HA de influenza H5N1 humano de clades O, 1, 2,1, 2,2, 2,3 e 7. A
sequéncia COBRA resultante é referida como "PATH H5N1 COBRA."
[00107] Para gerar a sequéncia COBRA de HA de influenza H5N1
final, trés camadas de sequéncias de consenso foram geradas (FIG.
1). Na primeira camada, seis sequéncias de consenso individuais fo-
ram geradas usando (1) 5 isolados de clade 0; (2) 86 isolados de clade
1; (3) 106 isolados de clade 2.1; (4) 97 isolados de clade 2.2; (5) 34
isolados de clade 2.3; e (6) 1 isolado de clade 7. Na segunda camada,
uma sequéncia de consenso de clade 2 foi gerada usando as trés se-
guéncias de consenso de clade 2 geradas na primeira camada (se-
guéncias de consenso de clade 2.1, clade 2.2 e clade 2.3). Uma se-
guéncia de consenso final foi gerada usando as sequéncias de con-
senso de clade 0, clade 1 e clade 7 individuais geradas na primeira
camada e a sequéncia de consenso de clade 2 gerada na segunda
camada. A sequéncia PATH H5N1 COBRA é mostrada abaixo e é a-
presentada aqui como SEQ ID NO: 1.

PATH H5N1 COBRA HA (SEQ ID NO: 1)
MEKIVLLLAIVSLVKSDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDIL-
EKTHNGKLCDLDGVKPLILRDCSVAGWLLGNPMCDEFINVPEWSYI-
VEKASPANDLCYPGNFNDYEELKHLLSRINHFEKIQIIPKSSW SNHEA-
SSGVSSACPYQGRSSFFRNVVWLIKKNSTYPTIKRSYNNTNQEDLLV-
LWGIHHPNDAAEQTKLYQNPTTYISVGTSTLNQRLVPKIATRSKVNG-
QSGRMEFFWTILKPNDAINFESNGNFIAPEYAYKIVKKGDSTIMKSE-
LEYGNCNTKCQTPMGAINSSMPFHNIHPLTIGECPKYVKSNRLVLAT-
GLRNSPQRERRRKKRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNE-
QGSGYAADKESTQKAIDGVTNKVNSIIDKMNTQFEAVGREFNNLER-
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RIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVKNLYDK-
VRLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESVKNGTYDYPQYSEE-
ARLNREEISGVKLESIGTYQILSIYSTVASSLALAIMVAGLSLWMCSN-
GSLQCRICI

Exemplo 2: Geracao de uma Sequéncia COBRA de Influenza  H1N1

[00108] Este exemplo descreve a geracdo de uma sequéncia de
consenso COBRA de HA de influenza H1N1 usando 205 sequéncias
de HA de influenza HIN1 humanas e suinas. A sequéncia COBRA re-
sultante é referida como "PATH HLIN1 COBRA."

[00109] Para gerar a sequéncia COBRA de HA de influenza H1N1
final, duas camadas de sequéncias de consenso foram geradas (FIG.
2). Na primeira camada, cinco sequéncias de consenso individuais fo-
ram geradas usando (1) 8 cepas humanas isoladas de 1933 a 1934;
(2) 13 cepas humanas isoladas de 1935 a 1947; (3) 12 cepas huma-
nas isoladas de 1948 a 1957; (4) 123 cepas humanas isoladas de
2009 a 2011; e (5) 49 cepas suinas. Uma sequéncia de consenso final
foi produzida usando as cinco sequéncias de consenso individuais
gradadas na primeira camada. A sequéncia PATH H1IN1 COBRA é
mostrada abaixo e € apresentada aqui como SEQ ID NO: 2.

PATH H1IN1 COBRA HA (SEQ ID NO: 2)
MKARLLVLLCALAATDADTICIGYHANNSTDTVDTVLEKNVTVTHSVN-
LLEDSHNGKLCKLKGIAPLQLGKCNIAGWLLGNPECESLLSARSW S-
YIVETPNSENGTCYPGDFIDYEELREQLSSVSSFERFEIFPKESSWP-
NHNTTKGVTAACSHAGKSSFYRNLLWLTKKGGSYPKLSKSYVNNK-
GKEVLVLWGVHHPSTSTDQQSLYQNENAYVSVVSSNYNRRFTPEIA-
ERPKVRGQAGRMNYYWTLLEPGDTIIFEATGNLIAPWYAFALSRGS-
GSGITSNASMHECNTKCQTPQGAINSSLPFQNIHPVTIGECPKYYV-
RSTKLRMVTGLRNIPSIQSRGLFGAIAGFIEGGWTGMIDGWYGYHH-
QNEQGSGYAADQKSTQNAINGITNKVNSVIEKMNTQFTAVGKEFNN-
LEKRMENLNKKVDDGFLDIWTYNAELLVLLENERTLDFHDSNVKN-
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LYEKVKSQLRNNAKEIGNGCFEFYHKCDNECMESVKNGTYDYPKYS-
EESKLNREKIDGVKLESMGVYQILAIYSTVASSLVLLVSLGAISFWM-
CSNGSLQCRICI

Exemplo 3: Sequéncias genéticas COBRA otimizadas de c6 don

[00110] As sequéncias de aminoacido COBRA divulgadas aqui po-
dem ser traduzidas reversas e otimizadas para expressao em células
mamiferas, incluindo uso de coédon e otimizacdo de RNA (GeneArt;
Regensburg, Alemanha). As sequéncias de acido nucleico otimizadas
podem ser inseridas em um vetor de expressao apropriado, tal como o
vetor de expressdo pTR600 (Publicacdo do Pedido de Patente U.S. N°
2002/0106798; Ross et al.,, Nat Immunol. 1(2):102 - 103, 2000; Green
et al., Vaccine 20:242 - 248, 2001). Vetores de expressao que codifi-
cam as sequéncias genéticas COBRA otimizadas de c6édon podem ser
usados, por exemplo, para gerar VLPs contendo a HA COBRA.
Exemplo 4: Preparacéo de e imunizacdo com VLPs de influ ___enza

[00111] Os métodos seguintes podem ser usados para produzir e
caracterizar VLPs de influenza compreendendo uma HA COBRA. Mé-
todos exemplares para imunizagdo de camundongos, furbes e maca-
cos também séo descritos abaixo (ver também, Giles e Ross, Vaccine
29(16):3043 - 3054, 2011).

Preparacéo da vacina

[00112] 293 células T sao transitoriamente transfectadas com plas-
mideos que expressam M1, NA e uma HA otimizada, e incubadas por
72 horas a 37 °C. As sequéncias de codificacdo de M1, NA e HA po-
dem ser otimizadas de cédon para expressdo em células mamiferas.
Sobrenadantes séo coletados e fragmentos celulares sdo removidos
por centrifugacdo em velocidade baixa seguido por filtragdo a vacuo
através de um filtro estéril de 0,22 um. VLPs séo purificadas por inter-
médio de ultracentrifugacéo (100.000 x g através de 20 % de glicerol,

peso por volume) por 4 horas a 4 °C. As pelotas s&do subsequentemen-
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te recolocadas em suspensdo em PBS no pH 7,2 e armazenadas em
aliguotas de uso Unico a -80 °C até o uso. A concentracdo de proteina
total € determinada por Kit de Reagente de Ensaio de Proteina Micro
BCA® (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA).

Determinacao da dose

[00113] O teor especifico de HA pode ser determinado por western
blot e densitometria. HA COBRA recombinante purificada e VLPs puri-
ficadas sdo preparadas em quantidades de proteina total padrdo e sdo
submetidas a eletroforese em um gel de SDS-PAGE a 10 % e transfe-
ridas para uma membrana de PVDF. A mancha é sondada com antis-
soros policlonais de camundongo de camundongos infectados com
influenza e os complexos de HA-anticorpo sao detectados usando uma
IgG anti-camundongo de cabra conjugada a peroxidase de raiz forte
(HRP) (Southern Biotech; Birmingham, AL, USA). HRP é detectada por
substrato quimioluminescente (Pierce Biotechnology; Rockford IL,
USA) e exposta a filme de raio X (ThermoFisher; Pittsburgh, PA, USA).
A densidade das faixas é determinada usando o software ImageJ
(NIH). A densidade de faixas de HA recombinante € usada para calcu-
lar uma curva padrdo e a densidade das VLPs purificadas € interpola-
da usando os resultados da HA recombinante.

Estudos em Camundongos

[00114] Camundongos BALB/c (Mus musculus, fémeas, 6 a 8 se-
manas de idade) podem ser adquiridos da Harlan Sprague Dawley (In-
dianapolis, IN, USA). Os camundongos sao alojados em unidades mi-
croisoladoras e deixados com acesso livre a alimento e agua e sao
cuidados sob as diretrizes de USDA para animais de laboratério. Os
camundongos sao vacinados com uma de trés doses de VLPs de HA
COBRA purificadas (1,5 pg, 0,3 pug ou 0,06 pg), com base no teor de
HA a partir de um ensaio de densitometria, por intermédio de inje¢céo

intramuscular na semana 0 e depois reforcados com a mesma dose na



34/39

semana 3. Vacinas em cada dose sao formuladas com adjuvante de
alume (Imject® Alum, Pierce Biotechnology; Rockford, IL, USA), oligo-
nucleotideos de CpG, ou veiculo apenas. Quatorze a vinte e um dias
depois de cada vacinacdo, o sangue € coletado de camundongos a-
nestesiados por intermédio do plexo retro-orbital e transferido para um
tubo de microcentrifuga. Os tubos sédo centrifugados e 0s soros séo
removidos e congelados a -80 + 5 €. O titulo de anticorpo sérico de
inibicAdo de hemaglutinacdo (HAI) para cada grupo de vacina é deter-
minado na semana 5 usando virus recombinantes representativos ou
VLPs de HA COBRA.

[00115] Trés semanas depois da vacinacgao final, os camundongos
sdo inoculados intranasalmente com um virus influenza H5N1 ou
HIN1 patogénico em um volume de 50 pl. Depois da infec¢éo, os ca-
mundongos sdo monitorados diariamente quanto a perda de peso, si-
nais de doenca e morte por 14 dias depois da infeccéo. Pesos corpo-
rais individuais, registros de doenca (Toapanta e Ross, Respiratory
Research 10(1):112, 2009) e morte séo registrados para cada grupo
em cada dia depois da inoculacéo.

Estudos em furbes

[00116] Furdes Fitch (Mustela putorius furo, fémeas, 6 a 12-meses
de idade), ingénuos de influenza e sem olfato, podem ser adquiridos
da Marshall Farms (Sayre, PA, USA). Furdes sdo alojados aos pares
em gaiolas de aco inoxidavel (Shor-line, Kansas City, KS, USA) con-
tendo Sani-chips Laboratory Animal Bedding (P.J. Murphy Forest Pro-
ducts, Montville, NJ, USA). Furdes sao fornecidos com Teklad Global
Ferret Diet (Harlan Teklad, Madison, W1, USA) e agua potavel a vonta-
de. As VLPs de HA COBRA séo diluidas em PBS, pH 7,2 para obter a
concentragao final. Furbes sdo vacinados com uma de duas doses de
VLPs COBRA purificadas (15 pg, 3 nug), com base no teor de HA como

determinado por ensaio de densitometria, por intermédio de injecao
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intramuscular no musculo do quadriceps em um volume de 0,25 ml na
semana 0 e depois reforcados com a mesma dose na semana 3. Vaci-
nas sdo armazenadas a -80 € antes do uso e formula das com adju-
vante de alume (Imject Alum; Pierce Biotechnology, Rockford, IL, USA)
imediatamente antes do uso. Os animais sao monitorados quanto a
eventos adversos incluindo perda de peso, temperatura, diminuigdo na
atividade, descarga nasal, espirro e diarreia semanalmente durante o
regime de vacinagéo. Antes da vacinacdo, os animais sdo confirmados
por ensaio de HAI como sendo soronegativos para virus influenza A e
influenza B circulantes. Quatorze a vinte e um dias depois de cada va-
cinacdo, o sangue € coletado de furdes anestesiados por intermédio
da veia cava anterior e transferido para um tubo de microcentrifuga.
Os tubos séo centrifugados e os soros sao removidos e congelados a -
80 =5 T. o titulo de anticorpo sérico de HAI para cada grupo de vaci-
na € determinado na semana 5 usando virus recombinantes represen-
tativos ou VLPs de HA COBRA.

[00117] Trés semanas depois da vacinacéo final, os furdes sdo ino-
culados intranasalmente com um virus influenza H5N1 ou H1N1 pato-
génico em um volume de 1 ml. Depois da infec¢cao, os furbes sao mo-
nitorados diariamente quanto a perda de peso, sinais de doenca e
morte por 14 dias depois da infec¢cdo. Pesos corporais individuais, re-
gistros de doenca, e morte séo registrados para cada grupo em cada
dia depois da inoculacédo. Lavagens nasais sao realizadas infundindo-
se 3 ml de PBS nas narinas de furdes anestesiados todo dia por 7 dias
depois da inoculacao. As lavagens séo coletadas e armazenadas a -80
T até o uso.

Imunizagbes de Primatas

[00118] Macacos cinomolgos (Macaca fascicularis, machos, 3 a 5
anos de idade) podem ser adquiridos da Harlan Sprague Dawley (Indi-

anapolis, IN, USA). Os macacos sao vacinados com VLPs de HA
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COBRA purificadas (15 pg), com base no teor de HA de um ensaio de
densitometria, por intermédio de injecao intramuscular na semana 0 e
depois reforcados com a mesma dose nas semanas 3 e 6. Vacinas
sao formuladas com adjuvante de alume (Imject Alum, Pierce Biotech-
nology; Rockford, IL, USA) imediatamente antes do uso. Vinte e um
dias depois de cada vacina¢do, o sangue € coletado de macacos a-
nestesiados por intermédio da veia femoral e transferido para um tubo
separador de soro. Os tubos sao deixados ativar a coagulacéo seguido
por centrifugacao e os soros sao removidos e congelados a-80 5 T.
Titulos de IgG de ponto final e titulo de anticorpo sérico de HAI para
cada grupo de vacina sdo determinados na semana 5 usando virus
recombinantes representativos ou VLPs de HA COBRA.

[00119] Trés semanas depois da vacinagao final, os macacos séo
inoculados por inoculagéo intranasal, intratraqueal, e orbital com um
virus influenza H5N1 ou H1N1 patogénico em um volume de 1 ml. De-
pois da infeccdo, os macacos sdo monitorados diariamente quanto a
perda de peso, sinais de doenca e morte por 5 dias depois da infec-
¢ao. Pesos corporais individuais, registros de doenca e morte séo re-
gistrados para cada grupo em cada dia depois da inoculacéo.

Exemplo 5: Imunogenicidade e eficacia protetiva de VL Ps conten-
do PATH H5N1 COBRA HA

[00120] Este exemplo descreve quatro estudos em camundongos

para testar a imunogenicidade e eficacia protetiva de VLPs de PATH
H5N1 COBRA.

Estudo 1 COBRA

[00121] Este estudo foi conduzido para testar a imunogenicidade e
eficacia protetiva de VLPs de PATH H5N1 COBRA contra inoculacdes
de clade 1 e clade 2. VLPs contendo uma HA COBRA de clade 2 hu-
mana (VLPs COBRA-2 humanas) foram usadas para comparacao.

[00122] Camundongos foram vacinados intramuscularmente com 3
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ug de VLPs contendo a sequéncia de HA PATH H5N1 COBRA (SEQ
ID NO: 1), VLPs contendo a sequéncia de HA COBRA-2 humana, ou
VLPs contendo HA de virus influenza de cisne-bravo (A/Cisne-
bravo/Mongolia/244/2005). Vacinac¢des foram realizadas na semana 0
e semana 3 com um adjuvante (Imject®). Os camundongos foram ino-
culados com 5000 PFU de virus de clade 2.1 da Indonésia
(A/Indonésia/5/2005) ou 5000 PFU de virus de clade 1 do Vietna
(A/Vietnd/1203/2004) durante a semana 5. Amostras de sangue foram
coletadas na semana 0, semana 3 e semana 5. Pulmdes foram colhi-
dos no dia 3 (D3) depois da inoculacao para titulos virais.

[00123] Titulos de HAI contra VLPs de PATH H5N1 COBRA (con-
trole positivo), virus de clade 1 do Vietnd, virus de clade 2.1 da Indo-
nésia, virus de clade 2.2 de Whooper Swam, Egito/3300/08 clade
2.2.1, EQito/321/07 clade 2.2.1, virus de clade 2.3 de Anhui e virus de
clade 7 de Galinha/Vietnd em camundongos vacinados sdo mostrados
na FIG. 3. Os resultados demonstram que a vacinagdo com VLPs con-
tendo PATH H5N1 COBRA HA evoca uma resposta do anticorpo que
pode reconhecer tanto virus influenza de clade 1 quanto de clade 2.
[00124] Os pesos corporais de camundongos vacinados e ingénuos
até o dia 14 (D14) apds inoculacdo com clade 2.1 da Indonésia e com
clade 1 do Vietna sao mostrados na FIG. 4 e FIG. 5, respectivamente.
Como mostrado na FIG. 4, o peso corporal de todos os camundongos
vacinados inoculados pouco com o0 passar do tempo, ao passo que
camundongos ingénuos exibiram uma diminuicdo acentuada no peso
corporal depois do dia 5 (D5) ap6s inoculagcdo com o virus de clade
2.1. Como mostrado na FIG. 5, o peso corporal de camundongos vaci-
nados com VLPs de PATH H5N1 n&do mudou significantemente depois
da inoculagdo com o virus de clade 1. Ao contrario, camundongos in-
génuos exibiram uma perda de peso rapida comecando em D3 apos a

Inoculacao.
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Estudo 2A COBRA

[00125] Este estudo foi conduzido para testar a eficacia protetiva
contra inoculacdo de clade 1 a seguir de uma vacinacao Unica de ca-
mundongos com VLPs contendo VLPs de PATH H5N1 COBRA.
[00126] Os camundongos foram vacinados intramuscularmente com
3 ug de VLPs contendo a sequéncia de HA PATH H5N1 COBRA (SEQ
ID NO: 1), VLPs contendo a sequéncia de HA COBRA-2 humana, ou
VLPs contendo HA de virus influenza de cisne-bravo (A/Cisne-
bravo/Mongolia/244/2005). A vacinacao foi realizada na semana 0 com
um adjuvante (Imject®). Os camundongos foram inoculados com 5000
PFU de virus de clade 2.1 da Indonésia (A/Indonésia/5/2005) ou 5000
PFU de virus de clade 1 do Vietnd (A/Vietnd/1203/2004) durante a
semana 4. Amostras de sangue foram coletadas na semana O e se-
mana 3. Os pulmdes foram colhidos em D2 e D3 depois da inoculacéo
para titulos virais.

[00127] Como mostrado na FIG. 6, o peso corporal dos camundon-
gos vacinados ndo mudou significantemente a seguir da inoculagao
com virus de clade 1 do Vietnd, ao passo que camundongos ingénuos
exibiram uma perda significante no peso depois de D3.

Estudo 4A COBRA

[00128] Este estudo foi conduzido para testar a eficacia protetiva
contra o virus de clade 1 a seguir de uma vacinac¢ao unica na auséncia
de adjuvante. Os camundongos foram vacinados intramuscularmente
com 3 pg de VLPs de PATH H5N1 COBRA, VLPs COBRA-2 humanas,
ou VLPs de cisne-bravo sem adjuvante. Os camundongos foram ino-
culados com 5000 PFU de virus de clade 1 do Vietnad durante a sema-
na 4. Amostras de sangue foram coletadas na semana 0 e semana 3.
Os pulmdes foram colhidos em D2 e D3 depois da inoculacéo para ti-
tulos virais.

[00129] Como mostrado na FIG. 7, camundongos ingénuos sucum-
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biram a infec¢do durante o dia 7, ao passo que 40 a 60 % de camun-
dongos vacinados sobreviveram a inoculacdo até o dia 14. Especifi-
camente, 60 % de camundongos vacinados com VLPs COBRA-2 hu-
manas sobreviveram inoculados enquanto 40 % de camundongos va-
cinados com VLPs de PATH H5N1 COBRA ou VLPs de cisne-bravo
sobreviveram a inoculacgéo.

Estudo 5A COBRA

[00130] Este estudo foi conduzido para testar a eficacia protetiva
contra virus de clade 1 a seguir de uma vacinacao Unica com adjuvan-
te (Imject®) em uma dose mais baixa de VLP (0,6 pg). Camundongos
foram vacinados intramuscularmente com 0,6 pug de VLPs de PATH
H5N1 COBRA, VLPs COBRA-2 humanas, ou VLPs de cisne-bravo na
presenca de adjuvante. Camundongos foram inoculados com 5000
PFU de virus de clade 1 do Vietnd durante a semana 4. Amostras de
sangue foram coletadas na semana 0 e semana 3. Os pulmdes foram
colhidos em D2 e D3 depois da inoculagdo para titulos virais.

[00131] Como mostrado na FIG. 8, o peso corporal dos camundon-
gos vacinados caiu levemente a seqguir da inoculacao viral mas voltou
para niveis normais durante D10. Ao contrario, o peso corporal de ca-
mundongos ingénuos caiu significantemente e os camundongos nao
recuperaram.

[00132] Devido as muitas modalidades possiveis as quais 0s princi-
pios da invencao descrita podem ser aplicados, deve ser reconhecido
gue as modalidades ilustradas sédo apenas exemplos preferidos da in-
vencéo e ndo devem ser tomadas como limitando o escopo da inven-
cdo. Preferivelmente, o escopo da invencéo é definido pelas reivindi-
cacdes seguintes. NOs portanto reivindicamos como nossa invencao

tudo que entra no escopo e espirito destas reivindicacoes.
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REIVINDICACOES

1. Polipeptideo de hemaglutinina (HA) de influenza recom-
binante, caracterizado pelo fato de que compreende a sequéncia de
aminoacido dos residuos 2 a 566 da SEQ ID NO: 2 ou residuos 2 a
568 da SEQ ID NO: 1.

2. Polipeptideo de HA de influenza de acordo com a reivin-
dicacdo 1, caracterizado pelo fato de que consiste na sequéncia de
aminoacido dos residuos 2 a 566 da SEQ ID NO: 2 ou residuos 2 a
568 da SEQ ID NO: 1.

3. Polipeptideo de HA de influenza de acordo com a reivin-
dicacéo 1, caracterizado pelo fato de que compreende a sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 2 ou SEQ ID NO: 1.

4. Polipeptideo de HA de influenza de acordo com a reivin-
dicacédo 1, caracterizado pelo fato de que consiste na sequéncia de
aminoacido da SEQ ID NO: 2 ou SEQ ID NO: 1.

5. Molécula de acido nucleico isolada, caracterizada pelo
fato de que codifica o polipeptideo de HA de influenza como definido
em qualguer uma das reivindicacOes 1 a 4.

6. Molécula de acido nucleico isolada de acordo com a rei-
vindicacdo 5, caracterizada pelo fato de que a molécula de acido nu-
cleico é otimizada de cédon para expressdo em células mamiferas.

7. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende a mo-
lécula de acido nucleico como definida na reivindicag&o 5 ou 6.

8. Vetor de acordo com a reivindicacao 7, caracterizado pe-
lo fato de que compreende ainda um promotor operacionalmente liga-
do a sequéncia de acido nucleico que codifica o polipeptideo de HA de
influenza.

9. Célula isolada, caracterizada pelo fato de que compreen-
de o vetor como definido na reivindicagéo 7 ou 8.

10. Particula semelhante a virus influenza (VLP), caracteri-
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zada pelo fato de que compreende o polipeptideo de HA de influenza
como definido em qualquer uma das reivindicacfes 1 a 4.

11. VLP de influenza de acordo com a reivindicacéo 10, ca-
racterizada pelo fato de que compreende ainda uma proteina neurami-
nidase (NA) de influenza, uma proteina de matriz (M1) de influenza, ou
ambas.

12. VLP de influenza, caracterizada pelo fato de que com-
preende o polipeptideo de HA de influenza como definido em qualquer
uma das reivindicacfes 1 a 4, produzido transfectando-se uma célula
hospedeira com um vetor que codifica o polipeptideo de HA, um vetor
gue codifica uma proteina NA de influenza e um vetor que codifica
uma proteina M1 de influenza sob condi¢des suficientes para permir a
expressao das proteinas HA, M1 e NA.

13. Proteina de fuséo, caracterizada pelo fato de que com-
preende o polipeptideo de HA de influenza como definido em qualquer
uma das reivindicacgbes 1 a 4.

14. Composicao, caracterizada pelo fato de que compreen-
de o polipeptideo de HA de influenza como definido em qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 4, a VLP como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 10 a 12 ou a proteina de fusdo como definida na reivin-
dicacdo 13, e um carregador farmaceuticamente aceitavel.

15. Método de evocar uma resposta imune ao virus influen-
za em um individuo, caracterizado pelo fato de que compreende admi-
nistrar o polipeptideo de HA de influenza como definido em qualquer
uma das reivindicagOes 1 a 4, a VLP como definida em qualquer uma
das reivindicacdes 10 a 12, a proteina de fusdo como definida na rei-
vindicagao 13 ou a composi¢ao como definida na reivindicacéo 14.

16. Método de imunizar um individuo contra o virus influen-
za, caracterizado pelo fato de que compreende administrar ao indivi-

duo uma composicdo compreendendo a VLP como definida em qual-
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guer uma das reivindicacdes 10 a 12 e um carregador farmaceutica-
mente aceitavel.

17. Método de acordo com a reivindicacao 16, caracteriza-
do pelo fato de que a composi¢cao compreende ainda um adjuvante.

18. Método de acordo com a reivindicacdo 16 ou 17, carac-
terizado pelo fato de que a composicédo € administrada intramuscular-
mente.

19. Método de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢cOes 16 a 18, caracterizado pelo fato de que a composicdo compreen-
de cerca de 1 a cerca de 25 ug da VLP.

20. Método de acordo com a reivindicacao 19, caracteriza-
do pelo fato de que a composicao compreende cerca de 15 ug da VLP.

21. Uso do polipeptideo HA de influenza como definido em
gualquer uma das reivindicacbes 1 a 4, da VLP como definida em
gualquer uma das reivindicacdes 10 a 12, ou da proteina de fusdo co-
mo definida na reivindicac&o 13, caracterizado pelo fato de ser na pre-
paracdo de uma composicao para evocar uma resposta imune ao virus
influenza em um individuo.

22. Uso de acordo com a reivindicacdo 21, caracterizado
pelo fato de que a dita composicao compreende a VLP como definida
em qualquer uma das reivindicacbes 10 a 12 e um carregador farma-
ceuticamente aceitavel.

23. Invencao, em quaisquer formas de suas concretizacoes
ou em qualquer categoria aplicavel de reivindicacdo, por exemplo, de
produto ou de processo ou uso englobadas pela matéria inicialmente
descrita, revelada ou ilustrada no pedido de patente.
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FIG. 3

Titulos de vacina de H5 VPL
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FIG. 5

5/8

Estudo 1 COBRA

Inoculacdo de clade 1 do Vietna 5000 pfu

% de peso corporal original

&

«myﬁw}&

75 1 I 1 1 1 1 1 1 1 1 I 1

vacina

-#- ingénuo
-+~ PATH H5N1 VLP



6/8

d1A INSH H1Lvd -4~

ONUBBU| e

uemsg 18dooypn op 41A -
euewny 2-vydgd090 d1A =

oedosjul e sode sei(]

510 on CPEPLLELPL LS

1 1 1 1 1 1 1 1 1 mh

|
o
o
e

|
o
(=)
% de peso corporal original

-GO1
njd 000G VZ BUIBIA Op | &pejd ap oedejnoou

9Dl



7/8

euelp |d
PLELCLLLOLG6 8 L 9 S ¥V €E C L O
L L 1 1 1 1 [ ] I | L 1 L I | 1

0 3

-

ION =

e

O

v 0 3

()]

O

ONUQbU|| =p= =09 £

(]

d1A INSH H1Vd == o
uEMS JodooypA op A == -08 <
O

euewny ¢-vydd00 d71A == o)
00l o

Vi BUISIA OP | SPEJ2 8p BIQUSAIASIQOS 8p wabejusdiod

vdd0O Vi 0pnis

£ D



8/8

BUIDBA,
SRS
CXE S PP LSOO OO

onugbu| -e-

d1A INSH H1Vd -4~

uemg Jadooypn ap 41A
euewny 2-vyd00O d1A-#-

% de peso corporal original

nyjd 000G VS BulsIA Op | apejo ap ogde|nooul

vVdd00 VS opnis4

8 'DOld



1/1

RESUMO
Patente de Invencdo: "POLIPEPTIDEO DE HEMAGLUTIMINA DE IN-
FLUENZA RECOMBINANTE, MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO
ISOLADA, VETOR, CELULA ISOLADA, PARTICULA SEMELHANTE
AO VIRUS DA INFLUENZA, PROTEINA DE FUSAO, COMPOSICAO,
E USO".

A presente invencéao refere-se a geracdo de polipeptideos
de HA de influenza H5N1 e H1N1 otimizados para evocar uma respos-
ta imune amplamente reativa aos isolados do virus influenza. Os poli-
peptideos de HA otimizados foram desenvolvidos através de uma série
de alinhamentos de proteina HA, e geracdo subsequente de sequén-
cias de consenso, com base em isolados de influenza HS5N1 e HINL1.
Fornecidos aqui sdo polipeptideos de HA de influenza H5N1 e H1N1
otimizados, e composicdes, proteinas de fusdo e VLPs compreenden-
do os polipeptideos de HA. Fornecidas ainda sédo sequéncias de acido
nucleico otimizadas de cédon que codificam os polipeptideos de HA.
Métodos de evocar uma resposta imune contra virus influenza em um

individuo também sao fornecidos pela presente descricéo.



1/1

RESUMO
Patente de Invengdo: "ANTIGENOS AMPLAMENTE REATIVOS
COMPUTACIONALMENTE OTIMIZADOS PARA VIRUS INFLUENZA
H5N1 E HIN1".

A presente invencéao refere-se a geracdo de polipeptideos
de HA de influenza H5N1 e H1N1 otimizados para evocar uma respos-
ta imune amplamente reativa aos isolados do virus influenza. Os poli-
peptideos de HA otimizados foram desenvolvidos através de uma série
de alinhamentos de proteina HA, e geracdo subsequente de sequén-
cias de consenso, com base em isolados de influenza HS5N1 e HIN1.
Fornecidos aqui sdo polipeptideos de HA de influenza H5N1 e H1N1
otimizados, e composicdes, proteinas de fusdo e VLPs compreenden-
do os polipeptideos de HA. Fornecidas ainda sédo sequéncias de acido
nucleico otimizadas de cédon que codificam os polipeptideos de HA.
Métodos de evocar uma resposta imune contra virus influenza em um

individuo também sao fornecidos pela presente descricéo.
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