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RESUMO

"VACINA CONTRA A GRIPE"

transformaco com um vector ae

em que © vector Se expressaoc
compreende pelo menos uma parte da regidco codificante de us
gene da neuraminidase de um viras influenza monos a regido
que codifica a “ancora” de membrana, ou uma sua Versao
modificada, precedida no ciclo por uma sequéncia sinal; e
isolamento do produto de expressdo neuraminidase a partir do
meio de cultura. A presente invencdo diz ainda respeito a uma

vacina em que se utiliza a neuraminidase recombinante, e a

métodos para a sua preparagac e purificagao.



i NN

"VACINA CONTRA A GRIPE"
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frus influenza dos tipos A e B gue surgem por surtos

provocam desconfcrio considerdvel nos individuos

e exercem forte influéncia sobre a vida social e
econdémica. Esses virus induzem wuma significativa taxa de
mortalidade em pessoas idosas e em doentes com enfermidades
crénicas. Durante os anos 40 {1940) que se seguiram 2 sua
introducdc, obssrvou-se serem as vacinas inactivadas,
baseadas em material viral cultivado em ovos de galinhas,

manifestamente eficazes contra a infecgdo da gripe c¢ terem

resultado uma diminuicdo significativa da taxa de

mortalidade em populacdes de aito riscce.

a3l

virus dos canais brénguicos os virus influenza

sofrem ume significat: variacéo




atalisa a remocdo dos restos terminzis de acido

grupos gliccsilicos pelo que o0s potenciais

receptores da HA sio destruldos (Gottschalk, 1857; Burnet

Stone, 19%947). Considera-se gus a NA é essencial na prevencéd
da aglomeracd&c dos virus e na & eficiente propagagao de

célula para célula (Colman and Ward, 1985).
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Cada molécul 000) apresenta uma estrutura
semelhante a um cogumelo em forma de guarda-soi que ccnsiste
em quatro cadeias polipeptidicas 1dénticas assentes em dois

dimeros gue se ligam por pontes dissulfureto e que por sua

Q)

vez se ligam conjuntamente por ligagdes ndo covalente

(Bucher and Kilbourne, 1972; Laver and Valentine, 1969;
Varghese et al., 1983; Ward et ai., 1983). Diferentemente da
Ha, a NA ancora-se na membrana lipidica através de uma
sequéncia lipofilica NA-termina: que ndoc sofreu

(Fislds et al., 1983; Block et al., 1982), a suposta "ancora"

de membrzna. A malor parte da estrutura total proiecta-se
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a-i., 1983). Normalmente os anticorpos
impedem a infecg¢do inicial de uma

Kilbcurne, 1966; Kilbourne et al.,

}
t

1288) mas sim a propagacido do virus.

mecanismos de competicdo, a resposta

disso, devido =

imunoldgica a parece estar parcialmente deprimida em
beneficic do antigénio HA que ocorre mais frequentemente
{Johanssen et al., 1987, Kilbourne, 1976). Como resultado
obtido ¢ efeito da imunidade pela NA é geralmente dominado
pelos anticorpos neutra.izantes da HA. For essa razdo oS

desenhadores de vacinas focaram a sua atencdo ha muito tempo

quase exclusivamente sobre a HA,

Contudo, uma série de ohservacdes experimentais indica
que a NA ¢é& de facto capaz de contribuir com uma parte
cativa no desenvolvimento de imunidade protectora

contra a gripe (Schulman et zl., 1968; Johansen and

Kilbeourne, 1950; Johansen et al., 1993). Estudos fundamentsis




também nos sobrenacant i: células infectadas uma peguena

quan 50kD. No entanto, esse
subproduto secundario da NA representa uma mistura indefinida
e provavelmente heterogénea de produtos & clivagem lmaturos
ou néo especificos da membrana associada & NA em toda a
extensdo. Conseguentemente, por um lado, Mather et al. ndo
cbtiveram espécies moleculares da NA  segregdvels bem
definidas. Apesar de algum grau de utiiidade, esses métodos

apresentam considerdveis limitag¢des no que respeita ao

rendimento e pureza.

0 objectivo da presenie invengdo € consequentemente
apresentar uma neuraminidase reccmbinante de virus influenza
gque possua propriedades antigénicas correspondentes A
neuraminidase natural e se apresente dobrada (“folded”} do

modo correcto.

Uma tal neuraminidase recombinante sob uma forma
efectivamente isclada pode cobtecr-se de




de acorde com a presente

invencdo que é segregada na melo de cultura pode utilizar-se

por exemplo em estudes fundamentais, e7 gue se realiza

zrzda com NA de modo a determinar o papel da NA

em uma vacina. Contudo, na pratica a NA recombinante

~& provavelmente ainda em asscclacé

{percentac

modo a aumentar o grau de

inoculada que é eficazmente protegida cortra
a ersisténcia da protecgdo (proteccidc contra estirpes

epidémicas posteriores).

Mais especialmente a presente invengdo apresenta uma
neuraminidase NAZ recombinante ae virus influenza que se pode
obter mediante cultura de células hospedeiras em um meio de

cultura apropriado e igsolamento do produto de expressao

neuraninidase a partir do meio de impde na

pratica por exemplo que o mddulo de expressdo recombinante




neuraminidase gegre

int que compreendem uma origem de

mencs uma parte da regiao

de wvirus influenza menos c

a sinal localizada em 5' na

[

a ancora de membrana, uma segquénc
regidc codificada e a ela acoplada durante o ciclo, um
promotor localizado em 5' na sequéncia sinal e um terminador

da *“ranscricic localizado em 3' na regiao codificante. Mais

especialmente a preserte invengao apresenta um »r para
utilizagdo na expressao de uma neuraminidase NAZ segregavel
por virus influenza que consiste em uma origem de replicacéo,
a regido codificante de um gene da neuraminidase NAZ de virus
influenza da estirpe A/Victoria/3/75 menos a regido que

codifica a ancora de membrana.

Yara expressao em células de insecto coloca-se ui tal
vectcr em uma célula juntamente com um bacuiovirus “wild~
ou seu derivado.

recombinante devido & ocorrén

homéloga, em que se Introduz o

com © VeCtor no genoma viral.




Em uma outra fcocrma de realizagdo da presente i

utiliza-se um segundo vector de acordo com a mesma invengao.

oF
b}

ilizacdc em levecuras e

Um +azl vector destina-se & u

conpreende por exemplo uma origem de replicacdo, a regido
codificante de wum gene da neuraminidase NA2 de virus
influenza estirpe A/Victoria/3/-75 menos as regides que

codificam respectivamente a &ncora de membrana e a parte do

pedunculo (“stalk”) de ¥4, uma sequéncia sinal localizada em
5' na regiidoc codificada e ai acoplada no ciclo, um promotor
Localizado em 5’ na seguéncia ginal e um terminador de

transcricao locazlizado em 3' na regido codificante.

As sequéncias, promotora e terminadocra, S&0
mblogas e originam-se na Levedura

pastoris, como sequéncias do gene alcco.

=ncia sinal & por o sinal




NAZ2. Conseguentemente a presente invencgio . diz respeito

AN

contra a gripe {Manti-influenza”) na

inclul a neuraminidase reccmbinante.

Além disso a presente invencfo ainda diz respsitoc a um
método de fabrico de neuraminidase recombinante e a un método

de purificacdo da mesma.

A sigla "NAs” referida nas presentes membric descritiva
e reivindicacdes significa neuraminidase (recombinante)
segregavel. A sigla “pNA” refere-se a neuraminidase natureal

tratada com pronase. “NA” significa neuraminidase.

A presente invengdo serd esclarecida com maior detalhe
em referéncia acs exemplos descritos seguidamente na presente
memdria descritiva os gquais tém apenas por objectivo fins
explicativos e ndo implicam qualquer limita¢do no ambito da

mesma invencio.
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Materiais e métodos

1. Construgdo de um gene que codifica uma neuraminidase que €
segregada e a sua integragcdo em um sistema de expressdo de
baculovirus

a. Plasmideos

€ un derivado de pER3ZZ que contém

0 plasmideoc

cépia de un gene de neuraminidase de virus influenza

(Van Rompuy et ai., 1982). psVhl e

A/Victoria/3/75HiNd)
ambos p3V23m e p3vZ4dm sd30 respectivamente os vectores de

substitulcdo Gltimo e 1inicial de SV4D e estdo descritos

;

outros locais (Huylebroeck et al., 1988). pSRS-8 &
plasmideo ] er La2311 qu S sequéncia inicisz
1 deo baseado em pPLaz3ll e contém a sequéncia inicisal

(HA) do tipo A/Victoria/3/75

de um gene da &
(H3N2) (Huylebrceck et al., 1988). 0O vector transportador

i

pVL241 de baculovirus foi desenhado por Luckow e Summers

[

989) .

(

b. Subclonagem da sequéncia peptidica sinal HA (Prv-preHA)




¢. Construgdo de uma sequéncia quimérica que codifica NA que

pode ser segregada: pAT1VNAs.

', Plasmideos com 0

“ingert” virado para a esquerda digeriram-se subsequentemente
com Frnudil en 8all e recupercu-se o fragmento 1291 bp que
continha um gene de NA menos a sequéncia &ncora membranar.
incubou-se posteriormente plVprsHA com Pstl e Pvull e reteve-
-se o fragmento 8¢l bp com a sequéncia sinal da NA.
Finalmente fundiram-se ambos os fragmentos por 1:gacac cega
{(“blunt”) de Pvull-Fnudll e inseriram--se no fragmento 2253
bp Sall/Pstl de pATib3, originando pAT1VNAs. Esse plasmideo
transporta a seguéncia que codifica o péptido sinal da EA
incluindo os primeircs poucos amincacides da HA madura,
seguida imediatamente pela seguéncia sem o péptido
sinal/ancora de membrana da NA e por uma parte da regido que
codifica o pedinculo {(“stalk”). & ligacdo dos fragmentos da

W osubstituicdo de wwm amincédcido

5 da HA madura. Com



d. Integracdo de HAs em w® vector transportador de

baculovirus.

ADN de ARCNPV “wi id-

de células SI9. Isolaram-se

de virus por técnicas de

em placa como descrito pcr Summers and

Smith (1987},

2. Cultura de células de insecto - producdo de NAs

Tendo em vista a cultura regular conservaram-se células
de insecto 3f9 como monocamadas celulares confluentes em meio

TC100 com 10% de scro fetai de wvitela e 50 de

gentamicina. Para a infec¢do com o baculovirus recombinante
transferiram-se as culturas para suspensfes de 200 ml

desenvolvendo-se em frascos cilindricos de 850 cm® (25 rpm).




3. Cultura de virus influenza X-47

contendo um

de saco vitelinico de ovog de

temperatura de 25,5 °C

[U%

11 dias. Apds dois dizs de incubacac

ovos durante a noite a temperatura de 4 ¥

(8
=
]
@]
hy
I
(
®
3
u
=
|
w
D
O
wn

e colheu-se o fluido do vitelinice para processamento

posterior.

4., Sistemas tampao

Hapitualmente utilizaram-se ¢s tampdes seguintes:

de dietanolamina/HC1 pH 8,5;

tampdo A: 20

tampao B: de NaAc, pH &,b5;

tampac C: 10 mM de NaP, pH 7,4, 150 mM de NaCi;

Os tampdes A e C contém alem disso 4% de

e 2 mM de CalCl,.

(excepto se indicado de outro

5. Purificagdo de NAs

a. Fraccionamento com sulfato de aménio.




# 20 000xg durante 15 minutos.

b. Crornatografia de troca anidnica em Q-Sepharose

Primeirament suplementou-se a solucgdo submetida a

i)

Sidlise até 4% de butancl e colocou-se depois em uma coluna

C

que se sguilibrou com tampdo A +

de NaCl a uma velocidade dos fluxos superficiais de 25

lavagem da coluna com o mesme tampao realizou-

se a eluigao com um gradiente de concentracgdo linear de NaCl

em tampido de lavagem a 250 mM (250 ml; 25 ml/hora).
Identificaram-se as fracgbes correspondentes a cada 2,5 ml
gque contém NAS mediante avaliagdo da actividade enzimatica e

das concentracgdes por ELISA. A partir da coluna obteve-se por

eluicdo a actividade da NA sob a forma de um tnico pico.

e. Cromatografia de afinidade em acido - ig-asmitisfendi}~

&

oxamico-agarose

matriz




-agarose iiy5x5 om) equilibrada em tampdo B,

o tampdoc utllizado nuo

alted”) com tampéc B.

0
o8
)
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Seguidamente realizou-se uma segund
A, Utilizando o tampdo A suplementado com 1M de NzCl a

g fase de lavagem com

uma velocidade do fiuxo de 10 ml/hora eluiram-se finalmente

as NAs (cclneiam-se fracgbes de 2 ml}.

d. Cromatografia por filtracdo em cele Superdex 200

™
concentrou-se o

Utilizande concentradores Centriprep
eluato da coluna de afinidade ate 2,0 ml (Amicon; mwco: 30
kd). Cromatografou-se secguidamente o concentrado em fraccgdes
de 1,0 ml de volume da amostra em uma coluna para filtragdo

em gele Superdex 200 (1,5 cm x 60 cmj, que se equilibrou em

tampdo C com 4% de butanol. Elulu-se a o)
tampdo de eguilibrio a uma velocidade do fluxo de 10 ml/hora

e cclheram-se fracgdes de 1.0 ml. Para armazenagem a longo

prazo a temperatura ae 20 FI recolheram-se as fraccdes
semelhantes, concentraram-se, COmMO descrito antes, e

de determinar c peso molacular das proteinas




6. Preparagdo e purificagdo de pHN&

a. Tratamento com pronase

-~

centrifugacido a 13000xg durante 16 horas tende em vista a

ok

tado

M
fotm

e

precipitag¢do do virus. Suspendeu-se novamente o pr

viral em 10 ml ae tampio C por equivalente de 100 ovos

infectados e adicionou-se prcnase &t# 2 mg/ml sem qualquer

purificacdo posterior do virus. Incubou-se a mistura durante

16 horas a temperatura de 20 "C ao mesmo tempo que se agitava

421

suavemente a mao. Posteriormente eliminaram-se nucleos virai
e componentes insollvels da pronase por ultracentrifugacio
(160 €00 % g, 1 hora) a temperatura de 4 °C. Seguidamente
purificou-se por cromatografia em coluna o scbrenadante

contendo as “cabeczs” (heads) libertadas das NAs.

b. Cromatografia de troca catidnica em S—Sepharose




concentraram-se até e mi em tubos concentradores

geme_ hante =3 da das {exceptoc que a
em A a
temperatura de -20 a 50%

7. Doseamento enzimédtico da NA

A determinzcdc da actividade catalitica da NA baseou-se
no método de Potier et @ al., (1979, Resumidamente,

realizaram-se ensaios enzimaticos em um volume reaccional de

\

100 pl com 200 =% de NaAc pH 6,5, 2 mM de Fally e 1% de

butanol na presenca de 1 = de acido 2'-(4-metilumbeliferil)-
-g-D-N-acetilneuraminico como substrato. Concluida a
incubacdo & temperatura de 37 U durante 20 a 60 minutos
interrompeu-se a reaccdo mediante a adicdo de 0,5 ml de 133

60 M de NaCl pH 1C,7.

mM de glicina, 83 mM de ¥
Mediante a leitura da absorcao a 365 nm determinou-se 4-me-
tilumbheliferona livre. Definiu-se uma unidade como

quantidade de enzima que Libertou uma nmole de 4-metilambeli-

ferona por minuto.

8. Técnicas imunoloégicas

a. Preparacao de IgG policlonal anti-pNA




por Proteina & Sepharose

b. ELISA

de una placa de microtitulag

«(2
s
[®]

com I1gG de coelhc anti-pNA., Diluiram-s& as amostras para
ensalo em PBS com 1% de albumina sérica bovina. Detectou-se
antigénio ligado com IgG de coelho anti-pNA biozinilada
acompanhada pelo conjugado estreptavidina-fosfatase alcalina
(Boehringer). Desenvolveu-se a reacgdo enzimatica mediante

incubacac das placas

v

p-nitrofenilfesfato (Sigma Chemical

Co). Quantificaram-se os valores de absorcdo a 405 nm em um

leitor de placas de microtitulacao.

9. Métodos analiticos

A técnica die SDS/PAGE realizou-se de acordo com o método

1L {1870) scobre gele de separacdo a 10% [excepto se
indicado de outro modo). Desnaturaram-se todas as amostras na

resenca de [-mercaptoetancl, excepto se indicado de outro

v

3

modo. Como proteinas marcadoras utilizaram-se em 10% de geles

(94 kd),

67 kdj,




domelécula e ligacdo o E3Y preparcu-ss na ocasiao

sob a forma de solugdo i,0 # em 10 mM de Hepes, pH 7,4.

an

Ligaram-se as proteinas em rede (“cross-linked”) mediante a

adicido de BS® até uma concentrazio de 0,5 mM em um
reaccional de 30 pl. h incubacdc realizou-se durante i horz a
temperatura ambiente. Posteriormente interrompeu-se a reacgio
com 5 pl de Tris 1,0 pH §,0. Utilizando a técnica de

SDS/PAGE analiszram-se modelos de polipéptidos.

11. Andlise dos hidratos de carbono

Desnaturalam-se amostras de proteinas (entre 0,1 ug e 1

de

de Tris/HCl pH 8,0,

ng) mediante fervura em 500
530S, 50 mM de PB-mercaptoetanol. Concluida a adicdo de NA-

5

ctilglucoside ate uma concentracdo de 2,5% que resuita em
pelo menos um excesso sete vezes superior a concentragéo

final de SDC, adicionou-se NA-glicanase (aproximadamente i,&
ucidades; unidades de acordo com o fabricante) e incubou-se a

mistura reaccional durante 16 horas a temperztura de 37 °C.

Arnalisaram-se o©s modelos de digestdc a partir da %



Resultados

1. Purificacdo da pNA

horas & temperatura
encontrou-se na frac¢éc sobrenadante mais ou menos 60% da
actividade de NA, Chservou-se quée nas referidas condicgdes a

perda s actividade se atribuiu principalmente a uma remogao

incompleta dts cabegas de Nas das particulas de virus.
Concentracles elevadas de pronase, tempcs @@ Incubacdo longos
ou temperaturas aumentadas nao reforga a recuperagao porque
gradualmente a NA aegradou-se mais {dados ndo apresentados).
Posteriormente diluiu-se o material bruto da phNA e levou-se
até pH 5,5. Colocou-ss seguidamente sobre um trocador
catidnico de S-Serharose. Para um rendimento maximo de pNA
todas as outras sclucdes continham 1% de butanol. A maicr
amente retida sobre a coluna

gradiente registou-se apenas

um  uUnicoc  pico a aproximadamente 400 mM de NaCl (ndo

apresentado). Esse material consistia em j

pura tenda em vista gue n&c se observaram bandas




apresentado), que corresponde & u® peso molecular de

as

de duas handas, correspondente

52 kd, em cue a Ultima foi a mais comum, conforme deduzido a

pela prata. Em

todas 7s probzpllidades esta ambivaléncla deriva da digestdo
preferida pela pronase an dois sitios diferentes na regido do

\ ”
Y 3

pedunculo (“stalk region”). A 1

cruzada com = agente

confirmou que se recuperou a pNA como uma

auténtica proteina tetramérica (fig. 3B).

2. Construgdo e expressdo de NAs

Separou-se un gene de NA de virus influenza estirpe NA2

da sua A4ncora de membrana da NA terminal e

pelo contrdrio acoplou-se a sequéncia 5" de un gene de HA de

que contem um sitio de splicing de um peptido
de sinal. A presente invencadoc tornou possivel a sintese de un

produto soldvel segregado. O gene quimérico resultante

n

ccnsiste em uma seguéncia de sinal da HA incluindo os codde

=

dos primeid minais da HA madura, seguida

st

iy

imediatamente pela seguéncia da NA sem a parte fransmembranar




a actividade das NEs no

um nivel de patamar mais =i menos 48 horas apds
a infeccdo. Uma incubacdo adicional ndc fol vantajosa porgue

total de ©proteina comegou a diminulr

dramaticamente, provavelmente devido & consideravel lise
celulzr. Observou-se que a expressao pareceu ser mais
importante quando a passagem intermédia entre a monocamada
precursora de SfS e a avultada cultura da suspensio
permaneceu limitada a um minimo (dados nao apresentados), Com

Pl

base em diversas experiéncias de purificacdoc averiguou-se que

as %% se expressaram em niveis variados desde 6 a 8 mg/l,
uma capacidade de produgdo razcavelmente baixa, mas ainda.
compara-—el com rendimentos relatados para ocutras

glicoproteinas em complexo produzidas nesse sistema (Jarvis

3. Purificacdo das NAs

e oito horas apd:

enzimética especifica do teor em

pico (fig. 4). As fases e =& das NAs

1. A precipitagdo pelo sulfato de




consistiu no §

eluiv=-se no inicio do gradiente salino sob a

razoaveimente simétrico. De acordo com um
fracedes restantes ndc continham materizl relacionado com ¢
NA. Nessa fase extraiu-se mais ou menos 87,5% da quantidade
inicial de proteina, originando um aumento da actividade
especifica utilizando um factor de aproximadamente 20.
Seguidamente reduziu-se o pH da solugdo até 5,5 pelo
carregamento de uma coluna de acido N=-{p-aminofenil)cxamico-
-agarcse. Sabe-se de estudos anteriores que nas NAs os acidos
ox&micos substituidos sdo fortes inibidores reversiveis da NA
de virus influenza (Edmond et al., 1566). A utilizacdo de
adcido N- (p~aminofenil)oxdmico-agarose como absorvente
selectivo da neuraminiaase de virus influenza ou de bactérias
foi primeiramente demonstradc por Cuatrecasas e Illiano

(1971) e mais tarde por Bucher (1877). De acordo com a

técnica original eluiu-se a neuraminidase com um

P ; 4 ;
gspecliicamente Ligada




-

eluato por ultracentrifugacio e submeteu-se a

(fig. 6). & wverificacdo a Ao

produziu picos com desigual absorgdc que eluiram
respectivamente a aproximacamente 220 ka, aproximadamente 130
kd e aproximadamente 54 kd. Os modelos de imunorreactividade

0]
do eluato avaliados ©por ELISA observaram-se serem uma

representacdo fiel do perfil a i para eaaa um dos trés
picos registados, o© gque sugere que todo o material era
especifico das NAs. A andlise por SDS/PAGE das fraccgdes de
valor mais elevado (“peak”) mostrou uma banda intensa na
regido expectavel de aproximadamente 55 kd, embora se
observasse uma pequena reducdao no peso moleeular de um numero
crescente de fracgbes (fic. TJA). C pico de 220 kd

identificou-se comc NAs tetraméricas por andlise de ligacao

", enquanto os dois picos que resultaram de uma

menor dimensiac molecular observaram-se serem respectivamente

NAs diméricas e monoméricas, sendo a ultima forma g limitado

quantitativo (fig. 7B). Pensa-se que devido a sua

%

estrutura em forma de




tetramérica induza algumas alteracdes de g

4, Propriedades das NAs

B-mercaptoetanol induziu a

cadeias monoméricas com um peso molecular de 55 kd

Considerando a pela prata dos geles de SDS/FACE

observaram-se as NAS tetraméricas e diméricas hcmogeneamente

purificadas. As & wneoméricas  apresentaram-se com  uma
gualidade ligeiramente menor tendo em vista que eram visiveis

alguns vestiglios de contaminantes. Quando foram desnaturadas
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na auséncia de um agente redutcr, as
diméricas migraram como cadeias diméricas de aproximadamente

110 kd (ndo apresentade). Esses resultados indicaram que os

dimeros de estdo na verdade ligados internamente por

pontes dissulfureto e podem ainda associar-se através de

3

=
-

terecgles ndo covalentes, por meio das guais se forma uma
proteina tetramérica que corresponde & organizagdo estrutural

de NA natural.

Tem sido repetidamente relatado que

insecto

recombinantes.
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a 9B), uma observacdo que corresponde & realizada tendo em

se exprimem nesse sistema

(Kurcda et al., 1986; Domingo and Trowbridge, 1988; wvan

Drunen Tambén se estabeleceu ainda gue
as formas das desnaturadas, enzimaticamente

desglicosiladas migram com a mesma mobilidade electrofcrética
sem restrigdo da sua estrutura cligomérica original, que

sob a forma de

confirma que primeiro se sintetizaram as s
um polipéprtido com um comprimentc de cadeia uniforme (Fig.
9B, compara colunas 3, 5 e 9). 0O peso molecular aa cadeia

solipeptidica tratada com glicanase de NA avaliou-se em 47,5

¥

kd, que corresponde a massa tedrica de 47,717 a como
calculado a partir da sequéncia prevista de aminodcidos,
Suflcientemente interessante, o grau de glicosilacdo da NA
parece estar ligado a capacidade de formar tetrameros, tenco
em vista que as bandas correspondem a NAs diméricas e

moncméricas glicosiladas deslocadas ligeiramente mais

rapidamente no gele do que a banda derivada das

tetraméricas glicosiladas (Fig. 9B, colunas 4 e € quando

ig. 7A}. Na verdade ¢




ponto de

mondmerc  tenha uma cavidade cataiitica, pogsivelmente

)

reflecte um papel

fim de verificar as propriedades antigénicas das NAS,

A

diluiram-se duas vezes consecutivamente amostras de proteinas
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acdes iguals e ensaiaram-se utilizando uma técnica
de ELISA em sanduiche baseada na IgG anti-pNA policlonal
(Fig. 10). As NAs tetraméricas forneceram uma curva de
titulacdo que se dispde de um modo idéntico ao grafico de
referéncia da pNA, o que indica gque ambcs possuem
propriedades antigenicas idénticcs ou muito similares. Apesar
da ausénecia de actividade enzimédtica demonstrivel, a
actividade antigénica das NAs diméricas e monoméricas

permaneceu realmente intacta, embora se possa observar uma

pequena medificagdo ! na antigenicidade. Essa pequena
diferenca na antigenicicade foil igualmente evidente no perfil
(Fig. 6) em gue a razdo actividade

tetramérico fol ligeiramente superior.

possivel gue uma série de de anticorpos geradas

estrutura tetrzmérica nativa ndo fossem capazes de

um  moedo

em elicisntemente a

YO
o




Discussao

da presente

0] bele ,,t;),, [ e de

ficacdo a fim de obter um produto homogéneo gue se pode

utilizar como agente

-se um gene guimera em gue se substitulu a regido terminal

de NA gue apresenta uma sequéncia de sinal associada

. funcdo ancora ae membrana, pela fracgdo sequéncia 5 de um
gene de HA de virus influenza. A constru¢do resultante que,
devido ac péptido de sinal clivéavel derivado da Hk, codificou
efectivamente uma NA segregdvel (NAs) fol posteriormente
incorporada em um véctor de expressao de um baculovirus sob o
regulamento de um poderosco promotor de poli~hedrina de
transcricao. Concluida a infeccadao de células hospedeiras S5£9
de insectos segregaram-se de facto NAs no meio de cultura.
Com base nos resultados de purificagic avaliou-se o nivel de
expressdo entre os valcres de 6 a 8 mg/l. Demonstrou-se que
no decurso da infecgdo pelo baculovirus a capacidade da

célula hospedeira para processar proteinas por meio de

dramaticamente {Jarvis e &

secrecao

sistema de como descrito € todavia aplicavel a

1 1

a2 escala laboratorial e considera-se

uma consideradvel graduagdo crescente de




cruzada

diméricas p monoméricas, em que a Ultima forma se encontrava

presente em apenas multo pequenas quantidades. Msdiante

a partir de

prata as duas
obtiveram-se em aproximadamente quantidades iguais e eram

homogéneas.

A fim de avaliar as ©propriedades enzimdticas e

imunoldgicas das i necessario isolar a NA natura. como
proteina de referéncia. Clivaram-se cabecas de NA de virus X-
-47 A/Victoria/3/75 por tratamento com pronase e purificaram-
-se seguidamente por troca catidnica e cromatografia por

filtracdo em gele. Apds ligagic cruzada confirmou-se que a

tinha retido a estrutura tetramérica da & ligada a

membrana intacta.

"

L& propriedades cataliticas das NAs eram realmente
marcantes vistc que apenas a proteina tetramérica exibiu

tetraméricas tinham uma

actividade enzimdtica. As
actividade especifico quase igual a da pNA. E improvadvel gue
28 NAs diméricas e monoméricas fossem somente inactivas por
turadas, visto gue durante a técnica de

se fixaram =
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& hipoglico

relativamente as

dos ralos X%

tudos estruturais por andlise

58
n

de hidratos de carbonc ligada a

estabelece um contacto Iintimo com uma subunidade adjacente, ©
que sugere gue a mnmesmz poderd proporcionar nteracgdes

adicionais para reforcar a estrutura guaternaria (Varghese et

s

al., 1883; Varghese and Colman, 1991).

A reactividade das s tetraméricas com a IgG policlenal

produzida contra pNA purificada foi realmente total, o que
indica que ambas as proteinas possuem  propriedades
antigénicas muito similares. No caso das NAs diméricas e

moncméricas foi possivel observar umz pegquena mocificacidc na

poderd ser

antigenicidade. Disto p6de concluir-se
possivel isolar anticorpos monoclonais que se  ligam i

rutura tetramérica da NA de virus influenza. Provavelmente
um tal antlicorpo poderé ter acesso a uma interaccic com

determinantes




EXEMPLO 2

SECRECAO DE NEUR&MINIDASE RECOMBINANTE PELA PICHIA PASTORIS

Introducido

como célula

producdo de neuraminidase

vector de expressaoc que continha a parte

construiu-se

enzimatica do “chapéu” (“hat”) da neuraminidase.
Materiais e método

1. vector e hospedeiro.

Para construir a cassete ae expressao utilizou-se o

plasmideo pPlCY9 (Invitrogen,! de Pichia pastoris. Esse

plasmideo compreende uma origem ae replica¢do, um gene de
ampicilina, regides promotoras e terminadoras

L (AOX1)

nci

(

43}
o))

resist

de P. pastoris, ©

crecac ao factor a de Szaccharcmyces

cerevislae e O marcadeor H1S4 de P. pastoris.

hospedeiro wutilizou-se =

N

Pichiz pastoris {(Invitrogen).




o “seguéncia chapéu" imunogénica do  gene da

do complexo de

cr meio da protezse endbgena KEXZ. Extrai-se o
aminopepticase do

nao & clivado e

-

permanece presente no N-terminal da neuraminidase

recombinante, mas ndo € necessario.

Linearizou-se o plasmides resultante na posicao do
marcador de seleccdo HIS4 por meio de uma enzima de digestao
5all e transformou-se posteriormente no interior de

protoplastos GTS115 (his4) da levedura P. pastoris na

presenca de polietilenoglicol. O isolado a partir dos
transformantes submeteu-se a andlise de Southern blot. Essa

de expressdo integrou-se por

andlise mostrou que o ¥
recombinacdoc hombéloga na posicdo do locus hisgd  interno

(embora deficiente). A maioria dos transformantes possui 1 a

capacidade de =ecrecdo cobservou-se que possulam  copias

multiplas integraram direccionadas da cabeca para a
cauda =#nw gencma hospedeiro em a estrutura em tandem. 3

de cépias aumentou para 25 por transformante.

3. Expressdao da neuraminidase
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Uma analise do sobrenadante celular pelo mézodo ae

Western mostrou que uma neuraminidase recombinante

um
peso molecular aproximado de 70 kDa foi al segregada (ver
fig. 17).

O produto segregado foi desglicosiladc com PNGase F.
Esse processo produziu um "nucleo" come produto com  a
dimensZo aguardada de 43 kDa. Dependendo do numero de cédpias
observou-se que © rendimento no meio da neuraminidase

recombinante ocscilou entre 1 e 1,5 mg/l.
4 =

EXEMPLO 3

THENT SRCED

Materiais e métodos

l. Animais




por Dr. A Douglas and Dr. Skehel (MCR Laboratories,
“ill, Tondon). Os virus laboratoriais X-31 e X-47 possuem uma

passagens através dos pulmbes de tal modo que provocaram a

morte dos murganhos.

3. NA (NAs) recombinante segregavel

Administrou-se NA de virus influenza A/Victcria/3/75 sob
a forma de proteina recombinante purificada produzida por um
sistema de expressdo de baculovirus em células de insecto,
como descritc no Exemplo 1. A preparagdo de NAs purificadas
que se utilizaram nas experiéncias de imunizacic descritas na
presente membria descritiva continha uma mistura de moléculas
tetraméricas e diméricas em uma solucdc salina tamponada com

wm fosfato (PBS

—

3
/

4. Adjuvantes

coa HA recombinarte

Com base




5. Protocolo de imunizagdo

Tnjectaram-se murganhos por via subcuténea a intervalos
de trés sema-as com trés docses com o volume de 200 ul de i ug
de MNAs cada. Tendo em vista a primeira imunizagéo
emulsionaram-se as NAs em metade da quantidade de uma dose
normal para murganhos de Ribi (correspondente a 25 ug de
MPLA, 25 ug de TDM, 2 ul de esqualeno e 0,1% de Tween 80).

#
t

Administraram-se reforco {(“boostexr”] sob a forma de

Q
&}

.

injectavels adicionando 25 pg de MPLA e 25 ug de MCP as
Aos animais de controlo administrou-se adjuvante dissolvido

em PBS.
6. Imunizagdo passiva
Trés semanas apds a administracio de uma terceira

imunizag¢do colheu-se sangue do murgarhc dador por puncgao

cardiaca e reuniram-se preparag¢des séricas dos murganhos

correspondentemente tratados. Lo murganho receptor
administrou-sge uma Unica injeccgdo intraperitoneal 400 i

de soro inmunitario wmw de controlo.

7. Estimulagdo {“ahsllasngs®} pelo virus influenza




s inicio

Um
(sorc pré-imunitidrico) e duas apds cada imunizagio
colheram-se amostras de sangue da artéria aa cauda.

Realizando tecnicas FELISA analisaram-se amostras séricas
individuals quanto aos anticorpos especificos da  NA.
&

Revestiram-se placas de microtitulacdc (Nunc Maxisorp)

purificadas (50 ng/cavidade] e diluiram-se 0s 350ros em

grupos de 1/5. A ligacao de anticorpos especificos
quantificou-se adicionando anticorpos anti-Igi urina de
coelho conjugados com fosfatase alcalina (Sigma Chemical
Co.), seguindo-se a incubagdo das placas com so6lucgio
substrato de p-nitrofenol (Sigma Chemical Yo.). Em um leitor
de placas de microtitulacdo determinaram-se os valores da DO
a 435 nm. O titulo de anticorpos contra NA exprimiu-se sob a
forma de reciproco da diluigado sérica como numeros
logaritmicos (“logs”} resultantes de uma absorcdo de [,(C5
mais elevada do que a das cavidades de controlo (tratadas com

30r0 pré-imunitario).

Resultados

1. Desenho do estudo




murcanhos. Em um caso alternativoe

lcos para experiénclas

2. Respostas serolégicas

ELISA no soro de 12 znimails
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ontrolo {1 animal de cada
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vacinados e de 1
gaiola) (f£ig. 11}. A wutilizacdo da técnica de imunizacio

cor-tra NAs em murganhos causou um aumento estaciondrio no

soro de anticorpos contra #. A primeira injeccgéo de reforco

"

92

(“booster”) oaung um aumento rias quantidades dos anticoroo

contra de aproximadamente trés "logs", enquanto uma
segunda injeccgdo de reforgo resultou mas em um outro aumento
do titulo dos anticorpos contra as NAS aproximadamente
guintuplo. Nos murganhos de controlo uma Unica administracao
do adjuvante nao resultou na produgdo significativa d.e

anticorpos especificos que reagiram com as NAs.

3. Protecg¢do homovariante com NAs

Trés semanas apds a vacinagdo e

¥aminaram-se murganho

imunidade medlante

homovariante 38 (fig.

{1



terceira i

possivelmente por meic de compensacgac utilizando doses mais

Esses ensaios tinham

pasicamente o mesmo desenic experimental. Apesar dos

exibirem gerzlmente uma boa

s individuais adoeceram gravemente e
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uma série de vacinados morreram ocasionaimente, apesar
percentagem de sobreviventes ser raramente inferior a 80%. No
entanto o nivel da imunidade protectcra alcancada através ce

trés imunizacdes verificou-se ser superior em toda a linha.

4. Protecgdo heterovariante com NAs

Examinaram-se paralelcos de murganhos vacinados e

s

do wvirus X-31

de controlo quanto a imunidade com 20
heterovariante NA que apresenta uma NA que esta separada das

derivadas de A/Victoria/3/75 por 7 anos de "drift"

antigénicc (variagdes antigénicas minor que geralmente sao

2 .

pontuaisy (fig. 13). Corno observado igualmente para

/

estudo dé imunizagdoc contra X-47, as conseguéncias da
infeccdo no grupo de contrcio foram dramaticas. Os animais de
controlo comegaram lego a morrer 5 aias apés a infecgdo. A

no 8" dia, depois do que restou

por meio de




¢y

5. Imunidade protectora pode obter-se por transferéncia

passiva de soro imunitario contra NAs

A fim e determinar se 0os mecan.smas de defesa
humoral 0s mecanismos principalmente responsdveis  por
provocarem imunidade protectora, avaliou-se a protecgao dos
animais  por imunizacdo  passiva. Com este oblectivo
imunizaram-se murganhos dadcres de acordo com uma técnica

# colheita de sangue nesses animais proporcionou uma

media de aproximadamente 400 pl de soro por individuo. Apds
reunir (“pooling”) por um lado o soro controlo e por outro o
soro imunitdrio injectaram-se os murganhos receptores por via

unica dose de 400 ul de soro. Antes

intraperitoneal com

de virus X-47

da estimulacdo (“challenge”} com 20
adaptado interpolou-se um periocdo de 24 horas para permitir a
propagacdo sistemdtica de moléculas anticorpo nos murganhos.
Enquanto animais aos quais se tinha administrado soro
controloc desenvolveram postericrmente hipotermia aguda e

sofreram grave perda de peso conduzindo em Ultima andlise &

morte, a administracio d contra NAs protegeu

os murganhos até essencialmente o mesmoc grau Ccomo  se

equertemente pode Conclulr-se que 08 anticorpos

tes contra a NA sdao capazes de e suficlentes para

Discussao
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al., 1964; Kids contra a

ey

nao pareciam =serem capazes de impedir

sobre uma grande sequéncia de concentr
pourne, 1966; Kilbourne et al., 1968, Johansson,

£ssa tolerdncia provavelmente reflecte a ultima funcéo

izda pelas NAs no cicio de vida de um virus influenza

os virus recém-formados de se agregarem

superficie da célula infectada (Colman and Ward, 1885; Brown
and Laver, 1968). Além disso observou-se gue a NA, em
contraste com a HA, era o composto menos importante do

envelope influenza, um facto que poderd contribuir ainda para

o efeito de ndo neutralizagdo dos anticorpos contra a
(Schuiman et al., 1968). Essa diferenca na presenca molar
afecta igualmente as respostas relativas do anticorpo contra
antigénios individuais. Repetida superapresentacdc de HA en
relagao a NA devido a confrontagbes sucessivas com o virus
influenza completo podera resultar na supressdo da produgao
de anticorpos contra NA, provavelmente como uma consegquéncia

da ajuda enfraguecidaz de «c¢élulas T especificas de NA

‘; Kilbourne et ai.,

e

ilkbourne, 1976; Johansson et ai.,.]

de estudar a

1987; Johansson et al., 1987). A §

protectcora contra NA & portanto necessaric

pelos antigénios HA e
aseadas no do
.y 1888; and




alternativo da administracdo em associacdo de uma série

definida de estirpes de influenza com antigénics HAR e NA

NA de virus

que codifica a é&ncora

sequéncia de sinal e um gene de hemaglutinina de wvirus

’\' Y

influenza (ver exemplo 1.

Técnicas 1in vitro estabeleceram Jjé& que anticorpos contra
NA podem suprimir de um modo eficiente o rendimento de virus
que se desenvolveram mediante inibicdo da libertacdo e da
propagacdo de particulas virais (Jahiel and Kilbourne, 1868;
Kilbourne et al., 1968). Retiraram-se conclusdes similares de
animais imunizadcs com NA avaliando tituleos virais reduzidos
nos pulmdées e desenvolvimento reduzido de lesdes pulmonares
(11, 12, 13).

ao efeito da imunidade contra a NA respeitante a replicagéao

de se ter dedicddo consideravel atencao

viral nos ¢ era questicnavel se a imunizacdo com

proteina pura de NA poderia prevenir os sintomas clinicos da




na presente

murganhos com trés doses de 1 ug de
NAs gue se administraram a intervalos de trés semanas. Os

iz vacinados foram capazes de sobreviver completamente a

uma infeccdo letal de virus influenza, =3 que o virus
expressou NA homo- ou heterovariante. Devide & elevadd dose
do wvirus da infecgdo foi muito marcante como animais
apropriadamente imunizados permaneceram sem sintomas clinicos
da doenca como indicado por altera¢des na temperatura e no
peso corpcral. E importante notar que os adjuvantes que se
administraram em associacgao com  NAs possuem todos
propriedades capazes de provocar uma reaccac e especialmente
uma reac¢do imunoldgica (“reactogenic properties"™), de forma
que o processo de imunizagdo descrito na presente memdria
descritiva aplica-se directamente na vacinagao humana. As

vacinas de acordo com a presente invencdo sdo zlém do mais

relevantes para cutros mamifercs e para aves.

A transferéncia passiva de soro de murganhos que foram
imunizados com NAs para murganhos receptores nédc tratados deu

crigem a 1iquals niveis de protecgdo, o gue indica que =

efeito protector da imunizacdo contra se pode explicar na

as mesmas NAs.
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da

rog amincidcidos observam-se em 28 posicdes,

£

invengdo também possa proporcionar proteccdo contra variantes

provédvel que a vacina de acordo com a presente

v

eliminadas ainda em maior quantidade. Além disso é

concebivel que mediantc modificacdo gencética de un gene da NA
se possam arranjar variagdes na sua estrutura antigénica.
Isso pela presente inven¢do torna-se possivel por exemplo
para preparar associagdes (“cocktails”) de versdes diferentes
de NA, por meio das guais se pode obter wuma prolongada

protecgdo contra diferentes estirpes de virus influenza.

Figuras

A Figura 1 mostra a estratégia para a constru¢do de um
gene segregavel de NA ¢ a sua integragcdo em un vector de
transporte de baculovirus. Indicam-se apenas os sitios de
restricdo relevantes. As linhas finas continuas (“single

lines”! representam sequéncias Dbacterianas plasmidiais,

enquanto as zonas mais densas indicam sequéncias especificas
de HA (“full”)] ou especificas de NA {# traceijaco

. A seguéncia de sinal de HA esta indicada com um

(“single




sitio de restrigdo da peptidase

(linha wertical tracejada). O

utilizadc para a secrecac das NAs designa-se com um seta.

“stalk”

Na Figura 29 apresenta-se um

envolvida

("regido do pedunculoc”) da NA. A sequéncia us

na conszrucdo de NAs designa-se com uma seta.

Na Figura 2C mostra-se como se constréil a sequéncia de

a partir de A e B. Apresentada na presente figura em

detalhe encontra-se a regido de fusdo entre as sequéncias

especificas de HA e de MA. As % provavelmente comecam com
0s quatro amincacidos da HA madura no terminal da NA seguidos

por i cddio mutado {sublinhado com uma linha tracejada),

Na Figura 3 apresentam-se as znalises em S5DS/PAGE da pNA
purificada. A Figura 7A diz respeito a analises de amostras
de proteinas colhidas em fases diferentes durante =
purificacic da pNA. A coluna 1 mostra as proteinas

ug; bandas




(20 a 60%), colocou-se a sclugac

7 000 U} sobre uma coluna de Q-

de se realizar a eluigdo com um gradiente

linear de NaCl (---) até uma concentracdo de 250 mM que se
adicionaram ao tampdo inicial, eliminou-se por lavagem o

material nédo ligado. A concentrag¢ac da proteina do eluato foi

]

(). Colheram-se fraccdes de

seguida por determinacgédo a

i

2,5 ml e analisaram-se guanto a actividade enzimética (o) e

guanto & antigenicidade em um ensaio ELISA (A).

A Figura 6 mostra a filtragcdo em gel de NAs sobre

paracdc do dcido N-(p-amino-

mg proteina, 49 100 U,,
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(ver texto): 443 kd {11, 20!

mostra c modelo de

10 wl (adicionou-se Fp-mercaptoetanol]. As colunas A e B

indicam proteinas marcadoras. 7B as amostras de
proteinas ligaram-se em rede com BS® e separaram-se
posteriormente por electroforese sobre um gele em gradiente
de 5,0% até 7,5% na presenca de SDS mas sob condigdes nédo
redutoras. As fracgbes 57 e 68 mostram um volume das amostras

de 10 as fracgdes 70 a 77 mostram um volume das amostras

de 25 1 . As NAs tetraméricas originam bandas a
aproximadamente 220 kd (tetrimerc) e a aproximadamente 110 kd
(dimero; . As NARs diméricas e monoméricas permanecem visiveis
sob a forma de Dbandas de aproximadamente 110kd e de

aproximadamente 55 kd respectivamente.

Apresentados na Figura 8 estdc os resultados de SDS/PACE

de amostras de proteinas colhidas durante diferentes fases da

técnica de purificagdc das NAs. & coluna 1 mostra as
proteinas marcadoras; a coluna 2 o meio bruto (5 ug); a
coluvna 3 o precipitado (5 ug) (20 a 60)%; a

coluna 4 o M“pool® {(2,E ug)




monoméricas nao digeridas; a coluna

~,-atadas com NA-glicanase.

A Figura 10 ilustra a identidade aproximada antigénica

até

entre e pNA. Levaram-se amostras de pNA e de
concentragdes iguais de proteina e diluiram-se depcis em
série de 1 para 2 em um ensaio ELISA. A figura mostra a curva
sigméide da antigenicidade avaliada  relativamente a

antigénios especificos. A pNA referéncia e indicada por o; as

NAs tetraméricas por ¢; as diméricas por ii e as NAs

monomericas por A.

A Figura 11 ilustra & resposta dos antirorpos contra as

Catorze dias apds cada uma das imunizac¢des (designadas

or meio de uma seta), colheram-se amcstras de sangue dos

avaliou-se a presenca de anticorpos contra as H

=
l
=
W
o
™
o
O
0]
D

em um ensaic ELISA (ver texto relativamente aos detalhes
experimentais). Barras sombreadas a cheio e barras sombreadas

a traco representam os titulos séricos médios % D.F.




registando a taxa de & &Y e determinando

# Figura 13 1lustra a protecgao heterovariante.

Estimularam-se vacinados [=--~em (A); V em e (C)] e

e ] com 20 DLgy do wvirus X-31

heterovariante, adaptado & murganhos. Rcompanhou-se a
evolucgao da Infeccdo registando a taxa de sobrevivéncia (A) e
determinando a temperatura rectal (B} e o peso corporal (C)
dos murganhos (ver texto relativamente aos detalhes
experimentais). Os "data points” transmitem valores médics

25.D.{ 2D.P.).

& Figura 14 mostra a protecgao por imunizacdoc passiva.
Submeteram-se grupos de murganhos a imunizagao passiva

utilizando injeccdo intraperitoneal de soro imunitdrio contra

ou de soro controlo [- em

fwwswom (A); V em (B) e (C)

e C . Vinte e quatro horas mais tarde

administraram—se aos mesmos grupos uma estimulacdo de 20
de virus X-47 adaptado a murganhos iver texto relativamente
aos detalhes experimentais). A taxa de sobrevivéncia, as

temperaturas rectals e o peso corporal estdo apresentados




“KEX2” indica onde ¢ pré-~

o firal do complexo de

é

removida por uma dipeptidi O
resto tircsina néo €
79 da

A Figura 17 representa un ensaio de Western blot em 12,5% de

gele de poliacrilamida com 5 amostras de transformantes
individuais em un meio. A coluna 1 contém a amostra de uma
estirpe de B pastoris ndo transformada em um meio. Em cada
coluna coloca-se o material proteico de 1 ml do meio de

cultura precipitado por TCA.

Quadro 1: Purificagio da pHNa




inica experiéncia de purificagao

Este guadro contem
caracteristica (ver texto para mais detalhes). 0Os volumes

specificados apds filtragdoc em Superdex 200 mostram “pools”

[0

e fracctes de NAs colhidas em dois ensaios cromatograficos.

.
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Reivindicag¢des

hospedeiras que se transfcrmam por meio de um
vector de expressdo de neuraminidase eu se infectam com
um virus que se transforma com um vector de expressaoc de
neurarninidase, em que o vector de expressdc compresnde
pelo mencs uma parte da regidc codificante de um gene da
neuraminidase de um virus influenza som excepgac da re-
gido que codifica a "ancora"™ de membrana precedida no
ciclo por una sequéncia sinal clivavel; e

bic isclamento do produto de expressdo neuraminidase, do
meio de cultura para utilizagao em uma vacina contra

virus influenza (Manti-influenza”).

2. Neuraminidase recombinante sob uma forma efectivamente

isolada de acordo com a reivindicacio 1., a qual & a

neuraminidase NA2Z recombinante de virus Fnfluenza, em que se

infectam as referidas células hospedeiras com um virus que €

transformadc por dupla recombinacdc homdloga do seu genoma

AN rry

com o vector de expressdo recombinante pAcZIVNAs (LMBP 2976),

para utilizacao em vacina contra a gripe (“anti-

—-influenza”).
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acordo

recombinante de virus influenza de acordo

com a 1. 2., 4. ou 5., caracterizada pelo

facto de as célulag hospedeiras serem células de insectos.

#_ Neuraminidase recornbinante de virus influenza de acordo

-~

com a reivindicagdo 6., caracterizada pelo facto de as

células de insectos serem células de insectos sf9.

8. Neuraminidzase recombinante de virus influenza de acordo
com a reivindicacao i.; 3., 4. ou 5., caracterizada pelo
facto de as células hospedeiras serem células de levedura,

por exemplo de Saccharomyces spec. Qu Pichia spec.

9. Vector de expressdo de uma neuraminidase segregavel por

parte da regido codificante de um gene




sequéncia sinal localizada en 5 da regido codifi-

acoplada na mesmd durante o ciclo;
cyum promotor localizado em 5 da seguéncia sinal; e

dium terminador da transcrigdo lccalizado em 3' da re-;

11. vector de acordo com a reivindicacido 9. ou 10.,
caracterizado pelo facto da sequéncia sinal ter origem no
gene da hemaglutinina de virus influenza NA2 A/Victoria/3/75

(H3NZ) .

12. vVector de acordo com a reivindicacdo 9., 10. ou 1i.,
caracterizado pelo facto de o promotor ser o promotor poli-

~hidrina.

13. Vector de acordo com uma gualgquer das reivindicacdes 9.
a 12., caracterizado pelo facto do terminadoi da transcrigao

e/ou em wx gene de poli-hidrina.

YNAS com O




gncora de membrana e ainda com excepcdo da regido que

codifica peloc menos uma

[

part”) da neuraminidas
bluma secuéncia sinal localizada em
cada e acoplada na mesma durante o ciclo;

cyum promotor localizado em 5’ da sequéncia sinal; e
dium terminador da transcricgdo localizado em 3’ da re-;

gido codiflcante.

16. Vector de acordo com a reivindicag¢do 15., para expressao

neuraminidase segregavei por virus

em uma levedura de
influenza, cue € uma neuraminidase NAZ segregavel por virus

~

influenza, em que a referida regido codificante pertence a um

gene da neuraminidase de virus influenza da estirps

"% com excepgdo das regides que codificam

uma POorgao

respectivamente a &ncora de membrana e pelo :

do pedincu.o (“stalk part”) da neuraminidase.

17. Vector de acordo com a reilvindicacdo 15. ou 16.,

caracterizado pelo facto da sequéncia sinal ser uma pré-pré-

sinal do factor a de

18.




19. Vectcr de acordo com uma

a2 18., caracterizado pelo

transcricdc ter origem em um

das reivindicacdes 15.

21. Vacina que compreende a neuraminidase recombinante de

22. Vacina de acordo com a relvindicacdc 21., em gque a
neuraminidase recombirante € a neuraminidase NA2 recombinante
de wvirus influenza de acordo <com uma qualquer das

reivindicacdes 2. a 8..

23. Utilizagdo de uma neurarninidase recombinante de acordo
com uma qualquer das reivindicacbes 1. a 8. para a preparzgio

de vacina contra virus influenza.

24. Utilizacdc de acordo com a reivindicacao 23., em que a

neuraminidase recombinante €& a neuraminidase NA2 recombinante

de acordo com as reivindicacdes 2. a 8.,

do

de wvirus infi

pura a

25. Processo de fabrico de uma neuramiridase recombinante de

9]
[
9
[
<

uma seguéncia sinal e a




influenza com excepcio da reglfo que codifica a &ncora

que codifica o

expressdc assim obtido;

da célula hospedeira transformada em um meio
de cultura sob condicZes que possibilitam a expressdo da

icuraminidase recombinante; e

83

3

(&)

' isolamento da neuraminidase recombinante z partir d

[N

meio de cultura.

26. Crocesso de fabrico de uma neuraminidase recombinante de

virus influenza que consiste nas fases de:

ajconstrucdo de um vector que compreende um moédule de
expressao constituido por uma seguéncia sinal e a ela
acoplada durante o ciclo a regiaoc codificante de um gene

de rneuraminidase de virus influenza com excepg¢do da re-

gido que codifica a ancora de membrana, isso na
de sequéncias promotora e terminadora apropriadas para
transcricdo;

bicolocacdo do mbédulo de expressi&o do vector no genoma

s

de um virus através de uma dupla reccmbinacédc homdloga;

o
st
§

]
(43
[
o}

Je1Y
s

de uma célula hospedeira com ©

£ - o o 4 i S -
Formado assim obitido;




(do tipo selvagem) ou um bpaculovirus derivado do primeiro.

28. Processo de acordo com a reivindicacgde Z7., para o
fabrico de wuma neuraminidase NAZ recombinante de virus
influenza, em que o referido vector que compreende um médulo
de expressdo é pACZlVNAs com o numero de admissdo do

@
depésito LMBP 2976.

29. Processo de acordo com a reivindicacdo 25., para o
fabrico de uma neuraminidase recombinante de virus infiuenza,
gue € uma neuraminidase NAZ2 recombinante de virus influenza,
em que a referida regidc codificante pertence ao gene da

neuraminidase NA2 de virus influenza da estirpe

com excepgdo da regidc gue codifica a ancora

[N

de membrana e da regidao que codifica o pedanculc (“stal

e

part") da neuraminidase.

30. Processo de acordo com a reivindicacdo £5., para o

C
fabrico de uma neuraminidase recombinante de virus influenza,

LMBP

das

uma recombinante de



menos um

32. Processoc de acord

do
caracterizado pelo facto
consistir em uma 2
uma passagen ao longo de una

em uma filtracdo em gele.

33. Processo de acordo com a reivindicacdc 32.,caracterizado
pelo facto do tratamento cromatogréfico consistir em uma

cromatografia de troca anidnica em Q-Sepharose seguida pcer

uma passagem ao longo de uma ¢ de &4cido N~-{p-~aminofe-

nil)oxémico-agarose e em uma filtracao em gele Superdex 230.

Lisboa, 30 de Jul
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