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§A5 7F)>F?§§LEECT)'E INVENGCAO REFERE-SE AOS CAMPOS DA BIOLOGIA MOLECULAR, VIROLOGIA,
IMUNOLOGIA E MEDICINA. A INVENCAO PROPORCIONA UMA COMPOSICAO COMPREENDENDO
UMA FILEIRA DE ANTIGENIO OU DE UM DETERMINANTE ANTIGENICO ORDENADO E
REPETITIVO, E EM PARTICULAR UMA COMPOSICAO VLPPEPTIDO- A&#61538;1-6. MAIS
ESPECIFICAMENTE, A INVENCAO PROPORCIONA UMA COMPOSICAO COMPREENDENDO UMA
PARTICULA SEMELHANTE A VIRUS E PELO MENOS UM PEPTIDO A&#61538; 1-6 A ELA LIGADO.
A INVENCAO PROPORCIONA TAMBEM UM PROCESSO PARA A PRODUCAO,
RESPECTIVAMENTE, DOS CONJUGADOS E DAS FILEIRAS ORDENADOS E REPETITIVOS. AS
COMPOSICOES DA INVENCAO SAO UTEIS PARA A PRODUCAO DE VACINAS PARA O
TRATAMENTO DA DOENCA DE ALZHEIMER E COMO UMA VACINA TERAPEUTICA PARA
PREVENIR OU CURAR A DOENGCA DE ALZHEIMER E PARA INDUZIR DE FORMA EFICIENTE
RESPOSTAS IMUNITARIAS, EM PARTICULAR RESPOSTAS POR ANTICORPOS. ALEM DISSO, AS
COMPOSICOES DA INVENCAO SAO PARTICULARMENTE UTEIS PARA INDUZIR DE FORMA
EFICIENTE RESPOSTAS IMUNITARIAS AUTO-ESPECIFICAS NO CONTEXTO INDICADO.
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RESUMO

"COMPOSIQ@ES DE VACINA CONTENDO FILEIRAS DE ANTIGENIO

AMILOIDE BETA 1-6"

A presente invencdo refere-se aos campos da
biologia molecular, virologia, 1imunologia e medicina. A
invencdo proporciona uma composicdo compreendendo uma
fileira de antigénio ou de um determinante antigénico
ordenado e repetitivo, e em particular uma composicdo VLP-
péptido-AB1-6. Mais especificamente, a invencdo proporciona
uma composicdo compreendendo uma particula semelhante a
virus e pelo menos um péptido AR 1-6 a ela ligado. A
invencdo proporciona também um processo para a producdo,
respectivamente, dos conjugados e das fileiras ordenados e
repetitivos. As composicdes da invencdo sdo Utels para a
producdo de vacinas para o tratamento da doenca de
Alzheimer e como uma vacina terapéutica para prevenir ou
curar a doenca de Alzheimer e para induzir de forma
eficiente respostas 1imunitéarias, em particular respostas
por anticorpos. Além disso, as composicdes da invencdo sao
particularmente TUteis para induzir de forma eficiente
respostas imunitérias auto-especificas no contexto

indicado.
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DESCRICAO

"COMPOSIQ@ES DE VACINA CONTENDO FILEIRAS DE ANTIGENIO

AMILOIDE BETA 1-6"

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Campo da Invencéo

A presente invencdo refere-se aos campos da
biologia molecular, virologia, imunologia e medicina. A
invencdo ©proporciona uma composicdo compreendendo uma
fileira de antigénios ou determinantes antigénicos ordenado
e repetitivo, e em particular uma composicdo péptico ABl1-6-
VLP. Mais especificamente, a invencdo proporciona uma
composicdo compreendendo uma particula semelhante a virus
de um bacteridéfago de ARN e pelo menos um péptido AR 1-6 a
ela ligado. A invencdo também proporciona um processo para
a producdo, respectivamente, dos conjugados e das fileiras
ordenados e repetitivos. As composicdes da 1nvencdo séo
Uteis para a producdo de vacinas para o tratamento da doen-
ca de Alzheimer e como uma vacina terapéutica para prevenir
ou curar a doenca de Alzheimer e para induzir de forma
eficiente respostas imunitédrias, em particular respostas
por anticorpos. Além disso, as composicdes da invencdo sao
particularmente Uteis para induzir de forma eficiente res-

postas imunitarias auto-especificas no contexto indicado.
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Técnica Relacionada

A doenca de Alzheimer (DA) é a causa mais comum
de deméncia em idosos (idades de 65 anos ou superior) e um
fardo sério para a saude publica. Por exemplo, registou-se
que 4 milhdes de pessoas sofriam da doenca nos Estados
Unidos da América. Espera-se que a 1incidéncia da doenca

aumente a medida que a populacdo envelhece.

Os sinals patoldgicos principais da doenca de
Alzheimer s&o alteracdes de comportamento relacionadas com
a 1dade, deposicdo de P-amildéide em placas insoluveis,
denominadas placas neuriticas ou ©placas DA, trancas
neurofibrilares compostas pela proteina tau nos neurdnios,
e perda de neurdnios ao longo do cérebro anterior. Além da
DA de inicio tardio (65 anos de idade e superior), também
existe uma DA de inicio precoce, DA familiar (DAF) que
ocorre entre as i1dades de 35 e 60 anos. As anomalias
patoldgicas da DA sdo mais disseminadas, Jgraves e ocorrem
mais cedo em DAF do que na DA de inicio tardio ou
esporadica. Foram correlacionadas com DAF mutacdes no gene

PPA, nos genes presenilina 1 e presenilina 2.

Tal como indicado, um dos acontecimentos chave na doenca de
Alzheimer (DA) é a deposicdo de amildéide na forma de massas
fibrosas insoluveis (amioloidogénese) resultando em placas
neuriticas extracelulares e depdsitos a volta das paredes

dos vasos sanguineos cerebrails (para uma revisdo ver
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Selkoe, D. J. (1999) Nature. 399, A23-31). O constituinte
principal das placas neuriticas e da angiopatia congofilica
¢ a amiléide B (AB), apesar destes depdsitos também
conterem outras proteinas tais como glicosaminoglicanos e
apolipoproteinas. A AB é clivada proteoliticamente de uma
glicoproteina muito maior conhecida como a Proteina
Precursora Amildéide (PPA), que compreende isoformas de 695-

770 aminocdcidos com uma Unica regido transmembranar

hidrofébica. AR forma um grupo de péptidos com um
comprimento de até 43 aminoacidos que apresentam uma
heterogeneidade amino- e carboxi-terminal (truncagem)
consideradveis assim como modificacdes (Roher, A. E.,

Palmer, K. C., Chau, V., & Ball, M. J. (1988) J. Cell Biol.
107, 2703-2716. Roher, A. E., Palmer, K. C., Yurewicz, E.
c., Ball, M. J., & Greenberg, B. D. (1993) J. Neurochem.
61, 1916-1926). Isoformas importantes sio AB1-40 e 1-42. E
bastante propensa a formacdo de folhas B que se agregam em

fibrilas, o que acaba por conduzir a amildide.

0 péptido AB tem um papel central na
neuropatologia da doenca de Alzheimer. A acumulacao
extracelular, especifica de uma regido do péptido AR &
acompanhada por microgliose, alteracdes no citoesqueleto,
neurite distréfica e perda sinaptica. Pensa-se que estas
alteracdes patoldgicas estéo associadas ao declinio

cognitivo que define a doenca.

A administracdo da proteina beta amildéide ou, em

particular, AP 1-28 em quantidades de até 102 mg/dose na
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auséncia de quaisquer adjuvantes e sem qualquer ligacdo da
proteina beta amildéide ou AR 1-28 a um veiculo, para o
tratamento da doenca de Alzheimer, estéd descrita em EP

526'511.

Outros utilizaram a administracdo de péptidos AP
em combinacdo com adjuvantes para 1induzir uma resposta
imunitéaria, celular ou humoral, contra AB 1-42. Num modelo
em ratinho transgénico da doenca de Alzheimer, os animais
sobre-expressam a proteina precursora amildéide contendo a
mutacdo APP(717)V-F (ratinhos PDAPP; Johnson-Wood, K. et
al., Proc. Natl. Acad. USA 24: 1550-1555, Games, D. et al.,
Nature 373: 523-527 (1995a)), conduzindo a superproducdo de
ABi-42, desenvolvem placas, neurite distréfica, perda de
terminais pré-sinapticos, astrocitose e microgliose. Num
estudo recente, Schenk, D. et al., (Nature 400:173-77
(1999) e WO 99/27944) reportam que a administracdo de ABi-s»
agregados misturados com um adjuvante forte (CFA/IFA), due
ndo pode ser utilizado em humanos, nas primeiras 4
imunizacdes, seguindo-se pela administracdo de Af1-42
agregados em PBS nas imunizacdes subsequentes, a ratinhos
PDAPP com 6 semanas de 1dade, essencialmente preveniu a
formacdo de placa e a neurite distré6fica associada. Os
mesmos autores reportam gque a imunizacdo de ratinhos de
mais idade (11 meses de idade) utilizando a mesma
estratégia reduziu de forma significativa a extensdo e a
progressdo de neuropatologias do tipo da doenca de
Alzheimer (DA). A proliferacdo de esplendécitos dos ratinhos

imunizados wutilizando a estratégia acima mencionada foi
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reportada no Exemplo III (Rastreio para a eficéacia
terapéutica contra DA estabelecida) de WO 99/27944,
mostrando que células-T especificas para AB1-42 foram
induzidas pelo procedimento de vacinacdo. Em WO 9927994,
reporta-se o acoplamento de fragmentos AB a IgG de carneiro
anti-rato e a imunizacdo do referido fragmento acoplado na
presenca do adjuvante CFA/IFA. A utilizacdo de composicdes
compreendendo fragmentos AP ligados a polipéptidos tais
como a toxina da difteria para a promocdo de uma resposta
imunitaria contra AB ¢ também apresentada em WO 99/27944.

No entanto, ndo sdo fornecidos dados de imunizacédo.

Verificou-se que um anticorpo monoclonal due
reconhece um epitopo no interior da extremidade N (1-16) de
AB (anticorpo 6C6) protege células PC 12 da neurotoxicidade
da B-amildéide fibrilar, e desagrega a P-amildéide in vitro
(Solomon B. et al., Proc.Natl. Acad. Sci. USA (1997)). A
monoclonal antibody raised against AP1-28, was also shown
to suppress P-amyloid aggregation in vitro (Solomon B. et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1996)). Frenkel et al.,
(J. Neuroimmunol. 88: 85-90 (1998)) identificaram mais
tarde o epitopo dos dois anticorpos anti-agregacdo, 10D5 e
6C6, como sendo epitopo "EFRH", ou seja AB3-6. Pelo
contrdrio, um anticorpo especifico para AB1-7 ndo foi capaz
de prevenir a agregacdo da P-amildide (Frenkel D. et al.,

J. Neuroimmunol. 95: 136-142 (1999)).

AB1-42 é fibrilogénico, e de facto, a composicdo de vacina

descrita em WO 99/27944 utilizou AB1-42 tratada de tal modo
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que pode formar agregados. Mostrou-se que aquelas fibrilas
sdo toxicas para culturas de células neuronais (Yankner et
al., Science 245: 417-420 (1989)), e que é também observado
um efeito téxico quando se injectam em cérebros animais
(Sigurdson et al., Neurobiol. Aging 17: 893-901 (1996);
Sigurdson et al., Neurobiol. Aging 18: 591-608 (1997)).
Walsh et al., (Nature 416:535-539 (2002)) reportam que se
forma oligbébmeros naturais de AP no interior de vesiculas
intracelulares. Aqueles oligémeros inibiram a potenciacéo
de longo prazo em ratos in vivo e quebrou a plasticidade
sindptica a concentracdes encontradas no cérebro humano e

no fluido cerebroespinal.

Noutro estudo, Bard, F. et al. (Nature Medicine
©:916-19 (2000)) reportaram que a administracdo periférica
de anticorpos contra AB;4, fol capaz de reduzir a carga
amildéide, apesar de nivels no soro relativamente modestos.
Este estudo utilizou um anticorpos policlonais contra AB:-
12, ou anticorpos monoclonais contra fragmentos sintéticos
derivados de regides diferentes de AB. Assim, a inducdo de
anticorpos contra péptidos AP apresenta promessas como um
tratamento terapéutico potencial para a doenca de

Alzheimer.

Descreveu-se em  W099/27949 a administracao
através de mucosas de um antigénio associado com as placas
B-amildéides, tais como o péptido P-amildide e AB1-40. Diz-
se que a administracdo através de mucosas suprime certas

respostas de citocinas associadas com a doenca de Alzheimer
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e aumentam certas outras respostas de citocinas associadas
com a supressdo de respostas inflamatérias associadas a
doenca. Pensa-se que a supressdo das respostas inflamatd-
rias é efectuada pela "estimulacdo de células T caracteri-
zadas por um perfil de <citocinas anti-inflamatério”.
Antigénios adequados, tal como descritos em W09927949,
inclui antigénios especificos para DA, gue sdo reconhecidos

por células T imunitarias de origem animal ou humana.

A fusdo de epitopos de um anticorpo monoclonal
que reconhece AP para revestir proteinas de fagos
filamentosos é descrita em WO 01/018169. A imunizacdo de
ratinhos com os fagos filamentosos apresentando o epitopo
15-6mero VHEPHEFRHVALNPV (SEQ ID NO: 89) na proteina da
cédpside VIII resultou em anticorpos que reconhecem AB 1-16
e AB-40. Isto foi demonstrado com um teste ELISA de inibi-
cdo utilizando péptidos AP, e obteve-se um IC50 de 1 uM
para a inibicdo da ligacdo do soro a AB-16 com AB1-40.
Solomon (WO 01/18169) n&o proporciona no entanto qualguer
indicacdo que o soro estimulado contra os fagos filamen-
tosos contendo o epitopo VHEPHEFRHVALNPV epitopo (SEQ 1ID
NO: 89), se liga a placas amildides ou a placas neuriticas

de AD.

Existem diversas desvantagens na utilizacdo de
sequéncias que diferem do antigénio contra o qual se deve
obter uma resposta imunitidria para imunizacdo. Primeiro,
podem ser induzidos os anticorpos contra parte da sequéncia

estranha ao antigénio ou ao determinante antigénico.
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Segundo, a confirmacdo do antigénio no contexto do elemento
flanqueador de sequéncia estranho pode ser diferente no
contexto do antigénio completo. Assim, apesar de poder ser
provocada resposta dos anticorpos com reaccdo cruzada com ©
antigénio, a sua ligacdo ao antigénio pode ser sub-déptima.
A especificidade fina da resposta daqueles anticorpos pode
também ndo corresponder a especificidade dos anticorpos com
resposta contra o préprio antigénio, uma vez que estédo
presentes no anticorpo cadeias laterais adicionais diferen-
tes dos residuos presentes no AP completo. Finalmente, a
sequéncia de aminoadcidos do 15-6mero pode conter epitopos
de células T. A apresentacdo do epitopo YYEFRH (SEQ ID NO:
90) na proteina III da céapside de fago filamentoso, da qual
estdo apenas normalmente presentes 3-5 cbépias em cada fago,
é também apresentada em WO 01/18169. Varios problemas
surgem gquando se utilizam fagos infecciosos como veiculos
para imunizacdo. Primeiro, a producdo de agentes infeccio-
sos em larga escala e em quantidade suficiente para grandes
campanhas de imunizacdo é problematica. Segundo, a presenca
de ADN de fago contendo genes de resisténcia a antibidticos
na vacina ndo estd isenta de problemas e é um problema de
seguranca. Finalmente, a exequibilidade e eficécia da
irradiacdo de grandes quantidades de fagos, no caso em dque
se utilizam como vacina fagos né&o infecciosos, estd por

resolver.

Foram descritos anadlogos de AB, em que AR &
modificado para incluir epitopo T auxiliar (WO 01/62284). A

imunizacdo de ratinhos TgRND8+, transgénico para PPA
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humano, com o andlogo AB resultou num teor de anticorpos 4-
a 7,5 vezes superior em relacdo & imunizacdo com AB1-42 na

auséncia de adjuvante.

Estudos recentes demonstraram que a reducdo nos
depbsitos amildéides no cérebro induzidos pela vacinacdo tém
o potencial de melhorar as funcdes cognitivas (Schenk, D.,
et al. Nature 400: 173-177 (1999); Janus, C. et al., Nature
408: 979-982 (2000); Morgan, D. et al., Nature 408: 982-985

(2000)) .

A autdépsia de um paciente imunizado com AB1-42 no
Adjuvante QS21 revelou a presenca de uma meningoencefalite
de linfécito T e infiltracdo da matéria branca cerebral por
macrébfagos (Nicoll, J.A. et al., Nature Med. 9: 448-452

(2003)) .

Recentemente, uma publicacdo apresentou 18 casos
de meningoencefalite em pacientes imunizados pelo AN1792,
uma vacina composta de AB1-42 e (QS-21 como adjuvante
(Orgogozo J.-M. et al., Neurology 61: 46-54 (2003)).
Reporta-se que a activacdo de células T é um potencial
mecanismo responsavel pela doenca, apesar de nao se
observar nenhuma relacdo clara entre a doenca e o0s teores

anti-AB1-42 no soro.

Estd bem estabelecido que a administracdo isolada
de proteinas purificadas ndo é suficiente para provocar uma

resposta imunitaria forte; geralmente antigénios isolados
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devem ser administrados em conjunto com substéncias
auxiliares denominadas adjuvantes. Nestes adjuvantes, o
antigénio administrado é protegido contra uma degradacéo
rapida, e o adjuvante proporciona uma libertacdo prolongada
de um baixo teor de antigénio. Na presente invencdo, os
péptidos AP s&do tornados imunogénicos através da ligacado a

uma VLP e ndo requerem um adjuvante.

Umn modo para melhorar a eficiéncia de vacinacédo é
assim aumentar o grau de repeticdo do antigénio aplicado.
Ao invés das proteinas isoladas, os virus induzem respostas
imunitdrias répidas e eficientes na auséncia de quaisquer
adjuvantes tanto com ou sem a ajuda de células T (Bachmann
e Zinkernagel, Ann. Rev. Immunol: 15:235-270 (1991)).
Apesar destes virus consistirem frequentemente de poucas
proteinas, sdo capazes de desencadear respostas imunitarias
muito mais fortes do que os seus componentes isolados. Para
respostas de células B, sabe-se gue um factor crucial para
a 1imunogenicidade dos virus é a repeticdo e ordem dos
epitopos de superficie. Muitos virus apresentam uma
superficie quase <cristalina que apresenta uma fileira
regular de epitopos que estabelece de forma eficiente
ligacdes cruzadas com imunoglobulinas especificas para os
epitopos nas células B (Bachmann e Zinkernagel, Immunol.
Today 17: 553-558 (19906) ). Esta reticulacéo das
imunoglobulinas de superficie nas células B é um forte
sinal de activacdo que induz directamente a progressédo do
ciclo celular e a producdo de anticorpos IgM. Além disso,

tais células B activadas sao capazes de activas células T
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auxiliares, as quais por seu turno induzem uma alteracdo da
producdo de anticorpos IgM para IgG nas células B e a
geracdo de membria de células B de longa duracdo, o
objectivo de gqualquer vacinacdo (Bachmann e Zinkernagel,
Ann. Rev. Immunol. 15:235-270 (1997)). A estrutura viral
estd mesmo associada a geracdo de anticorpos em doencas
auto-imunes e ¢é uma parte da resposta natural aos
patogénios (ver Fehr, T., et al., J Exp. Med. 185:1785-1792
(1997)) . Assim, oS anticorpos apresentados por uma
superficie wviral altamente organizada sdo capazes de

induzir fortes respostas anti-anticorpo.

No entanto, como indicado o sistema imunitéario
ndo é capaz de produzir anticorpos contra estruturas
derivadas dele proprio. Para antigénios soluvels apresen-
tados a baixas concentracdes, tal deve-se a tolerédncia ao
nivel da célula Th. Nestas condicdes, a ligacdo do
antigénio préprio a um veiculo que é capaz de administrar T
auxiliar pode quebrar a tolerdncia. Para proteinas soluveis
presentes em elevadas concentracdes ou proteinas de
membrana a baixa concentracdo, as células B e Th podem ser
tolerantes. No entanto, a tolerdncia das células B pode ser
reversivel (anergia) e pode ser guebrada pela administracéo
do antigénio de um modo altamente organizado através de
ligacdo a um veiculo estranho (Bachmann e Zinkernagel, Ann.
Rev. Immunol. 15:235-270 (1997)). Tal como ilustrado em
UsS2003/0175290 submetida a 18 de Janeiro de 2002, podem ser

induzidas respostas imunitdrias fortes com composicdes
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compreendendo péptidos AR (AB1-15, AB1-27 e AB33-42, que é
um antigénio préprio em ratinhos) ligados a VLP. Em
particular, os péptidos AP humanos acima mencionados
ligados & VLP do fago de ARN QB induziram titulos espe-
cificos Ap elevados em ratinhos PPA transgénicos (descrito
nos Exemplos) mostrando que a tolerdncia ao antigénio
proprio AB poderia ser ultrapassada através da imunizacéo

com péptidos AB ligados a uma VLP.

Composicdes compreendendo uma particula central,
tais como um virus ou uma particula semelhante a virus, a
qual pelo menos um antigénio ou determinante antigénico
estd associado por intermédio de pelo menos uma ligacéo
ndo-peptidica conduzindo a uma fileira repetitiva de
antigénio foram descritas em WO00/32227. Estas composicdes
sdo uteis para a producdo de vacinas para a prevencao de
doencas infecciosas, o} tratamento de alergias e o)

tratamento de cancros.

Existe deste modo a necessidade de composicdes e
vacinas seguras, altamente imunogénicas, respectivamente,
para tratar doencas de Alzheimer, em particular, utilizando
imunogénios desprovidos de epitopos de células T e
adjuvantes, respectivamente, que pudessem provocar efeitos
secundarios, e sendo ainda capazes de induzir elevados
teores de anticorpos, anticorpos esses sendo ainda capazes

de se ligarem a placas amildides.
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BREVE SUMARIO DA INVENCAO

Descobrimos agora que o péptido ABl1-6, gque esta
ligado a uma particula central com uma estrutura dgque com
uma organizacdo repetitiva inerente, e em particular a
particulas semelhantes a virus (VLPs) e subunidades de
VLPs, respectivamente, conduzindo a conjugados repetitivos
e altamente ordenados, representa um imunogénio potente
para a inducdo de metabolitos especificos para AB1-6. Deste
modo, a presente invencdo proporciona um modo profilatico e
terapéutico para o tratamento da doenca de Alzheimer, gque
se Dbaseia numa fileira ordenada e repetitiva de ABl1-6-
particula central, e em particular num conjugado VLP-
péptido AB1-6 e fileira, respectivamente. Esta profilaxia e
terapéutica é <capaz de induzir elevados teores de
anticorpos anti-péptido AB1-6, os quais estabelecem reaccéao
cruzada com AP soluvel e sdo capazes de se ligar a placas
amiléides humanas de um modelo de rato transgénico PPA
humano e a placas amildides DA. Além disso, os anticorpos
cuja resposta foi estimulada ndo se ligam a PPA em seccdes

de cérebro.

Além disso, a presente invencdo proporciona novas
composicdes, vacinas e métodos para o tratamento de DA. As
composicdes e vacinas compreendendo péptidos AB 1-6 sé&o
desprovidas de epitopos de células T e induzem anticorpos
ligando-se a placas DA e AP soluvel. Os péptidos AB 1-6 sé&o
apresentados ao sistema imunitdrio do paciente através de

um modo altamente repetitivo e ordenado através da ligacdo



PE1524994 - 14 -

aos péptidos AP ou a uma particula central, preferentemente
a uma VLP, e ainda mais preferentemente a uma VLP de um

fago de ARN.

Numa realizacdo preferida, o antigénio ou deter-
minante antigénico é o péptido amildéide beta humano AP1-6
(DAEFRH; SEQ ID NO: 75) sendo um fragmento de AP
(DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAI ITGLMVGGVVIA (SEQ ID NO:
91), em que o péptido amildéide beta humano ABl1-6 estéa
ligado & particula central e VLP, respectivamente. A
proteina beta amildide é proporcionada na SEQ ID NO: 92. A

proteina beta precursora é proporcionada na SEQ ID NO: 93.

A presente invencéo proporciona assim  uma
composicdo compreendendo: (a) uma particula central com
pelo menos um primeiro local de ligacdo em que a referida
particula central é uma particula semelhante a virus de um
bacteriéfago de ARN; e (b) pelo menos um antigénio ou
determinante antigénico com pelo menos um segundo local de
ligacdo, em que o referido antigénio ou determinante
antigénico é um péptido AB-6, e em que o referido segundo
local de ligacdo é seleccionado do dgrupo gue consiste em
(i) um local de ligacdo que ndo ocorre naturalmente com o
referido antigénio ou determinante antigénico; e (ii) um
local de 1ligacdo que ocorre naturalmente com o referido
antigénio ou determinante antigénico, em que o referido
segundo local de ligacdo é capaz de se associar ao referido
primeiro local de ligacdo através de pelo menos uma ligacdao

ndo peptidica; e em que o referido antigénio ou deter-
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minante antigénico e referida particula central interagem
através da referida associacdo para formar uma fileira de

antigénio ordenada e repetitiva.

Os fragmentos AP da presente invencdo sido solu-
vels e geralmente ndo formam agregados. Além disso, estdo
ligados, e preferentemente ligados de forma covalente, a
uma particula central e VLP, respectivamente, Assim, as
composicdes da invencdo ndo tém o risco de induzir efeitos

toéxicos tais como formar nucleos de deposicdo amildide.

Uma descoberta inesperada desta invencdo é que um
teor elevado de anticorpos com ligacdo cruzada com AP
soluvel e placas amildides DA poderia ser obtido com uma
composicdo compreendendo o péptido ABl1-6 ligado a uma
particula central e VLP, respectivamente. Em particular,
mostrou-se que as VLP medeiam a inducdo de anticorpos
contra antigénios proéprios, gquebrando deste modo a auto-
toleradncia (WO 02/056905). Além disso, a pequena dimenséo
deste epitopo evita a presenca de epitopos da célula T,
proporcionando deste modo novas composicdes que ndo induzem
respostas de células T especificas para AB. Além disso, os
anticorpos cuja resposta fol estimulada n&o se ligam a PPA
em seccbdes de cérebro. Assim, a presente invencdo propor-
ciona uma composicdo de vacina segura para a prevencao e

para o tratamento da DA.

Mais especificamente, a invencdo proporciona uma

composicdo dque compreende uma fileira de antigénios ou
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determinantes antigénicos ordenados e repetitivos, e por
este meio em particular conjugados péptido AP 1-6 VLP. Mais
especificamente, a 1invencdo proporciona uma composicédo
compreendendo uma particula semelhante a virus de um
bacteriéfago de ARN e pelo menos um péptido ABl-6 a ela
ligado. A invencdo proporciona também um processo para a
producdo, respectivamente, dos conjugados e das fileiras
ordenadas e repetitivas. As composicdes da invencdo sao
Uteis na producdo de vacinas para o tratamento da doenca de
Alzheimer e como vacina terapéutica para prevenir ou evitar
a doenca de Alzheimer e induzir respostas imunitédrias de
forma eficiente, em particular respostas de anticorpos.
Além disso, as composicdes da invencdo sdo particularmente
Uteis para induzir de forma eficiente respostas imunitérias

auto-especificas no contexto indicado.

Na presente invencdo, o péptido APl-6 estd liga-
do, respectivamente, a uma particula central e VLP
tipicamente de um modo orientado, resultando numa fileira
de antigénio peptidico ABl1-6 ordenado e repetitivo. Além
disso, a estrutura altamente repetitiva e organizada,
respectivamente, das particulas centrais e VLPs medeia a
apresentacdo do péptido AB de um modo altamente ordenado e
repetitivo, conduzindo a uma fileira de antigénio altamente
organizada e repetitiva. Além disso, a ligacdo do péptido
AB1-6, respectivamente, a particula central e VLP,
proporciona epitopos de células T auxiliares, uma vez dque a
particula central e VLP é estranha ao hospedeiro imunizado,

respectivamente, com a fileira particula central-péptido
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ABl1-6 e fileira CLP-péptido APl-6. Estas fileiras diferem
de conjugados da técnica anterior, em particular, pela sua
estrutura altamente organizada, pelas dimensdes, e pela

repeticdo do antigénio na superficie da fileira.

Num aspecto da 1invencdo, o péptido ABRl-6 &
sintetizado gquimicamente, enquanto que, respectivamente, a
particula do nucleo e a VLP sdo expressas e purificadas de
um hospedeiro de expressdao adequado para o enrolamento e a
formacdo, respectivamente, da particula central e da VLP. A
fileira do péptido ABl-6 ¢é depois montada através da
ligacdo do péptido APl1-6, respectivamente, & particula

central e ao VLP.

Noutro aspecto, a presente invencdo proporciona
uma composicdo compreendendo (a) uma particula semelhante a
virus de um bacteriéfago de ARN, e (b) pelo menos um
antigénio ou determinante antigénico, em que o referido
antigénio ou determinante antigénico é um péptido ABl-6, e
em que o referido pelo menos um antigénio ou determinante
antigénico estd ligado a referida particula semelhante a

virus.

Ainda noutro aspecto, a presente invencdo propor-
ciona uma composicdo farmacéutica compreendendo (a) a
composicdo da invencdo, e (b) um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.

Ainda noutro aspecto, a presente invencéao
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proporciona uma composicdo de vacina compreendendo uma
composicédo, em que a referida composicdo compreende (a) uma
particula semelhante a virus de um bacteridéfago de ARN; e
(b) pelo menos um antigénio ou determinante antigénico, em
que o referido antigénio ou determinante antigénico é um
péptido AB1-6; e em que o referido pelo menos um antigénio
ou determinante antigénico estd ligado a referida particula

semelhante a virus.

Noutro aspecto, a presente invencdo proporciona
um método de imunizacdo compreendendo a administracdo da
composicdo da invencdo, a composicdo farmacéutica da inven-

cdo0 ou a vacina da invencdo a um animal.

Ainda noutro aspecto, a presente revelacdo pro-
porciona um processo para a producdo de uma composicdo da
invencdo compreendendo (a) proporcionar uma particula seme-
lhante a virus de um bacteridéfago de ARN, e (b) propor-
cionar pelo menos um antigénio ou determinante antigénico,
em que o referido antigénio ou determinante antigénico é um
péptido AB1-6; (c) combinar a referida particula semelhante
a virus e o referido antigénio ou determinante antigénico
de modo a que o pelo menos um antigénio ou determinante
antigénico estd ligado a referida particula semelhante a

virus.

De modo anadlogo, a presente invencdo proporciona
um processo para a producdo de uma composicdo da reivin-

dicacdo 1 compreendendo: (a) proporcionar uma particula
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central com pelo menos um primeiro local de ligacdo em que
a referida particula central é uma particula semelhante a
virus de um bacteridéfago de ARN; (b) proporcionar pelo
menos um antigénio ou determinante antigénico com pelo
menos um segundo local de 1ligacdo, em dque o referido
antigénio ou determinante antigénico é um péptido ABl-6, e
em que o referido pelo menos um segundo local de ligacdo é
seleccionado do grupo dque consiste em (i) um local de
ligacdo que ndo ocorre naturalmente <com o referido
antigénio ou determinante antigénico; e (ii) um local de
ligacdo que ocorre naturalmente com o referido antigénio ou
determinante antigénico; e em que o referido segundo local
de 1ligacdo é capaz de se associar ao primeiro local de
ligacdo através de pelo menos uma ligacdo ndo peptidica; e
(c) combinar a referida particula central e o referido pelo
menos um antigénio ou determinante antigénico, em dque o
referido antigénio ou determinante antigénico e a referida
particula central interagem através da referida associacao

para formar uma fileira de antigénio ordenada e repetitiva.

Ainda noutro aspecto, a presente invencdo propor-
ciona a utilizacdo de uma composicdo da reivindicacao 1
para o fabrico de um medicamente para o tratamento da

doenca de Alzheimer.

Ainda noutro aspecto, a presente invencdo propor-
ciona a wutilizacdo de uma composicdo da reivindicacdo 1
para a preparacdo de um medicamente para o tratamento

terapéutico ou profilatico da doenca de Alzheimer. Além
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disso, ainda noutro aspecto, a presente invencdo propor-
ciona para uma utilizacdo de uma composicdo da reivindi-
cacdo 1, seja isoladamente ou em combinacdo com outros
agentes, ou com auséncia explicita de substéncias especifi-
cas tails como adjuvantes, para o fabrico de uma composicéo,
composicdo farmacéutica, vacina, farmaco ou medicamente
para a terapia ou a profilaxia da doenca de Alzheimer, e/ou

para estimular o sistema imunitério de mamiferos.

Deste modo, a invencdo proporciona, em particu-
lar, composicdes de vacina que sdo adequadas para a preven-
cdo e/ou atenuar a doenca de Alzheimer ou doencas a ela
relacionadas. A invencdo proporciona ainda, respectivamen-
te, métodos de imunizacdo e vacinacdo, para prevenir e/ou
atenuar a doenca de Alzheimer ou condicdes com ela
relacionadas em humanos. As composicdes da invencdo podem

ser usadas profilaticamente ou terapeuticamente.

Em realizacdes especificas, a invencdo proporcio-
na métodos para a prevencdo e/ou o atenuar da doenca de
Alzheimer ou de condicdes a ela relacionadas que sdo cau-
sadas ou exacerbadas pelos produtos genéticos "préprios",
ou seja, "antigénios proéoprios™ tal como aqui utilizado. Em
realizacdes relacionadas, a invencdo proporciona métodos
para a inducdo de respostas imunoldgicas, respectivamente,
em animais e individuos, gque conduzem a producdo de
anticorpos que previnem e/ou atenuam a doenca de Alzheimer
ou condicdes com ela relacionadas, gue sdo causadas ou

exacerbadas por produtos genéticos "proéprios".
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Como serd entendido por alguém competente na
técnica, quando composicdes da invencdo sdo administradas a
um animal ou a um humano, podem estar numa composicdo dque
contém sais, tampdes, adjuvantes, ou outras substédncias que
sdo desejavels para melhorar a eficécia da composicéo.
Exemplos de materiais adequados para utilizacdo na prepa-
racdo de composicdes farmacéuticas sdo proporcionadas em
numerosas fontes incluindo Remington's Pharmaceutical

Sciences (0Osol, A, ed., Mack Publishing Co. (1990)).

Composicdes da invencdo sdo consideradas "farma-
cologicamente aceitaveis" se a sua administracdo puder ser
tolerada por um receptor individual. Além disso, as
composicdes da invencdo serdo administradas numa "quanti-
dade terapeuticamente eficaz" (ou seja, numa quantidade que

produz um efeito fisioldgico desejado) .

As composicdes da presente invencdo podem ser
administradas por varios métodos conhecidos na técnica, mas
serdo normalmente administrados por injeccédo, infuséao,
inalacdo, administracdo oral, ou outros métodos fisicos
adequados. As composicdes podem alternativamente ser admi-
nistradas de forma intramuscular, intravenosa, ou subcu-
ténea. Componentes de composicdes para administracéo
incluem solucdes e suspensdes aquosas (por exemplo, solucédo
salina fisioldgica) ou ndo agquosas estéreis. Exemplos de
solventes nédo aquosos sdo propileno glicol, polietileno

glicol, ¢&6leos vegetalis tals como azeite, e ésteres
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organicos injectéaveis tais como oleato de etilo. Podem ser
utilizados wveiculos ou pensos oclusivos para aumentar a

permeabilidade da pele e potenciar a absorcdo do antigénio.

Outras realizacdes da presente invencdo serdo
evidentes a alguém competente na técnica a luz daquilo que
é conhecido na técnica, dos seguintes desenhos e descricéo

da invencdo, e das reivindicacdes.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

FIG. 1 apresenta o gel de SDS-PAGE, corrido em condicdes
redutoras, que apresenta o resultado da ligacdo do péptido
AB1-6 (NH2-DAEFRHGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 77) a VLP da
proteina da cépside Q.

FIG. 2 apresenta a analise por ELISA dos anticorpos
especificos para ABl1-6 em soro de ratinhos imunizados com o
péptido ABl1-6 ligado a VLP da proteina da cépside Q.

FIG. 3 apresenta a anadlise por ELISA dos anticorpos
especificos para AB1-40 em soro de ratinhos imunizados com
o péptido AB1-6 ligado & VLP da proteina da céapside Q.

FIG. 4 A-B apresenta uma seccdo do cérebro de um ratinho
APP23 (A) e uma seccdo do cdédrtex entorrinal de um paciente
DA (B) corado com soro de ratinhos imunizados com o péptido
ABl1-6 ligado a VLP da proteina da céapside Q.

FIG. 5 A-E apresenta seccdes do cérebro de um ratinho APP23
corado com soro de ratinhos imunizados com o péptido AB1-6
ligado a VLP da proteina da cédpside QB, ou com um antissoro
de coelho policlonal especifico para a extremidade C de PPA

humana ou de ratinho.
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FIG. 6 apresenta o resultado da imunizacdo de macacos
Rhesus com AB1-6 humano ligado & VLP da proteina da céapside
OB, tal como medido num teste ELISA.

FIG. 7 apresenta o resultado da ligacdo a placas de soro de
macacos 1imunizados com APl-6 humano ligado a VLP da
proteina da céapside QB, tal como medido por histologia em
placas humanas DA e de ratinho transgénico.

FIG. 8 apresenta a andlise por SDS-PAGE da ligacdo AP1-6
murino a AP205 VLP.

FIG. 9 apresenta o resultado da imunizacdo de ratinhos com
ABl1-6 murino ligado a AP205 tal como medido num teste
ELISA.

FIG. 10 apresenta a anadlise por ELISA dos teores anti-AB40
e anti-AB42 no soro de ratinhos transgénicos "Swedish/Lon-
don" imunizados com QphABl-6 entre os 9,5 e os 19 meses de
idade.

FIG. 11 apresenta coloracdo imuno-histoquimica de seccdes
de cérebro de ratinhos transgénicos "Swedish/London"
imunizados com QphAB1-6 ou PBS.

FIG. 12 apresenta a quantificacdo da deposicdo de placa em
ratinhos transgénicos "Swedish/London" imunizados com
OphAB1-6, QB ou PBS entre os 9,5 e os 19 meses de idade.
FIG. 13 apresenta a quantificacdo da deposicdo de placa em
ratinhos transgénicos "Swedish/London" imunizados com
QphAB1-6, ou PBS entre os 13,5 e os 19 meses de idade.

FIG. 14 apresenta a anadlise por ELISA dos teores de anti-
AB40 e anti-AB42 no soro de ratinhos transgénicos "Swedish"
imunizados com QPhABl-6.

FIG. 15 apresenta a coloracdo imuno-histoquimica de seccdes
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do cérebro de ratinhos transgénicos "Swedish" imunizados
com QPBhAB-6 ou PBS.

FIG. 16 apresenta a quantificacdo da deposicdo de placa em
ratinhos transgénicos "Swedish" imunizados com QBhAB1-6 ou

PBS.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Excepto se definido de outro modo, todos os
termos cientificos e técnicos aqui utilizados tém os mesmos
significados que aqueles convencionalmente entendidos por
alguém competente na técnica a qual esta invencédo pertence.
Apesar de todos os métodos e materiais similares ou
equivalentes aqueles aquil descritos poderem ser utilizados
na pratica ou no teste da presente invencdo, sdo aqui de

seqguida descritos os métodos e materiais preferidos.

1. Definicdes:

Péptido ABl1-6: Um péptido APl-6 tal como aqgqui
utilizado refere-se a péptidos com uma sequéncia que
corresponde a sequéncia ABl1-6 humana, ou hombdéloga a
sequéncia AB1-6 humana. As sequéncias hombélogas a sequéncia
AB1-6 humana, incluem, mas ndo se limitam as sequéncias
AB1-6 de outras espécies, incluindo deste modo, mas sem
limitacdo, a sequéncia de ABl1-6 de primata, coelho,
porquinho-da-india, Xenopus Laevis, sapo, ratinho e rato.
As sequéncias AP1-6 de Xenopus Laevis ou sapo, apesar de

diferentes de AB1-6 humano em duas posicdes, tém mutacdes
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conservadas (Ala-Ser, Phe-Tyr), e sdo ainda considerados
homélogos a AB1-6 de acordo com esta definicdo. De acordo
com a presente invencdo, no entanto, o péptido APl-6 &
tipicamente modificado, de tal modo gque um segundo local de
ligacdo esteja a ele ligado. Preferentemente, o segundo
local de ligacdo é modificado com um agente de ligacdo ou
um aminodcido de ligacdo compreendendo um segundo local de
ligacdo para a ligacdo a, respectivamente, uma particula
central e VLP. Quando aqui se refere a péptidos AB1-6, séao
abrangidos um péptido AB1-6 modificado, tal como indicado
acima, ou seja, péptidos ABl-6 com um segundo local de
ligacdo a eles 1ligados. No entanto, tipicamente as
modificacdes sédo explicitamente indicadas nesta
especificacdo. Realizacbes mais preferidas de um péptido
AB1-6 em que é um antigénio ou determinante antigénico de
acordo com a presente invencdo tornam-se evidentes a medida

que esta especificacdo prossegue.

Adjuvante: O termo "adjuvante" tal como aqui
utilizado refere-se a estimuladores nédo especificos da
resposta imunitdria ou substancias que permitem a geracdo
de um depdsito no hospedeiro que quando combinado,
respectivamente, com a vacina e a composicdo farmacéutica,
da presente invencdo pode proporcionar uma resposta
imunitdria ainda mais aumentada. Pode ser utilizada uma
variedade de adjuvantes. Exemplos incluem o adjuvante de
Freund completo e incompleto, hidrdéxido de aluminio e
muramildipéptido modificado. Outros adjuvantes sdo geles

minerais tais como hidréxido de aluminio, substéncias
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tensioactivas tais como lisolecitina, polidéis pluronic,
polianides, péptidos, emulsdes de 06leos, hemocianinas de
lapa californiana, dinitrofenol e adjuvantes humanos
potencialmente uUteis tais como BCG (bacilo Clamette-Guerin)
e Corynebacterium parvum. Tails adjuvantes sdo também bem
conhecidos na técnica. Outros adjuvantes que podem ser
administrados com as composicdes da invencdo incluem, mas
ndo se limitam a, imunomodulador monofosforil 1lipido,
Adjuvax 100a, QS-21, (QS-18, CRL1005, sais de aluminio
(Alum), MF-59, 0OM-174, OM-197, 0OM-294, e tecnologia adju-
vante Virossomal. O0Os adjuvantes podem também compreender

uma mistura destas substéncias.

Fraccdes de saponina imunologicamente activas com
actividade adjuvante derivadas da casca da &rvore Sul
Americana Quillaja Saponaria Molina sdo conhecidas na
técnica. Por exemplo QS21, é uma fraccdo purificada por
HPLC da &rvore Quillaja Saponaria Molina e o método para a
sua purificacdo é revelado (como QA21) em U.S. Pat. No.
5,057,540. A saponina de Quillaja foi também revelada como
um adjuvante por Scott et al., Int. Archs. Allergy Appl.
Immun., 1985, 77, 409. Sdo conhecidos na técnica o
monofosforil lipido A e seus derivados. Um derivado
preferido é o monofosforil lipido A 3 de-o-acilado, e é
conhecido da Patente do Reino Unido No. 2220211. Outros

adjuvantes preferidos sdo descritos em WO00/00462.

No entanto, uma caracteristica vantajosa da

presente invencao é a elevada imunogenicidade das
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composicdes da invencdo. Tal como ja& agqui referido ou como
se tornard evidente a medida que decorre a especificacéo,
sdo proporcionadas composicdes farmacéuticas e vacinas
desprovidas de adjuvantes, como alternativa suplementar ou
realizacdes preferidas, conduzindo a vacinas e composicdes
farmacéuticas para o tratamento de DA desprovidas de
adjuvantes e, deste modo, com um perfil de seguranca
superior uma vez dque o0s adjuvantes podem causar efeitos
secundarios. O termo "desprovido" tal como aqui utilizado
no contexto de vacinas e composicdes farmacéuticas para o
tratamento de DA refere-se a vacinas e composicdes

farmacéuticas que sdo utilizadas sem adjuvantes.

Aminodcido de 1ligacdo: Um "aminodcido de 1liga-
cdo", ou apenas denominado "agente de ligacdo" nesta
especificacdo, tal como aqui utilizado, ou associa o
antigénio ou determinante antigénico com o segundo local de
ligacdo, ou mais preferentemente, compreende j& ou contém o
segundo local de 1ligacdo, tipicamente, mas nao necessa-
riamente, na forma de um residuo de aminodcido, preferen-
temente na forma de um residuo cisteina. O termo "amino-
acido de ligacao" tal com aqui utilizado, no entanto, né&o
pretende implicar que tal amincadcido de ligacdo consiste
exclusivamente de residuos de aminoédcidos, mesmo se um
aminocdcido de 1ligacdo consistindo em residuos de amino-
adcidos seja uma realizacdo preferida da presente invencéao.
Os residuos de aminodcido do aminodcido de 1ligacdo séo
preferentemente compostos por aminodcidos que ocorrem

naturalmente ou aminodcidos ndo naturais conhecidos na
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técnica, todos isdmeros L ou todos isdémeros D ou misturas
destes. No entanto, um aminodcido de ligacdo compreendendo
uma molécula com um grupo sulfidrilo ou um residuo cisteina
estd também abrangido no ambito da invencdo. Tal molécula
compreende preferentemente uma unidade alquilo C1-Cgo,
cicloalgquilo (C5,C6), arilo ou heteroarilo. No entanto,
para além de um aminodcido de ligacdo, um agente de ligacéo
compreendendo preferentemente uma unidade alquilo C1-Cgo,
cicloalquilo (C5,C6), arilo ou hetercarilo e desprovida de
qualisquer aminocédcidos também serd abrangido no ambito da
invencdo. A associacdo entre o antigénio ou o determinante
antigénico ou opcionalmente o segundo local de ligacdo e o
aminocdcido de ligacdo é preferentemente por intermédio de
pelo menos uma ligacdo covalente, mais preferentemente por

intermédio de pelo menos uma ligacdo peptidica.

Animal: Tal como aqui utilizado, o termo "animal"
pretende incluir, por exemplo, humanos, carneiros, alces,
veados, veados-mula, visons, mamiferos, macacos, cavalos,
gado, porcos, cabras, cdes, gatos, ratos, ratinhos, péssa-

ros, galinhas, répteis, peixes, insectos e aracnideos.

Anticorpo: Tal como aqui utilizado, o termo
"anticorpo" refere-se a moléculas gque sdo capazes de se
ligar a um epitopo ou determinante antigénico. O termo
pretende incluir anticorpos completos e seus fragmentos de
ligacdo a antigénio, incluindo anticorpos de cadeia
simples. Mais preferentemente o0s anticorpos sdo fragmentos

de anticorpos que se ligam a antigénios humanos e incluem,
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mas ndo se limitam a, Fab, Fab' e F(ab')2, Fd, Fvs de
cadeia simples (scFv), anticorpos de cadeia simples, Fvs
com ligacdes dissulfureto (sdFv) e fragmentos compreendendo
um dominio Vi ou Vy. Os anticorpos podem ser de qualdquer
origem animal, incluindo péssaros e mamiferos. Preferen-
temente, os anticorpos sdo humanos, murinos, de coelho, de
cabra, de porquinho-da-india, de camelo, de cavalo ou de
galinha. Tal como aqui utilizado, anticorpos "humanos"”
incluem anticorpos com a sequéncia de aminoacidos de uma
imunoglobulina humana e incluem anticorpos isolados de
bibliotecas de imunoglobulinas humanas ou de animais
transgénicos para uma ou mais imunoglobulinas humanas e due
ndao expressam imunoglobulinas endbdgenas, tal como descrito,
por exemplo, na Patente U.S. No. 5,393,598 de Kucherlapati

et al.

Antigénio: Tal como aqgqui utilizado, o termo
"antigénio" refere-se a uma molécula capaz de ser ligada
por um anticorpo ou um receptor de célula T (TCR) se
apresentada por moléculas MHC. O termo "antigénio", tal
como aqui utilizado, também abrange epitopos de células T.
Um antigénio é adicionalmente capaz de ser reconhecido pelo
sistema imunitédrio e/ou capaz de induzir uma resposta
imunitédria humoral e/ou uma resposta imunitdria celular due
conduza & activacdo de linfbécitos B e/ou T. Isto pode, no
entanto, exigir que, pelo menos em certos casos, 0
antigénio contenha ou esteja ligado a um epitopo de uma
célula Th e seja proporcionado no adjuvante. Um antigénio

pode ter um ou mails epitopos (epitopos B e T). A reaccdo
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especifica a que se refere acima pretende indicar dque o
antigénio iréd reagir preferencialmente, tipicamente de um
modo altamente selectivo, com o seu anticorpo correspon-
dente ou TCR e ndo com a multitude de outros anticorpos ou
TCRs dque podem ser evocados por outros antigénios.
Antigénios tal como aqui utilizado também pode referir-se a

misturas de varios antigénios individuais.

Determinante antigénico: tal como aqui utilizado,
"determinante antigénico" pretende referir-se aquela porcéo
de um antigénio que ¢é especificamente reconhecido por
linfécitos B ou T. 0Os 1linfdécitos B que respondem a
determinantes antigénicos produzem anticorpos, enquanto que
os linfécitos T respondem a determinantes antigénicos por
proliferacéo e estabelecimento de funcdes efectoras

criticas para a mediacdo da imunidade celular e/ou humoral.

Associacdo: Tal como aqui utilizado, o termo
"associacdo" quando aplicado ao primeiro e ao segundo local
de ligacdo, refere-se a ligacdo do primeiro e do segundo
local de ligacdo que é preferentemente por intermédio de
pelo menos uma ligacdo ndo peptidica. A natureza da
associacdo pode ser covalente, idénica, hidrofébica, polar
ou qualquer uma destas combinacdes, preferentemente a

natureza da associacdo é covalente.

Local de ligacéo, Primeiro: Tal como aqui
utilizada, a frase "primeiro local de ligacdo" refere-se a

um elemento de origem ndo natural ou natural, ao qual o
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segundo local de ligacdo localizado no antigénio ou no
determinante antigénico pode associar-se. O primeiro local
de ligacdo pode ser uma proteina, um polipéptido, um
aminodcido, um péptido, um acucar, um polinucledtido, um
polimero natural ou sintético, um metabolito secundéario ou
composto (biotina, fluoresceina, retinol, digoxigenina,
ides metalicos, fenilmetilsulfonilfluoreto), ou uma
combinacdo destes, ou um seu grupo quimicamente reactivo. O
primeiro local de 1ligacdo estd localizado tipicamente e
preferentemente a superficie, da particula central tal
como, preferentemente, a particula semelhante a virus.
Estdo presentes na superficie da particula central e
semelhante a virus, respectivamente, multiplos primeiros
locais de 1ligacdo, tipicamente numa configuracdo repeti-

tiva.

Local de ligacdo, Segundo: Tal como aqui utili-
zada, a frase "segundo local de 1ligacdao" refere-se a um
elemento associado com o antigénio ou o determinante
antigénico ao qual o primeiro local de ligacdo localizado,
respectivamente, na superficie da particula central e da
particula semelhante a virus se pode associar. O segundo
local de ligacdo do antigénio ou determinante antigénico
pode ser uma proteina, um polipéptido, um péptido, um
acucar, um  polinucledbdtido, um  polimero natural ou
sintético, um metabolito secundario ou composto (biotina,
fluoresceina, retinol, digoxigenina, ides metélicos,
fenilmetilsulfonilfluoreto), ou uma combinacdo destes, ou

um seu grupo quimicamente reactivo. Pelo menos um segundo
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local de ligacédo estéd presente no antigénio ou determinante
antigénico. O termo "antigénio ou determinante antigénico
com pelo menos um segundo local de ligacédo" refere-se,
deste modo, a um antigénio ou a uma construcdo antigénica
compreendendo pelo menos o antigénio ou determinante
antigénico e o segundo local de ligacdo. No entanto, em
particular para um segundo local de ligacdo, dque ¢é de
origem n&o natural, ou seja, ndo ocorre naturalmente no
interior do antigénio ou do determinante antigénico, estes
antigénios ou construcdes antigénicas compreendem um

"aminoédcido de ligacdo".

Ligado: Tal como aqui utilizado, o termo "ligado"
refere-se a ligacdo que pode ser covalente, por exemplo,
através de um acoplamento guimico, ou ndo covalente, por
exemplo, interaccdes i1idnicas, interaccdes hidrofdbicas,
ligacdes de hidrogénio, etc. As ligacdes covalentes podem
ser, por exemplo ligacdes éster, éter, fosfoéster, amida,
peptidica, imida, ligacdes carbono-enxofre, ligacdes carbo-
no-fésforo e semelhantes. O termo "ligado" é mais amplo do

que e inclui termos tais como "acoplado™ w "fundido™.

Proteina(s) de céapside: Tal como aqui utilizado,
o termo "proteina(s) de capside" refere-se a proteina(s) de
um bacteridfago de ARN capaz de ser incorporado no interior
do conjunto da cépside do bacteriéfago de ARN. No entanto,
quando se refere ao produto genético especifico do gene da
proteina de cipside dos bacteridéfagos de ARN, é utilizado o

termo "CP". Por exemplo, o produto genético especifico do
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gene da proteina de cépside do bacteridfago de ARN QB é
referido como "QB CP", enquanto que as "proteinas de
cédpside" do Dbacteriéfago QB compreendem a "QB CP" assim
como a proteina Al. A cépside do bacteridfago QB é composta
principalmente por QB CP, com um pequeno teor da proteina
Al. Do mesmo modo, a proteina de céapside de VLP QB contém

principalmente QB CP, com um pequeno teor de proteina Al.

Particula central: Tal como aqui utilizado, o
termo "particula central” refere-se a uma estrutura rigida
com uma organizacdo repetitiva inerente. Uma particula
central tal como agqui utilizada pode ser o produto de um

processo sintético ou o produto de um processo bioldgico.

Acoplado: O termo "acoplado", tal como aqui
utilizado, refere-se a ligacdo através de ligacdes cova-
lentes ou por interaccdes ndo covalentes fortes, tipica-
mente e preferentemente &4 ligacdo por ligacdes covalentes.
Qualquer método normalmente utilizado pelos peritos na
técnica para o acoplamento de materiais Dbiologicamente

activos pode ser usado na presente invencéo.

Quantidade Eficaz: Como agqui utilizado, o termo
"quantidade eficaz" refere-se a uma quantidade necesséaria
ou suficiente para realizar um efeito bioldégico desejado.
Uma quantidade eficaz da composicdo seria a quantidade que
consegue este resultado seleccionado, e tal guantidade
poderia ser determinada de forma rotineira por um perito na

técnica. Por exemplo, uma quantidade eficaz para tratar uma
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deficiéncia do sistema imunitédrio ©poderia ser aquela
quantidade necesséaria para causar a activacdo do sistema
imunitédrio, resultando no desenvolvimento de uma resposta
imunitdria especifica para o antigénio aquando da exposicéao
ao antigénio. O termo ¢ também sindénimo de "quantidade

suficiente™.

A quantidade eficaz ©para qualquer aplicacéao
particular pode variar dependendo de factores como a doenca
ou condicdo a ser tratada, a composicdo particular a ser
administrada, o tamanho do individuo, e/ou a gravidade da
doenca ou condicdo. Alguém competente na técnica pode de-
terminar empiricamente a quantidade eficaz de uma compo-
sicdo particular da presente invencdo sem necessitar de

experimentacdo indevida.

Epitopo: Tal como aqui utilizado, o termo "epi-
topo" refere-se a porgdes continuas ou descontinuas de um
polipéptido com actividade antigénica ou 1imunogénica num
animal, preferentemente num mamifero, e preferencialmente
num humano. Um epitopo é reconhecido por um anticorpo ou
uma célula T através do seu receptor de célula T no
contexto de uma molécula MHC. Um "epitopo imunogénico", tal
como aqui utilizado, ¢é definido como uma porcdo de um
polipéptido que desencadeia uma resposta de anticorpo ou
induz uma resposta de célula T num anima, tal como
determinada por qualquer método conhecido na técnica (Ver,
por exemplo, Geysen et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA

81:3998-4002 (1983)). O termo "epitopo antigénico", tal
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como aqui utilizado, ¢é definido como uma porcdo de uma
proteina a qual um anticorpo pode ligar o seu antigénio de
forma imunocespecifica tal como determinado por dqualquer
método bem conhecido na técnica. A ligacdo imunoespecifica
exclui a ligacdo ndo especifica mas ndo exclui necessa-
riamente a reactividade cruzada com outros antigénios. Os
epitopos antigénicos ndo necessitam necessariamente de ser
imunogénicos. Os epitopos antigénicos podem também ser
epitopos de células T, em cujo caso podem ser ligados
imunoespecificamente por um receptor de célula T no

contexto de uma molécula MHC.

Un epitopo pode compreender 3 aminoacidos numa
conformacdo espacial que é Unica ao epitopo. Geralmente, um
epitopo consiste em pelo menos 5 de tais aminoécidos, e
mais usualmente, consiste em pelo menos 8-10 de tais
aminodcidos. Se o epitopo for uma molécula orgénica, pode

ser tdo pequeno gquanto nitrofenilo.

Fusdo: Tal como aqui utilizado, o termo "fuséado"
refere-se a combinacdo de sequéncias de aminoacidos de
diferentes origens numa cadeia polipeptidica por combinacéo
em grelha das suas sequéncias nucleotidicas codificantes. O
termo "fusdo" abrange explicitamente fusdes internas, ou
seja, 1nsercdo de sequéncias de origem diferente numa
cadeia polipeptidica, além da fusdo com uma das suas

terminacdes.

Resposta imunitéaria: Tal como aqui utilizado, o
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termo "resposta 1munitdria" refere-se a uma resposta
imunitédria humoral e/ou resposta imunitédria celular due
conduz a activacdo ou proliferacdo de linfbécitos B e/ou T
e/ou células apresentadoras de antigénios. No entanto,
nalguns casos, as respostas imunitdrias podem ser de baixa
intensidade e tornam-se apenas detectdveis quando se
utiliza pelo menos uma substéncia de acordo com a invencéo.
"Imunogénico" refere-se a um agente utilizado ©para
estimular o sistema imunitario de um organismo vivo, de
modo gque uma ou mais funcdes do sistema imunitério séo
aumentadas e direccionadas para o agente imunogénico. Um
"polipéptido imunogénico" é um polipéptido que provoca uma
resposta imunitaria celular e/ou humoral, seja isoladamente
ou ligado a um veiculo na presenca ou auséncia de um
adjuvante. Preferentemente, a célula apresentadora de

antigénio pode ser activada.

Uma substancia que "aumenta" uma resposta
imunitaria refere-se a uma substéncia em que uma resposta
imunitédria observada ¢é superior ou intensificada ou
desviada de gqualguer modo com a adicdo da substéncia em
comparacdo com a mesma resposta imunitdria medida sem a
adicdo da substancia. Por exemplo, a actividade litica das
células T <citotdoxicas pode ser medida, por exemplo,
utilizando um ensaio de libertacdo de °Cr, em amostras
obtidas com e sem a utilizacdo da substéncia durante a
imunizacdo. A gquantidade de substéncia a qual a actividade
litica CTL é aumentada em comparacdo com actividade litica

CTL sem a substéncia é dita ser uma quantidade suficiente
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para aumentar a resposta imunitdria do animal em relacdo ao
antigénio. Numa realizacédo preferida, a resposta imunitéaria
é aumentada por um factor de pelo menos cerca de 2, mais
preferentemente por um factor de cerca de 3 ou mails. Uma
quantidade ou tipo de citocinas secretadas pode também ser
alterado. Alternativamente, a quantidade de anticorpos

induzidos ou as suas subclasses podem ser alteradas.

Imunizacdo: Tal como aqui utilizado, os termos
"imunizar" e "imunizacdo" ou relacionados referem-se a
conferir a capacidade de estabelecer uma resposta
imunitdria substancial (compreendendo anticorpos e/ou
imunidade celular tal como efector CTL) contra um antigénio
ou epitopo alvo. Estes termos ndo requerem que seja criada
uma imunidade completa, mas gue seja produzida uma resposta
imunitaria que é substancialmente superior a linha de base.
Por exemplo, um mamifero pode ser considerado estar
imunizado contra um antigénio alvo se a resposta imunitéaria
celular e/ou humoral ao antigénio alvo ocorre seguindo a

aplicacdo dos métodos da invencéao.

Origem natural: Tal como aqui utilizado, o termo
"origem natural" significa que a totalidade ou as suas
partes nédo sdo sintéticas e existem ou sdo produzidas na

natureza.

Ndo natural: Tal como aqui utilizado, o termo
geralmente significa ndo da natureza, mais especificamente

o termo significa da accdo humana.
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Origem né&o natural: Tal como aqui utilizado, o
termo "origem ndo natural" geralmente significa sintético
ou ndo da natureza, mais especificamente, o termo significa

da accdo humana.

Fileira de antigénio ou determinante antigénico
ordenado e repetitivo: Tal como aqui utilizado, o termo "
fileira de antigénio ou determinante antigénico ordenado e
repetitivo" geralmente refere-se a um padrdo repetido de
antigénio ou determinante antigénico, caracterizado por um
arranjo espacial tipico e preferentemente uniforme dos
antigénios ou determinantes antigénicos em relacdo, respec-
tivamente, a particula central e particula semelhante a
virus. Numa realizacdo da invencdo, o padrido repetido pode
ser um padrdo geométrico. Exemplos tipicos e preferidos de
fileiras de antigénios ou determinantes antigénicos ordena-
dos e repetitivos adequados sdo agqueles gue possuem estri-
tamente ordens para-cristalinas repetitivas de antigénios
ou determinantes antigénicos, preferentemente com espaca-
mentos de 0,5 a 30 nanbdmetros, mais preferentemente 5 a 15

nandémetros.

Polipéptido: Tal como aqui utilizado, o termo
"polipéptido" refere-se a uma molécula composta por mondme-
ros (aminoacidos) ligados linearmente por ligacdes amida
(também conhecidas como ligacdes peptidicas). Indica uma
cadeia molecular de aminocadcidos e ndo se refere a um

comprimento especifico do produto. Assim, péptidos, dipé-
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ptidos, tripéptidos, oligopéptidos e proteinas estéao
incluidos na definicdo de polipéptido. O termo também
pretende referir-se a modificacdes pds-expressdao do polipé-
ptido, por exemplo, glicosilacdes, acetilacdes, fosfori-
lacdes, e semelhantes. Um polipéptido recombinante ou
derivado ndo é necessariamente traduzido de uma sequéncia
de 4cido nucleico designada. Pode também ser gerado de

qualgquer modo, incluindo sintese gquimica.

Residuo: Tal como agqui utilizado, o termo "resi-
duo" pretende significar um aminodcido especifico num

esqueleto polipeptidico ou cadeia lateral.

Antigénio préprio: Tal como aqui utilizado, o
termo "antigénio préprio" refere-se a proteinas codificadas
pelo ADN do hospedeiro e produtos gerados por proteinas ou
ARN codificados pelo ADN do hospedeiro sdo definidos como
proprios. Além disso, proteinas gque resultam de uma
combinacdo de duas ou varias moléculas proprias ou dque
representam uma fraccdo de uma molécula prépria e proteinas
que tém uma homologia elevada a moléculas proéprias tais
como definidas acima (>95%, preferentemente >97%, preferi-

velmente >99%) podem também ser consideradas prodprias.

Tratamento: Tal como aqui utilizados, os termos
"tratamento", "tratar" ou "tratado" referem-se a profilaxia
e/ou terapia. Quando utilizado em relacdo a uma doenca
infecciosa, por exemplo, o termo refere-se a um tratamento

profiladtico dque aumenta a resisténcia de um individuo a
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infeccdo com um patogénio ou, noutras palavras, diminui a
probabilidade de que o individuo se torne infectado pelo
patogénio ou apresente sinais de doenca dque possam ser
atribuidos a infeccdo, assim como um tratamento apds o
individuo ter sido infectado de modo a combater a infeccéo,
por exemplo, reduzir ou eliminar a infeccdo ou evitar que

se torne pior.

Vacina: Tal como aqui utilizado, o termo "vacina"
refere-se a uma formulacdo que contém a composicdo da
presente invencdo e que estd numa forma que é capaz de ser
administrada a um animal. Tipicamente, a vacina compreende
um meio em solucdo aguosa tamponizado ou salino conven-
cional, no qual a composicdo da presente invencdo é suspen-
dida ou dissolvida. Nesta forma, a composicdo da presente
invencdo pode ser usada convenientemente para prevenir,
melhorar ou de outro modo tratar uma condicdo. Aquando da
introducdo num hospedeiro, a vacina é capaz de provocar uma
resposta imunitaria incluindo, mas sem limitacédo, a
producdo de anticorpos e/ou citocinas e/ou a activacdo de
células T citotdxicas, células apresentadoras de anti-
génios, células T auxiliares, células dendriticas e/ou ou-

tras respostas celulares.

Opcionalmente, a vacina da presente invencéao
inclui adicionalmente um adjuvante que pode estar presente
numa maior ou menor proporcdo em relacdo ao composto da

presente invencéo.
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Particula semelhante a virus (VLP): Tal como aqui
utilizado, o termo "particula semelhante a virus" refere-se
a uma estrutura que se assemelha a uma particula viral.
Além disso, uma particula semelhante a virus de acordo com
a 1invencdo é ndo replicativa e nédo infecciosa dado que
carece da totalidade ou de parte do genoma viral, em
particular os componentes replicativos e infecciosos do
genoma viral. Uma particula semelhante a virus de acordo
com a invencdo pode conter acido nucleico distinto do seu
genoma. Uma realizacdo tipica e preferida de uma particula
semelhante a virus de acordo com a presente invencdo é uma
cépside viral, tal como a céapside wviral do bacteridfago de
ARN correspondente. Os termos "céapside viral" ou "céapside™,
tal como aqui utilizados de forma intermutével, referem-se
a construcdo macromolecular composta por subunidades de
proteina viral. Tipicamente e preferivelmente, as subuni-
dades de proteina viral Jjuntam-se, respectivamente, numa
cépside viral e cépside, tendo uma estrutura com uma
organizacdo repetitiva inerente, em que a referida
estrutura é, tipicamente, esférica ou tubular. Por exemplo,
as capsides de bacteridéfagos de ARN ou HBcAg's tém uma
forma esférica e uma simetria icosaédrica. O termo "estru-
tura do tipo céapside" tal como aqui utilizado, refere-se a
um conjunto macromolecular composto por subunidades de
proteina viral que se assemelham a morfologia da capside no
sentido acima definido, mas que se desviam da construcéo
simétrica tipica engquanto mantém um grau suficiente de

ordem e repetibilidade.
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Particula semelhante a virus de um bacteridéfago:
Tal como aqui utilizado, o termo "particula semelhante a
virus de um Dbacteridéfago"” refere-se a uma particula
semelhante a virus que se assemelha a estrutura de um
bacteriéfago, sendo ndo replicativa e n&o infecciosa, e néao
tendo pelo menos o gene ou 0s dgenes que codificam para a
maquinaria de replicacdo do bacteridfago, e que tipicamente
também nd&o tém o gene ou 0s dJgenes dque codificam para a
proteina ou para as proteinas responsédveis pela ligacéao
viral ou entrada no hospedeiro. Esta definicdo devera, no
entanto, também abranger particulas semelhante a virus de
bacteriéfagos, nos quais o gene ou 0s Jgenes acima menci-
onados continuam presentes mas inactivos e, como tal,
também conduzem a particulas semelhante a virus néo

replicativas e nédo infecciosas de um bacteriéfago.

VLP de proteina de céapside de bacteridéfago de
ARN: A estrutura de capside formada pela auto-organizacéo
de 180 unidades de proteina de cépside de bacteridéfago de
ARN e opcionalmente contendo ARN hospedeiro é referida como
uma "VLP de proteina de cépside de bacteridéfago de ARN". Um
exemplo especifico é a VLP da proteina de cépside QB. Neste
caso particular, a VLP da proteina de céapside QB pode ser
construida exclusivamente a partir de subunidades QB CP
(geradas pela expressdo de um gene QB CP contendo, por
exemplo, um coddo de terminacdo TAA evitando qualquer
expressdo da proteina mais comprida Al através de
supressao, ver Kozlovska, T.M., et al., Intervirology 39:
9-15 (1996)), ou adicionalmente conter subunidades de

proteina Al na estrutura da capside.
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Particula wviral: O termo "particula viral" tal
como aqui utilizado refere-se a forma morfoldgica de um
virus. Nalguns tipos de virus, compreende um genoma rodeado
por uma capside de ©proteina; outros tém estruturas

adicionais (por exemplo, envelopes, caudas, etc).

Um: Quando se utiliza o termo "um" nesta apresen-
tacdo, significa "pelo menos um" ou "um ou mais" excepto se

indicado de outro modo.

Como serd evidente aos peritos na técnica, certas
realizacdes da invencdo envolvem a utilizacdo de tecnolo-
gias de &cidos nucleicos recombinantes, tais como clonagem,
reaccdo em cadeia da polimerase, a purificacdo de ADN e de
ARN, a expressdo de proteinas recombinantes em células
procaridticas e eucaridticas, etc. Tals metodologias séao
bem conhecidas pelos peritos na técnica e podem ser
convenientemente encontradas em manuails de métodos
laboratoriais publicados (por exemplo, Sambrook, J. et al.,
eds., Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2a. edicéo,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.I. (1989); Ausubel, F. et al., eds., Current Protocols in
Molecular Biology, John H. Wiley & Sons, Inc. (1997)). Séao
também descritas de modo adequado técnicas laboratoriais
fundamentais para trabalhar com linhas <celulares de
culturas de tecidos (Celis, J., ed., Cell Biology, Academic
Press, 2a edicéo, (1998)) e tecnologias baseadas em

anticorpos (Harlow, E. e Lane, D., Antibodies: A Laboratory
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Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
N.I. (1988) ; Deutscher, M.P., "Guide to Protein
Purification,”™ Meth. Enzymol. 128, Academic Press San Diego
(1990); Scopes, R.K., Protein Purification Principles and

Practice, 3a ed., Springer-Verlag, Nova Iorque (1994)).

2. Composicbes e Métodos para Aumentar uma Resposta

Imunitéaria

A invencdo apresentada proporciona composicdes e
métodos para induzir uma resposta imunitéria contra o
péptido AB1-6 num animal, induzindo anticorpos capazes de
se ligarem a placas amildéides AB e AB soluvel. As
composicdes da 1invencdo compreendem, ou alternativamente
consistem em (a) uma particula central com pelo menos um
primeiro local de ligacdo em gque a referida particula
central €& uma VLP de um bacteridéfago de ARN; e (b) pelo
menos um antigénio ou determinante antigénico com pelo
menos um segundo local de ligacdo, em que o referido
antigénio ou determinante antigénico é um péptido ABl-6, e
em gque o referido segundo local de ligacdo é seleccionado
do grupo que consiste em (i) um local de ligacdo dque néo
ocorre naturalmente com o) referido antigénio ou
determinante antigénico; e (ii) um local de 1ligacdo dque
ocorre naturalmente com o) referido antigénio ou
determinante antigénico, em que o referido segundo local de
ligacdo é capaz de se associar ao referido primeiro local
de ligacdo através de pelo menos uma ligacdo nao peptidica;

e em que o referido antigénio ou determinante antigénico e
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referida particula central interagem através da referida
associacdo para formar uma fileira de antigénio ordenada e
repetitiva. Mais especificamente, composicdes da invencéo
compreendem, ou alternativamente consistem em, uma
particula semelhante a virus e pelo menos um antigénio ou
determinante antigénico, em que o referido antigénio ou
determinante antigénico é um péptido ABl-6, e em que pelo
menos um antigénio ou determinante antigénico estd ligado &
particula semelhante a virus de modo a formar uma fileira
antigénio-VLP ordenada e repetitiva. Além disso, a invencéo
permite convenientemente ao profissional construir uma tal
composicéo, entre outros, para o tratamento e/ou a
prevencdo profiladtica da doenca de Alzheimer. Particulas
semelhantes a virus no contexto do presente pedido referem-
se a estruturas que se assemelham a uma particula viral mas
que ndo sdao patogénicas. Em geral, as particulas seme-
lhantes a virus ndo possuem o genoma viral e, como tal, néao
sdo infecciosas. Ainda, as particulas semelhantes a wvirus
podem ser produzidas em elevadas quantidades por expressao

heterdloga e podem ser facilmente purificadas.

Numa realizacdo, a particula central compreende,
ou é uma particula semelhante a virus de um bacteridéfago de
ARN, uma particula de céapside viral ou uma sua forma
recombinante. Qualquer bacteridéfago de ARN conhecido na
técnica com um revestimento e/ou estrutura proteina central
ordenado e repetitivo pode ser seleccionado como particula
central da invencédo; exemplos de bacteriéfagos adequados

incluem Dbacteriéfago QB, bacteridéfago R17, Dbacteridéfago
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M11, bacteridéfago MX1, bacteridéfago NL95, bacteridfago fr,
bacteridfago  GA, bacteridfago SP, bacteriéfago MS2,
bacteriéfago f2, bacteridfago PP7 (por exemplo, ver Tabela
1 em Bachmann, M.F. e Zinkernagel, R.M., Immunol. Today

17:553-558 (1996)).

Ainda noutra realizacdo, a 1invencdo utiliza
engenharia genética de um virus para criar uma fusdo entre
uma proteina de envelope viral ordenado e repetitivo e um
primeiro local de ligacdo sendo compreendido por, ou
alternativamente ou preferentemente sendo um determinante
antigénico, péptido, proteina heterdloga ou um residuo de
aminodcido reactivo a escolha. Outras manipulacdes
genéticas conhecidas pelos peritos na técnica podem ser
incluidas na construcdo das composicdes da invencdo; por
exemplo, pode ser desejavel restringir a capacidade de
replicacdo do virus recombinante através de mutacéo
genética. Além disso, o virus usado para a presente
invencdo ndo consegue replicar devido a inactivacdo gquimica
ou fisica ou, como indicado, devido a falta de um genoma
competente para a replicacdo. A proteina viral seleccionada
para fusdo ao primeiro local de ligacdo deverd ter uma
estrutura organizada e repetitiva. A proteina viral
seleccionada para fusédo ao primeiro local de ligacédo deveré
ter uma estrutura organizada e repetitiva. Tal estrutura
organizada e repetitiva inclui organizacdes para-
cristalinas com um espacamento de 5-30 nm, preferentemente
5-15 nm, na superficie do virus. A criacdo deste tipo de

proteina de fusédo resultard em multiplos locais primeiros
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de ligacdo ordenados e repetitivos na superficie do virus e
reflectird a organizacdo normal da proteina viral nativa.
Tal como serd entendido pelos peritos na técnica, o
primeiro local de ligacdo pode ser ou ser uma parte de
qualquer proteina, polipéptido, acucar, polinucledtido,
péptido (aminoéacido), polimero natural ou sintético
adequado, um metabolito secunddrio ou combinacdo destes que
pode servir para se ligar especificamente ao antigénio ou
determinante antigénico conduzindo a uma fileira ordenada e

repetitiva.

Pode-se utilizar uma variedade de células
hospedeiras recombinantes para produzir a particula central
baseada em virus ©para ligacdo do antigénio ou do
determinante antigénico. Assim, podem ser utilizadas
numerosas células hospedeiras recombinantes na préatica da
invencdo. Sdo particularmente adequadas células BHK, COS,
Vero, Hela e CHO para a producdo de proteinas heterdlogas
dado que tém o potencial de glicosilar ©proteinas
heterblogas de um modo similar as células humanas (Watson,
E. et al., Glycobiology 4:227, (1994)) e podem ser
seleccionadas (Zang, M. et al., Bio/Technology 13:389
(1995)) ou geneticamente modificadas (Renner W. et al.,
Biotech. Bioeng. 4:476 (1995); Lee K. et al. Biotech.
Bioeng. 50:336 (1996)) para crescer em melio sem soro, e

também em suspenséo.

A introducdo dos vectores polinucleotidicos nas

células hospedeiras pode ser efectuada através de métodos
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descritos em manuais laboratoriais convencionals (ver, por
exemplo, Sambrook, J. et al., eds., MOLECULAR CLONING, A
LABORATORY MANUAL, 2a. edicéao, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.I. (1989), Capitulo
9; Ausubel, F. et al., eds., CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR
BIOLOGY , John H. Wiley & Sons, Inc. (1997), Capitulo 16),
incluindo métodos tais como electroporacdo, transfeccéo
mediada por DEAE-dextrano, transfeccdo, micro-injeccéao,
transfeccdo mediada por lipido <catidnico, transducao,
"scrape loading", introducdo balistica e infeccdo. Os
métodos para a introducdo de sequéncias de ADN exdgenas
para células hospedeiras sé&do discutidos em Felgner, P. et

al., Patente U.S. No. 5,580,859.

Podem também ser utilizadas sequéncias de ARN
empacotadas para 1infectar células Thospedeiras. Estas
sequéncias de ARN empacotadas podem ser introduzidas nas
células hospedeiras adicionando-as ao meio de cultura.
Quando se utilizam células de mamiferos como células
hospedeiras recombinantes para a producdo de particulas
centrails baseadas em virus, estas células serdo geralmente
crescidas em cultura de tecidos. Sdao bem conhecidos na
técnica métodos para o crescimento de células em cultura
(ver, por exemplo, Celis, J., ed., CELL BIOLOGY, Academic
Press, 2a edicao, (1998); Sambrook, J. et al., eds.,
MOLECULAR CLONING, A LABORATORY MANUAL, 2a. edicdo, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.I.
(1989); Ausubel, F. et al., eds., CURRENT PROTOCOLS 1IN

MOLECULAR BIOLOGY, John H. Wiley & Sons, Inc. (1997) ;
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Freshney, R., CULTURE OF ANIMAL CELLS, Alan R. Liss, Inc.

(1983)) .

Numa realizacdo preferida, a particula central é
uma particula semelhante a virus, em gue a particula
semelhante a virus ¢é uma particula semelhante a virus
recombinante. O perito na técnica pode produzir VLPs
utilizando tecnologia de ADN recombinante e sequéncias
codificantes virais que estdo publicamente disponiveis. Por
exemplo, a sequéncia que codifica para um envelope viral ou
para a proteina central pode ser modificada para expressao
num vector de expressdo de baculovirus utilizando um vector
de baculovirus comercialmente disponivel, sob o controlo de
regulacéo de um promotor viral, com modificacdes
apropriadas da sequéncia para permitir a ligacdo funcional
da sequéncia codificante a sequéncia de regulacdo. A
sequéncia que codifica para uma envelope viral ou proteina
central pode também ser modificada para expressido, por

exemplo, num vector de expressao bacteriano.

Exemplos de VLPs incluem fagos de ARN, Ty, fago
fr, fago GA, fago AP205 e fago Q.

Tal como serd facilmente evidente ao perito na
técnica, a VLP da invencdo ndo estd limitada a qualguer
forma especifica. A particula pode ser sintetizada
quimicamente ou através de processos bioldgicos, que podem
ser naturais ou ndo naturais. Por exemplo, este tipo de
realizacdo inclui uma particula semelhante a virus ou uma

sua forma recombinante.
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Numa realizacdo mails especifica, a VLP pode
compreender, ou alternativamente essencialmente consistir
em, ou alternativamente consistir em polipéptidos recom-
binantes, ou seus fragmentos, sendo seleccionados de poli-
péptidos recombinantes de bacteriéfagos de ARN, polipé-
ptidos recombinantes de Ty, polipéptidos recombinantes do
fago fr, polipéptidos recombinantes do fago GA e
polipéptidos recombinantes do fago QB. A particula seme-
lhante a virus pode ainda compreender, ou alternativamente
essencialmente consistir em, ou alternativamente consistir
em, um ou mals fragmentos tais como polipéptidos, assim
como variantes de tais polipéptidos. Variantes de poli-
péptidos podem partilhar, por exemplo, pelo menos 80%, 85%,

90%, 95%, 97%, ou 99% de identidade ao nivel dos ami-

noacidos com os seus equivalentes nativos.

Numa realizacdo preferida, a particula semelhante
a virus compreende, consiste essencialmente em, ou
alternativamente consiste em proteinas recombinantes, ou
seus fragmentos, de um Dbacteridéfago de ARN. Preferen-
temente, o bacteridéfago de ARN é seleccionado do grupo que
consiste em a) bacteridfago QB; b) bacteridéfago R17; <)
bacteridéfago fr; d) bacteridfago GA; e) bacteridfago SP; f)
bacteridfago MS2; g) bacteridédfago M11l; h) bacteridfago MX1;
i) bacteridéfago NL95; k) bacteridéfago f2; 1) bacteridfago

PP7, e m) bacteridéfago AP205.

Noutra realizacdo preferida da presente invencéo,
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a particula semelhante a virus compreende, ou alterna-
tivamente consiste essencialmente em, ou alternativamente
consiste em proteinas recombinantes, ou seus fragmentos, de
um bacteriéfago de ARN QB ou do bacteriéfago de ARN fr, ou

do bacteridéfago de ARN AP205.

Ainda noutra realizacdo preferida da presente
invencdo, as proteinas recombinantes compreendem, ou alter-
nativamente consistem essencialmente em, ou alternativa-
mente consistem em proteinas de cédpside de bacteridfagos de

ARN.

As proteinas de bacteriéfagos de ARN que formam
cdpsides ou VLPs, ou fragmentos das proteinas de cépside do
bacteriéfago compativeis com auto-organizacdo numa cépside
ou numa VLP sido, deste modo, realizacdes mails preferidas da
presente invencdo. Por exemplo, as proteinas de céapside do
bacteriéfago QB podem ser expressas por via recombinante em
FE. coli. Além disso, aquando dessa expressao estas protei-
nas formam capsides de forma esponténea. Adicionalmente,
estas cépsides formam uma estrutura com uma organizacdo

repetitiva inerente.

Exemplos preferidos especificos de proteinas de
cépside de Dbacteriédfagos que podem ser utilizadas para
preparar composicdes da 1nvencdo incluem proteinas de
cédpside de bacteridfagos de ARN tais como bacteridfago QB
(SEQ ID NO:4; Base de Dados PIR, No. de Acesso VCBPQB

referindo-se a QB CP e SEQ ID NO: 5; No. de Acesso AAA16663
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referindo-se & proteina QB Al), bacteriéfago R17 (SEQ ID
NO:6; No. de Acesso PIR VCBPR7), bacteridfago fr (SEQ 1ID
NO:7; No. de Acesso PIR VCRPFR), bacteridéfago GA (SEQ 1ID
NO:8; No. de Acesso GenBank NP-040754), bacteriéfago SP
(SEQ ID NO:9; No. de Acesso GenBank CAA30374 referindo-se a
SP CP e SEQ ID NO: 10; No. de Acesso NP 695026 referindo-se
a proteina SP Al), bacteridfago MS2 (SEQ ID NO:11; No. de
Acesso PIR VCBPM2), bacteridéfago M11 (SEQ ID NO:12; No. de
Acesso GenBank AAC06250), bacteriéfago MX1 (SEQ ID NO:13;
No. de Acesso GenBank AAC 14699), bacteridéfago NL95 (SEQ ID
NO:14; No. de Acesso GenBank AAC14704), bacteridfago £2
(SEQ ID NO: 15; No. de Acesso GenBank P03611), bacteridfago
PP7 (SEQ ID NO: 16), e bacteriéfago AP205 (SEQ ID NO: 28).
Além disso, a proteina Al do bacteridéfago QB (SEQ ID NO: 5)
ou as formas C-terminais truncadas em 100, 150 ou 180
aminocacidos da sua extremidade C pode ser incorporada num
conjunto de cédpside de proteinas de céapside QB. Geralmente,
a percentagem de proteina QB Al em relacdo a QB CP na
estrutura da capside serad limitada, de modo a assegurar a

formacdo da cépside.

Também se verificou que a proteina de céapside Qf
se auto-organiza em céapsides quando expressa em E- coli
(Kozlovska TM et al., GENE 137: 133-137 (1993)). As
capsides ou particulas semelhantes a virus obtidas
apresentaram uma estrutura de capside semelhante a um fago
icosaédrico com um diémetro de 25 nm e T=3. Além disso, a
estrutura cristalina do fago QB foi resolvida. A cépside

contém 180 cbépias da proteina de capside, que estdo ligadas
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em pentémeros e hexdmeros covalentes através de pontes
dissulfureto (Golmohammadi, R. et al., Structure 4: 543-
5554 (1996)) conduzindo a uma estabilidade notéavel da
cédpside da proteina de céapside QB. As cépsides ou VLPs
formadas pela proteina de cépside QB recombinante podem no
entanto conter subunidades n&do ligadas através de ligacdes
dissulfureto a outras subunidades no interior da cépside,
ou ligadas de forma incompleta. No entanto, tipicamente
mais do que cerca de 80% das subunidades estdo ligadas
através de pontes dissulfureto umas as outras no interior
da VLP. Assim, quando se carregam céapsides QB recombinantes
em SDS-PAGE ndo redutor, sdo visiveis bandas correspon-
dentes & proteina de céapside QB monomérica assim como
bandas correspondente ao hexdmero ou ao pentémero da pro-
teina de cépside QB. Podiam aparecer subunidades ligadas de
forma incompleta por ligacles dissulfureto na forma de
badas de dimeros, trimeros ou mesmo tetrameros em SDS-PAGE
ndo redutor. A proteina de cépside QB também apresenta uma
resisténcia rara a solventes orgdnicos e agentes desnatu-
rantes. Surpreendentemente, observou-se dgque concentracdes
de DMSO e acetonitrilo tédo elevadas como 30% e concen-
tracdes de guanidinio tdo elevadas quanto 1 M ndo afectam a
estabilidade da céapside. A elevada estabilidade da cépside
da proteina de cépside QB é uma caracteristica vantajosa,
em particular, para sua utilizacdo na imunizacdo e wvacina-
cdo de mamiferos e humanos de acordo com a presente

invencéao.

Aquando da expressdo em E. coli, a metionina N-
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terminal da proteina de cépside QB é geralmente removida,
tal como se observou através de sequenciacdo de Edman N-
terminal tal como descrito em Stoll, E. et al. J. Biol.
Chem. 252:990-993 (1977). VLPs compostas por proteinas de
cédpside QB nas quais a metionina N-terminal n&o foi
removida, ou VLPs compreendendo uma mistura de proteinas de
cédpside em que a metionina N-terminal foi ou clivada ou
estava presente estdo também no ambito da presente inven-

cao.

S&do apresentadas em WO 02/056905 particulas seme-
lhantes a virus de bacteridéfagos de ARN mais preferidas, em

particular QB, de acordo com esta invencéo.

Também se mostrou que outras proteinas de cépside
de bacteriéfago de ARN se auto-organizam quando expressas
num hospedeiro bacteriano (Kastelein, RA. et al., Gene 23:
245-254 (1983), Kozlovskaya, TM. et al., Dokl. Akad. Nauk
SSSR 287: 452-455 (1986), Adhin, MR. et al., Virology 170:
238-242 (1989), Ni, CZ., et al., Protein Sci. 5: 2485-2493
(1996), Priano, C. et al., J. Mol. Biol. 249: 283-297
(1995)). A cépside do bacteridéfago QB contém, além da
proteina de cépside, a denominada proteina de leitura Al e
a proteina de maturacdo A2. Al é gerada pela supressido do
coddo de paragem UGA e tem um comprimento de 329 aa. A
capside da proteina de capside recombinante do bacteridfago
OB utilizada na invencdo ndo tem a proteina litica A2 e
contem ARN do hospedeiro. A proteina de cépside dos

bacteridéfagos de ARN & uma proteina que se liga ao ARN, e
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interactua com a estrutura semicircular do local de ligacéo
ao ribossoma do gene replicase dque actua como um repressor
de traducdo durante o ciclo de vida do virus. A sequéncia e
os elementos estruturais da interaccdo sado conhecidos
(Witherell, GW. e Uhlenbeck, O0OC. Biochemistry 28: 71-76
(1989); Lim F. et al., J. Biol. Chem. 271: 31839-31845
(1996)). Sabe-se gque a estrutura semicircular e o ARN em
geral estdo envolvidos na montagem viral (Golmohammadi, R.

et al., Structure 4: 543-5554 (19%9¢6)).

Numa realizacdo mais ©preferida da presente
invencdo, a particula semelhante a virus compreende, ou
alternativamente consiste essencialmente em, ou alternati-
vamente consiste em proteinas recombinantes, ou seus fra-
gmentos, ou um bacteridéfago de ARN, em que as proteinas re-
combinantes compreendem, alternativamente consistem essen-
cialmente em ou alternativamente consiste em proteinas de
cépsides mutantes de um bacteridédfago de ARN, preferentemen-
te em proteinas de capsides mutantes dos bacteridfago de
ARN mencionados acima. Noutra realizacdo preferida, as
proteinas de cédpside mutantes do bacteridéfago de ARN foram
modificadas através da remocdo de pelo menos um, ou
alternativamente pelo menos dois, residuos de lisina por
intermédio de substituicdo, ou através da adicdo de pelo
menos um residuo de lisina por intermédio de substituicéo;
alternativamente, as proteinas de céapsides mutantes de um
bacteridéfago de ARN foram modificadas por delecdo de pelo
menos um, ou alternativamente de pelo menos dois residuos

de 1lisina, ou pela adicdo de pelo menos um residuo de



PE1524994 - 56 -

lisina por intermédio de insercédo. A delecdo, substituicéo
ou adicédo de pelo menos um residuo de lisina permite variar
o grau de acoplamento, isto ¢é, a quantidade de péptidos
ABl1-6 por subunidades da VLP de bacteriéfagos de ARN, em
particular, para ir de encontro e satisfazer os requisitos

da vacina.

Noutra realizacdo preferida, a particula seme-
lhante a wvirus compreende, ou alternativamente consiste
essencialmente em, ou alternativamente consiste em protei-
nas recombinantes, ou seus fragmentos, do bacteridéfago de
ARN QB, em que as proteinas recombinantes compreendem, ou
alternativamente consistem essencialmente em, ou alternati-
vamente consistem em proteinas de cépside com uma sequéncia
de aminoadcidos de SEQ ID NO:4, ou uma mistura de proteinas
de cépside com sequéncias de aminoadcidos de SEQ ID NO:4 e
de SEQ ID NO: 5 ou mutantes de SEQ ID NO: 5 e em que a

metionina N-terminal é preferentemente clivada.

Numa realizacdo ainda preferida da presente
invencaéao, a particula semelhante a virus compreende,
consiste essencialmente em ou alternativamente consiste em
proteinas recombinantes de QB, ou seus fragmentos, em que
as proteinas recombinantes compreendem, ou alternativamente
consistem essencialmente em, ou alternativamente consistem
em proteinas de cépside QB mutantes. Noutra realizacédo
preferida, estas proteinas de capside mutantes fora
modificadas pela remocdo de pelo menos um residuo de lisina

por intermédio de substituicdo, ou através da adicdo de
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pelo menos um residuo de lisina por intermédio de substi-
tuicdo. Alternativamente, estas proteinas de céapsides
mutantes foram modificadas por delecdo de pelo menos um, ou
pela adicdo de pelo menos um residuo de 1lisina por

intermédio de insercéo.

S&do expostos quatro residuos de lisina a superfi-
cie da cépside da proteina de cépside QB. Mutantes QB, para
0s quals os residuos de lisina expostos s&o substituidos
por argininas, podem também ser utilizados para a presente
invencdo. Os seguintes mutantes de proteina de céapside Qf e
VLPs QB mutantes podem, assim, se usadas na pratica da
invencao: "QB-240" (Lysl3-Arg; SEQ ID NO:17), "QB-243" (Asn
10-Lys; SEQ ID NO:18), "QB-250" (Lys 2-Arg, Lysl3-Arg; SEQ
ID NO:19), "QB-251" (SEQ ID NO:20) e "QB-259" (Lys 2-Arg,
Lysl6-Arg; SEQ ID NO:21). Assim, numa realizacdo ainda mais
preferida da presente invencdo, a particula semelhante a
virus compreende, consiste essencialmente em ou alternati-
vamente consiste em proteinas recombinantes das proteinas
de cépside QB mutantes, que compreendem proteinas com uma
sequéncia de aminodcidos seleccionada do grupo de a) a
sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID NO: 17; Db) a sequéncia
de aminoédcidos de SEQ ID NO: 18; «c¢) a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NO: 19; d) a sequéncia de aminoéacidos
de SEQ ID NO: 20; e e) a sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID
NO: 21. A construcdo, expressdo e purificacdo das VLPs e
cédpsides de, respectivamente, proteinas de céapside QB acima
indicadas, de proteinas de <cépside QB mutante, sdo
descritas em WO 02/056905. Em particular, refere-se agqui ao

Exemplo 18 do pedido acima mencionado.
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Noutra realizacdo ainda preferida da presente
invencdo, a particula semelhante a virus compreende, ou
alternativamente consiste essencialmente em ou alternati-
vamente consiste em proteinas recombinantes de Qf, ou seus
fragmentos, em que as proteinas recombinantes compreendem,
consistem essencialmente em, ou alternativamente consistem
numa mistura de qualquer um dos mutantes QB mutantes e da

proteina Al correspondente.

Numa realizacdo ainda mais preferida da presente
invencdo, a particula semelhante a virus compreende, ou
alternativamente consiste essencialmente em, ou alternati-
vamente consiste em proteinas recombinantes, ou seus

fragmentos, de um fago de ARN AP205.

O genoma de AP205 consiste numa proteina de
maturacdo, uma proteina de cépside, uma replicase e duas
grelhas de leitura aberta nao presentes em fagos
relacionados; um gene de 1lise e uma grelha de leitura
aberta que desempenha um papel na traducdo do gene de
maturacdo (Klovins,J., et al., J. Gen. Virol. 83: 1523-33
(2002)). A proteina de céapside AP205 pode ser expressa pelo
plasmideo pAP283-58 (SEQ ID NO: 27), que é um derivado de
pQbl0 (Kozlovska, T. M., et al., Gene 137:133-37 (1993)), e
que contém um local de ligacdo ao ribossoma AP205.
Alternativamente, a proteina de cépside AP205 pode ser
clonada em pQEbl85, a Jusante do local de 1ligacdo ao

ribossoma presente no vector. Ambas as abordagens conduzem
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a expressdo da proteina e formacdo de capsides tal como
descrito no pedido de patente provisério US co-pendente,
com o titulo "Molecular Antigen Arrays" (Ref. Pedido No.
1700.0310000) e que foi submetido a 17 de Julho de 2002,
que ¢é incorporado por referéncia na sua totalidade.
Vectores pQbl0 e pQbl85 sdo vectores derivados do vector
PGEM, e a expressdo dos genes clonados nestes vectores é
controlada pelo promotor trp (Kozlovska, T. M. et al., Gene
137:133-37 (1993)). O plasmideo pAP283-58 (SEQ ID NO:27)
compreende um local de ligacdo ao ribossoma AP205 putativo
na sequéncia seguinte, que se localiza a Jjusante do local
Xbal, e imediatamente a montante do coddo de iniciacdo ATG
da proteina de cépside AP205: tctagaATTTTCTGCGCACCCAT
CCCGGGTGGCGCCCARAAGTGAGGAAAATCACatg (SEQ ID NO:57). O vector
POb1885 compreende uma sequéncia de Shine Delagarno a
jusante do local Xbal e a montante do coddo de iniciacéo
(tctagaTTAACCCAACGCGTAGGAG  TCAGGCCatg (SEQ ID NO:58),

sequéncia de Shine Delagarno sublinhada).

Numa realizacdo ainda mais preferida da presente
invencdo, a particula semelhante a virus compreende, ou
alternativamente consiste essencialmente em, ou alternati-
vamente consiste em proteinas de capside recombinantes, ou

seus fragmentos, do fago de ARN Asp205.

Esta realizacdo preferida da presente invencéao,
compreende assim proteinas de cépside Ap205 gue formam
cépsides. Tals proteinas sdo expressas de forma recombi-

nante, ou preparadas a partir de fontes naturais. As
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proteinas de cépside AP205 produzidas em bactérias formam
cépsides de forma espontédnea, tal como evidenciado por
Microscopia Electrénica (ME) e imunodifusdo. As proprie-
dades estruturais da cépside formada pela proteina de
cépside AP205 (SEQ ID NO: 28) e aquelas formadas pela
proteina de cépside do fago de ARN AP205 sdo praticamente
indistinguiveis gquando observadas em ME. As VLPs AP205 séo
altamente imunogénicas e podem ser ligadas com antigénios
e/ou determinantes antigénicos para gerar construcdes de
vacina que apresentam os antigénios e/ou os determinantes
antigénicos orientados de um modo repetitivo. S&o gerados
elevados teores contra os antigénios assim apresentados
mostrando que os antigénios e/ou determinantes antigénicos
ligados s&o acessiveis para interaccdo com moléculas de

anticorpos que sdo imunogénicas.

Numa realizacdo ainda mais preferida da presente
invencdo, a particula semelhante a virus compreende, ou
alternativamente consiste essencialmente, ou alternativa-
mente consiste num mutante recombinante de proteinas de
cépside recombinantes, ou seus fragmentos, do fago de ARN

AP205.

Formas mutantes de VLPs AP205 competentes para
organizacdo da cépside, incluindo a proteina de cépside
AP205 com a substituicdo da prolina no aminoécido 5 para
treonina (SEQ ID NO: 29), podem também ser utilizadas na
pratica da invencédo e conduzem a uma realizacdo da invencéao

ainda mais preferida. Estas VLPs, VLPs AP205 derivadas de
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fontes naturais, ou particulas virais AP205, podem ser
ligadas a antigénios para produzir fileiras repetitivas

ordenadas dos antigénios de acordo com a presente invencéo.

Uma proteina de cépside mutante P5-T AP205 pode
ser expressa a partir do plasmideo pAP281-32 (SEQ ID No.
30), que é derivado directamente de pQbl85, que eu contém o
gene da proteina de céapside AP205 em vez do gene da
proteina QB. Os vectores para a expressadao da proteina de
cédpside AP205 mnmutante sao transfectados em E. coli para

expressdo da proteina de céapside Ap205.

Métodos para a expressdo da proteina de céapside e
a proteina de cépside mutante, respectivamente, conduzindo
a auto-organizacdo em VLPs tal como descrito no Exemplo 1.
Estirpes de E. coli adequadas incluem, mas ndo se limitam
a, E.coli K802, JM 109, RR1l. Vectores e estirpes adequados
e suas combinacdes podem ser identificados para testar a
expressdo, respectivamente, da proteina de capside e a
proteina de céapside mutante, por SDS-PAGE e a formacdo e
construcdo da cépside fazendo opcionalmente primeiramente a
purificacdo das capsides por filtracdo em gel e subsequen-
temente testéd-las num ensaio de 1imunodifusdo (teste de
Ouchterlony) ou Microscopia Electrdénica (Kozlovska, T. M.

et al., Gene 137:133-37 (1993)).

As proteinas de cépside AP205 expressas dos
vectores pAP283-58 e pAP281-32 podem ser desprovidas do

aminoadcido Metionina inicial, devido ao processamento no
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citoplasma de E. coli. Formas clivadas, ndo clivadas de VLP
AP205 ou suas misturas sé&do realizacdes mais preferidas da

invencéo.

Numa realizacdo mais ©preferida da presente
invencdo, a particula semelhante a virus compreende, ou
alternativamente consiste essencialmente, ou alternativa-
mente consiste numa mistura de proteinas de céapside
recombinantes, ou seus fragmentos, do fago de ARN AP205 e
das proteinas de cépside recombinantes, ou seus fragmentos,

do fago de ARN AP205.

Ainda noutra realizacdo preferida da presente
invencdo, a particula semelhante a virus compreende, ou
alternativamente consiste essencialmente em, ou alternati-
vamente consiste em fragmentos de proteinas de céapside
recombinantes ou proteinas de cépside mutantes recombinan-

tes do fago de ARN AP205.

Fragmentos de proteina de céapside AP205 capazes
de se organizar, respectivamente, numa VLP e numa céapside
sdo também uteis na prética da invencdo. Estes fragmentos
podem ser gerados por delecdo, seja internamente ou na
terminacédo, respectivamente, da proteina de céapside e da
proteina de cépside mutante. Insercdes na sequéncia da
proteina de cépside e da proteina de céapside mutante ou
fusdes de sequéncias antigénicas com a sequéncia da
proteina de cépside e da proteina de cépside mutante, e

compativeis com integracdo numa VLP, sdo outras realizacdes
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da 1invencdo e conduzem, respectivamente, a proteinas de
cépside AP205 quiméricas, e particulas. O resultado das
insercdes, delecdes e fusdes na sequéncia de proteina de
cdpside e se & ou ndo compativel com a integracdo numa VLP

pode ser determinada por microscopia electrdnica.

As particulas formadas pela proteina de cépside
AP205, fragmentos de proteina de cépside e proteinas de
capside quiméricas descritas acima, podem ser 1isolados na
sua forma pura através de uma combinacdo de passos de
fraccionamento por precipitacdo e de passos de purificacéao
por filtracdo em gel wutilizando, por exemplo, colunas
Sepharose CL-4B, Sepharose CL-2B, Sepharose CL-6B e suas
combinacdes. Outros métodos para isolar particulas
semelhantes a virus sdo conhecidos na técnica, e podem ser
utilizados para isolar as particulas semelhantes a vwvirus
(VLPs) do bacteridéfago AP205. Por exemplo, a utilizacdo de
ultracentrifugacdo para isolar VLPs do retrotransposdo de

levedura Ty é descrita na Patente U.S. No. 4,918,166.

A estrutura cristalina de varios bacteridéfagos de
ARN foi determinada (Golmohammadi, R. et al., Structure
4:543-554 (1996)). Utilizando tal informacdo, podem ser
identificados residuos expostos a superficie e, assim,
podem ser modificadas proteinas de cépside de fago de ARN
de tal modo gue um ou mais residuos de aminoécidos
reactivos possam ser inseridos por intermédio de insercdo
ou substituicdo. Como consequéncia, estas formas modifica-

das de proteinas de capside de bacteridéfago podem também
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ser usadas para a presente invencdo. Assim, variantes de
proteinas que formam cépsides ou estruturas semelhantes a
capsides (por exemplo, proteinas de cépside do bacteridfago
QBR, bacteriéfago R17, Dbacteridfago fr, Dbacteridfago GA,
bacteriéfago SP, bacteridéfago AP205, e Dbacteridfago MS2)
podem também ser usadas para preparar composicdes da

presente invencéo.

Apesar da sequéncia das ©proteinas variantes
discutidas acima ir diferir daquela das suas equivalentes
nativas, estas proteinas wvariantes irdo geralmente reter a
capacidade de formar céapsides ou estruturas semelhantes a
cadpsides. Assim, a invencdo inclui ainda, respectivamente,
composicdes e composicdes de vacina dque incluem ainda
variantes de proteinas que formam cépsides ou estruturas
semelhantes a capsides, assim como métodos para a prepara-
cdo de, respectivamente, tais composicdes e composicdes de
vacina, subunidades de proteinas individuais utilizadas
para preparar tals composicdes e moléculas de acidos
nucleicos que codificam para estas subunidades de proteina.
Assim, estdo incluidas no éambito da invencdo formas
variantes das proteinas nativas que formam capsides e
estruturas semelhantes a céapsides e que retém a capacidade
de se associarem e formar cépsides e estruturas semelhantes

a capsides.

Como resultado, a invencdo inclui ainda, respec-
tivamente, composicdes e composicdes de wvacina, compreen-

dendo proteinas, que compreendemnm, ou alternativamente



PE1524994 - 65 -

consistem essencialmente em, ou alternativamente consistem
em sequéncias de aminoadcidos que sdo pelo menos 80%, 85%,
90%, 95%, 97%, ou 99% idénticas as proteinas nativas dque,
respectivamente, formam fileiras ordenadas e tém uma

estrutura repetitiva inerente.

Ainda 1incluidas no Aambito da 1invencdo estéo
moléculas de acidos nucleicos que codificam para proteinas

utilizadas para preparar composicdes da presente invencéo.

Noutras realizacdes, a 1invencdo inclui ainda
composicdes compreendendo proteinas, dque compreendem, ou
alternativamente consistem essencialmente em, ou alterna-
tivamente consistem em sequéncias de aminoédcidos gue séo
pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, ou 99% idénticas a
qualgquer uma das sequéncias de aminoacidos ilustradas em

SEQ ID NOs:4-21.

Proteinas adequadas para utilizacdo na presente
invencdo incluem ainda mutantes por truncagem da extremi-
dade C de proteinas que formam cépsides ou estruturas
semelhantes a céapsides, ou VLPs. Exemplos especificos de
tais mutantes de truncagem incluem proteinas com uma
sequéncia de aminodcidos apresentada em qualguer uma de SEQ
ID NOs:4-21, em que foram removidos 1, 2, 5, 7, 9, 10, 12,
14, 15, ou 17 aminodcidos da extremidade C. Tipicamente,
estes mutantes de truncagem da extremidade C irdo reter a
capacidade de formar cépsides ou estruturas semelhantes a

capsides.
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Outras proteinas adequadas para utilizacdo na
presente invencdo incluem ainda mutantes por truncagem da
extremidade N de proteinas que formam cépsides ou estru-
turas semelhantes a capsides. Exemplos especificos de tais
mutantes de truncagem incluem proteinas com uma sequéncia
de aminodcidos apresentada em qualquer uma de SEQ ID NOs:4-
21, em que foram removidos 1, 2, 5, 7, 9, 10, 12, 14, 15,
ou 17 aminoacidos da extremidade N. Tipicamente, estes mu-
tantes de truncagem da extremidade N irdo reter a capaci-
dade de formar cépsides ou estruturas semelhantes a

cépsides.

Proteinas adicionais adequadas para utilizacdo na
presente invencdo incluem ainda mutantes por truncagem da
extremidade N e C que formam céapsides ou estruturas
semelhantes a cépsides. Mutantes por truncagem adequados
incluem proteinas com uma sequéncia de aminoadcidos apre-
sentada em qualquer uma de SEQ ID NOs:4-21, em que foram
removidos 1, 2, 5, 7, 9, 10, 12, 14, 15, ou 17 aminoacidos
da extremidade N e em que foram removidos 1, 2, 5, 7, 9,
10, 12, 14, 15, ou 17 aminoacidos da extremidade C.
Tipicamente, estes mutantes de truncagem da extremidade N e
da extremidade C irdo reter a capacidade de formar cépsides

ou estruturas semelhantes a cépsides.

A invencdo inclui ainda composicdes compreendendo
proteinas que compreendem, ou alternativamente consistem

essencialmente em, ou alternativamente consistem em sequén-
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Q Q

cias de aminodcidos que sdo pelo menos 80%, 85%, 90%, 95%,
97%, ou 99% idénticas aos mutantes de truncagem acima

descritos.

A invencdo inclui assim composicdes e composicdes
de vacina preparadas a partir de proteinas que formam
cdpsides ou VLPs, métodos ©para a preparacdo destas
composicdes de subunidades de proteinas individuais e VLPs
ou capsides, métodos para a preparacao destas subunidades
de proteinas individuais, moléculas de &acidos nucleicos dque
codificam para estas subunidades e métodos para a vacinacéo
e/ou desencadear respostas 1imunoldgicas em individuos

utilizando estas composicdes da presente invencéo.

Como afirmado anteriormente, a invencdo inclui
particulas semelhantes a virus ou suas formas recombinan-

tes.

Numa realizacdo ainda mails preferida da presente
invencdo, pelo menos um péptido APBl-6 é ligado a referida,
respectivamente, particula semelhante a virus e particula
central, por pelo menos uma ligacdo covalente. Preferen-
temente, pelo menos um péptido APBl-6 é ligado a referida,
respectivamente, particula semelhante a virus e particula
central, por pelo menos uma ligacdo covalente, sendo a
referida ligacdo covalente uma ligacdo ndo peptidica con-
duzindo, respectivamente a uma fileira de péptidos ABl-6 e
conjugado péptido AP1-6-VLP. Respectivamente, esta fileira

de péptido AB1-6 e conjugado tém tipicamente e preferente-
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mente uma estrutura repetitiva e ordenada uma vez dque O
pelo menos um péptido AB1-6 estd ligado, respectivamente, a
VLP e particula central de um modo orientado. A formacéo
de, respectivamente, uma fileira de péptido AB1-6-VLP e
conjugado repetitiva e ordenada é assegurada, respectiva-
mente, por uma juncdo e ligacdo orientada e dirigida assim
como definida, de pelo menos um péptido ABl-6, respecti-
vamente, a VLP e particula central, como se tornard evi-
dente no seguinte. Além disso, a estrutura tipica inerente
altamente repetitiva e organizada das, respectivamente,
VLPs e particulas centrais contribui com wvantagem para a
apresentacdo do péptido AB1-6 de um modo altamente ordenado
e repetitivo conduzindo, respectivamente, a uma fileira
péptido AB1-6-VLP e conjugado altamente organizada e

repetitiva.

Deste modo, os conjugados e as fileiras pre-
feridos da invencéao, respectivamente, diferem dos
conjugados da técnica anterior pela sua estrutura altamente
organizada, dimensdes, e na repeticdo do antigénio na
superficie da fileira. A realizacdo preferida desta
invencdo permite, além disso, a expressdo da particula num
hospedeiro de expressdo garantindo o enrolamento e a
organizacdo apropriados da VLP, a qual o antigénio, ou seja

o péptido ABl-6 é entdo ainda acoplado.

A presente 1nvencdo apresenta métodos para a
ligacdo do péptido AB1-6 a VLPs. Como indicado, num aspecto

da invencdo, o péptido AB1-6 é ligado a VLP por intermédio
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de reticulacdo quimica, tipicamente e preferivelmente
utilizando um agente reticulante hetero-bifuncional. Sé&o
conhecidos na técnica varios agentes reticulantes hetero-
bifuncionais. Em realizacdes preferidas, o agente
reticulante hetero-bifuncional contém um grupo funcional
que pode reagir com primeiros locais de ligacdo preferidos,
isto &, com o grupo amino da cadeia lateral de residuos
lisina da VLP ou de pelo menos uma subunidade da VLP, e
ainda outro grupo funcional que pode reagir com um segundo
local de 1ligacdo preferido, isto é, um residuo cisteina
fundido ao péptido ABl-6 e opcionalmente também tornado
disponivel para reaccdo por reducdo. O primeiro passo do
procedimento, tipicamente denominado derivatizacdo, & a
reacgdo da VLP com o agente reticulante. O produto desta
reaccdo ¢é uma VLP activada, também denominado wveiculo
activado. Num segundo passo, remove-se o agente reticulante
que n&do reagiu utilizando métodos usuais tais como
filtracdo em gel ou didlise. Num terceiro passo, o péptido
AB1-6 reage com a VLP activada, e este passo é tipicamente
denominado o passo de acoplamento. O péptido AB1-6 que néao
reagiu pode ser opcionalmente removido num quarto passo,
por exemplo por diadlise. S&o conhecidos na técnica varios
agentes reticulantes hetero-bifuncionais. Estes incluem os
reticulantes preferidos SMPH (Pierce), Sulfo-MBS, Sulfo-
EMCS, Sulfo-GMBS, Sulfo-SIAB, Sulfo-SMPB, Sulfo-SMCC, SVSB,
SIA e outros reticulantes disponiveis, por exemplo, da
Pierce Chemical Company (Rockford, 1IL, USA), e tendo um
grupo funcional reactivo em relacdo a Jgrupos amino e um

grupo funcional reactivo em relacdo a residuos cisteina. Os
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agentes reticulantes acima mencionados conduzem todos a
formacdo de uma ligacdo tioéter. Outra classe de agentes
reticulantes adequados na pratica da invencéao é
caracterizada pela introducdo de uma ligacdo dissulfureto
entre o péptido ABl-6 e a VLP aquando do acoplamento.
Agentes reticulantes preferidos que pertencem a esta classe
incluem por exemplo SPDP e Sulfo-LC-SPDP (Pierce). A
extensdo da derivatizacdo do VLP com o agente reticulante
pode ser 1influenciada por varias condicdes experimentais
tais como a concentracdo de cada um dos parceiros de
reacgdo, o0 excesso de um reagente relativamente ao outro, o
pH, a temperatura e a forca idnica. O grau de acoplamento,
ou seja, a quantidade de péptidos AB1-6 por subunidades da
VLP pode ser ajustada através da variacdo das condicdes
experimentais descritas acima para cumprir com  OS

requisitos da vacina.

Um método particularmente favorecido de ligacao
dos péptidos AB1-6 a VLP, é a ligacdo de um residuo lisina
a superficie da VLP com um residuo cisteina no péptido AP1-
6. Nalgumas realizacdes, pode ser necessaria a fusdo de um
aminocdcido de ligacdo contendo um residuo cisteina, como
segundo local de ligacdo ou como uma sua parte, a AB1-6

para acoplamento a VLP.

Em geral, sao favorecidos aminoacidos de ligacéo
flexiveis. Exemplos do aminoacido de ligacéo sdo
seleccionados do grupo dque consiste em: (a) CGG; (b) 1-

agente de ligacdo gama N-terminal; (c) 3-agente de ligacéo
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N-terminal; (d) regides flexiveis de Ig; (e) agentes de
ligacdo de glicina N-terminais; (f) (G)xC(G)n, com n=0-12 e
k=0-5 (SEQ ID NO: 34); (g) agentes de 1ligacdo glicina-
serina N-terminais; (h) (G)xC(G)n(S)1(GGGGS), com n=0-3,
k=0-5, m=0-10, 1=0-2 (SEQ ID NO: 35); (i) GGC; (k) GGC-NHZ;
(1) l-agente de ligacdo gama C-terminal; (m) 3-agente de
ligacdo gama C-terminal; (n) agentes de ligacdo de glicina
C-terminais; (o) (G)nC(G)x com n=0-12 e k=0-5 (SEQ ID NO:
36); (p) agentes de ligacdo glicina-serina C-terminais; (q)
(G)n(S)1(GGGGS) ,(G),C(G)y com n=0-3, k=0-5, m=0-10, 1=0-2, e

0=0-8 (SEQ ID NO: 37).

Outros exemplos de aminoédcidos de ligacdo sédo a
regido flexivel das imunoglobulinas, agentes de ligacéo
glicina serina (GGGGS), (SEQ ID NO: 38), e agentes de
ligacdo glicina (G), todos contendo ainda um residuo
cisteina como segundo local de ligacdo e opcionalmente mais
residuos glicina. Exemplos tipicamente preferidos dos
referidos aminoacidos de ligacdo sdo 1 gama N-terminal:
CGDKTHTSPP (SEQ ID NO: 39); 1 gama C-terminal: DKTHTSPPCG
(SEQ ID NO: 40); 3 gama N-terminal: CGGPKPSTPPGSSGGAP (SEQ
ID NO: 41); 3 gama C-terminal: PKPSTPPGSSGGAPGGCG (SEQ ID
NO: 42); agente de ligacdo de glicina N-terminal: GCGGGG
(SEQ ID NO: 43) e agente de ligacdo de glicina C-terminal:

GGGGCG (SEQ ID NO: 44).

Outros aminodcidos de ligacdo particularmente
adequados na pratica da invencdo, quando se liga um péptido

AB hidrofébico a uma VLP, s&o CGKKGG (SEQ ID NO: 46), ou
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CGDEGG (SEQ ID NO: 31) para agentes de ligacdo N-terminais,
ou GGKKGC (SEQ ID NO: 45) e GGEDGC (SEQ ID NO: 32) para
agentes de ligacdo C-terminais. Para os agentes de ligacéo
C-terminais, a cisteina terminal é opcionalmente amidada na

extremidade C.

Em realizacbes preferidas da invencdo aminoécidos
de ligacdo GGCG (SEQ ID NO: 47), GGC ou GGC-NH2 ("NH2"
significa amidacdo) na extremidade C do péptido ou CGG na
sua extremidade N. Em geral, os residuos de glicina seréo
inseridos entre aminoacidos volumosos e a cisteina usada
como segundo local de ligacdo, para evitar potencial
impedimento estérico do aminocdcido mais volumoso na reaccéo
de acoplamento. Na realizacdo mais preferida da invencdo, o
aminocdcido de ligacdo GGC-NH2 é fundido com a extremidade C

de AB1l-6.

O residuo cisteina presente no péptido ABl-6 tem
de estar no seu estado reduzido para reagir com o agente
reticulante hetero-bifuncional na VLP activada, dque & um
residuo cisteina livre ou um residuo cisteina com um grupo
sulfidrilo livre que tem de estar disponivel. No caso em
que o residuo cisteina que 1irad funcionar como local de
ligacdo estd numa forma oxidada, por exemplo se forma uma
ponte dissulfureto, ¢é necessdria a reducdo desta ponte
dissulfureto com, por exemplo, DTT, TCEP ou PB-mercapto-
etanol. Baixas concentracdes de agente redutor sao
compativeis com o acoplamento, tal como descrito em WO

02/056905, concentracdes mais elevadas inibem a reaccdo de
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acoplamento, tal como um perito na técnica sabera, caso em
que tem de ser removido o redutor ou a sua concentracdo
diminuida antes do acoplamento, por exemplo, por diédlise,

filtracdo em gel ou HPLC de fase reversa.

A ligacdo do péptido ABl-6 a VLP utilizando um
agente de 1ligacdo hetero-bifuncional de acordo com o0s
métodos preferidos descritos acima, permite acoplar o
péptido AB1-6 a VLP de um modo orientado. Outros métodos
para a ligacdo do péptido APBl-6 a VLP incluem métodos nos
quais o péptido AB1-6 é reticulado com a VLP utilizando
carbodi-imida EDC, e NHS. Noutros métodos, o péptido AB1-6
é¢ ligado a VLP utilizando um agente reticulante homo-
bifuncional tal como o glutaraldeido, DSG, BM[PEO]q4, BS%
(Pierce Chemical Company, Rockford, IL, USA) ou outros
agentes reticulantes homo-bifuncionais com grupos
funcionais reactivos em relacdo aos grupos amina ou grupos

carboxilo da VLP.

Outros métodos para a ligacdo da VLP a um péptido
AB1-6 incluem métodos em que a VLP é biotinilada, e o
péptido APB1-6 expresso na forma de uma proteina de fuséo
com estreptavidina, ou métodos em que ambos o péptido AB1-6
e a VLP sdo biotiniliados, por exemplo tal como descrito em
WO 00/23955. Neste «caso, o ©péptido BABl1-6 pode ser
primeiramente ligado a estreptavidina ou a avidina
ajustando a razdao do péptido ABl-6 em relacéo a
estreptavidina de modo que estejam ainda disponiveis locais

de ligacédo livres para ligacdo a VLP, a qual é adicionada
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no passo seguinte. Alternativamente, todos os componentes
podem ser misturados numa reacg¢do num vaso reaccional
Unico. Outros pares ligando-receptor, para os duals esta
disponivel uma forma soluvel do receptor e do ligando, e
que sejam capazes de se reticularem a VLP ou ao péptido
AB1-6, podem ser usados como agentes de ligacdo para a
ligacdo do péptido ABl-6 a VLP. Alternativamente, ou o
ligando ou o receptor podem ser fundidos com o péptido AR1-
6, e assim mediar a ligacdo a VLP ligada guimicamente ou
fundida, respectivamente, ou ao receptor ou ao ligando. A
fusao pode também ser efectuada por insercéo ou

substituicéao.

Como Jj& indicado, numa realizacdo favorecida da
presente invencdo, a VLP é uma VLP de um bacteridéfago de
ARN, e numa realizacdo mais preferida, a VLP é a VLP de uma

proteina de capside do bacteriéfago de ARN Qf.

Podem ser ligadas uma ou varias moléculas
antigénicas, por exemplo um péptido AB1-6, a uma subunidade
da capside ou VLP de proteinas de cédpside de bacteridéfagos
de ARN, preferentemente através dos residuos expostos de
lisina da VLP de bacteriéfagos de ARN se estericamente
permitido. Uma caracteristica especial da VLP da proteina
de cépside de bacteridfagos de ARN e em particular da VLP
de proteina de céapside de QB é assim a possibilidade de
acoplar varios antigénios por subunidade. Isto permite

gerar um fileira de antigénios densa.
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Numa realizacdo preferida da invencdo, a uniédo e
ligacdo, respectivamente, do pelo menos um péptido ABR1-6 a
particula semelhante a virus ¢é realizada através de,
respectivamente, interaccdo e associacdo, entre pelo menos
um primeiro local de ligacdo da particula semelhante a

virus e pelo menos um segundo local de ligacdo do antigénio

ou determinante antigénico.

As VLPs ou céapsides da proteina de céapside Qf
apresentam um numero definido de residuos lisina na sua
superficie, com uma topologia definida com trés residuos de
lisina que apontam para o interior da cépside e interactuam
com o ARN, e outros quatro residuos de lisina expostos para
o exterior da capside. Estas ©propriedades definidas
favorecem a ligacdo de antigénios no exterior da particula,
em vez de no 1interior da particula onde os residuos de
lisina interagem com o ARN. As VLPs de outras proteinas de
capside de fago da ARN também tém um numero definido de
residuos lisina na sua superficie e uma topologia definida

destes residuos de lisina.

Em realizacbes mals preferidas da presente
invencdo, o primeiro local de 1ligacdo ¢é um residuo de
lisina e/ou a segunda ligacdo compreende um grupo
sulfidrilo ou um residuo cisteina. Numa realizacdo muito
preferida da presente invencédo, o primeiro local de ligacéo
¢ um residuo 1lisina e o segundo local de 1ligacdo & um

residuo de cisteina.
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Em realizacdes muito preferidas da invencédo, o
péptido ABl1-6 estd ligado por intermédio de um residuo
cisteina a residuos de lisina da VLP ou proteina de céapside
de fago de ARN, e em particular a VLP da proteina de

capside Q.

Outra vantagem das VLPs derivadas de fagos de ARN
& 0 seu elevado rendimento de expressdao em bactérias due
permite a producdo de grandes quantidades de material a um

custo suportéavel.

Como 1indicado, os conjugados e as fileiras da
invencéao, respectivamente, diferem dos conjugados da
técnica anterior pela sua estrutura altamente organizada,
dimensdes e na repeticdo do antigénio a superficie da
fileira. Além disso, a utilizacdo de VLPs como veiculos
permite a formacdo de, respectivamente, fileiras e conju-
gados de antigénios robustos com densidade de antigénio
variavel. Em particular, a utilizacdo dos VLPs dos fagos de
ARN e por este meio em particular a utilizacdo de VLP da
proteina de capside do fago de ARN QB permite conseguir-se
uma densidade de epitopos muito elevada. Em particular,
pdbde chegar-se a uma densidade de mais de 1,5 epitopos por
subunidade através do acoplamento do péptido AP1-6 humano a
VLP da proteina de cépside QB. A preparacdo de composicdes
de VLPs de proteinas de cépside de fagos de ARN com uma
elevada densidade de epitopos pode ser conseguida utili-
zando 0s ensinamentos deste pedido. Numa realizacéao

preferida da invencdo, quando se acopla um péptido AB1-6 a
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VLP da proteina de céapside QB, prefere-se um numero médio
de péptido AB1-6 por subunidade de 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9,
1,0, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,1,

2,2, 2,3, 2,4 2,5, 2,6, 2,7, 2,8, 2,9, ou superior.

O segundo local de ligacédo, tal como aqui defi-
nido, pode estar presente de forma natural ou ndo natural
com o antigénio ou o determinante antigénico. No caso da
auséncia de um segundo local de ligacdo adequado que ocorra
naturalmente no antigénio ou determinante antigénico, entédo
o antigénio tem de ser modificado para conter um segundo

local de ligacdo nado natural.

Tal como descrito acima, gquatro residuos de
lisina s&do expostos a superficie da VLP da proteina de
cédpside QB. Tipicamente, estes residuos s&o derivatizados
através da reacgdo com uma molécula reticulante. No caso em
que nem todos os residuos de lisina podem ser acoplados a
um antigénio, os residuos de lisina que reagiram com O
agente reticulante sdo deixados com uma molécula de
reticulante ligada ao grupo g-amino apds o passo de deri-
vatizacdo. Isto conduz ao desaparecimento de uma ou varias
cargas positivas, o que pode ser prejudicial para a solu-
bilidade e a estabilidade da VLP. Através da substituicao
de alguns dos residuos de lisina com argininas, tal como
nos mutantes da proteina de céapside QB revelada descrita
abaixo, evita-se o desaparecimento excessivo de cargas
positivas uma vez dque o0s residuos de arginina ndo reagem

com o agente reticulante. Além disso, a substituicdo de
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residuos de lisina por argininas pode conduzir a fileiras
de antigénios mais definidas, uma vez que sdo disponiveis

menos locals para reaccdo com o antigénio.

Deste modo, o0s residuos de lisina expostos foram
substituidos por argininas nos seguintes mutantes da
proteina de céapside QB e mutantes de VLPs de QB apresen-
tados neste pedido. QB-240 (Lysl3-Arg; SEQ ID NO: 17), QB-
250 (Lys 2-Arg, Lysl3-Arg; SEQ ID NO: 19) e QB-259 (Lys 2-
Arg, Lysl6-Arg; SEQ ID NO:21). As construcdes foram clo-
nadas, as proteinas expressas, as VLPs purificadas e utili-
zadas para acoplar aos antigénios peptidicos e proteicos.
QOB-251; (SEQ ID NO: 20 foi também construido, e instrucdes
em como expressar, purificar e acoplar a VLP da proteina de

cédpside de QB-251 podem ser encontradas ao longo do pedido.

Ainda noutra realizacdo, apresenta-se uma protei-
na de cépside mutante QB com um residuo de lisina adicio-
nal, adequado para a obtencédo de fileiras de antigénios com
uma densidade ainda maior. Esta proteina de capside mutante
OB, 0op-243 (Asn 10-Lys; SEQ ID NO: 18), foi clonada, a
proteina expressa, e a capside ou VLP isolada e purificada,
mostrando gque a introducdo do residuo de lisina adicional é
compativel com a auto-organizacdo das subunidades numa
cédpside ou VLP. Assim, as fileiras de péptidos ABl-6 e
conjugados, respectivamente, podem ser preparados utilizan-
do VLP de mutantes da proteina de cépside QBf. Um método
particularmente favorecido de 1ligacdo de antigénios as

VLPs, e em particular a VLPs de proteinas de capside de
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fagos de ARN é a ligacdo de um residuo de lisina presente
na superficie da VLP de proteinas de capside de fagos de
ARN com um residuo de cisteina adicionado ao antigénio,
isto é, o péptido ABl-6. De modo a que o residuo de
cisteina seja eficaz como segundo local de 1ligacdo, deve
estar disponivel para ligacdo um grupo sulfidrilo. Assim,
um residuo cisteina tem de estar no seu estado reduzido, ou
seja, uma cisteina livre ou um residuo de cisteina com um
grupo sulfidrilo livre tem de estar disponivel. No caso em
que o residuo cisteina que irad funcionar como segundo local
de ligacdo estd numa forma oxidada, por exemplo se forma
uma ponte dissulfureto, é necessaria a reducdo desta ponte
dissulfureto com, por exemplo, DTT, TCEP ou PB-mercapto-
etanol. A concentracdo do agente redutor e o excesso molar
do agente redutor em relacdo ao antigénio devem ser
ajustados para cada antigénio. Uma gama de titulacéo,
comecando em concentracdes tdo baixas como 10 pM ou menos,
até 10 ou 20 mM ou mais elevadas de agente redutor se
necessario sdo testadas, e o acoplamento do antigénio ao
veiculo ¢é avaliado. Apesar de Dbaixas concentracdes de
agente redutor serem compativeis com a reaccdo de acopla-
mento, tal como descrito em WO 02/056905, concentracdes
mais elevadas 1nibem a reaccdo de acoplamento, tal como um
perito na técnica saberd, caso em que tem de ser removido o
redutor ou a sua concentracdo diminuida, por exemplo, por
didlise, filtracdo em gel ou HPLC de fase reversa. Com
vantagem, o pH do tampdo de didlise ou de equilibrio é
inferior a 7, preferentemente 6. A compatibilidade do
tampdo de baixo pH com a actividade ou estabilidade do

antigénio tem de ser testada.
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A densidade de epitopos nas VLPs de proteinas de
cadpside de fago de ARN pode ser modulada pela escolha de
reticulante e outras condicdes de reaccdo. Por exemplo, O0S
reticulantes Sulfo-GMBS e SMPH permitem tipicamente atingir
uma elevada densidade de epitopo. A derivatizacao é
influenciada positivamente pela elevada concentracdo de
reagentes, e a manipulacdo das condicdes de reaccdo pode
ser usada para controlar o numero de antigénios acoplados
as VLPs das proteinas de céapside do fago de ARN, e em

particular a VLPs de proteinas de céapside Qf.

Antes do desenho de um segundo local de ligacéo
ndo natural a posicdo na qual deverd ser fundido, inserido
ou geralmente modificado tem de ser escolhida. A seleccéo
da posicdo do segundo local de ligacdo pode, por exemplo,
ser baseado numa estrutura cristalina do antigénio. Tal
estrutura <cristalina do antigénio pode proporcionar
informacdo sobre a disponibilidade das extremidades C- ou
N- da molécula (determinadas por exemplo a partir da sua
acessibilidade a solvente), ou sobre a exposicdo ao
solvente de residuos adequados para utilizacdo como
segundos locais de ligacdo, tais como residuos de cisteina.
Pontes de dissulfureto, como é o caso para fragmentos Fab,
podem também ser uma fonte de um segundo local de ligacéao,
uma vez dJue podem ser geralmente convertidas em residuos
cisteina uUnicos através de uma reducdo suave, por exemplo,
com 2-mercaptoetilamina, TCEP, [f-mercaptoetanol ou DTT.

Serdo escolhidas condicdes de reducdo suaves dgue nao
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afectam a imunogenicidade do antigénio. Em geral, no caso
em qgue a 1munizacdo com um antigénio préprio tem como
objectivo a inibicdo da interaccdo deste antigénio proéprio
com 0s seus ligandos naturais, o segundo local de ligacéo
serd adicionado de tal modo que permite gerar anticorpos
contra o local de interaccdo com os ligandos naturais.
Assim, a localizacdo do segundo 1local de 1ligacdo seré
seleccionada de tal modo que se evita o 1mpedimento
estérico do segundo local de 1ligacdo ou de qualquer
aminodcido de ligacdo que o contenha. Noutras realizacdes,
deseja-se uma resposta de anticorpo direccionada para um
local distinto do local de interaccdo do antigénio préprio
com O seu ligando natural. Em tais realizacdes, o segundo
local de ligacdo pode ser seleccionado de modo a evitar a
geracao de anticorpos contra o 1local de interaccdo do

antigénio préprio com os seus ligandos naturais.

Outro critério para a seleccdo da posicdo do
segundo local de ligacdo incluili o estado de oligomerizacéo
do antigénio, o local de oligomerizacdo, a presenca de um
cofactor, e a disponibilidade de evidéncia experimental que
revele locais na estrutura e sequéncia do antigénio em que
a modificacdo do antigénio seja compativel com a funcédo do
antigénio préprio, ou com a geracdo de anticorpos que

reconhecem o antigénio préprio.

Nas realizacdes mais preferidas, o péptido AB1-6
compreende um Unico segundo local de ligacdo ou um unico

local de 1ligacdo reactivo capaz de associacdo com oOs
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primeiros locais de ligacdo na particula central e,
respectivamente, as VLPs ou as subunidades de VLP. Isto
assegura uma Jjuncdo e ligacdo, respectivamente, definida e
uniforme de pelo menos um, mas tipicamente mais do que um,
preferentemente mais do que 10, 20, 40, 80, 120, 150, 180,
210, 240, 270, 300, 360, 400, 450 antigénios, respectiva-
mente, a particula central e a VLP. O fornecimento de um
Unico segundo local de ligacdo ou um Unico local de ligacéao
reactivo no antigénio assegura, assim, um tipo uUnico e
uniforme de, respectivamente, juncdo e associacdo, respec-
tivamente conduzindo a uma fileira altamente ordenada e
repetitiva. Por exemplo, se a juncdo e assoclacdo, respec-
tivamente, for efectuada por intermédio de uma interaccéo
lisina- (como primeiro local de ligacdo) e cisteina. (como
segundo local de ligacdo), estéd assegurado, de acordo com a
realizacdo preferida da invencdo, dque apenas um residuo
cisteina por antigénio, independentemente deste residuo
cisteina estar naturalmente presente no antigénio ou nédo, é
capaz de se unir e associar, respectivamente, com a VLP e o
primeiro local de ligacédo da particula central, respectiva-

mente.

Nalgumas realizacdes, a modificacdo de um segundo
local de 1ligacdo no antigénio requer a fusdo de um
aminocadcido de ligacdo contendo um aminodcido adequado como
segundo local de ligacdo de acordo com as apresentacdes
desta invencdo. Assim, numa realizacdo preferida da
presente invencdo, um aminocdcido de ligacdo é ligado ao

antigénio ou ao determinante antigénico por intermédio de
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pelo menos uma ligacdo covalente. Preferentemente, o)
aminocdcido de ligacdoc compreende, ou alternativamente
consiste em, o segundo local de ligacdo. Numa realizacéo
ainda mais preferida, o aminodcido de ligacdo compreende um
grupo sulfidrilo ou um residuo cisteina. Noutra realizacéo
preferida, o aminocacido de ligacdo ¢é cisteina. Alguns
critérios de seleccdo do aminoédcido de ligacdo assim como
realizacdes mais preferidas do aminodcido de 1ligacédo de

acordo com a invencdo foram Jja mencionados acima.

Numa realizacdo ainda mais preferida da invencéo,
o pelo menos um antigénio ou determinante antigénico, ou
seja, o péptido ABl1-6 é fundido com a particula semelhante
a virus. Como apresentado acima, uma particula semelhante a
virus é tipicamente composta por pelo menos uma subunidade
que se organiza numa particula semelhante a virus. Assim,
de novo numa realizacdo ainda mais preferida da invencdo, o
antigénio ou determinante antigénico, preferentemente o
pelo menos um péptido ABl1-6 é fundido com pelo menos uma
subunidade da particula semelhante a virus ou de uma
proteina capaz de ser incorporada numa VLP gerando uma
proteina de fuséo péptido ABl-6-subunidade de VLP

quimérica.

A fusdo dos péptidos ABl-6 pode ser efectuada
através da insercdo na sequéncia da subunidade de VLP, ou
por fusdo a qualquer das extremidades N ou C da subunidade
de VLP ou proteina capaz de ser incorporada numa VLP. Aqui

de seguida, quando se faz referéncia a proteinas de fusédo
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de um péptido a uma subunidade VLP, estdo abrangidas a
fusdo a qualquer das extremidades da sequéncia da
subunidade ou a insercdo interna do péptido no interior da

sequéncia da subunidade.

A fusdo pode também ser efectuada através da
insercdo de sequéncias do péptido ABl-6 numa variante de
uma subunidade VLP em que parte da sequéncia da subunidade
foi deletada, e sdo ainda referidos como mutantes de
truncagem. Os mutantes de truncagem podem ter delecdes
internas ou nas extremidades N ou C de parte da sequéncia
da subunidade de VLP. Por exemplo, a VLP HBcAg especifica
com, por exemplo, delecdo dos residuos de aminoacidos 79 a
81 & um mutante de truncagem com uma delecdo interna. A
fusdo de péptidos AB1-6 a qualquer das extremidades N ou C
das subunidades de VLP mnutantes por truncagem também
conduzem a realizacdes da invencdo. Do mesmo modo, a fuséo
de um epitopo numa sequéncia da subunidade de VLP pode
também ser efectuada por substituicdo, em que por exemplo
para a especifica VLP HBcAg, os aminoadcidos 79-81 sao
substituidos por um epitopo estranho. Assim, fusdo, como
daqui adiante referido, pode ser realizada por insercdo da
sequéncia do péptido ABl1-6 na sequéncia de uma subunidade
VLP, por substituicdo de parte da sequéncia da subunidade
VLP com o péptido ABl-6, ou por uma combinacdo de delecéo,

substituicdo ou insercdes.

A subunidade quimérica péptido AP1-6-VLP serd em

geral capaz de auto-organizacdo numa VLP. VLP apresentando
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epitopos fundidos & suas subunidades s&do também aqui
referidas como VLPs quiméricas. Tal como i1indicado, a
particula semelhante a virus compreende ou alternativamente
¢ composta por pelo menos uma subunidade VLP. Noutra
realizacdo da invencdo, a particula semelhante a virus
compreende ou alternativamente é composta por uma mistura
de subunidades de VLP quiméricas e subunidades de VLP néo
quiméricas, ou seja, subunidades que ndo tém um antigénio a
elas fundido, conduzindo as denominadas particulas mosaico.
Isto pode ser vantajoso para assegurar a formacdo de, e
organizacdo numa VLP. Nestas realizacdes, a proporcédo de
subunidades de VLP quiméricas pode ser 1, 2, 5, 10, 20, 30,

40, 50, 60, 70, 80, 290, 95% ou superior.

Podem ser adicionados residuos de aminoacidos
flanqueadores a qualquer extremidade da sequéncia do
péptido ou do epitopo a ser fundido a qualquer extremidade
da sequéncia da subunidade de uma VLP, ou para insercdao
interna de tal sequéncia peptidica na sequéncia da
subunidade de uma VLP. Residuos glicina e serina sé&o
aminoacidos particularmente favorecidos para utilizacédo nas
sequéncias flanqueadores adicionadas ao péptido a ser
fundido. Os residuos glicina conferem flexibilidade
adicional, o que pode diminuir o efeito potencialmente
desestabilizador da fundir uma sequéncia estranha na

sequéncia de uma subunidade de VLP.

Numa realizacdo mais preferida da invencédo, a VLP

¢ uma VLP de um Dbacteridéfago de ARN. As proteinas de
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cépside principais dos bacteridéfagos de ARN organizam-se
espontaneamente em VLPs apds expressdo em bactérias, e em
particular em E. coli. Exemplos especificos de proteinas de
cdpside de bacteridéfagos que podem ser usadas para preparar
composicdes da invencdo incluem as proteinas de céapside de
bacteridfagos de ARN tais como o bacteridfago Qf (SEQ ID
NO:4; Base de Dados PIR, No. de Acesso VCBPQB referindo-se
a QB CP e SEQ ID NO: 5; No. de Acesso AAA16663 referindo-se
a proteina QB Al), e bacteriéfago fr (SEQ ID NO:7; No. de

Acesso PIR VCBPEFR).

Numa realizacdo mais preferida, o pelo menos um
péptido AB1-6 é fundido a uma proteina de céapside QB. Foram
descritas construcdes de proteinas de fusdo em dJgue 0s
epitopos foram fundidos com a extremidade C de uma forma
truncada da proteina Al de QB, ou inseridos na proteina Al.
(Kozlovska, T. M., et al., Intervirology, 39:9-15 (1996)).
A proteina Al é gerada por supressdo no coddo de paragem
UGA e tem um comprimento de 329 aa, ou de 328 aa, caso a
clivagem da metionina N-terminal for tomada em conta. A
clivagem da metionina N-terminal antes de uma alanina (o
segundo aminoacido codificado pelo gene QB CP) geralmente
ocorre em E. coli, e tal é& o caso para as extremidades N
das proteinas de cépside QB. A parte do gene Al, 3' do
coddo UGA "amber" codifica para a extensdo CP, que tem um
comprimento de 195 aminodcidos. A insercdo do pelo menos um
péptido APl-6 entre as posicdes 72 e 73 da extensdo CP
conduz a mais realizacdes da invencdo (Kozlovska, T. M., et

al., Intervirology 39:9-15 (1996)). A fusdo de um péptido
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AB1-6 na extremidade C de uma proteina QB Al truncada na
extremidade C conduz a realizacdes mais preferidas da
invencao. Por exemplo Kozlovska et al., (Intervirology, 39:
9-15 (1996)) descrevem que fusdes da proteina QB Al em que
o epitopo é fundido na extremidade C da extensdo Qf CP

truncada na posicédo 109.

Tal como descrito por Kozlovska et al. (Inter-
virology, 39: 9-15 (1996)), a organizacdo das particulas
que apresentam os epitopos fundidos requer tipicamente a
presenca tanto da fusdo proteina Al-péptido APBl-6 como da
CP nativa para formar uma particula mosaico. No entanto,
realizacdes compreendendo particulas semelhantes a virus, e
deste modo em particular as VLPs da proteina de céapside Qf
de ARN de bacteridédfago, que sdo exclusivamente compostas
por subunidades de VLP com pelo menos um péptido ABl-6 a

elas fundido, estdo também no admbito da presente invencéo.

A producdo de particulas mosaico podem ser
efectuadas de diversas maneiras. Kozlovska et al.,
Intervirology, 39: 9-15 (1996), descreve trés métodos,
todos os quals podem ser utilizados na pratica da invencéao.
Na primeira abordagem, a apresentacdo eficiente do epitopo
fundido nas VLPs é mediada pela expressdo do plasmideo que
codifica para a proteina de fusdo QB Al com um codido de
paragem UGA entre CP e a extensdo CP numa estirpe de E.
coli com um plasmideo que codifica para um tARN supressor
de UGA clonado que conduz a traducdo do coddo UGA em Trp

(plasmideo PISM3001 (Smiley B.K., et al., Gene 134:33-40
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(1993))). Noutra abordagem, o coddo de paragem do gene CP é
modificado em UAA, e é co-transformado um segundo plasmideo
que expressdo a fusdo proteina Al-péptido AB1-6. O segundo
plasmideo codifica para uma resisténcia a antibidtico
diferente e a origem de replicacdo ¢é compativel com o
primeiro plasmideo (Kozlovska, T. M., et al., Intervirology
39:9-15 (1996)). Numa terceira abordagem, CP e fuséo
proteina Al-péptido APl-6 sdo codificados de um modo
bicistrénico, ligados de forma operacional a um promotor
tal como o promotor Trp, tal como descrito em FIG. 1 de

Kozlovska et al., Intervirology, 39:9-15 (199¢6).

Noutra realizacdo, o péptido ABl-6 ¢é inserido
entre o aminodcido 2 e 3 (numeracdo da CP clivada, ou seja,
no qual a metionina N-terminal ¢é <clivada) da fr CP,
conduzindo assim a uma proteina de fusdo péptido APBl-6-fr
CP. Foram descritos vectores e sistemas de expressdo para a
construcédo e a expressido de proteinas de fusdo fr CP que se
auto-organizam em VLP e uteis na pratica da invencdo
(Pushko P. et al., Prot. Eng. 6:883-891 (1993)). Numa
realizacdo especifica, a sequéncia do péptido ABl-6 &
inserida numa variante de delecdo da fr CP apds o
aminodcido 2, em que o0s residuos 3 e 4 da fr CP foram

deletados (Pushko P. et al., Prot. Eng. 6:883-891 (1993)).

Foi também descria a fusdo de epitopos no gancho
B N-terminal protuberante da proteina de cépside do
bacteridéfago de ARN MS-2 e a subsequente apresentacdo do

epitopo fundido na VLP auto-organizada do bacteridfago de
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ARN MS-2 (WO 92/13081), e a fusdo do péptido APl1-6 por
insercdo ou substituicdo na proteina de cépside do
bacteriéfago de ARN MS-2 também se situa no ambito da

invencéao.

Em realizacdes preferidas da invencdo, péptidos
ABl1-6 adequados para gerar vacinas da invencdo sé&o
modificados com um amincdcido de ligacdo para ligar a um
VLP. Aqueles péptidos AB1-6 incluem, mas ndo se limitam a:
ABl1-6 fundido na extremidade C ao agente de ligacdo GGC.
Aminocacidos de ligacdo adequados para a fusédo a extremidade
N dos fragmentos ABl-6 incluem mas nado se limitam a
sequéncia CGG e CGHGNKS. Agentes de ligacdo adequados para
fusdo na extremidade C de ABl1-6 incluem mas ndo se limitam
a sequéncia GGC. Numa realizacdo preferida, gquando um
agente de ligacdo é fundido & extremidade C de AB ou de
fragmentos AP, a cisteina C-terminal ¢é amidada. Numa
realizacdo preferida, ABl-6¢ é fundido a um aminoacido de
ligacdo e tem a sequéncia "NH2-DAEFRHGGC-CONH2, em dgque a
cisteina C-terminal é amidada, que é indicado pelo "-CONH2"
C-terminal, e a extremidade N do péptido estd livre, o que
¢ ainda indicado por "NH2-". Os aminoadcidos de ligacdo séo
preferentemente curtos, para evitar a inducdo de respostas
imunitdrias contra os amincdcidos do referido agente de
ligacdo, mas deverdo permitir a inducdo de anticorpos com
reaccdo cruzada com AB soluvel e as placas DA e pode
facilitar a interaccdo dos anticorpos com o péptido ABl-6.
Outras propriedades adequadas do aminocdcido de ligacdo séao

flexibilidade, e preferentemente a auséncia de aminoacidos
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volumosos que possam interferir com o acoplamento, e/ou
gerar uma resposta imunitédria contra o préprio agente de
ligacdo. Em realizacdes mais preferidas, o aminoécido de
ligacdo contendo um residuo de cisteina como segundo local

de ligacado é fundido com a extremidade C do péptido ABl-6.

Fragmentos AB adicionais adequados na préatica da
invencéao incluem fragmentos AR correspondendo aos
fragmentos acima mencionados, também modificados tal como
descrito acima, de outras espécies animais e causando a
resposta de anticorpos com reacgdo cruzada com placas
amiléides humanas e AP humano soluvel. Exemplos de tais
fragmentos s&o ABl-6 de primatas (DAEFRH; SEQ ID NO: 84),
coelho (DAEFRH; SEQ ID NO: 85), porquinho da india (DAEFRH:
SEQ ID NO: 88), ratinho (DAEFGH; SEQ ID NO: 76), rato

(DAEFGH SEQ ID NO: 87), e xaenopus laevis (DSEYRH; 86).

Foram apresentados diversos modelos animais da DA
com base em ratinhos transgénicos que sobre-expressam
formas mutadas da PPA humana (Games, D. et al., Nature 373:
523-527 (1995a); Sturchler-Pierrat et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 94: 13287-13292 (1997); Hsiao, K., et al.,
Science 274: 99-102 (1996); Chen, G. et al., Nature 408
975- 979 (2000) ; Janus, C. et al., Nature 408 : 979-982
(2000) ; Morgan, D. et al., Nature 408 : 982-985 (2000)).
Aqueles modelos de ratinho diferem uns dos outros no nivel
de sobre-expressdao do transgene, as mutacdes DA presentes
no transgene e no promotor sob o qual a sobre-expressao do

transgene é dirigida. Estes modelos animais ndo permitem
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reproduzir a totalidade dos sinais patoldégicos da DA, gue
sdo em particular alteracdes de comportamento relacionadas
com a idade, deposicdo de P-amildéide em placas insoluveis,
trancas neurofibrilares nos neurdnios, e perda de neurdnios
ao longo do cérebro anterior (Chapman, P.F. Nature 408:
915-916 (2000)). Os défices de membdria e os métodos para os
identificar pdde no entanto ser identificado naqueles
modelos, e podem ser usados para testar o efeito das com-
posicdes da invencdo em modelos animais (Chen, G. et al.,
Nature 408 : 975- 979 (2000) ; Janus, C. et al., Nature 408

979-982 (2000); Morgan, D. et al., Nature 408 : 982-985
(2000)). Além disso, a deposicdo relacionada com a idade de
AB em placas amildides pode ser estudada naqueles modelos,

que também desenvolvem astrocitose e microgliose.

Tendo agra descrito a presente invencdo em
detalhe, o mesmo serda mails claramente percebido por
referéncia aos seguintes exemplos, dque sdo aqui incluidos
apenas para efeitos de ilustracdo e ndo se pretendem ser

uma limitacdo da invencédo.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1

Clonagem e construcgédo, respectivamente, expressao e

purificacdo de particulas centrais e VLP preferidas,

respectivamente, de fagos de ARN
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A. Construcdo e expressdo de proteinas de cépside Qf
mutantes, e purificacdo de VLPs ou cépsides de proteinas de

cédpside QB mutantes.

Construcdo de plasmideos e clonagem de proteinas de cépside

mutantes

Construcdo de pQB-240:

O plasmideo pQP10 (Kozlovska, TM, et al., Gene
137:133-137) foi utilizado como um plasmideo inicial para a
construcdo de pQPR-240. A mutacdo Lysl3-Arg foi criada por
PCR inversa. Os iniciadores inversos foram desenhados nas
direccdes ponta-a-ponta invertidas:
5'-GGTAACATCGGTCGAGATGGAAAACAAACTCTGGTCC-3" (SEQ ID NO: 48)

e

5'"-GGACCAGAGTTTGTTTTCCATCTCGACCGATGTTACC-3" (SEQ ID NO: 49).

Os produtos da primeira reaccdo de PCR foram
usadas como moldes para a segunda reaccdo de PCR, na qual
se utilizaram um iniciador a montante
5'"-AGCTCGCCCGGGGATCCTCTAG-3" (SEQ ID NO: 50)

e um iniciador a jusante

5'"-CGATGCATTTCATCCTTAGTTATCAATACGCTGGGTTCAG-3"' (SEQ ID NO: 51).
O produto da segunda reaccdo de PCR foi digerido com Xbal e
Mph1103I e clonado no vector de expressdo pQBl10, o qual foi
clivado pelos mesmos enzimas de restricdo. As reaccdes de
PCR foram realizadas com reagentes de um kit de PCR e de
acordo com o protocolo do fabricante (MBI Fermentas,

Vilnius, Lituénia).
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A sequenciacdo utilizando o método de incorpo-
racdo de marcador directo verificou as mutacdes desejadas.
Células de E. coli albergando pQB-240 suportaram uma
sintese eficaz de uma proteina de 14 kD gque co-migra em
SDS-PAGE com a proteina de cépside QB controlo isolada de

particulas de fago Q.

Sequéncia de aminoacidos resultante: (SEQ ID NO: 17)

AKLETVTLGNIGRDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP
ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ
KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY

Construcdo de pQPp-243:

O plasmideo pQPl0 foi utilizado como plasmideo
inicial para a construcdo de pQPp-243. A mutacdo AsnlO-Lys
foi criada por PCR inversa. Os iniciadores inversos foram
desenhados nas direccdes ponta-a-ponta invertidas:
5'"-GGCAAAATTAGAGACTGTTACTTTAGGTAAGATCGG -3'" (SEQ ID NO: 52)

e

5"-CCGATCTTACCTAAAGTAACAGTCTCTAATTTTGCC -3' (SEQ ID NO: 53).

Os produtos da primeira reaccdo de PCR foram
usadas como moldes para a segunda reaccdao de PCR, na qual
se utilizaram um iniciador a montante
5'-AGCTCGCCCGGGGATCCTCTAG-3" (SEQ ID NO: 50)

e um iniciador a jusante
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5'"-CGATGCATTTCATCCTTAGTTATCAATACGCTGGGTTCAG-3" (SEQ ID NO: 51).
O produto da segunda reaccdo de PCR foi digerido com Xbal e
Mphl1103I e clonado no vector de expressdo pQPBl0, o qual foi
clivado pelos mesmos enzimas de restricdo. As reaccdes de
PCR foram realizadas com reagentes de um kit de PCR e de
acordo com o protocolo do fabricante (MBI Fermentas,

Vilnius, Lituénia).

A sequenciacdo utilizando o método de 1incor-
poracéao de marcador directo verificou as mutacdes
desejadas. Células de E. coli albergando pQB-243 suportaram
uma sintese eficaz de uma proteina de 14 kD que co-migra em
SDS-PAGE com a proteina de céapside QB controlo isolada de

particulas de fago Q.

Sequéncia de aminoacidos resultante: (SEQ ID NO: 18)

AKLETVTLGKIGKDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP
ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ
KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY

Construcdo de pQPp-250:

O plasmideo pQP-240 foi utilizado como plasmideo
inicial para a construcdo de pQP-250. A mutacdo Lys2-Arg
foi criada por mutagénese dirigida. Utilizaram-se um
iniciador a montante
5" -GGCCATGGCACGACTCGAGACTGT 'TACTTTAGG-3" (SEQ ID NO: 54)

e um iniciador a jusante
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5'"-GATTTAGGTGACACTATAG-3' (SEQ ID NO: 5b)

para a sintese do fragmento de PCR mutante, que foi
introduzido no vector de expressdo pQP-185 nos locais de
restricdo Unicos NcoI e HindIII. As reaccbes de PCR foram
realizadas com reagentes de um kit de PCR e de acordo com o

protocolo do fabricante (MBI Fermentas, Vilnius, Lituania).

A sequenciacdo utilizando o método de incorpo-
racdo de marcador directo verificou as mutacdes desejadas.
Células de E. coli albergando pQBR-250 suportaram uma
sintese eficaz de uma proteina de 14 kD que co-migra em
PAGE com a proteina de cépside QB controlo isolada de

particulas de fago Q.

Sequéncia de aminoédcidos resultante: (SEQ ID NO: 19)

ARLETVTLGNIGRDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP
ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ
KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY

Construcdo de pQB-251:

O plasmideo pQPl0 foi utilizado como plasmideo
inicial para a construcdo de pQBp-251. A mutacdo Lyslée-arg
foi criada por PCR inversa. Os iniciadores inversos foram
desenhados nas direccdes ponta-a-ponta invertidas:
5"-GATGGACGTCAAACTCTGGTCCTCAATCCGCGTGGGG -3' (SEQ ID NO: 56)

e

5'"-CCCCACGCGGATTGAGGACCAGAGTTTGACGTCCATC -3' (SEQ ID NO: 57).
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Os produtos da primeira reaccdo de PCR foram
usadas como moldes para a segunda reaccdo de PCR, na qual
se utilizaram um iniciador a montante
5'"-AGCTCGCCCGGGGATCCTCTAG-3"' (SEQ ID NO: 50)

e um iniciador a jusante

5'"-CGATGCATTTCATCCTTAGTTATCAATACGCTGGGTTCAG-3" (SEQ ID NO: 51).
O produto da segunda reaccdo de PCR foi digerido com Xbal e
Mph1103T e clonado no vector de expressao pQPpl0, o qual foi
clivado pelos mesmos enzimas de restricdo. As reaccdes de
PCR foram realizadas com reagentes de um kit de PCR e de
acordo com o protocolo do fabricante (MBI Fermentas,

Vilnius, Lituénia).

A sequenciacdo utilizando o método de incorpo-
racdo de marcador directo verificou as mutacdes desejadas.
Células de E. coli albergando pQB-251 suportaram uma sinte-
se eficaz de uma proteina de 14 kD que co-migra em SDS-PAGE
com a proteina de cépside QB controlo isolada de particulas
de fago QB. A sequéncia de aminoadcidos resultante codifi-

cada por esta construcido é apresentada em (SEQ ID NO: 20).

Construcdo de pQB-259:

O plasmideo pQB-251 foi utilizado como plasmideo
inicial para a construcdo de pQB-259. A mutacdo Lys2-Arg
foi criada por mutagénese dirigida. Utilizaram-se um
iniciador a montante

5" -GGCCATGGCACGACTCGAGACTGT 'TACTTTAGG-3"' (SEQ ID NO: 54)
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e um iniciador a jusante

5'"-GATTTAGGTGACACTATAG-3"' (SEQ ID NO: 5b)

para a sintese do fragmento de PCR mutante, que foi
introduzido no vector de expressdo pQPf-185 nos locais de
restricdo Unicos NcoI e HindIII. As reaccbes de PCR foram
realizadas com reagentes de um kit de PCR e de acordo com O

protocolo do fabricante (MBI Fermentas, Vilnius, Lituénia).

A sequenciacdo utilizando o método de incorpo-
racdo de marcador directo verificou as mutacdes desejadas.
Células de E. coli albergando pQBp-259 suportaram uma
sintese eficaz de uma proteina de 14 kD gque co-migra em
SDS-PAGE com a proteina de céapside QB controlo isolada de

particulas de fago Q.

Sequéncia de aminoacidos resultante: (SEQ ID NO: 21)

AKLETVTLGNIGKDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP
ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ
KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY

Procedimentos gerais para Expressdo e purificacdo de QB e

mutantes QP

Expresséao

Transformou-se E. coli com plasmideos de expres-

sdo da proteina de cépside QB. Inoculou-se 5 mL de meio

liguido LB contendo 20 pug/mL de ampicilina com clones
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transformados com plasmideos de expressdao da proteina de
cédpside QB. A cultura inoculada foi incubada a 37°C durante
16-24 h sem agitacdo. O inéculo preparado foili subsequente-
mente diluido 1:100 em 100-300 mL de meio LB fresco,
contendo 20 pg/mL de ampicilina e incubado a 37°C durante a
noite sem agitacdo. O segundo 1inéculo resultante foi
diluido 1:50 em meio M9 contendo 1% de casaminoacidos e
0,2% de glucose em baldes, e incubou-se a 37°C durante a

noite com agitacéo.

Purificacéo

Solucdes e tampdes para o procedimento de puri-
ficacéo:

1. Tampdo de lise LB
50 mM de Tris-HCl pH 8,0 com 5 mM de EDTA, 0,1%
tritonX100 e PMSF preparado de fresco a uma concen-
tracdo de 5 microgramas por mL. Sem lisozima e DNAse.
2. SAS
Sulfato de amdénio saturado em &agua
3. Tampao NET
20 mM Tris-HC1l, pH 7,8 com 5 mM EDTA e 150 mM NaCl.

4. PEG 40% (p/v) polietilenoglicol 6000 em NET

Ruptura e lise

Ressuspenderam-se células congeladas em LB a 2

mL/g células. A mistura foil sonicada com 22 kH cinco vezes

durante 15 segundos, com intervalos de 1 min para arrefecer
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a solucdo em gelo. O lisado foil entdo centrifugado a 14000
rpm, durante 1lh usando um rotor Janecki K 60. Os passos de
centrifugacdo descritos abaixo foram todos realizados
utilizando o mesmo rotor, excepto se indicado de outro
modo. O sobrenadante foi armazenado a 4°C, engquanto se
lavaram os detritos celulares duas vezes com LB. Apbs
centrifugacdo, os sobrenadantes do lisado e as fraccdes de

lavagem foram reunidas.

Fraccionamento

Uma solucdo saturada de sulfato de amdénio foi
adicionada gota a gota sob agitacdo ao 1lisado reunido
acima. O volume da SAS foil ajustado para corresponder a um
quinto do wvolume total, para obter 20% de saturacdo. A
solucdo foi deixada repousar durante a noite, e foi
centrifugada no dia seguinte a 14000 rpm, durante 20 min. O
sedimento foi lavado com uma pequena quantidade de sulfato
de aménio a 20%, e de novo centrifugado. Os sobrenadantes
obtidos foram reunidos, e adicionou-se SAS gota a gota para
obter 40% de saturacdo. A solucdo foi deixada a repousar
durante a noite, e foi centrifugada no dia seguinte a 14000
rpm, durante 20 min. O sedimento obtido foi solubilizado em

tampdo NET.

Cromatografia

A proteina de céapside ou VLP de novo solubilizada

em tTampdo NET foi carregada numa coluna Sepharose CL-4B.
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Eluiram trés picos durante a cromatografia. O primeiro
continha principalmente membranas e fragmentos de membra-
nas, e nao foi recolhido. As cépsides foram contidas no
segundo pico, enquanto que o terceiro pico continha outras

proteinas de E. coli.

As fraccdes do pico foram reunidas e a concen-
tracdo de NaCl foi ajustada a uma concentracdo final de
0,65M. O volume de solucdao PEG correspondente a metade da
fraccdo de pico recolhida foi adicionado gota a gota com
agitacdo. Deixou-se a solucdo repousar durante a noite sem
agitacdo. A proteina da céapside foi sedimentada por
centrifugacdo a 14000 rpm durante 20 min. Foi entéo
solubilizada num volume minimo de NET e carregada de novo
numa coluna Sepharose CL-4B. As fraccdes do pico foram
reunidas, e precipitadas com sulfato de ambénio a 60% da
saturacdo (p/v). Apds centrifugacdo e ressolubilizacdo em
tampdo NET, a proteina da céapside foil carregada numa coluna

Sepharose CL-6B para nova cromatografia.

Didlise e secagem

As fraccdes do pico obtidas acima foram reunidas

e dialisadas extensivamente contra &agua estéril, e liofi-

lizadas para armazenamento.

Expressdo e purificacdo de QB-240

Ressuspenderam-se em LB células (E. coli JM 109,
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transformadas com o plasmideo pQP-240), sonicaram-se cinco
vezes durante 15 segundos (camisa de agua e gelo) e centri-
fugaram-se a 13000 rpm durante uma hora. O sobrenadante foi
armazenado a 4°C até ser processado de novo, enquanto os
detritos foram lavados 2 vezes com 9 mL de LB, e finalmente
com 9 mL de ureia a 0,7 M em LB. Todos os sobrenadantes
foram reunidos, e carregados na coluna Sepharose CL-4B. As
fraccdes do pico reunidas foram precipitadas com sulfato de
amédnio e centrifugadas. A proteina de novo solubilizada foi
entdo ainda mais purificada numa coluna Sepharose 2B e
finalmente numa coluna Sepharose 6B. O pico da céapside foi
finalmente dialisado extensivamente contra &gua e liofi-
lizado tal como descrito acima. A organizacdo da proteina
de céapside numa capside foi confirmada por microscopia

electrdénica.

Expressdo e purificacdo de QB-243

Ressuspenderam-se em LB células (E. coli RR1l) e
processaram-se como descrito no procedimento geral. A
proteina foli purificada por dois passos sucessivos de
filtracdo em gel na coluna Sepharose CL-4B e finalmente
numa coluna Sepharose CL-2B. As fraccdes do pico foram
reunidas e liofilizadas como descrito acima. A organizacéo
da proteina de céapside numa céapside foi confirmada por

microscopia electrénica.

Expressdo e purificacdo de QB-250

Ressuspenderam-se em LB células (E. coli JM 109,



PE1524994 - 102 -

transformadas com pQP-250) e processaram-se como descrito
acima. A proteina fol purificada por filtracdo em gel numa
coluna Sepharose CL-4B e finalmente numa coluna Sepharose
CL-2B e liofilizada como descrito acima. A organizacdo da
proteina de capside numa capside foi confirmada por

microscopia electrdnica.

Expressdo e purificacado de QB-259

Ressuspenderam-se em LB células (E. coli JM 109,
transformadas com pQP-259) e sonicaram-se. 0Os detritos
foram lavados uma vez com 10 mL de LB e uma segunda vez com
10 mL de 0,7 M de ureia em LB. A proteina foli purificada
por dois passos de cromatografia de filtracdo em gel, numa
coluna Sepharose CL-4B. A proteina foi dialisada e
liofi lizada, como descrito acima. A organizacdo da protel-
na de céapside numa céapside fol confirmada por microscopia

electrdénica.

B. Clonagem, Expressdo e Purificagdo da VLP de AP205

Recombinante

Clonagem do gene da Proteina de Céapside AP205

O cADN da proteina de capside AP205 (CP) (SEQ ID
NO: 28) foil construido a partir de dois fragmentos de cADN
gerados a partir do fago AP205 de ARN utilizando uma
técnica de PCR de transcricdo inversa e clonagem no

plasmideo comercial pPCR4-TOPO para sequenciacéao. As
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técnicas de transcricdo inversa sdo bem conhecidas por
aqueles competentes na técnica relevante. O primeiro
fragmento, contido no plasmideo p205-246, continha 269
nucledtidos a montante da sequéncia CP e 74 nucledtidos que
codificam para os primeiros 24 aminoadcidos da extremidade N
da CP. O segundo fragmento, contido no plasmideo p205-262,
continha 364 nucledétidos que codificam para os aminoécidos
12-131 da CP e 162 nucledtidos adicionais a Jjusante da
sequéncia CP. Tanto p205-246 e p205-262 foram uma oferta

generosa de J. Klovins.

O plasmideo 283.-58 foi desenhado por PCR em dois
passos, de modo a fundir ambos os fragmentos CP dos
plasmideos p205-246 e p205-262 numa sequéncia CP de

comprimento total.

Utilizaram-se um iniciador a montante pl.44
contendo o local NcoI para clonagem no plasmideo pQbl95, ou
pl.45 contendo o 1local Xbal para clonagem no plasmideo
PObl0, e um iniciador a jusante pl.46 contendo o local de
restricdo HindIII (sequéncia de reconhecimento da enzima de

restricdo sublinhada):

pl.44 5'-AACC ATG GCA AAT AAG CCA ATG CAA CCG-3'" (SEQ

ID NO: 79)

pl.45 5'-AATCTAGAATTTTCTGCGCACCCATCCCGG-3"' (SEQ ID NO:
80)

pl.46 5'-AAAAGC TTA AGC AGT AGT ATC AGA CGA TAC G-3'

(SEQ ID NO: 81)
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Utilizaram-se dois iniciadores adicionais, pl-47,
emparelhamento na extremidade 5' do fragmento contido em
p205-262, e pl.48, emparelhamento na extremidade 3' do
fragmento contido no plasmideo p205-246 para amplificar os
fragmentos no primeiro PCR. Os primeiros pl.47 e p.148 sao

complementares uns em relacdo ao outro.

pl.47: 5°-GAGTGATCCAACTCGTTTATCAACTACATTT-
TCAGCAAGTCTG-3’ (SEQ ID NO: 82)

pl.48: 5’-CAGACTTGCTGAAAATGTAGTTGATAAACGA-
GTTGGATCACTC-3’ (SEQ ID NO: 83)

Nas primeiras duas reaccdes de PCR, foram gerados
dois fragmentos. O primeiro fragmento foi gerado com
iniciadores pl.45 e pl.48 e o molde p205-246. O segundo
fragmento foil gerado com iniciadores pl.47 e pl.46, e o
molde p205-262. Ambos os fragmentos foram usados como molde
para a segunda reaccdo de PCR, uma extensdo com interli-
gacdo-sobreposicdo, com a combinacdo de iniciadores pl-46 e
p-146 ou pl.44 e pl.46. O produto das duas reaccdes de PCR
do segundo passo foram digeridas com, respectivamente, Xbal
ou NcoI e HindIII, e clonadas com 0s mesmos locals de
restricdo em, respectivamente, pQbl0 ou pQEbl85, dois
vectores de expressdo derivados de pGEM sob o controlo do

promotor do operéd&o triptofano E. coli.

Obtiveram-se dois plasmideos, pAP283-58 (SEQ 1ID
NO: 27), contendo o gene que codifica para CP AP205 nativo

(SEQ ID NO: 28) em pQbl0, e pAP281-32 (SEQ ID NO: 30) com
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mutacdo Prob5-Thr (SEQ ID NO: 29), em pQbl85. As sequéncias
das proteinas de céapside foram verificadas por sequenciacéao
de ADN. PAP283-58 contém 49 nucledtidos a montante do codao
ATG de CP, a Jjusante do local XbalI, e contém o local de
ligacdo do ribossoma putativo original do mARN da proteina

de céapside.

Expressdo e Purificacdo da VLP de AP205 Recombinante

A. Expressdao de VLP de AP205 recombinante

Transformou-se E- coli JM109 com o plasmideo
pPAP283-58. Inoculou-se 5 mL de meio LB liguido com 20 pg/mL
de ampicilina com uma uUnica coldénia e incubou-se a 37°C

durante 16-24 h sem agitacéo.

O indéculo preparado foi diluido 1:100 em 100-300
mL de meio LB, contendo 20 ug/mL de ampicilina e incubou-se
a 37°C durante a noite sem agitacdo. A segundo inbculo
resultante foi diluido 1:50 em meio 2TY, contendo 0,2% de
glucose e fosfato para tamponizacdo, e incubou-se a 37°C
durante a noite num incubador agitado. As células foram

recolhidas por centrifugacdo e congeladas a -80°C.

Solucdes e tampdes:
Tampdo de lise
50 mM de Tris-HCl pH 8,0 com 5 mM de EDTA, 0,1%
tritonX100 e PMSF a 5 microgramas por mL

SAS
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Sulfato de amdénio saturado em agua

Tampdao NET

20 mM Tris-HCl, pH 7,8 com 5 mM EDTA e 150 mM NaCl.
PEG

40% (p/v) polietilenoglicol 6000 em NET

Lise:

Ressuspenderam-se células congeladas em tampdo de
lise a 2 mL/g células. A mistura foi sonicada com 22 kH
cinco vezes durante 15 segundos, com intervalos de 1 min
para arrefecer a solucdo em gelo. O 1lisado foi entéo
centrifugado durante 20 minutos a 12000 rpm, usando um
rotor F34-6-38 (Ependorf). O0s passos de centrifugacao
descritos abaixo foram todos realizados utilizando o mesmo
rotor, excepto se indicado de outro modo. O sobrenadante
foi armazenado a 4°C, enguanto se lavaram os detritos
celulares duas vezes com tampdo de lise. Apds centrifu-
gacdo, os sobrenadantes do lisado e as fraccdes de lavagem

foram reunidas.

Pode-se utilizar precipitacdo com sulfato de
aménio para uma purificacdo suplementar de VLP de AP205.
Num primeiro passo, escolhe-se uma concentracdo do sulfato
de amdénio a qual a VLP de AP205 n&o precipita. O sedimento
resultante foi descartado. No passo seguinte, selecciona-se
uma concentracdo de sulfato de aménio a qual a VLP de AP205
precipita quantitativamente, e 1isola-se VLP de AP205 do

sedimento deste passo de precipitacdo por centrifugacéo
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(14000 rpm, durante 20 min). O sedimento obtido é solubi-

lizado em tampdo NET.

Cromatografia:

A proteina de céapside dos sobrenadantes reunidos
foli carregada numa coluna Sepharose 4B (2,8 x 70 cm), e
eluida com tampdo NET, a 4 mL/hora/fraccdo. Recolheram-se
as fraccdes 28-40, e precipitaram-se com sulfato de amdnio
a uma saturacdo de 60%. As fraccgdes foram analisadas por
SDS-PAGE e Western Blot com um anti-soro especifico para
AP205 antes da precipitacdo. O sedimento isolado por
centrifugacdo foili de novo solubilizado em tampdo NET e
carregado numa coluna Sepharose 2B (2,3 x 65 cm), eluido a
3 mL/h/fraccdo. As fraccdes foram analisadas por SDS-PAFE,
e as fraccdes 44-50 foram de novo solubilizadas em tampéo
NET e purificadas numa coluna Sepharose 6B (2,5 x 47 cm),
eluida a 3 mL/hora/fraccdo. As fraccdes foram analisadas
por SDS-PAGE. As fraccdes 23-27 foram recolhidas, a
concentracdo de sal foi ajustada a 0,5 M e precipitada com
PEG 6000, adicionada de uma solucdo mde a 40% em agua e até
uma concentracdo final de 13,3%. O sedimento isolado por
centrifugacdo foi de novo solubilizado em tampdo NET, e
carregado na mesma coluna Sepharose 2B que acima, eluido do
mesmo modo. Recolheram-se as fracdes 43-53, e precipitaram-
se com sulfato de amdénio a uma saturacdo de 60%. O sedi-
mento isolado por centrifugacdo foi de novo solubilizado em
dgua, e a solucdo de proteina obtida foi dialisada
extensivamente contra Agua. Conseguiu-se isolar cerca de 10

mg de proteina purificada por grama de células.
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O exame das particulas semelhantes a virus por
microscopia electrdénica mostrou gque eram idénticas as

particulas de fagos.

EXEMPLO 2

Insercdo de um péptido contendo um residuo de Lisina no

epitopo c¢/e 1 de HBcAg(1-149).

O epitopo c¢/e 1 (residuos 72 a 88) de HBcAg estéa
localizado na regido da ponta a superficie da cépside do
virus da Hepatite B (HBcAg). Uma parte desta regido
(Prolina 79 e Alanina 80) foi geneticamente substituida
pelo péptido Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID NO: 33) resultando
na construcdo HBcAg-Lys (SEQ ID NO: 26). O residuo Lisina
introduzido contém um grupo amino reactivo na sua cadeia
lateral que pode ser utilizado para reticulacdo qguimica
intermolecular de particulas de HBcAg com qualquer antigé-

nio contendo um grupo cisteina livre.

ADN de HBcAg-Lys com a sequéncia de aminoéacidos
ilustrada na SEQ ID NO: 78, foi gerado por PCRs: Os dois
fragmentos que codificam para os fragmentos HBcAg (residuos
de aminocdcidos 1 a 78 e 81 a 149) foram amplificados
separadamente por PCR. Os iniciadores utilizados para estes
PCRs também introduziram uma sequéncia de ADN que codifica
para o péptido Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID NO: 33). O
fragmento HBcAg (1 a 78) foi amplificado de pEco63

utilizando iniciadores EcoRIHBcAG(s) e Lys-HBcAg(as). O



PE1524994 - 109 -

fragmento HBcAg (81 a 149) foi amplificado de pEco63
utilizando iniciadores Lys-HBcAg(s) e HBcAg(1-1492)Hind (as) .
Os 1iniciadores Lys-HBcAg(as) e Lys-HBcAg(s) introduziram
sequéncias de ADN complementares nas extremidades dos dois
produtos de PCR permitindo a fusdo dos dois produtos de PCR
numa construcdo de PCR subsequente. Os fragmentos reunidos
foram amplificados por PCR utilizando iniciadores

ECoRIHBCAG (s) e HbcAg(1-149)Hind (as) .

Para os PCRs, utilizou-se 100 pmol de cada
oligonucledétido e 50 ng dos ADNs moldes nas misturas
reaccionais de 50 mL com 2 unidades de polimerase Pwo, 0,1
mM de dNTPs e 2 mM de MgS0O4. Para ambas as reaccdes, Os
ciclos de temperatura foram levados a cabo como se segue:
94°C durante 2 minutos; 30 ciclos de 94°C (1 minuto), 50°C

(1 minuto), 72°C (2 minutos).

Sequéncias dos iniciadores:

EcoRIHBCAg (s) :

(5" -CCGGAATTCATGGACATTGACCCTTATAAAG-3") (SEQ ID NO: 58);

Lys—-HBcAg (as) :
(5’-CCTAGAGCCACCTTTGCCACCATCTTCTAAATTAG-

TACCCACCCAGGTAGC-3") (SEQ ID NO: 59);

Lys—-HBCcAG (s) :
(5’-GAAGATGGTGGCAAAGGTGGCTCTAGGGACC-

TAGTAGTCAGTTATGTC -3’) (SEQ ID NO: 60);
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HBcAg (1-149)Hind (as) :
(5"-CGCGTCCCAAGCTTCTAAACAACAGTAGTCTCCGGAAG-3") (SEQ ID NO:

61) .

Para fusdo dos doils fragmentos de PCR por PCR
utilizaram-se 100 pmol de iniciadores EcoRIHBcAg(s) e
HBcAg (1-149)Hind (as) com 100 ng dos dois fragmentos de PCR
purificados numa mistura reaccional de 50 mL com 2 unidades
de polimerase Pwo, 0,1 mM de dNTPs e 2 mM de MgS0O4. As
condicdes de ciclos de PCR foram: 94°C durante 2 minutos;
30 ciclos de 94°C (1 minuto), 50°C (1 minuto), 72°C (2
minutos). O produto de PCR construido foi analisado por
electroforese em gel de agarose, purificado e digerido
durante 19 horas num tampdo apropriado com 0s enzimas de
restricdo EcoRI e HindIII. O fragmento de ADN digerido foi
ligado num vector pKK digerido por EcoRI/HindIII para gerar
o vector de expressdo pKK-HBcAg-Lys. A insercdo do produto
de PCR no vector foi analisada por anédlise de restricdo com

EcoRI/HindIII e sequenciacdo de ADN da insercéao.

EXEMPLO 3

Expressdo e purificacdo de HBcAg-Lys.

Transformaram-se estirpes de E. coli K802 ou
JM109 com pKK-HBcAg-Lys. Utilizou-se 1 mL de uma cultura
bacteriana crescida durante uma noite para inocular 100 mL
de meio LB contendo 100 ng/mL de ampicilina. Esta cultura

fol crescida durante 4 horas a 37°C até se atingir uma DO a
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600 nm de aproximadamente 0,8. A inducdo da sintese de
HBcAg-Lys fol realizada através da adicdo de IPTG a uma
concentracdo final de 1 mM. Apds inducdo, as Dbactérias
foram ainda agitadas a 37°C durante 4 horas. As bactérias
foram recolhidas por centrifugacdo a 5000 x g durante 15
minutos. O sedimento foi congelado a -80°C. O sedimento foi
descongelado e ressuspendido em tampdo de lise bacteriana
(100 mM NayHPO,, pH 7,0, 30 mM NaCl, 0,25% Tween-20, 10 mM
EDTA) suplementado com 200 pg/mL de lisozima e 10 ulL de
Benzonase (Merck). As células foram incubadas durante 30
minutos a temperatura ambiente e provocou-se a ruptura por
sonicacdo. As células de E. coli com o plasmideo de expres-
sdo pKK-HBcAg-Lys ou um plasmideo de controlo foram usadas
para inducdo de uma expressdo HBcAg-Lys com IPTG. Antes da
adicdo do IPTG uma amostra fol removida da cultura bacte-
riana com o plasmideo pKK-HBcAg-Lys e de uma cultura com o
plasmideo de controlo. Quatro horas apds a adicdo de IPTG
foram de novo removidas amostras da cultura contendo pKK-
HBcAg-Lys e da cultura controlo. A expressdo proteica foi
monitorizada por SDS-PAGE seguida por coloracdo de Coo-

massie.

O lisado foi entdo centrifugado durante 30
minutos a 12000 x g de modo a remover detritos celulares
insoluveis. O sobrenadante e o sedimento foram analisados
por "Western blotting” utilizando um anticorpo monoclonal
contra HBcCAG (YVS1841l, adguirido da Accurate Chemical and
Scientific Corp., Westbury, NI, EUA), indicando dque uma

quantidade significativa de HBcAg-Lys era soluvel.
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Brevemente, centrifugaram-se lisados de células de E. coli
que expressam HBcAg-Lys e de células controlo a 14000 x g
durante 30 minutos. Separaram-se o sobrenadante (= fraccéo
soluvel) e o sedimento (= fraccdo insoluvel) e diluiram-se
com tampdo de amostra SDS em volumes iguais. As amostras
foram analisadas por SDS-PAGE seguindo por "Western

blotting”™ com anticorpo monoclonal anti-HBcAG YVS 1841.

O lisado celular clarificado foi utilizado para
uma centrifugacdo sob gradiente utilizando um gradiente de
sacarose consistindo numa em 4 mL de uma solugdo de
sacarose a 65% coberta com 3 mL de uma solucdo de sacarose
a 15% seguida por 4 mL de lisado bacteriano. A amostra foi
centrifugada durante 3 horas com 100000 x g a 4°C. Apdbs
centrifugacdo, recolheram-se fraccgdes de 1 mL do topo do
gradiente e analisaram-se por SDS-PAGE seguindo-se por
coloracdo de Coomassie. A proteina HBcAg-Lys foi detectada

por coloracdo de Coomassie.

A proteina HBcAg-Lys fol enriquecida na interface
entre 15 e 65% de sacarose 1indicando que formou uma
particula de capside. A mailoria das proteinas bacterianas
permaneceu na camada superior do gradiente sem sacarose,
pelo que a centrifugacdo em gradiente das particulas de
HBcAg-Lys conduziu tanto a um enriquecimento como também a

uma purificacdo parcial das particulas.

A expressdo e purificacdo de HBcAg-Lys em grande

escala foi levada a cabo como se segue. Uma cultura levada



PE1524994 - 113 -

a cabo durante a noite fol preparada através da inoculacéo
de uma unica coldénia em 100 mL de LB, 100 ug/mL de
Ampicilina e crescendo a cultura durante a noite a 37°C.
Diluiu-se 25 mlL da pré-cultura em 800 mL de meio LB
Ampicilina no dia seguinte, e a cultura cresceu até uma
densidade éptica de DO®°° de 0,6-0,8. A cultura foi entédo
induzida com 1 mM de PITG, e deixada a crescer durante mais
4 horas. As células foram recolhidas e lisadas essencial-

mente como descrito acima.

Purificou-se entdo HBcAg-Lys por primeiramente
precipitar-se a proteina com sulfato de amdénio (30% de
saturacédo) do lisado celular clarificado, depois carregou-
se o sedimento de novo solubilizado numa coluna de filtra-
cdo em gel (Sephacryl S$-400, Pharmacia). As fraccdes
reunidas foram precipitadas de novo com sulfato de amdnio,
o sedimento foli de novo solubilizado e carregado uma
segunda vez na mesma coluna de filtracdo em gel. As frac-
¢bdes foram finalmente reunidas e concentradas e a concen-

tracdo foli determinada wutilizando um teste de Bradford

(BioRad) .

EXEMPLO 4

Construcdo de HBcAg sem residuos de cisteina livres e

contendo um residuo de lisina inserido.

Um antigénio "core" da hepatite (HBcAg), aqui

referido como HBcAg-lys-2cys-Mut, desprovido de residuos
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cisteina nas posicdes correspondentes a 48 e 107 em SEQ ID
NO:25 e contendo um residuo de lisina inserido foi

construido utilizando os seguintes métodos.

As duas mutacdes foram introduzidas por primeiro
se amplificar separadamente trés fragmentos do gene HBcAg-
Lys preparado como descrito acima no exemplo 2 com as
seguintes combinacdes de iniciadores de PCR. Utilizaram-se
métodos de PCR e técnicas de clonagem convencionals para

preparar o gene HBcAg-lys-2cys-Mut.

Resumidamente, utilizaram-se os seguintes ini-

ciadores para preparar o fragmento 1:

Iniciador 1: EcoRIHBcAg(s)
CCGGAATTCATGGACATTGACCCTTATAAAG (SEQ ID NO: 58)
Iniciador 2: 48as

GTGCAGTATGGTGAGGTGAGGAATGCTCAGGAGACTC (SEQ ID NO: 62)

Foram utilizados os seguintes iniciadores para
preparar o fragmento 2:
Iniciador 3: 48s
GSGTCTCCTGAGCATTCCTCACCTCACCATACTGCAC (SEQ ID NO: 63)
Iniciador 4: 107as

CTTCCAAAAGTGAGGGAAGAAATGTGAAACCAC (SEQ ID NO: 64)

Foram utilizados os seguintes iniciadores para

preparar o fragmento 3:
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Iniciador 5: HBcAgl4Shind-as
CGCGTCCCAAGCTTCTAAACAACAGTAGTCTCCGGAAGC-

GTTGATAG (SEQ ID NO: 65)

Iniciador 6: 107s

GTGGTTTCACATTTCTTCCCTCACTTTTGGAAG (SEQ ID NO: 66)

Os fragmentos 1 e 2 foram combinados com inicia-
dores de PCR EcoRIHBcAg(s) e 107 as para originar o fra-
gmento 4. O fragmento 4 e o fragmento 3 foram entéo
combinados com os iniciadores EcoRIHBcAg(s) e HBcAgl49hind-
as para produzir o gene completo. O gene completo foi entéo
digerido com os enzimas EcoRI (GAATTC) e HindIII (AAGCTT) e
clonado no vector pKK (Pharmacia) cortado nos mesmos locais
de restricdo. A expressdo e purificacdo de HBcAg-lys-2cys-—

Mut foil realizada como referido no Exemplo 3.

EXEMPLO 5

Construcao de HBcAgl-185-Lys

O antigénio "core" da hepatite (HBcAg) 1-185 foi
modificado tal como descrito no Exemplo 2. Uma parte da
regido (Prolina 79 e Alanina 80) do epitopo c/el (residuos
72 a 88) foil geneticamente substituida pelo péptido Gly-
Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID NO: 33), resultando na construcao
HBcAg-Lys (SEQ ID NO: 26). O residuo Lisina introduzido
contém um grupo amino reactivo na sua cadeia lateral que

pode ser utilizado para reticulacdo quimica intermolecular
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de particulas HBcAg com dqualguer antigénio contendo um
grupo cisteina 1livre. Utilizaram-se métodos de PCR e
técnicas de clonagem convencionais para preparar oO dJene

HBcAgl-185-Lys.

A sequéncia Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID NO: 33)
foi inserida através da amplificacdo de dois fragmentos
separados do gene HBcAg de pEco63, tal como descrito acima
no Exemplo 2 e subsequentemente fundindo os dois fragmentos
por PCR para formar o dJgene completo. Foram utilizadas as

seguintes combinacdes de iniciadores de PCR:

fragmento 1:

Iniciador 1: EcoRIHBcAg(s) (SEQ ID NO: 58) (ver Exem-
plo 2)

Iniciador 2: Lys-HBcAg(as) (SEQ ID NO: 59) (ver Exem-

plo 2)

fragmento 2:
Iniciador 3: Lys-HBcAg(s) (SEQ ID NO: 60) (ver Exemplo 2)
Iniciador 4: HBcAgwtHindIIII

CGCGTCCCAAGCTTCTAACATTGAGATTCCCGAGATTG (SEQ ID NO: 67)

Construcdo:
Iniciador 1: EcoRIHBcAg(s) (SEQ ID NO: 58) (ver Exem-
plo 2)

Iniciador 2: HBcAgwtHindIIII (SEQ ID NO: 67)

O gene completo construido foi entdo digerido com
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as enzimas EcoRI (GAATTC) e HindIII (AAGCTT) e clonado no
vector pKK (Pharmacia) cortado nos mesmos locais de res-

tricédo.

EXEMPLO 6

Fusdo de um péptido epitopo na regido MIR de

HbcAg.

Os residuos 79 e 80 de HBcAg 1-185 foram
substituidos com o epitopo CeH3 de sequéncia VNLTWSRASG
(SEQ ID NO: 68). A sequéncia CeH3 deriva da sequéncia do
terceiro dominio constante da cadeia pesada do IgE humano.
0O epitopo foi inserido na sequéncia de HBcAgl-185
utilizando um método de construcdo por PCR. No primeiro
passo de PCR, o gene HBcAgl-185 proveniente do clone ATCC
pEco63 e amplificado com iniciadores HBcAg-wt EcoRl fwd e
HBcAg-wt HindIII rev foi wutilizado como molde em duas
reaccdes separadas para amplificar dois fragmentos contendo
elementos de sequéncia que codificam para a sequéncia CegH3.
Estes dois fragmentos foram entdo reunidos num segundo

passo de PCR, numa reaccdo de PCR de construcéo.

Combinacdes de iniciadores no primeiro passo de
PCR: CeH3fwd com HBcAg-wt HindIII rev, e HBcAg-wt EcoRI fwd
com CeH3rev. Na reaccdo de PCR de construcdo, os dois
fragmentos isolados no primeiro passo de PCR foram primeiro
reunidos durante 3 ciclos de PCR sem iniciadores externos,

os quals foram ©posteriormente adicionados a mistura
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reaccional durante os 25 ciclos seguintes. 1Iniciadores

externos: HBcAg-wt EcoRI fwd e HBcAg-wt Hind III rev.

O produto de PCR foi clonado no pKK223.3 utili-
zando os locals EcoRI e HindIII, para expressdo em E. coli
(ver Exemplo 2). A VLP quimérica fol expressa em E. coli e
purificada tal como descrito no Exemplo 2. 0O volume de
eluicdo ao qual o HBcAgl-185- CeH3 eluiu da filtracdo em
gel mostrou a Juncdo das proteinas de fusdo numa VLP

quimérica.

Sequéncias dos iniciadores:

CeH3fwd:
5YGTT AAC TTIG ACC TGG TCT CGT GCT TCT GGT GCA TCC AGG
GAT CTA GTA GTC 3'" (SEQ ID NO: 69)

VNLTWSRASGAB) S RDILYV V86 (SEQ ID NO: 70)

CeH3rev:
5" ACC AGA AGC ACG AGA CCA GGT CAA GTT AAC ATC TTC CAA
ATT ATT ACC CAC 3' (SEQ ID NO: 71)

D78 E L NN G V72 (SEQ ID NO: 72)

HBcAg-wt EcoRI fwd:

5' CCGgaattcATGGACATTGACCCTTATAAAG (SEQ ID NO: 73)

HBcAg-wt Hind III rev:

5" CGCGTCCCaagcttCTAACATTGAGATTCCCGAGATTG (SEQ ID NO: 74)
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EXEMPLO 7

Fusdo do péptido AB1-6 na regido MIR de HBCAg.

Os residuos 79 e 80 de HBcAgl-185 sdo
substituidos pelo péptido AB1-6 de sequéncia: DAEFRH (SEQ
ID NO: 75) ou DAEFGH (SEQ ID NO: 76). Sao desenhados dois
iniciadores que se sobrepdem utilizando a mesma estratégia
que aquela descrita no Exemplo 6, e a proteina de fuséo
construida por PCR de construcdo. O produto de PCR &
clonado no vector pKK223.3, e expresso em E. coli K802. As
VLPs quiméricas sdo expressas e purificadas como descrito

no Exemplo 3.

EXEMPLO 8

Fusdo de um péptido AB1-6 com a extremidade C da proteina

Al de QB truncada na posicdo 19 da extensdo CP.

Utilizam-se um iniciador que emparelha na extre-
midade 5' do gene Al de QB e um iniciador que emparelha na
extremidade 3' do gene Al e compreendendo adicionalmente um
elemento de sequéncia que codifica para o péptido AB1-6, de
sequéncia DAEFRH (SEQ ID NO: 75) ou DAEFGH (SEQ ID NO: 76),
numa reaccdo de PCR com pQPl0 como molde. O produto de PCR
é clonado em pQPl0 (Kozlovska T.M. et al., Gene 137: 133-37
(1993)), e a VLP guimérica expressa e purificada tal como

descrito no Exemplo 1.
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EXEMPLO 9

Insercdo de um péptido AB1-6 entre as posicdes 2 e 3 da

proteina de cépside fr

Inserem-se 1iniciadores complementares que codi-
ficam para a sequéncia do péptido AB1-6 de sequéncia DAEFRH
(SEQ ID NO: 75) ou DAEFGH (SEQ ID NO: 76), e contendo
extremidades compativeis com Bspll9I e nuclebdtidos adicio-
nais que permitam a insercdo em grelha, no local Bspll9I do
vector pFrd8 (Pushko, P. et al., Prot. Eng. 6: 883-91
(1993)) por intermédio de técnicas convencionals de biolo-
gia molecular. Alternativamente, as extremidades desempa-
relhadas do vector pFrd8 s&do preenchidas com Klenow apds
digestdo com Bspll9l, e ligam-se oligonucledtidos que
codificam para a sequéncia do péptido ABl1-6 e nucledtidos
adicionais para clonagem em grelha no pFrd8 apds o
tratamento de Klenow. Os clones com a insercdo na orien-
tacdo correcta sdo analisados por sequenciacdo. A exXpressao
e a purificacdo da proteina de fusdo quimérica em E. coli
JM109 ou E. coli K802 é realizada tal como descrito em
Pushko, P. et al., Prot. Eng. 6: 883-91 (1993), excepto os
passos de cromatografia que sdo realizados utilizando uma
coluna Sepharose CL-4B ou Sephacryl S$S-400 (Pharmacia). O
lisado celular é precipitado com sulfato de ambébnio, e puri-
ficado por dois passos sucessivos de purificacdo, de forma

similar ao procedimento descrito para QB no Exemplo 1.
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EXEMPLO 10

Insercdo de um péptido AB1-6 entre as posicdes 67 e 78 da

proteina pl de Tyl no vector pOGS8111.

S&o sintetizados dois oligonucledtidos comple-
mentares que codificam para o péptido AB1-6, de sequéncia
DAEFRH (SEQ ID NO: 75) ou DAEFGH (SEQ ID NO: 76), com
extremidades compativeis com o local Nhel de pOGS8111.
Adicionam-se oligonucledétidos adicionais para permitir a
insercdo em grelha de uma sequéncia que codifica para o
péptido AP1-6 de acordo com a descricdo de EP 677'111. Os
aminocdcidos AS e SS que flanqueiam o epitopo inserido sé&o
codificados pelos localis Nhel alterados resultantes da

insercdo do oligonucledtido no gene TyA(d) de pOGS8111.

POGS8111 é transformado na estirpe S. cerevisiae
MC2, para expressdao da VLP de Ty quimérica tal como
descrito em EP0677111 e nas suas referéncias. A VLP de Ty
gquimérica é purificada por ultracentrifugacdo em gradiente

de sacarose tal como descrito em EP o©77'111.

EXEMPLO 11

Insercdo de um péptido AB1-6 na proteina de cépside

principal L1l de papilomavirus do tipo I (BPV-1).

Uma sequéncia que codifica para o péptido AB1-6

com a sequéncia DAEFRH (SEQ ID NO: 75) ou DAEFGH (SEQ 1ID
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NO: 76) ¢é substituida pela sequéncia que codifica para os
aminodcidos 130-136 do gene L1 de BPV-1 clonado no vector
pFastBacl (GIBCO/BRL) tal como descrito (Chackerian, B. et
al., Proc. Natl. Acad. USA 96: 2373-2378 (1999)). A sequén-
cia da construcdo é verificada por andlise da sequéncia
nucleotidica. O baculovirus recombinante é gerado utilizan-
do o sistema de baculovirus GIBCO/BRL tal como descrito
pelo fabricante. As VLPs guiméricas sdoc purificadas a
partir de células Sf9 infectadas com baculovirus tal como
descrito por Kirnbauer, R. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
89:12180-84 (1992) e Greenstone, H.L., et al., Proc. Natl.

Acad. Sci. 95:1800-05 (1998).

EXEMPLO 12

Imunizacdo de ratinhos com péptido AB1-6 fundido a VLPs.

Utilizam-se VLPs quiméricas apresentando o
péptido NB1-6 de sequéncia DAEFRH (SEQ ID NO: 75) ou DAEFGH
(SEQ ID NO: 76) gerado nos Exemplos 7-11 para imunizacdo de
um ratinho transgénico PPA humano ou ratinho C57/BL6 como
descrito no Exemplo 13 e 14. Os soros obtidos dos ratinhos
imunizados sd&o analisados num ELISA especifico para o
péptido AB1-6 ou AP1-40 ou P-42, tal como descrito no

Exemplo 13.

O efeito protector da vacina é examinado através
da imunizacdo de um grande grupo de ratinhos transgénicos

PPA humano tal como descrito no Exemplo 14.
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EXEMPLO 13

Acoplamento do péptido ABl1-6 a VLP de QB (QBABl1-6), e

imunizacdo de ratinhos com QBAB1-6

A. Acoplamento do péptido AB1-6 VLP de Q

O péptido AB1-6 (sequéncia: NH2-DAEFRHGGC-CONH2)
(SEQ ID NO: 77) foi sintetizado quimicamente; o grupo NH2
inicial indica que o péptido tem uma extremidade N livre, e
0o grupo NH2 terminal indica que o péptido tem uma
extremidade carboxilo amidada. Expressou-se e purificou-se
VLP de QB tal como descrito no exemplo 1. Reagiu-se VLP de
OB em 20 mM de Hepes, 150 mM de NaCl, pH 8,2 (HBS, pH 8,2)
a uma concentracdo de 2 mg/mL (determinada num teste de
Bradford), com 1,43 mM de SMPH (Pierce, Rockford 1IL),
diluido de uma solucdo mde em DMSO, durante 30 minutos a
temperatura ambiente (TA). A mistura reaccional foi entéo
dialisada contra HBS, tampdo pH 8,2 a 4°C, e reagida com
0,36 mM de péptido ABl-6, diluido na mistura reaccional de
uma solucdo mide a 50 mM em DMSO. Deixou-se a reaccdo de
acoplamento prosseguir durante 2 horas a 15°C, e a mistura
reaccional foil dialisada 2 x 2 horas contra um volume 1000
vezes superior de HBS, pH 8,2 e submetido a congelacao
radpida em azoto liquido em aliquotas para armazenamento a -

80°C até ser utilizada.
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Uma aliquota foi descongelada, e o acoplamento do
péptido Al-6 as subunidades de VLP de Q foi avaliado por
SDS-PAGE e a concentracdo da proteina foi medida num teste
de Bradford. O resultado das reaccbes de acoplamento é

apresentado na FIG. 1.

A FIG. 1 apresenta a analise por SDS-PAGE da
reaccdo de acoplamento do péptido ABl1-6 e a VLP de Q. As
amostras foram corridas sob condicdes redutoras num gel a
168 de Tris-glicina, corado com azul Dbrilhante de
Coomassie. A coluna 1 é o marcador de proteina, com o0s
pesos moleculares correspondentes indicados na margem
esquerda do gel; coluna 2, proteina VLP de QB derivatizada;
coluna 3, o sobrenadante da reaccdo de acoplamento da
proteina de VLP de QP ao péptido ABl1-6; coluna 4, o
sedimento da reaccdo de acoplamento da proteina VLP de Q ao
péptido APBl-6; Produtos de acoplamento correspondendo ao
acoplamento de 1, 2 e 3 péptidos por mondémero sdo indicados
por setas na Figura. Em média, foram acoplados mais do que
1,5 péptidos por subunidade; nado sobraram praticamente

nenhumas subunidades ndo acopladas.

B. Imunizacdo de ratinhos com o péptido APl-6 acoplado a

VLP de Q e andlise da resposta imunitéria

Injectou-se VLP de QB acoplado ao péptido APl1-6
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(agqui denominado Qb-Ab-1-6) s.c. em ratinhos (3 ratinhos)
aos dias 0 e 14. O péptido AB1-6 foi acoplado a proteina
VLP de Q tal como descrito acima. Cada ratinho foi
(C57BL/6) foi imunizado com 10 pg de vacina diluida em PBS
até 200 npL. Os ratinhos foram sangrados por via retro-
orbital ao dia 21, e o teor dos anticorpos especificos para
o péptido AB1-6 foi medido num teste ELISA contra ABl1-6. O
péptido APB1-6 foi acoplado a RNAse A bovina utilizando o
agente reticulante quimico sulfo-SPDP. As placas de ELISA
foram revestidas com preparacdo de RNAse acopladas a uma
concentracdo de 10 ug/mL. As placas foram bloqueadas e
depois incubadas com diluicdes em série de soro de ratinho.
Detectaram-se anticorpos ligados com anticorpos IgG anti-
rato marcados enzimaticamente. Como controlo, testaram-se
também soros pré-imunes dos mesmos ratinhos. Os resultados

sdo apresentados na FIG. 2.

A FIG. 2 apresenta uma andlise por ELISA dos
anticorpos IgG especificos para o péptido AB1-6 no soro de
ratinhos imunizados contra o péptido ABl-6 acoplado a VLP
de QB. Os resultados s&o apresentados para os trés ratinhos
imunizados (A 1-A3), o soro pré-imune é indicado como "pre"
na figura; ¢é apresentado o resultado para um sSoro pré-
imune. A comparacdo dos sOoros pré-imunes com 0s sSOros de
ratinhos imunizados com "Qb-Ab-16" mostra que pdde ser
obtida uma forte resposta especifica do anticorpo contra o

péptido AB1-6 na presenca de adjuvante.
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C. ELISA contra péptido AB1-40

Preparou-se uma solucdo mide de péptido AB1-40 ou
AB1-42 humano em DMSO e diluiu-se em tampao de revestimento
antes da utilizacdo. As placas de ELISA foram revestias com
0,1 ng/poco de péptido AP1-40. As placas foram bloqueadas e
depois incubadas com soro de ratinho obtido acima diluido
em série. Detectaram-se os anticorpos ligados com anticorpo
IgG anti-rato marcado enzimaticamente. Como controlo, foram
também incluidos soros obtidos antes da vacinacdo. A
diluicdo de soro apresentando uma média de trés desvios
padrdes acima da linha de base foi calculada e definida
como "teor ELISA". N&o foram detectados anticorpos
especificos no soro pré-imune. O teor obtido para os trés
ratinhos foi de 1:100000, mostrando uma resposta imunitéaria
especifica forte contra AB1-40. Assim, a imunizacdo com
AB1-6 acoplado a VLP de QB provoca uma fortes teores de

anticorpo em reaccdo cruzada com AB1-40.

A FIG. 3 mostra o resultado do ELISA. O sinal de
ELISA como a densidade o6ptica a 405 nm, obtido para o sor
de trés ratinhos (A1-A3) imunizados com o péptido ABl-6
acoplado a VLP de QB tal como descrito acima, é represen-
tado graficamente para cada uma das diluicdes, indicada no
eixo x. E apresentado o resultado para os trés ratinhos
sangrados ao dia 21. Também é incluido um soro pré-imune. O
titulo dos anticorpos nos soros foi determinado tal como
descrito acima, e foli de 1:100000 para todos os trés

ratinhos.
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EXEMPLO 14

Imunizacdo de ratinho transgénico PPA humano

Utilizaram-se para vacinacdo ratinhos fémea de 8
meses de idade gque tém um transgene PPA humano (Sturchler-
Pierrat et al., Proc.Natl. Acad.Sci. USA 94: 13287-13292
(1997)). Os ratinhos s&o injectados subcutaneamente com 25
Bng de vacina diluida em PBS estéril e 14 dias depois
reforcados com a mesma quantidade de vacina. Os ratinhos
sdo sangrados pela velia caudal antes do inicio da
imunizacdo e 7 dias apds a injeccdo de reforco. 0Os soros
sdo analisados para a presenca de anticorpos especificos
para ABl-6, para AB1-40 e AB1-42 por ELISA tal como

descrito no Exemplo 13.

EXEMPLO 15

Acoplamento de AB1-6 murino a VLP de PP, injeccdo da vacina

em ratinhos e anédlise da resposta imunitéaria

Sintetiza-se quimicamente o péptido murino AB1-6
(sequéncia: NH2-DAEFGHGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 78) e utiliza-
se para acoplamento a VLP de QB tal como descrito no
Exemplo 13. A vacina é injectada em ratinhos C57BL/6, e ©
teor dos anticorpos estimulados com ABl1-6 murino, AB1-40
murino e ABl1-42 murino ¢é determinado. A imunizacdo e a
determinacdo por ELISA sdo realizados como descrito no

Exemplo 13.
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EXEMPLO 16

Ligacdo dos soros apds estimulacdo com ABl-6 a placas de

ratinhos transgénicos PPA humano e placas DA

Imuno-histoquimica em seccdes de cérebro

Utilizaram-se para coloracdo seccdes de cérebro
consecutivas em parafina de um ratinho APP23 heterozigdbdtico
com 18 meses de idade e seccdes do coOrtex entorrinal de um
paciente DA na Fase III de Braak (Instituto de Patologia,
Universidade de Basileia). A antigenicidade foi aumentada
através do tratamento das seccdes de cérebro humano com
acido foérmico concentrado durante cinco minutos e as
secgbes do cérebro de ratinho através do aquecimento em
microondas a 90°C durante 3 minutos. Os soros de ratinho
estimulados com ABl-6 humano (obtidos como descrito no
Exemplo 13) foram diluidos 1:1000 em PBS com 3% de soro de
cabra e incubados durante a noite. Apds se enxaguar, as
seccdes foram incubadas durante 1 hora com anticorpo
secundario anti rato biotinilado diluido 1:200 em PBS. Apds
se enxaguar, as secgdes foram ainda processadas com a
técnica avidina-biotina-peroxidase (ABS-Elite Kit PK6100;
Vector Laboratories). Finalmente, fez-se reagir as seccdes
com substrato de diaminobenzidina (DAB) potenciado com
metais (Boehringer, Cédigo 1718096), contrastado com
Hemalum, desidratado, lavado em xileno e cobriu-se com uma

lamela.
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O resultado das coloracdes histoldgicas séo
apresentados na FIG. 4A e B. As seccbdes foram coradas com
os soros dos trés ratinhos imunizados contra ABl1-6
acoplados a VLP de QB. Cada soro corou positivamente as
placas amildéides de ratinhos transgénicos e DA. Sao
apresentados resultados para um dos trés soros. 0Os sSoros
estimulados com APB1-6 claramente resultam na coloracdo das
placas amildides do ratinho transgénico APP23 humano, assim
como as placas amildéides de pacientes AD. Os soros pré-
imunes foram negativos. As placas amildides extracelulares

e vasos sanguineos isolados sdo corados pelos anticorpos.

EXEMPLO 17

Especificidade dos soros estimulados com ABl-6 humano,

avaliada por histologia das placas em ratinhos

Imuno-histoquimica em seccdes de cérebro

Seccdes de cérebro consecutivas em parafina de um
ratinho APP23 heterozigdético com 3 meses de idade e outro
com 18 meses de idade que sobre-expressam PPA humana, foram
corados como no Exemplo 16 com um soro de ratinho repre-
sentativo estimulado com ABl1-6 humano, tal como obtido no
Exemplo 13, ou com um anticorpo policlonal de coelho
especifico para os 20 ultimos aminodcidos de APP murino ou
humano e que como tal ndo reconhece AB. As seccdes incu-

badas com o anticorpo policlonal de coelho foram tratadas



PE1524994 - 130 -

como descrito no Exemplo 16, excepto pela utilizacdo de um
anticorpo secunddrio anti coelho biotinilado (BA 1000,

Vector Laboratories).

0 resultado das coloracdes histoldégicas é
apresentado na FIG. 5A, B, C, D e E. ABl-6, marcado no
canto inferior esquerdo das seccgdes indica que se utilizou
para a coloracdo soro que foi estimulado com ABl-6,
enquanto que "Pab" indica que as seccdes foram coradas com
o anticorpo policlonal especifico para os ultimos 20
aminodcidos de PPA murino ou humano, correspondendo as

posicdes 676-695 em PPAggs.

A comparacao da coloracao das seccdes dos
ratinhos de 18 meses de idade (FIG. 5A e C) mostra que os
soros estimulados com ABl1-6 n&o apresentam reaccdo cruzada
com PPA expressa no cérebro, o qual é no entanto corado
pelo anticorpo policlonal de controlo. A FIG. B apresenta
uma seccdo de cérebro de um ratinho de 3 meses de idade,
uma altura em gque o0s depdsitos de amildéide ndo sdo ainda
visiveis, corado com o anticorpo policlonal especifico para
PPA. FIG. 5D e LHF mostram uma ampliacdo da camada piramidal

CAl do hipocampo, respectivamente, da FIG. LA e FIG. 5B.

EXEMPLO 18

A. Acoplamento do péptido AB1-6 a proteina de céapside fr

Faz-se reagir uma solucdo de 120 puM de proteina

de céapside fr em 20 mM de hepes, 150 mM de NaCl pH 7,2
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durante 30 minutos com um excesso molar de 10 vezes de SMPH
(Pierce), diluido de uma solucdo mide em DMSO, a 25°C num
agitador basculante. A solucdo reaccional é subsequentemen-
te dialisada duas vezes durante 2 horas contra 1 L de 20 mM
de hepes, 150 mM de NaCl pH 7,2 a 4°C. A mistura reaccional
fr dialisada é entdo reagida com um excesso molar de cinco
vezes do péptido ABl-6 (sequéncia: NH2-DAEFRHGGC-CONH2)
(SEQ ID NO: 77) durante 2 horas a 16°C num agitador bascu-
lante. Os produtos de acoplamento sdo analisados por SDS-

PAGE.

B. Acoplamento do péptido ABl-6 a HBcAg-Lys-2cys-Mut

Uma solucdo de 1 mL de 120 uM de HBcAg-Lys-2cys-
Mut em 20 mM de hepes, 150 mM de NaCl pH 7,2 é reagida
durante 30 minutos com um excesso molar de 10 vezes de SMPH
(Pierce), diluido de uma solucdo mde em DMSO, a 25°C num
agitador basculante. A solucdo reaccional é subsequente-
mente dialisada duas vezes durante 2 horas contra 1 L de 20
mM de hepes, 150 mM de NaCl pH 7,2 a 4°C. A mistura
reaccional HBcAg-Lys-2cys-Mut dialisada é entdo reagida com
um excesso molar de cinco vezes do péptido ABl-6 (sequén-
clia: NH2-DAEFRHGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 77) durante 2 horas a
16°C num agitador basculante. 0Os produtos de acoplamento

sdo analisados por SDS-PAGE.

C. Acoplamento do péptido AV1-6 a Pili

Uma solucdo de 125 pM de pili do Tipo-1 de E.

coli em 20 mM de hepes, pH 7,4 é reagida durante 60 minutos
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com um excesso molar de 50 vezes de SMPH (Pierce), diluido
de uma solucdo mae em DMSO, a TA num agitador basculante. A
mistura reaccional ¢é dessalinizada numa coluna PD-10
(Amersham-Pharmacia Biotech). As fraccdes contendo proteina
que eluem da coluna sdo reunidas, e a proteina pili deriva-
tizada dessalinizada é reagida com um excesso molar de
cinco vezes do péptido AB1-6 (sequéncia: NH2-DAEFRHGGC-
CONH2) (SEQ ID NO: 77) durante 2 horas a 16°C num agitador
basculante. 0Os produtos de acoplamento sdo analisados por

SDS—-PAGE.

D. Imunizacdo de ratinhos com o péptido ABl-6 acoplado a

proteina de céapside fr, HBcAg-Lys-2cys-Mut ou pili

O péptido APl-6 acoplado a proteina de cépside
fr, HBcAg-Lys-2cys-Mut ou pili tal como descrito acima é
injectado s.c. em ratinhos (3 ratinhos) ao dia 0 e 14. Cada
ratinho (C57BL/6) é imunizado com 10 pg de vacina diluidos
em PBS até 200 upL. Os ratinhos sdo sangrados por via retro-
orbital ao dia 21, e o teor dos anticorpos especificos para
o péptido AB1-6 ou AP1-40 ou AP1-42 é medido por ELISA tal

como descrito no Exemplo 13.

EXEMPLO 19

Imunizacdo de macacos Rhesus com QBhAB1-6

De modo a testar a inducdo dos anticorpos contra

AB humano utilizando uma vacina baseada no péptido AB1-6 no
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caso em que AB1-6 é um antigénio préprio, foram imunizados
macacos Rhesus com QBhAB1-6, uma vez que a sequéncia AR é
idéntica entre humanos e macacos Rhesus. A vacina QBhAB1-6
foli preparada tal como descrito no Exemplo 13. Quatro
macacos Rhesus, com idades entre os 10 e 0s 15 anos de
idade, foram imunizados ao dia 0 com 50 pug de wvacina, e
receberam um reforco duas vezes aos dias 28 e 56 com 25 ug
de wvacina. Os macacos foram imunizados por via subcuténea
nas costas. Os animais foram sangrados aos dias 0 (pré-
sangria), 42 e 70. Recolheu-se 4 mL de sangue da V.
cephalica antebrachii. O teor de anticorpos especificos
para AP1-10 foi medido por ELISA essencialmente como
descrito no Exemplo 13, utilizando um anticorpo secundario

especifico para IgG de macaco.

Uma vez que humanos e macacos Rhesus partilham da
mesma sequéncia AP, a geracdo de um teor mais elevado de
anticorpos em macacos Rhesus especificos para AP1-40 mostra
que a 1imunizacdo com hAPBl1-6 acoplado a QB quebra a
tolerdncia contra o antigénio préprio AB. Além disso, séao
gerados anticorpos que reconhecem o AP completo com o

fragmento AB1-6 em primatas.

Os resultados do ELISA sdo apresentados na Fig.
6. No diagrama s&o representados os teores de anticorpos
especificos para AB1-40 medidos nos soros dos 4 macacos (1-
4) imunizados com QBhABl-6 e a média dos teores dos 4
macacos. Os teores sdo representados como teores DO50. DO50

é a diluicdo dos anticorpos a qual o sinal atinge metade do
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seu valor maximo. O valor méximo (0D max) fol obtido a
partir de um soro de referéncia originado de um macaco
imunizado com QBhAB1-27 e que também reconhece AB1-40, e

medido na mesma placa ELISA.

Dois macacos (descrito acima) sao sangrados ao
dia 97, 110, 117, 124, 138, 143, 152, 159, 166 e receberam
um terceiro reforco com 25 pg de wvacina ao dia 110. Os
soros foram reunidos (99 mL) e utilizados para purificacéo
por afinidade de anticorpos especificos para ABl-6. Estes
anticorpos foram usados para coloracdo imuno-histoquimica a
uma concentracdo de 1,5 pg/mL e utilizou-se para deteccéo
um anticorpo anti-macaco biotinilado. Utilizaram-se para
coloracdo seccdes de cérebro em parafina de um ratinho
APP23 heterozigdtico com 18 meses de idade e de um paciente
DA na Fase III de Braak. A coloracdo especifica para placas
fol observada tanto nas seccdes de cérebro de ratinho APP23

como nas seccdes de cérebro de paciente DA (Fig. 7).

O resultado das anédlises histoldgicas é apresen-
tado na Fig. 7A e B. Na Fig. 7A apresenta-se a coloracéo
das placas de ratinho transgénico PPA humano (estripe
APP23) com o antissoro purificado por afinidade acima
descrito especifico para ABl-6. A Fig. 7B apresenta a
coloracdo de placas DA humanas com o mesmo antissoro
purificado. O antissoro purificado foi wutilizado a uma
concentracdo de 1,5 pg/mL em ambos os casos. Sado indicadas

placas tipicas por uma seta em ambas as figuras.
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EXEMPLO 20

Acoplamento de AP1-6 murino a VLP de AP205, imunizacdo de

ratinhos e andlise da resposta imunitéria

A. Acoplamento do péptido ABl1-6 murino a VLP de AP205

O péptico murino APl1-6 (mABl-6, sequéncia NH2-
DAEFGHGGC-CONH2 (SEQ ID NO: 78) foili sintetizado quimica-
mente; o grupo NH2 inicial indica que o péptido tem uma
extremidade N livre, e o dgrupo NH2 terminal indica dque o
péptido tem uma extremidade carboxilo amidada). Reagiu-se
VLP de AP205 (expressado e purificado tal como descrito no
exemplo 1) em 20 mM de Hepes, 150 mM de NaCl, pH 8,0 (HBS,
pPH 8,0) a uma concentracdo de 2 mg/mL (determinada num
teste de Bradford), com 2,86 mM de SMPH (Pierce, Rockford
IL), diluido de uma solucdo mde a 100 mM em DMSO, durante
30 minutos a temperatura ambiente (TA). A mistura
reaccional foi entdo dialisada duas vezes contra um volume
1000 wvezes superior de HBS, pH 7,4 a 4°C durante duas
horas; o dialisado resultante foi submetido a congelacao
rédpida em azoto liquido e a -20°C durante a noite. A VLP
AP205 foi diluida com um volume de 20 mM de HBS, pH 7,4, e
reagida durante 2 horas a 15°C com agitacdo com 719 uM de
péptido mABl-6 diluido com na mistura reaccional a partir
de uma solucdo mde a 50 mM em DMSO. A reaccdo de
acoplamento foi dialisada duas vezes contra um volume 1000

vezes superior de HBS, pH 7,4, durante 2 horas e durante a
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noite. A mistura reaccional dialisada foi submetida a
congelacdo réapida em azoto liquido em aliquotas para

armazenamento a -80°C até utilizacdo posterior.

Uma aliquota foi descongelada, e o acoplamento do
péptido mABl-6 as subunidades de VLP de AP205 foi avaliado
por SDS-PAGE e a concentracdo da proteina foi medida num
teste de Bradford. O resultado das reaccdes de acoplamento

é apresentado na FIG. 8.

A FIG. 8 apresenta a anadlise por SDS-PAGE da
reaccdo de acoplamento do péptido ABl-6 e a VLP de AP205.
As amostras foram corridas sob condicdes redutoras num gel
a 16% de Tris-glicina e corados com azul brilhante de
Coomassie. A coluna 1 é o marcador de proteina, com os
pesos moleculares correspondentes indicados na margem
esquerda do gel; coluna 2, proteina VLP de AP205; coluna 3,
VLP de AP205 derivatizada; coluna 4, o sobrenadante da
reaccdo de acoplamento da proteina de VLP de AP205 ao
péptido APl-6; coluna 5, 0 sedimento da reaccdo de
acoplamento da proteina VLP de AP205 ao péptido APl-6. N&o
se detectaram no gel gqualsquer subunidades de VLP de AP205
por acoplar, enquanto foram visiveis bandas correspondentes
a varios péptidos por subunidades, demonstrando uma
eficiéncia de acoplamento mnuito elevada. Em particular,
existe muito mais do que um péptido APB1-6 por subunidade de

VLP de AP205.
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B. Imunizacdo de ratinhos com o péptido mABl-6 acoplado a

VLP de AP205 e andlise da resposta imunitéaria

Injectou-se VLP de AP205 acoplado ao péptido
mABl-6 s.c. em ratinhos (3 ratinhos) aos dias 0 e 14. O
péptido mABl-6 foi acoplado a proteina VLP de AP205 tal
como descrito acima. Cada ratinho foi (C57BL/6) foi imu-
nizado com 25 ng de wvacina diluida em PBS até 200 uL. Os
ratinhos foram sangrados por via retro-orbital ao dia 21, e
o0 teor dos anticorpos especificos para o péptido mABl-6 foi
medido num teste ELISA contra mAPl-6. O péptido mABl-6 foi
acoplado a RNAse A bovina utilizando o agente reticulante
quimico sulfo-SPDP. As placas de ELISA foram revestidas com
preparacdo de RNAse-mABl1-6 a uma concentracdo de 10 pg/mL.
As placas foram blogqueadas e depois incubadas com diluicdes
em série de soro de ratinho. Detectaram-se anticorpos liga-
dos com anticorpos IgG anti-rato marcados enzimaticamente.
Como controlo, testaram-se também soros pré-imunes dos

mesmos ratinhos. Os resultados sdo apresentados na FIG. 9.

A FIG. 9 apresenta uma analise por ELISA dos
anticorpos IgG especificos para o péptido mABl-6 no soro de
ratinhos imunizados contra o péptido mABl-6 acoplado a VLP
de AP205. Os resultados sao apresentados para os soros dos
trés ratinhos imunizados recolhidos ao dia 21 (Al d21 -A3
d21), o soro pré-imune ¢é indicado como "pre imm" na figura;
é apresentado o resultado para um soro pré-imune. A compa-
racdo do soro pré-imune com 0s soros de ratinhos imunizados

com mABl-6 acoplado a VLP de AP205 mostra que pdde ser
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obtida uma forte resposta especifica do anticorpo contra o
péptido mAPl1-6, que é um antigénio proéprio, na presenca de
adjuvante. Além disso, o acoplamento de um péptido prdprio
a VLP de AP205 conduz a dquebra da tolerdncia contra este
péptido, e a uma resposta imunitédria especifica muito
elevada. Assim, a VLP de AP205 é muito adequada para dgerar
elevados teores de anticorpo contra péptidos AB na auséncia

de adjuvante.

EXEMPLO 21

A imunizacdo com QBhABl1-6 reduz as placas amildides em
ratinhos transgénicos que sobre-expressam a proteina

precursora amildéide mutante "Swedish/London"

Este exemplo demonstra que a 1imunizacdo com
OBhAB1-6 num modelo de ratinho que desenvolve placas
amildéides difusas (negativas para Vermelho-Congo) semelhan-
tes a doenca de Alzheimer, resultou numa reducdo macica da
densidade da placa nas &reas neocortical e subcortical do
cérebro. A ocorréncia histoldgica de placas amildides
difusas é uma caracteristica proeminente da patologia do
cérebro DA (Selkoe, 1994, Annu. Rev. Neurosci. 17:489-517)
e, como tal, o exemplo demonstra dque a imunizacdo com
OBhAB1-6 proporciona uma abordagem eficaz para o tratamento

da doenca de Alzheimer.

Para avaliar a eficécia terapéutica da imunizacéao
com OQPhABl-6 usaram-se ratinhos transgénicos que sobre

expressam a proteina precursora amildéide mutante
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"Swedish/London" sob o controlo do promotor de ratinho Thy-
1 (APP24; K670N/M671L; V7171, patente No. W0980-36-4423).
Esta estirpe de ratinho caracteriza-se por um elevado
nimero de placas amildides no neocdrtex, hipocampo, caudado
putdmene, e tdlamo a uma idade de 18 meses. As placas podem
ser primeiramente observadas a uma idade de 9 meses.
Histologicamente, as placas amildéides em ratinhos APP24 séao
predominantemente de um tipo difuso, isto &, sdo negativas
na coloracdo de Vermelho-Congo. Num menor dJgrau, também
podem ser observadas placas amildéides compactas (positivas

para Vermelho-Congo) .

O péptido humano AB1-6 acoplado a VLP de Qf
(OBhAB1-6) foi preparado como descrito no Exemplo 13. Em
termos do procedimento experimental seguido, o gqual nédo é
necessario para descrever ou permitir a invencdo, ratinhos
transgénicos APP24 de 9,5 meses de idade foram injectados

por via subcutédnea ao dia 0 com 25 pg de QBhABl-6 em tampédo

fosfato salino (PBS) (administrado como 2x100 pL por rati-
nho) (n=16) ou como controlos negativos com PBS (adminis-
trados como 2x100 pL por ratinho) (n=9) ou com particula

semelhante a virus QB desprovida de antigénio acoplado
(n=11). Os ratinhos foram subsequentemente injectados com
25 ng de vacina QBhABl-6, QB, ou PBS no dia 15, 49, 76,
106, 140, 169, 200, 230, 259, e 291. Os animais foram
sangrados 1-2 dias antes da primeira imunizacdo (dia 0) e
no dia 56, 90, 118, 188, 214, 246, e 272 através da veia
caudal. Recolheu-se também soro do sangue ao dia 305, al-
tura na qual foram também recolhidos cérebros para his-

topatologia (idade dos ratinhos nesta altura: 19,5 meses).



PE1524994 - 140 -

O teor dos anticorpos especificos para AP1-40 foi
medido por ELISA essencialmente tal como descrito no
Exemplo 13. Os resultados do ELISA sdo apresentados na Fig.
10. No diagrama sdo representados os teores de anticorpos
especificos para AB1-40 ou ABl-42 medidos nos soros dos
ratinhos imunizados com QPhAB1-6. Os teores sdo represen-
tados como teores DO0O50%. DO50% é a diluicdo dos anticorpos
a qual o sinal atinge metade do seu valor méaximo. O valor
maximo (OD max) foi obtido a partir de um soro de
referéncia que reconhece AB1-40 e Ab42, e medido na mesma
placa ELISA. Todos os ratinhos imunizados com QBhAB1-6
desenvolvem teores de D0O50% acima de 1:8000 (os teores no
soro pré-imune foram inferiores a 1:100) demonstrando uma
resposta de anticorpos consistente a QBhABl1-6 mesmo em
ratinhos APP24 de idade (Fig. 10). A mediana dos teores
DO50% no grupo imunizado situou-se na gama de 1:20000 a

1:50000 ao longo do periodo de imunizacao.

Para a quantificacdo das placas amildides, fixa-
ram-se cérebros por imersdo em formaldeido a 4% em 0,1 M de
PBS a 4°C. Apds desidratacdo com etanol, os cérebros foram
embebidos em parafina e cortados no plano sagital com um
micrbétomo com uma espessura de 4dum. As seccdes foram
montadas em lé&minas "super frost" e secas a 37°C. As
seccbes foram lavadas em PBS e a antigenicidade foi
aumentada através do aquecimento em microondas a 90°C
durante 3 minutos em tampdo de &cido citrico a 0,1 M.
Diluiram-se anti-soros NT11 (anti AB1-40 , Sturchler-

Pierrat et al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. 94: 13287-
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13292) a 1:1000 em PBS com 3% de soro de cabra e foram
incubados durante a noite a 4°C. Apds se enxaguar, as
secgcbdes foram incubadas durante 1 hora com anticorpo
secundadrio anti coelho biotinilado diluido 1:200 em PRS.
Apds se enxaguar, as secgdes foram ainda processadas com a
técnica avidina-biotina-peroxidase (ABS-Elite Kit PK6100;
Vector Laboratories). Finalmente, fez-se reagir as seccdes
com substrato de diaminobenzidina (DAB) potenciado com
metais (Boehringer, Cébdigo 1718096), contrastado com Hema-
lum, desidratado, 1lavado em xileno e cobriu-se com uma
lamela. Utilizaram-se para a anadlise séries sisteméticas
aleatdérias de seccgdes de cérebros a trés planos anatdmicos
diferentes por animal. As placas amildides foram quantifi-
cadas utilizando um analisador de 1imagem MCID (Imaging
Research, Brock University, Ontédrio-Canada, Programa Versao
M5 elite). A imagem microscdpica foil digitalizada através
da utilizacdo de uma cémara CCD TV a preto e branco Xillix
e guardada com uma resolucdo de 640x480 pixel a 256 niveis
de cinzento. O tamanho de pixel foi calibrado utilizando um
micrémetro de objectos a uma ampliacdo de 5x (Objectiva
Leica Neoplan). Utilizando um microscdpio com motor passo a
passo para posicionar de forma exacta campos adjacentes,
analisou-se a totalidade do neocdrtex e do nucleo olfactivo
de cada seccdo. Para cada campo, a Aarea anatdmica foi
definida por um contorno manual. Para cada seccdo indivi-
dual, a &area de amostragem foi definida pela definicado de
um limite manual (nivel cinzento) entre placas amildides
imunopositivas e o fundo do tecido. Artefactos isolados do
tecido foram isolados com um contorno manual. Os dados em

bruto sdo medidos como contagens individuais (depdsitos de
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amiléide) e valores de &area proporcionais (nucleo olfactivo

ou coéOrtex/amildide imunopositivo).

Os dados de cada ratinho foram normalizados em
nimeros de depésitos (placas) por mm? e &rea total de placa
em % da totalidade do neocdrtex. Os ratinhos imunizados com
OBhAB1-6 revelaram uma reducdo acentuada dos depdsitos de
amiléide no cdértex e nas areas subcorticals em comparacéo
quer com os grupos de controlo injectados com PBS ou Of
(Fig. 11). Tanto a mediana do numero de depdsitos e a area
de placa total foram altamente significativamente reduzidos
entre 80-98% em comparacdo com O grupo de PBS no coértex,
caudato putémene, hipocampo, e talamo (p< 0,001 vs. grupo

PBS, teste Mann-Whithey; Fig. 12).

Num segundo estudo, ratinhos transgénicos APP24
de 13,5 meses de idade foram injectados por via subcuténea
ao dia 0 com 25 ug de QBhABl-6 em tampdo fosfato salino
(PBS) (administrado como 2x100 pL por ratinho) (n=15) ou
como controlos negativos com PBS (administrados como 2x100
BnL por ratinho) (n=15). Os ratinhos foram subsequentemente
injectados com 25 pg de vacina QBhAPl-6, ou PBS no dia 16,
46, 76, 109, 140, e 170. Os animais foram sangrados 1-2
dias antes da primeira imunizacdo (dia 0) e no dia 31, 59,
128, e 154 através da veia caudal. Recolheu-se também soro
do sangue ao dia 184, altura na qual foram também reco-
lhidos cérebros para histopatologia (idade dos ratinhos
nesta altura: 19,5 meses). O teor dos anticorpos especi-
ficos para AB1-40 foi medido por ELISA e expresso tal como

descrito acima e verificou-se de novo que todos os ratinhos
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imunizados respondem & imunizacdo com QBhAPl-6 com teores
de D0O50% de soro pelo menos superiores a 1:2000 (nédo
apresentado). A mediana dos teores DO50% no grupo imunizado
situou-se na gama de 1:10000 a 1:50000 ao longo do periodo
de imunizacdo. A quantificacdo dos depdsitos amildides foi
levada a cabo tal como descrito acima. Em comparacdo com a
experiéncia na gqual a imunizacdo foil iniciada mais cedo (ou
seja a uma idade de 9,5 meses) a reducdo do numero de
depdsitos de placa (=55 %) e na &rea (-32 %) foi menos
substancial no neocdrtex, mas ainda bastante pronunciada
(Fig. 13) e altamente significativa (p>0,001 vs. PBS, teste
de Mann-Whitney). Nas &reas subcorticais, o numero de
depbsitos de placa e a area foram reduzidas em 60-920% no
grupo imunizado com QPhABl-6. O efeito mais pronunciado
netas &reas em comparacdo com o coértex estd provavelmente
relacionado com o desenvolvimento mais demorado da formacdo

de placas nestas éareas.

Tomadas em conjunto, ambas as experiéncias mos-
tram que a imunizacdo com QBhAB1-6 em ratinhos transgénicos
que sobre-expressam a proteina precursora amildéide mutante
"Swedish/London" reduz substancialmente a ocorréncia dos

depdsitos amildides nestes ratinhos.

Figura 10: Teores de anticorpos anti AB40/42 no
soro (0OD50%) em ratinhos transgénicos gque sobre-expressam a
proteina precursora amildéide mutante "Swedish/London". Os
ratinhos foram imunizados com QPBhAB1-6 entre os 9,5 e os 19
meses de 1idade. Apresentam-se valores individuais (pontos

pretos) e graficos "box-plot" em que as extremidades das
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caixas definem os 25° e 75° percentil, com uma linha na
mediana e as barras de erro definem os 10° e 90° percentil
(os resultados inconsistentes sao apresentados como

pontos) .

Figura 11: Coloracdo imuno-histoquimica de placas
amiléides em seccdes sagitais do cérebro. A seccédo sagital
do cérebro de um ratinho transgénico que sobre-expressa a
proteina precursora amildide mutante "Swedish/London"
imunizado com vacina QB (A) ou QPhABl-6 (B) é apresentada

na Figura.

Figura 12: Quantificacdo da deposicdo de placa em
ratinhos transgénicos que sobre-expressam a proteina
precursora amildide mutante "Swedish/London" apobs
imunizacdo entre 9,5 e 19 meses de idade. (A) Densidade de
placa cortical. (B) Area de placa cortical. (C) Densidade
de placa no caudato putémene. (D) Area de placa no caudato
putdmene. (E) Densidade de placa no hipocampo. (F) Area de
placa no hipocampo. (G) Densidade de placa no téalamo. (F)
Area de placa no tdlamo. A densidade de placa é expressa em
placas/nmf, a é&area de placa em percentagem da &rea do
tecido coberta pela amildide beta. Os dados sdo
apresentados como valores individuais (pontos pretos) e
graficos "box-plot". As extremidades das caixas definem os
25° e 75° percentil, com uma linha na mediana e as barras
de erro definem os 10° e 90° percentil. ** p<0,001 (Teste
de Soma das Ordenacdes de Mann Whitney). PBS, n=9, Qf,

n=11, QPhAPl-6, n=16.
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EXEMPLO 22

Imunizacdo com QPhABl-6 reduz as placas amildéides em
ratinhos transgénicos que sobre-expressam a proteina

precursora amildide mutante "Swedish™.

Este exemplo demonstram que a imunizacdo com
OPhAB1-6 proporciona uma abordagem eficaz para o tratamento
da doenca de Alzheimer mesmo quando a imunizacdo é iniciada
numa fase muito avancada da patologia de placa amildide. O
processo de deposicdo de placa amildéide no modelo de rato
DA utilizado neste exemplo inicia-se logo numa idade de
cerca de 6 meses (Sturchler-Pierrat et al., 1997, Proc.
Natl. Acad. Sci. 94: 13287-13292). No estudo aqui descrito,
a imunizacdo com QBhAPl1-6 foi iniciada a uma idade de 18
meses, na qual J& se tinha formado um numero elevado de
placas compactas no cértex. O exemplo também demonstra a
capacidade de QBhABl1-6 em induzir anticorpos AB40/42 em
animais muito idosos (todos os 19 ratinhos imunizados

apresentaram resposta).

Para avaliar os efeitos da imunizacdo com QPBhAB1-
6 utilizaram-se ratinhos transgénicos que sobre-expressam a
proteina precursora amildéide mutante "Swedish" (APP23;
K670N/M671L, Sturchler-Pierrat et al., 1997, Proc. Natl.
Acad. Sci. 94: 13287-13292). A patologia do tilo Alzheimer
nestes ratinhos fol exaustivamente caracterizada (Calhoun

et al., 1998, Nature 395: 755-756; Phinney et al., 1999, J.
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Neurosci. 19: 8552-8559; Bondolfi et al., 2002, J.

Neurosci. 22: 515-522).

O péptido AB31-6 humano acoplado a VLP de Qf
(OBhAB1-6) foi preparado como descrito no Exemplo 13. Nos
termos do procedimento experimental seguido, que ndo é
necessario para descrever ou permitir a invencdo, ratinhos
transgénicos APP23 de 18 meses de i1dade foram injectados
por via subcutdnea ao dia 0 com 25 ug de QPhABl-6
dissolvido em tampdo fosfato salino (PBS) (administrado
como 2x100 pL por ratinho) (n=19) ou como controlos
negativos com PBS (n=17) e com reforcos aos dias 13, 27-34,
61-63, 90-96, e 123-130 com 25 pg de vacina. Os animais
foram sangrados 1-2 dias antes da primeira imunizacdo (dia
0) e no dia 41-45 e no dia 68 através da veila caudal.
Recolheu-se também soro do sangue ao dia 152-154, altura na
qual foram também recolhidos cérebros para histopatologia

(idade dos ratinhos nesta altura: 23 meses).

O teor dos anticorpos especificos para AB1-40 foi
medido por ELISA essencialmente tal como descrito no
Exemplo 13 e os resultados expressos tal como descrito no
Exemplo 21. Os resultados do ELISA sdo apresentados na Fig.
14. Todos os ratinhos imunizados com QBhAB1l-6 desenvolveram
teores de D0O50% acima de 1:2000 (os teores no soro pré-
imune foram inferiores a 1:100) demonstrando uma resposta
de anticorpos consistente a QBhAB1-6 mesmo em ratinhos de
idade muito avancada (Fig. 14). A mediana dos teores DO0O50%
situou-se na gama de 1:9000 a 1:20000 ao longo do periodo

de imunizacédo.
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A quantificacéao das placas amildides foi
realizada como descrito no Exemplo 21. Os dados para cada
ratinho foram normalizados para numeros de depdsitos
(placas) por mm? e &area total de placa em % da totalidade
do neocédrtex. Os ratinhos imunizados com QBhABl1-6 revelaram
um numero de depdsitos no coértex mais baixo (Figura 15,
Fig. 16), principalmente devido a uma reducdo de placas de
pequenas dimensdes. Em comparacdo com o grupos de controlo
ndo imunizado a mediana do numero de placas fol reduzida em
33 % no grupo imunizado com QBhAB1-6 (p<0,001 wvs. grupo
PBS, teste Mann-Whithey). Uma vez que as placas afectadas
foram sobretudo placas de peguenas dimensdes, a reducdo da
drea total de placas foi moderada e chegou a 10% (p<0,01

vs. grupo PBS, teste Mann-Whithey).

Figura 14: Teores de anticorpos anti AB40/42 no
soro (OD50%) em ratinhos transgénicos que sobre-—-expressam a
proteina precursora amildide mutante "Swedish". Os ratinhos
foram imunizados com QBhABl-6 entre os 18 e os 23 meses de
idade. Apresentam-se valores individuais (pontos pretos) e
graficos "box-plot" em gque as extremidades das caixas
definem os 25° e 75° percentil, com uma linha na mediana e
as barras de erro definem os 10° e 90° percentil (os

resultados inconsistentes sdo apresentados como pontos).

Figura 15: Coloracdo imuno-histoquimica de placas

amildides em seccbdes sagitais do cérebro. As setas apontam
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para depdsitos de pequena dimensdo. Apresenta-se na Figura
uma seccdo sagital do cérebro de um ratinho transgénico que
sobre-expressa a proteina precursora amildide mutante

"Swedish" imunizado com PBS (A) ou QBhABl-6 (B).

Figura 16: Quantificacdo da deposicdo de placa em
ratinhos transgénicos que sobre-expressam a Pproteina
precursora amildéide mutante "Swedish" apds imunizacdo entre
18 e 23 meses de idade. (A) Densidade de placa cortical.
(B) Area de placa cortical. A densidade de placa é expressa
em placas/mma a 4area de placa em percentagem da é&area do
tecido coberta pela amildide beta. Os dados sdo apresen-
tados como valores individuais (pontos pretos) e gréaficos
"box-plot". As extremidades das caixas definem os 25° e 75°
percentil, com uma linha na mediana e as barras de erro
definem os 10° e 90° percentil. ** p<0,001 (Teste de Soma

das Ordenacdes de Mann Whitney). PBS, n=17, QPhABl-6, n=19.

Tendo-se agora descrito completamente a presente
invencdo nalgum detalhe, por meio de ilustracdo e exempli-
ficacdo para efeitos de <claridade de compreensdo, sera
6bvio para qualquer pessoa competente na técnica dque o
mesmo pode ser realizado modificando ou alterando a
invencdo no interior de uma gama de condicdes, formulacdes
e outros parédmetros 1larga e equivalente, sem afectar o
admbito da invencdo ou qualquer sua realizacdo especifica, e
que se pretende que tais modificacdes ou alteracdes sejam

abrangidas no ambito das reivindicacdes anexas.
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val

The

Arg

Tyr

Thr

70

sar

ser

Asp

<213> Sequéncia artificial

<220>

L&u

Ala

Lau

Arg

35

S8r

Hig

Leu

Ley

Ser

ASp

Arg

40

val

val

Asp

Tyr

wal
120

val
Arg
25

Leu
ASn

Cys

val

<223> Mutante do bacteridéfago Qbeta 240

<400>

17

Gly Glu
10y

Gin Ile
the Ala
Leu Lys
Gly Glu

Y 75

Thr 1l
50

Leuy Thr

ASn L&y

Ala

Phe

Sar

Leuy

60

Leu

wal

Lys

val

The

Glu

L&u

a5

Asp

Pro

ala

ser

Pro
1325

Arg Thr
1%

Glu Lys
30 Y
arg 6in
Gin Ala
Lys val

ASH Ser
a5

Leu val
110

ey Gly

?ia s Lew Gl ;hr val Thr Leu Gly igﬂ Ite Gly arg Asp %éy Lys

Gle Thr Lew val Leuw Asn Pro arg 01y val asn Pro Yhe asn Gly val
0 25 30

Leu

val

AN

ASp

Arg

80

The

Ala

AFg



PE1524994
Ala Ser Lew
35

Thr vil

30

Sar

GIn val

&5

Asp Pro

Thr 6la Tyr

Leu
115

ala ala

pro Ala
13¢
18
132
PRT

ASn

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala

18
Lys Leu

Gin Thr Leu

Ala ser Leu

35

val Ser

50

Thr

GIn val

65

LyS

ASp Fro Ser

Thy Gin Tyr

aAla ala tLeu

ser

val

e

- val

sar
100

Leu

Tyr

Sln
Ser
Gin

Tht

Ala

- 162 -

Ala Gly Ala
-39
Gin Pro ser
55
Asn Pro Thr
70
Arg 61n Lys

Asp Glu Gl

Ser Pro Leu
120

Sequéncia Artificial

val pro
Arg ASRn
ala Cys

Tyr Ala
a0

3o

teu Ile

Mutante do bacteridéfago Q-beta 243

Glu The val Thr Leu Gly kgs

val

20

Ler

val

ile

val

Ler

100

Leu

3

Leu

Glin

Ser

Gin

Thr

85

The

ala

Ash Pro Arg

Ala Gly Ala

40

cln Pro ser

55

Asn Prg Thr

70

Arg Glin Lys

G6lu Glu

Asp

Ser Pro Lew

aly val

25

val #ro

Arg Asn
Ala

Cys

Ala
90

Tyv

Arg Ala

105

Lew Ile

Ala teu Glu Lys
48

Arg Lys Asn Tyr
60

Thr ala

Asn Gy
75

asp val thr Phe

eshe val Arg Thr

110

Asp Aala Ile Asp

125

ITe Gly Lys Asp

Asn Pro Thr Asn

30

aAla Glu

45

L.au Lys

Arg LYS ASn

60

Tyr

Thr ala

75

Asn Gly

Asp val Thr Phe

Phe val Arg

116G

Asp Ala Ile asp

Thr &

Arg

LYS

ser

ser |

95

Glu

Gla

s
Gly
Arg
LYys
Ser
ser

95

Gln

val

val

Leu

Leu

LY¥S

val

val

val

Lew

&3



PE1524994

115 120

Asn Pro Ala Fyr
130

19

132

PRT
Sequéncia Artificial

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala Arg teu
1

19

val
20

gin Thr Leu Ley Asn Pro

Ala Ser teu Ser Gin ala Gly

35

Gia Pro

53

Thr val val ser

5G

Ser

Ile G6lIn Asn Pro

70

Gin val
65

Lys

The cin

83

Asp Pro Ser val Arg

Thr 61n ser Thr Glu

100

Tyr Asp

Ala ala Leu ala Ser Pro

115

Leu

Asn Pro ala Tyr
130
<210> 20
<211> 132
<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Mutante do bacteridéfago Q-beta 251

<400> 20

i?a Lys Lteu Slu Thr val Thr Leu Gly

5

- 163 -

Arg

Atla

40

Ser

Thr

Lys

Glu

Leu
120

Mutante do bacteridéfago Q-beta 250

Glu Thr val Thr Leu Gly Asn
5 10

Gly val

25

val

Arg Asn
Ala Cys
Tyr ala
igg Ala

Leu ¥le

Xa%

ITe Gly Arg Asp Gy

15

Lys

Asn Pro Thr Asn 6ly val

30

Pro Ala Leu Glu Lys Arg val

Arg Lys Asn Tyr Lys val

Thr ala Asn Gly Ser

75

cys
]

Asp val Thr Phe Ser phe

80 g5

Thr Glu

110

Fhe val Arg Leu

Asp ala ITe asp Gln Leu

asn Ite Gly Lys asp Gly Ar
10 Y LYS ASP DY A9

GIn Thr Leu val Leu Asn ®ro Arg Gly val asn Pro Thr asn Gly val
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Ala

Thr

Gln
6%

ASp

Thr

ala

ASH

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

ser

val
50

wal

Pro

Gin

Ata

Pro
130
21
132
PRT

Leu

Sep

Lys

ser

Tyr

Leu
115

Ala

20

Ser

val

Ile

val

sar

100

Leu

Tyr

Gin

ser

ain

&5

Thr

Ala

- 1le4d4 -

ala Gy Ala

40

Gin Pro ser
55

ASrt Pro Thr
70

r Arg &ln Lys

Asp Glu clu

ser Pro Leu
120

Sequéncia Artificial

Mutante

21

Ala Arg Leu
i

Gin

Ala

Thr

Gin

65

ALp

The

Thr
ser
val
&)

val

Pro

oin

Leu

35

ser

Lys

ser

Tyr

25

val Pro

Arg Asn

Ala Cys

Tyr Ala
90

arg ala
10

Leu Ilg

do bacteridéfago Q-beta 259

Gla

val

20

Ser

val

Ile

val

Ser
100

3

Leu

Glin

Glin

Th
85

The

ASn Pro Arg

Ala Gly Ala
40

Gin Fro ser
35

Asn Pro Thre

70

Arg Gln Lys

Asp Glu 6lu

Thr val Thy Leu Gly Asn

10
Gly val
25
val Pro
Arg Asn

Ata Cys

Tyr Ala
a0

Al
igg Ala

Ala
Arg
Thr
75

Asp

fhe

ASD

s

Asn

Ala

Arg

The
7%

Leu Glu
45

¥S& ASH
&0

Ala asn
val Thr

val Arg

ala fle

Gly Lys
fro Thr
Leu Glu

45

Lys Asn
60

Ala Asn

Asp val Thr

Fhe

val arg

30

LYS
Tyr
Gly
ehe
The

110

ASP

Asp
Asn
30

Lys
Tyr
Gly

Phe

Thr
118

Arg
Lys
Ser
4

Glu

Gin

Gly
13

Gly
Arg
LYS
ser
Ser
a5

Glu

val
val
Cys
80

rhe

Ley

Leu

Arg

val

val

val

ey
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- 165 -

ala ATa Leu teu Ala Ser Pro tew hew ITe Asp ala ITe asp oln Leu
115 120 135

asn Pro Ala Tyr
130

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Asp Ile Asp
1

ser

The

Ser

tLey

63

sar

Ile

Glu

Pro

Glu

145

Arg

Arg

<210>

<211>
<212>

22
185
PRT

Virus da hepatite B

22

Phe

Ala

Pro

S0

Met

Arg

Arg

Thr

PIQ

130

Thr

thr

ser

23

212
PRT

Leu

Ser

33

His

Thr

ASp

Gln

val

11%

ala

Thr

PFG

Gin

Pro

20

Ala

His

Ley

Leu

Ley

10G

Leu

Tyr

val

sear

Ser
180G

Pro
5
ser
e
The
Ala
val
85
Leu
Glu
AFg
val
Pro
165

Arg

Ty?r
Asp
Tyr
Ala
Thr
70

val
Trp
Tyr
Pro
A

15

arg

Glu

<213> Virus da Hepatite B

Lys

Phe

Arg

Ley

55

Trp

AsSn

Phe

Leu

Pra

135

Arg

Arg

ser

Glu
Phe
Glu
40

Arg
val
Tyr
His
val
120
ASH

Arg

Arg

GIn

Phe

PO

25

Ala

Gin

Gly

va'l

Ile

185

Sar

Ala

AsSp

Arg

Gly
10

ser
Leu
Ala
ASn
Asn
90

ser
#he
Pro

Arg

Ser
170

ala

val

6ly

Ile

Asn

73

The

Cys

Gy

Ile

Gy

GIn

Thr

Arg

ser

Leu

60

Ley

ASR

val

Ley

140

Arg

Ser

val

Asp

Pro

45

Cys

Gl

Met

Thr

Trp

ser

Ser

Pro

Glu Lew
15

Leu Ley
30

Glu His
Trp Gly

ASP Pro

Gly Leu
a5

phe Gly
110

Ite Arg
Thr Leu

Pro Arg

Arg Ar
? 17

Leu
ASD
Cys
Glu
Ala
3¢

Lys
Arg
Thr
Fro
Ar

i6

ArY
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<400> 23

Met 6in Leu Phe His Lew Cys Leu Ile Yle Ser Cys Ser Cys Pro Thr
1 % 10 15

val Gln ala Ser Lys Leu Cys iteu Gly Trp Leu Trp Gly Met Asp Xle
20 2% 30

Asp Pro Tyr Lys Glu Phe Gly Ala Thr val Glu Leu Leu Ser Phe Leu

Pro Ser Asp Phe Phe Pro ggr val arg Asp Leu éé“ asp Thr ala Ser
50 !

ala Leu Tyr Arg Glu Ala Leu Glu Ser Pro Glu His Cys Ser Pro His
65 70 75 80

His Thr Ala teus Arg Gln Ala Ile teu Cys Trp Gly Asp Leu Met Asn
85 80 85

Leu Ala Thr Trp val 6ly 61y Asn teu Glu Asp Pro val Ser Arg Asp
100 105 110

Leu val val Gly Tyr val asn Thr Thr val Gly Leu Lgs Phe Arg Gin
115 120 123

Leuy Leu Trp Phe His Ile Ser Cys ieu Thr phe Gly Arg Glu Thr val
130 135 140

I1e 6lu Tyr Leu val Ser phe Gly val Trp Ile Arg Thr Pro Pro Ala
145 150 15% 160

Tyr Arg Pro Pro Asn Ala pro Yle teu Ser Thr Leuw Pro Glu The Thr
' 1635 170 175

val val Arg Arg Arg Gly Arg Ser Pro Arg Arg Arg Thr Pro Ser Pro
180 185 190

Arg AFg Arg Arg Ser GIn Ser Pro Arg Arg Arg Arg Ser Gla ser Arg
195 200 205

Glu Ser Gin Cys
210
<210> 24
<211> 188
<212> PRT
<213> Virus da hepatite B
<400> 24

Metr Asp Ile Asp gra Tyr Lys Glu Phe géy Ser Ser Tyr Gln %gu Leu
1 ,
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Asn Phe Leu 550 Ley Asp

The Ala g?r Ala Leu Tyr

ser Pro His His Thr Ala
%0

Leu Thr Lys Leu Ile Ala
65 70

val arg thr Tle %ée val

val Arg GIn Ser teu Trp
160

His The val ¢In ¢lu ¥he
115

Pro Ala Pro Tyr Arg Pro
130

Glw HWis Thr val ITe Arg
145 15

Pro Arg Arg Arg Thr Pro
165

Arg Arg Arg arg Ser Gln
9 AT 188

<210> 25
<211> 185
<212> PRT
<213> Virus da hepatite B
<400> 25
§&t ASp Ila Asp gra TYr

ser Phe Lep Pro Ser Asp
&0
The Ala Ser ala tew Tyr

ser Pro wis Nis Thre Ala
50

rhe

Glu

e

3%

Trp

ASR

Ley

PP

135

AFg

ser

ser

LYS

Phe

Arg

Lew
3%

- 167 -

Phe

Glu

40

Arg

Met

His

His

val

320

ASH

Arg

Pro

Pro

6lu

Fha

Bl

4

&g

Pra

2%

Glu

Gin

Ser

val

Leu

165

ser

Ala

Gly

ASR

Ley

Ala

Ser

ASD

%0

Ser

Phe

Fro

Gly

Arg Ar

ser
183

Prhe

Fro

25

&ta

Sin

17

Thr

Giy
10
Ser

L&k

Alx

Leu

Thyr

Leu

AST

7%

Asp

Cys

Gly

e

Ala

155

Arg

ASH

ala

val

Ghu

Ite

ASH

Gly

val

60

Ile

Thr

Ledu

val

Leu

140

Arg

Arg

Cys

Thr

Arg

ser

Leu

Ala

Arg

45

Cys

thr

Trp

Thr

¥rp

ser

ala

Her

val

ASP

P

45

Lys

Leu val
30

Glu s

Trp ASp

Ser Gy

Gly teu
95

rhe Gly
110

1ie Arg

Thr Leu

Ser Arg

GIn ser
175

Glu Leu
1%

Leu Lew
30

&lu His

Tra Gy

Asp

Cys

Glu

Glin

80

LYS

Gin

Thr

Pro

ser

160

Pro

Lew

ASp

Lys

Gy
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Leu Met
65

ser Arg

Ile Arg

Glu The

Pro Pro
130

Glu The
145

Arg The

Arg Ser

<210> 26
<211> 152
<212> PRT

Thr

Asp

Gln

val

115

ala

Thr

Pro

Lew ala

Leu val
8%

Leu Leu
100

Leu Glu

Tyr Arg

val val

Ser Pro

165

Ser Arg
180

Thr
74
val
¥rp
Tyr
Pro
Ar
15

ATg

<213> Virus da hepatite B

<400> 26

Met asp Ile asp

1

ser phe

Tht ala

Ser Pro
50

Leu Mat
B3

Lys Gly

Gly Leu

Leuy

ala ala

35

His

The

Gly

Lys

Pro Tyr
3

Pro Ser Asp

20

Leu Tyr

His Thr ala

teu Alx Thre

70

Ser Arg Asp
BS

Phe arg Gin

100

- 168 -

Trp val Gly

ASN

Phe

tey

Fro

13%

Aryg

Arg

ser

Lys

rhe

Arg

Leu

55

Trp

Leu

Leu

Tyy

His

val

120

Asn

Arg

Arg

Gin

Glu

Phe
ASD
40

Arg
val

val

Leu

val
Ile
105
ser
ala
Asp

Ag

cys

Phe
Pro
2%

ala
aln

Gly

val

ASn

ASnH

Ser

phe

Pro

Arg

Sey
i70

Gly
10

sar
Ley
ala

Thr

ser
a0

s Phe

ASHR Leu

75

Thr Asn

Cys Lau

Gly val

Ile Leu
140

Giy Ar
15 9

Gin Ser

ala The
val Arg
Glu Ser
tte Leu
&0
ASn Ley
75
Tyr val

His Ite

Gl

Met

Thr

Trp

ser

Ser

Fro

val

ASp

Pr

45

Lys

Glu

ASn

Ser

ASDH
Gly
Phe
110
Ile
THr

Pro

Arg

clu
Leuy
30

Trp
Asp

Thr

i

Proy

Leu
95

Gly

AFg

Leay

Arg

Arg
175

ey
15

Leu
His
Gly
Gly
Asn
a5

Leu

Ala
8%

Lys

AFg

Thy

Pro

Leu
ASp
Cys
Asp
Gly
80

val

Thr



PE1524994

- 169 -

Fhe G1¥ Arg &lu The val Lew Glu Tyr Leu wal Ser Phe Giy wval Trp
11 120 123

Tle Arg Thr Pro Pro Ala Tyr arg
i3 135

345

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

27
3635
ADN

27

cgagerogee
gehegeeegg
ggaaaatcac
grggrcggat
taaagtiggl
Teotgeacey
atceatiege
§gasactcac
cerrgaceet
grgreaceta
taacgacaat
atcrercteg
taacgooget
agatccrcta
gegocratat
gegertgLt
terectigea
ggCtgctEes
caatcLgee
ggcrgegeed
ggcatecget
acegreatca
Ttrttatagy

ggaaargroc

cerggettat
ggatectota
atggeaaata
CCRACICYLT
atagecgaac
aaaccggaag
acagrgatto
Xaacgraacy
actgcggoa
azrcgratgt
atgracasge
tTaaactgoey
cegeaceeeg
cgeeggacge
Lgeegacate
€ogcgtaggt
tgcaccattc
taatygcagga
Tgargocgea
cgacacelge
tacagacaag
cogaaacgey
Ttdatgtdat

Geagaacees

The Leu Pro Glu Thr th val wval
15

Sequéncia Artificial

plasmideo pAP283-58

Cgaaattaat
gaattttety
agccaatgea
tatcaacrac
taaataatgl
grrgrgcaga
cagggrecage
Tigacacacy
tegrategte
gtatgataca
Ctaattgrgt
teagagtegg
gaaatggraya
atcgtygecy
accgatgggy
arggrggcag
£TTQTegeyy
gtogeataag
tagttaagee
caacacggo
crgigacege
cgagneagey
gataataaty
Tatrrrgrita

#ro Pro Asn Al

acgacteact
cgéatecate
accgatcaca
atttteagea
ttcaggtcaa
tgoctgtgre
cgaaaactty
£TTCYCage
tgatacract
taaggttatg
agrarciyage
tttggtigga
cegaaccaat
gcatcacegy
aagateggge
greeegLgge
cggtgectea
goagagegte

‘aactoogcra

tgacgegeee
CLCLYYnage
tgaagacgaa
gtitcttaga

rrrrrctaaa

1ag

atagggagac
£eQuatyacy
tctacageaa
agrergttac
tatgtatctg
attatgccga
getaccttaa
ggCaACYCCy
gettaagett
tattaatigt
ttactgaage
cgaaccrtet
cagcagggte
cgcacacagt
tegecactte
€gggggacty
acggcctcaa
gatatggtac
togotacgtg
tgacgggett
tgcatgtgte
agggectege
cgtcagyted

tacaticaasa

a Pro Ile Leu Ser

cggaatroga
tecaaagtga
atazaartgy
gecasegtyt
trtataageyg
atgaaaacca
aagragaatg
grrtgggrLy
gtattctata
agregegtic
agaccerate
gagtttctag
arcgorageg
gcggttgetg
gggeicatga
ttgggegeca
coractacty
actcteagty
actgggreat
grotgoieee
agagyltiic
gatacgocta
cactitregg

tatgratceg

80
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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cteatgagac
agrcaacate
gCLCACCCAg
ggtracatcg
cgtittoccaa
gacgeegenc
racteaceag
getgocataa
ccgasggage
tgggaaccog
goaatggeaa
caacaattaa
cricepgoty
atcattgeag
gggagidagg
atraageatt
cricattitt
argeottaac
tertetrgag
CTACCAGLyy
ggortoagea
cactrcaaga
getgetgeca
gataaggeqgce
aggacitaca
gaagggagaa
agggagette
tgactigage
AYCARLYLGY
coigegitat
gotegesgoa
caatatgcaa
Toglcggtga
gycotoagoed

aataacecty
toegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgageac
aagageaact
tcacagaaaa
ceatgagtga
taaccgortt
agetgaatga
caacgrigey
tagactggat
gotggrteat
Cactygggges
caactatgga
ggraactgic
aarvttaaaag
gtgagrrttc
atgerertre
tggtrtgtet
gagegeagat
actergtage
gtggegataa
ageoggraggg
ccgaactyag
aggeagacag
cagggagaaa
gregattiy
cetttttacy
cLectgatte
grogaacgac
accgeeete
TCQCCagggt
agcostcgoa

ataaatgett
cortattoce
gaaagtaaaa
caacagcgot
ttttaaagtt
CggLtegeee
geatettacy
taacactgeg
ttigeacaac
agccatacea
casacrarta
ggagacggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatcraggty
gttccactga
totgogegta
gccggatcaa
accasatact
accgeotaca
gtegtgrett
SLgaICagoy
atagctacag
grateegota
cgectggtat
grgatgetoy
grrecrggee
tgrggataac
gagrgrageg
cocgegegee
gecgacgeae

agctgtgota

- 170 -

caataatatt
TLLELLOCO9
gatgctgaag
aagatcotig
ctgctatgty
atacactatt
gatggeatga
gocaacttac
atgggggatc
aacgacgage
acrggegaac
aaagrigcag
terggagooyg
cectecegta
agacagatcy
tactcatata
aagatooirt
gcgteagace
arcrgorgey
gagctaccaa
grecttctag
tatctogete
ACCHggtigy
ggttegrgea
cgegageaty
49CY9CINGY
ctttatagee
tCaggyynge
TTTTacigac
cgtattasey
agrcagtaag
ggcogattoa
atcregacty
tggcogtygea

gaaaaaggaa
cattitgect
atcagrigyg
agagtttrcyg
gegrggiatt
ctcagaatga
cagraagaga
rtctgacaac
atgraacycy
grgacaccac
tacttacuct
gaccactict
gtgagogiey
tegtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
cegtagaaaa
tgtaaacaaa
crerLttico
tgtagcoogta
Tgetaateet
actcaagacy
cacageecag
gagaaagege
teggRACIYY
crgregggtt
ggageetaty
crrtEgorca
cettrgagty
cyaggaagcg
rraatgcage
catggtgead
ggtcgraaat

gagtatgagt
tocctgttttt
tgcacgagty
cocogaagaa
atcocgtaty
cttggtigag
atrargcagqt
gatoggagga
coettgategt
gatgeergta
agereeceyy
gegetaggee
grotegegyt
ctacacgacy
tgeoecacty
tgatitaaaa
catgacgaaa
gatcasagga
aaaaccaccey
gaaggtaact
gttaguccac
griaccagtg
atagtracey
¢ttggagega
cacgeoticee
agageyracy
TCGoCacete
gadagacyee
catgtrertt
agoergatace
gaagagogee
tgtggtgteca
caatgortey

cactgcataa

1500
1560
1620
1680
1740
1809
1860
1320
1980
2040
2100
2160
2220
2286
2340
2400
2460
2520
2580
2644
27260
2760
2820
288¢
2940
3040
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3489
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TECQLOTCYE TCAA0YCYLa CTCCgtict ggataatgtt titigogoecy acatcataac 3540
gErTLCLggca aatatictga aatgagelgt Lgacaattaa tCarcgaact agrraactag 3600
tacycaanty catgtaaaaa gggtrarcgeg gaatt 3635

<210> 28

<211> 131

<212> PRT

<213> Bacteridfago AP205
<400> 28

Met Ala Asn Lys Pro Met GIn Pro Ile Thr Ser Thr Ala Asn Lys Ile
1 5 10 15

val Trp Ser Asp Pro Thr Arg Leu ggr Thr Thr phe Ser gga Ser Leu
20

Leu Arg §1n Arg val Lys val ggy Ile Ala Glu Leu ﬁgn Asn val ser
5

Gly GIn Tyr val Ser val ;gr Lys Arg Pro Ala 250 Lys Pro Glu Gly
50

Cys Ala Asp Ala Cys val Ile Met Pro Asn Glu Asn GIn Ser Ile Arg
65 70 75 80

Thr val Ile Ser Gly Ser Ala Glu Asn Leu Ala Thr Leu Lys Ala Glu
85 90 95

Trp Glu Thr His Lys Arg Asn val Asp Thr Leu Phe Ala Ser Gly Asn
100 105 110

Ala Gly Leu Gly phe Leu Asp Pro Thr Ala Ala Ile val Ser Ser Asp
115 120 125

Thr Thr Ala
130

<210> 29

<211> 131

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Proteina de céapside AP205
<400> 29

set Ala asn Ly&'ghr Met ¢ln Pro ITe Thr Ser the Ala asn Lys Yle
i 10 15

val yrp Ser &gﬁ Pro Thy Arg Led Ser The Thr Phe Ser %éa Ser teu
W . T

d
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Leuw Arg

Gin

Gl
Y 50

ggs ala

Thr val

Trp Gl
Ala

Gly

Thr Thre

Gin
35

Tyr
Asp
Ile
Thr
Leu

115

Ala

Arg

val

Ala

ser

His

100

Gly

val

Ser

cys

Gly

83

Ly¥s

phe

130

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

30
3607
ADN

30

cyageregee
gotogoooay
agaatgcaac
TCRACLACAT
aataatgrrt
agargeetgt
AGLegasaasac
agrertegeg
gtctgatace
acataaggtt
Tgragcatet
cggreggget
cagcegaacca
CCQCATLECE

gaagarogyy

corggortat
ggatecteta
cgatcacatc
tticagcaag
caggteaata
grcattatge
rtoggotacet
agoggeaacy
acrgerraag
atgtattaat
ggcrtactga
ggacagacct
TLCageagyy
gycgccacag

cregecactt

Lys val

val Tyr

val Ile

70

ser Ala

Arg Asn

Leu ASP

Sequéncia artificial

plasmideo pAP281-32

cgaaatraan
gattaaccca
tacagcaaat
tergttacge
tgratcrget
cgastgaaaa
taaaagoaga
coggritgyg
cetgtattct
ggrageegeg
agcagaccct
ctgagtttcy
teatcgerag
grocgatger
cgggrreaty

- 172 -
Gly Ile
40

Lys Arg
Met Pro

Glu Asn

val asp
105

Pro Thr
120

ACGACTCACE
acgegtagga
aaaartgtgt
caacgrgrta
rataagogle
geaatccatt
atgggaaact
rttecttgac
avagrgrcac
ttetaacgac
atcatctelc
gotaacgeog
ceagareere
ggcgootata

atcgerggte

Ala

Fro

ASn

Leu

9¢

Thr

Ala

ohlu Leu

Ala Pro

60

Glu
75

Asn

Ala Thr

Loy Phe

Alg e

atagggagac
gtcaggeeat
ggtcggatee
aagttggtat
crgeaceraa
cgeacagtga
cacaaacgta
coractgegy
ctaaatcgta
aatatgtaca
tcgtaaactg
ttcegeaccee
tacgooggac
tcgeegacat

tcegeetgoy

Asn

45

Lys

Gln

L&y

Ala

val
125

Asn

Pro

Ser

Lys

Ser

116

Sar

val
Glu
e
Ala
95

Gly

ser

cggaattega
ggcaaataag
aactcgrita
agccgaactg
accgaagyte
tLLCagggte
acgttgacac
ctatcgtate
tgtgtatgat
agectaatty
cegtcagagt
cggaaatggt
grarcgtyac
Caccgatggg
tatggtgaca

Ser

Gly

Arg
80

&lu

ASn

ASD

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
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ggecccgtag
ggcggtgete
4399a9agogr
caactorger
ctgacgeged
LetECOguay
LIgAIGACHA
ggtticttag
arttrectaa
tcaataatat
crttttgey
agargergaa
taagatcett
totgoratgt
catacactat
atggcatgacg
ccaacttace
tgggggatca
acgacgagey
ctggcgaact
aagttgcagy
CL9oageeys
cericegtat
gacagatcge
artcatatat
agatccrtyt
CGETCagace
totgergott
2gCraccaac
TECLLCtagt
i e [t
tcgggitgaa
grregegeac
gegagcattyg

cCeggoggac
aacggectca
cgatatggtyg
atcgeracgt
Ctyacaoget
ctgcatgtgt
aagggeetsg
acgtcaggty
atacattcaa
tgaaaaagga
geatrytges
gatcagtigg
gagagttite
gtogoggtat
totcagaaty
agtaagagaa
tetgacaacy
tgtaactege
tgacaccacy
acttacteta
accacrtoty
Tgagogtyay
cgtagLrate
tgagataggt
actrtagatt
tgataatcte
ccgtagaaag
gcaaacaaaa
tertrtteeg
gtageegtag
geraatoetg
ctcaagacga
acageorage
agaaageygec

tgttgegege
acctactacyt
cactctcagt
gactggarca
tgtetgottc
cagagqgrrry
tgatacgect
graciiticy
atatgtatec
agagratgag
ttectgtet
gtgcacgage
groeccgaaga
tatcocgtat
acttgatggt
tratgeagty
atcggaggac
crigatogee
argcorgtac
gertecegge
£CTCOGCes
totogogata
Tacacoacygy
gretcactya
gartraaaac
atgaccaaaa
atcaaaggart
aaaccaccoge
aagataacty
TragyoLace
ttaccagtgg
taggTacesg
ttggagcgaa
acgerreccy

- 173 -

catereoty
gggolgette
acaatciger
tggotgegee
£ggcatocge
caccgreate
attritatag
gggalatgry
grrcatgaga
tattcaacat
gorcaceea
gggttacate
acgterttea
tgacgeceay
acctaccagt
£rQCLataac
cgaaggaget
gaQaaccgga
gaacggeaac
aacaartaax
TTOrggetyy
tcattgeage
ggagtcaggc
ttaagcattg
ticattetta
toecttaacy
crrcrtgaga
TArcagoyyt
goticageag
Acticaagaa
ctgetgooag
ataaggegea
cgacetacac

aagggagaaa

caggeaccat
ctaatgoagy
cLgatgocge
Cegacaceey
£Lacagacaa
accgalacgs
grraatgrca
CgLguacecc
caaraaccey
ttcegtyteg
gaaacgotgg
gaactggate
atgatgagea
caagagraac
cacagaaaag
catgagtgat
Facogeerey
gergastoasn
aacgrigege
agactggatg
ctggrTraty
actggygeca
aactatggat
graactgrea
atttazaagg
tgagrrtteg
TLCTTTLILT
ggrtrtgLity
agogoagata
creegragea
tggrgataag
geggteggec
cgalactygaga
ggcggacagg

teettgeges
agtegeataa
atagtraage
ccaacaccey
gcrgtgacey
gcgaggeagc
tgataataat
ctattggttt
gataaarget
geoTLattes
tgaaagtaaa
tcaacagegg
cttrtaaagt
tCogtegeeg
catcrtacyy
aacactgcgg
ttgcacaaca
gecataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
GatggLtaage
gaacgaaata
gaccaagrrt
atctaggtga
ttecactgag
ctgegegtaa
ccggatcaag
ccaaatactyg
cegoctacat
tcgtgtotta
tgaalgoauy
taccracage
tatccggraa

960
1820
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
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gegycaggyt
rrratagtec
€agyeue9ce
trggetggce
grattacege
cgagreagty
Trgaccgatt
gratcrcgac
ratgacegty
crggataatg
ggtgacaatt
cggaatt

<210> 31
<211> o

<212> PRT
<213>
<220>
<223>

<400> 31

<210> 32
<211> 6
<212> PRT
<213>
<220>
<223>

<400> 32

<210> 33
<211> 5
<212> PRT
<213>
<220>
<223>

<400> 33

<210> 34

cygaacaaga
tgregagrey
gagretatgg
rerrgorcac
cittgagtga
agceaggaay
cartaargea
tgratggtge
caggrogras
titTrtgcog

aatcatogaa

gagegeacga
cQLCaccLct
aaaaacgeea
atgrecrree
getgataceg
cQgaagIgey
gotgtggtot
accaatgert
atcacrgeat
cgacatcata

ctagttaact

Sequéncia artificial

174 -

gagagoTes
gacttgageg
gcaacgegye
ctgcgttate
ctcgecgeag
cceaatacge
cartggroggt
ctggegreay
aattegtgee
acggrretyg

agtacgcaag

agente de ligacdo N-terminal

agggggaaac
tegattrtty
crtttracgg
cocergattet
cegaacgace
aaaccgeete
gatcgecagy
geageeatey
goteaaggey
caaatavTey

ttcacgtaaa

§y5 Gly Asp Glu E?y 6ly

Sequéncia artificial

agente de ligacdo C-terminal

§1y Gly Glu Asp g?y Cys

Sequéncia artificial

Agente de ligacgdo

%Ty Gly Lys Gly %¥y

geerggtate
tgatgetegt
ttootggeot
gtggataace
gacggegeag
LCCCcgegey
gtgeegacge
gaagetgtag
cacrtcoegtt
gasatgagot
aaggytateg

3000
3060
3120
3180
3240
3360
3360
3429
3480
3540
3600
3607
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<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
grupo
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

3
PRT
Sequéncia artificial

agente de ligacdo glicina N-terminal

REPETICAO
(1) ..(1)
A glicina pode ser repetida de zero a cinco vezes

REPETICAO

(3)..(3)

A glicina pode ser repetida de zero a doze vezes
34

?’iy Cys Gly

35

9

PRT

Sequéncia artificial

Agentes de ligacdo glicina serina N terminais

REPETICAO
(1) ..(1)
A glicina pode ser repetida de zero a cinco vezes

REPETICAO
(3)..(3)
A glicina pode ser repetida de zero a dez vezes

REPETICAO
(4) .. (4)
A serina pode ser repetida de zero a duas vezes

REPETICAO
(5)..(9)
Estes residuos podem ser repetidos de zero a trés vezes como um

35
Gly Cys Gly Ser ig‘iy' Gly Gly Gly ser
1 E

36

3

PRT

Sequéncia artificial

Agente de ligacdo glicina c-terminal
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<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
grupo
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>

REPETICAO
(1)..(1)
A glicina pode ser repetida de zero a doze vezes

REPETICAO

(3)..(3)

A glicina pode ser repetida de zero a cinco vezes
36

Gly €ys &ly
1

37
10
PRT
Sequéncia artificial

Agentes de ligacdo glicina serina C terminais

REPETICAO
(1) ..(1)
A glicina pode ser repetida de zero a dez vezes

REPETICAO
(2)..(2)
A serina pode ser repetida de zero a duas vezes

REPETICAO
(3)..(7)
Estes residuos podem ser repetidos de zero a trés vezes como um

REPETICAO
(8)..(8)
A glicina pode ser repetida de zero a oito vezes

REPETICAO

(10)..(10)

A glicina pode ser repetida de zero a cinco vezes
37

Gly ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Cys Gly
1 5 10

38

5

PRT

Sequéncia artificial

Agente de ligagdo glicina serina
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<221> REPETICAO

<222> (1)..(5)

<223> Estes residuos podem ser repetidos qualquer numero de vezes como
grupo

<400> 38

%1¥ Gly Gly Gly ger

<210> 39

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> gama 1 N-terminal
<400> 39

Cys Gly Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro
1 5 10

<210> 40

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> gama 1 C-terminal
<400> 40

Asp LyS Thr His Thr Ser Pro Pro Cys Gly
1 5 10

<210> 41

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> gama 3 N-terminal
<400> 41

EYS Gly Gly Pro %ys Pro Ser Thr ero iEQ‘GiY ser Ser Gly G%y Ala
; 1

Pro

<210> 42

<211> 18

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> gama 3 C-terminal
<400> 42

§ru Lys Pro Ser ghr pro Pro Gly ser §gr &1y Gly Ala Pro ﬁéy Gly
| . 1
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

Cys Gly

43

6

PRT

Sequéncia artificial

Agente de ligacgdo glicina N-terminal
43

g%y Cys Gly Gly %%y Gly

44

6

PRT

Sequéncia artificial

Agente de ligacdo glicina C-terminal
44

§1y Gly Gly Gly gys Gly

45

6

PRT

Sequéncia Artificial

Agente de ligacdo glicina-lisina C-terminal
45

Gly Gly Lys Lys Gly Cys
i 5

46

6

PRT

Sequéncia Artificial

Agente de ligacdo glicina-lisina N-terminal
46

gys Gly Lys Lys giy Gly

47

4

PRT

Sequéncia Artificial
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<223> Agente de ligacdo C-terminal
<400> 47

Gly Gly Cys Gly
1

<210> 48

<211> 37

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador oligonucleotidico

<400> 48

ggtaacatcg gtcgagatgg aaaacaaact ctggtcc 37
<210> 49

<211> 37

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador oligonucleotidico

<400> 49

ggaccagagt ttgttttcca tctcgaccga tgttacc 37
<210> 50

<211> 22

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador oligonucleotidico

<400> 50

agctcgcceg gggatcctet ag 22

<210> 51

<211> 40

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador oligonucleotidico

<400> 51

cgatgcattt catccttagt tatcaatacg ctgggttcag 40
<210> 52

<211> 36

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador oligonucleotidico

<400> 52

ggcaaaatta gagactgtta ctttaggtaa gatcgg 36
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<210> 53

<211> 36

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador oligonucleotidico
<400> 53

ccgatcttac ctaaagtaac agtctctaat tttgecce 36
<210> 54

<211> 33

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Iniciador oligonucleotidico
<400> 54

ggccatggca cgactcgaga ctgttacttt agg 33
<210> 55

<211> 19

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador oligonucleotidico
<400> 55

gatttaggtg acactatag 19

<210> 56

<211> 37

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador oligonucleotidico
<400> 56

gatggacgtc aaactctggt cctcaatccg cgtgggg 37
<210> 57

<211> 37

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador oligonucleotidico
<400> 57

ccccacgegg attgaggacc agagtttgac gtccatc 37
<210> 58

<211> 31

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador ECORIHBCATf (s)
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<400> 58

ccggaattca tggacattga cccttataaa g 31

<210> 59

<211> 51

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador LyS-HBcAg(as)

<400> 59

cctagagcca cctttgccac catcttctaa attagtaccc acccaggtag ¢ 51
<210> 60

<211> 48

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador Lys—-HBCAg(s)

<400> 60

gaagatggtg gcaaaggtgg ctctagggac ctagtagtca gttatgtc 48
<210> 61

<211> 38

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador HBCAg(1-149)Hind(as)

<400> o1

cgcgtcccaa gcttctaaac aacagtagtc tccggaag 38
<210> 62

<211> 37

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador 48as

<400> 62

gtgcagtatg gtgaggtgag gaatgctcag gagactc 37
<210> 63

<211> 37

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador 48s

<400> 63

gagtctcctg agcattcctc acctcaccat actgcac 37
<210> 64

<211> 33

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial
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<220>
<223>
<400>

iniciador 107as
64

182 -

cttccaaaag tgagggaaga aatgtgaaac cac 33

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

65
47
ADN

Sequéncia Artificial

HBCAgl4Shind-as
65

cgcgtecccaa gcttctaaac aacagtagtce tccggaagcg ttgatag 47

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

66
33
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador 107s
66

gtggtttcac atttcttccc tcacttttgg aag 33

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

67
38
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador HBCAgwtHindIIIT
67

cgcgtcccaa gcttctaaca ttgagattcc cgagattg 38

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<220>

68
10
PRT

Sequéncia Artificial

epitopo ceH3
68

val Asn Leu Thr T

1

69
51
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador CeH3fwd

rp Ser Arg Ala Ser &

ly

10
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<221> CDS
<222> (1)..(51)
<400> 69

grY 33 TLg acc 1gg ot cgt got tot Q?t gca teg agy yat cta grta 48
val Asn teu Thr Tre Ser arg Ala Ser gay Ala Ser arg asp isu val
i S , 15

gtc 51
val

<210> 70

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> iniciador CeH3fwd
<400> 70

val asn teu Thr *grp ser arg ala Ser %y Ala Ser Arg Asp Ligu val
1 .

val

<210> 71

<211> 51

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> iniciador ceH3rev

<400> 71

accagaagca cgagaccagg tcaagttaac atcttccaaa ttattaccca c¢ 51
<210> 72

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> péptido iniciador CeH3rev
<400> 72

?s;z Glu Lew Asn %Sﬂ Gly vail

<210> 73

<211> 31

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador HBcAg-wt ECORI fwd
<400> 73

ccggaattca tggacattga cccttataaa g 31
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<210> 74

<211> 38

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador HBCAg-wt Hind III rev
<400> 74

cgcgtcccaa gcttctaaca ttgagattcc cgagattg 38
<210> 75

<211> 6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 75

%5p Ala Glu pPhe §r§ His

<210> 76

<211> 6

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 76

asp ala Glu phe g?y His
i

<210> 77

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Abeta 1-6 GGC

<400> 77

Asp Ala Glu Phe arg Nis Gly ¢ly Cys
1 3

<210> 78

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Abeta 1-6 GGC murino
<400> 78

?sp Ala Glu Phe giy His Gly Gly Cys

<210> 79

<211> 28

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial
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<220>

<223> iniciador pl.44

<400> 79

aaccatggca aataagccaa tgcaaccg 28
<210> 80

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador pl.45

<400> 80

aatctagaat tttctgcgca cccatcccecgg 30
<210> 81

<211> 30

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador pl.46

<400> 81

aaaagcttaa gcagtagtat cagacgatac 30
<210> 82

<211> 43

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial <220>
<223> iniciador pl.47

<400> 82

gagtgatcca actcgtttat caactacatt ttcagcaagt ctg 43
<210> 83

<211> 43

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador pl.48

<400> 83

cagacttgct gaaaatgtag ttgataaacg agttggatca ctc 43
<210> 84

<211> 6

<212> PRT

<213> homo sapiens

<400> 84

gsp Ala 6lu phe grg His

<210> 85
<211> 6
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<212> PRT
<213> Oryctolagus cuniculus
<400> 85

asp Ala Glu phe .grg His
1

<210> 86
<211> 6
<212> PRT
<213> Xenopus laevis
<400> 86
Asp Ser Glu Tyr %rg His
1 ‘

<210> 87

<211> 6

<212> PRT

<213> Rattus norvegicus

<400> 87
Asp Ala Glu Phe gﬂy Hisg
1

<210> 88

<211> 6

<212> PRT

<213> cavia porcellus
<400> 88

Asp Ala Glu Phe g.rg His
1

<210> 89
<211> 15
<212> PRT
<213> Mus musculus
<400> 89

val His Glu Pro His Glu Phe Arg Wis val Ala teu Asn Pro g“&
1 5 ‘

<210> 90

<211> 6

<212> PRT

<213> Mus musculus
<400> 90

Tyr Tyr Glu Phe grg His
1

<210> 91

<211> 42

<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400>
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REIVINDICACOES

1. Uma composicdo compreendendo:
(a) uma particula central com pelo menos um primeiro local
de 1ligacdo em dque a referida particula central é uma
particula semelhante a virus de um bacteridéfago de ARN; e
(b) pelo menos um antigénio ou determinante antigénico com
pelo menos um segundo local de ligacdo, em que o referido
antigénio ou determinante antigénico é um péptido ABl-6, e
em gque o referido segundo local de ligacdo é seleccionado
do grupo que consiste em:
(i) um local de ligacdo que ndo ocorre naturalmente com o
referido antigénio ou determinante antigénico; e
(ii) um local de 1ligacdo que ocorre naturalmente com o
referido antigénio ou determinante antigénico, em dgque o
referido segundo local de ligacdo é capaz de se associar ao
referido primeiro local de ligacdo através de pelo menos
uma ligacdo ndo peptidica;
e em que o referido péptido APBl-6 e referida particula
central interagem através da referida associlacdo para

formar uma fileira de antigénio ordenada e repetitiva.

2. A composicdo da reivindicacdo 1, caracte-
rizada pela referida particula semelhante a virus de um
bacteridéfago de ARN compreender, ou alternativamente con-
sistir em, proteinas recombinantes, ou seus fragmentos, de

um bacteridfago de ARN.
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3. A composicdo da reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizada pelo referido bacteridéfago de ARN ser
seleccionado do grupo que consiste em:

(a) bacteridfago Qf;
(b) bacteridéfago R 17;
(c) bacteridfago fr;
(d) bacteridfago GA;
(e) bacteridfago SP;
(f) bacteridéfago MS2;
(g) bacteridfago M 11;
(h) bacteridfago MX 1;
(i) bacteridfago NL95;
(k) bacteridédfago f2;
(1) bacteridéfago PP7; e

(m) bacteridfago AP205.

4, A composicdo da reivindicacdo 1, caracteri-
zada pela referida particula semelhante a virus de um
bacteriéfago de ARN compreender, ou alternativamente, con-
sistir em, proteinas recombinantes, ou seus fragmentos, do

bacteridfago de ARN Qf.

5. A composicdo da reivindicacdo 1, caracteri-
zada pela referida particula semelhante a virus de um
bacteriéfago de ARN compreender, ou alternativamente,
consistir em, proteinas recombinantes, ou seus fragmentos,

do bacteriéfago de ARN fr.
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o. A composicdo da reivindicacdo 1, caracteri-
zada pela referida particula semelhante a virus de um
bacteriéfago de ARN compreender, ou alternativamente,
consistir em, proteinas recombinantes, ou seus fragmentos,

do bacteridfago de ARN AP205.

7. A composicdo da reivindicacdo 2, caracteri-
zada pelas proteinas recombinantes compreenderem, ou
alternativamente consistirem essencialmente em, ou alterna-
tivamente consistirem em proteinas de capside de bacterid-

fagos de ARN.

8. A composicdo da reivindicacdo 7, caracteri-
zada pelas referidas proteinas de cépside de bacteridfagos
de ARN terem uma sequéncia de aminoadcidos seleccionada do

grupo que consiste em:

(a) SEQ ID NO : 4;

(b) uma mistura de SEQ ID NO : 4 e SEQ ID NO : 5 ;
(c) SEQ ID NO : 6;

(d) SEQ ID NO : 7;

(e) SEQ ID NO : 8;

(f) SEQ ID NO : 9;

(g) uma mistura de SEQ ID NO : 9 e SEQ ID NO : 10;
(h) SEQ ID NO: 11;

(i) SEQ ID NO : 12;

(k) SEQ ID NO : 13;

(1) SEQ ID NO : 14;
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(m) SEQ ID NO: 15;
(n) SEQ ID NO: 16; e

(o) SEQ ID NO : 28.

9. A composicdo da reivindicacdo 2, caracteri-
zada pelas proteinas recombinantes compreenderem, ou
alternativamente consistirem essencialmente em, ou alter-
nativamente consistirem em proteinas de cédpside mutantes de

bacteridéfagos de ARN.

10. A composicdo da reivindicacdo 9, caracteri-
zada pelo referido bacteriéfago de ARN ser seleccionado do
grupo que consiste em:

(a) bacteridfago Qf;
(b) bacteridfago R 17;
(c) bacteridéfago fr;
(d) bacteridfago GA;
(e) bacteridfago SP;
(f) bacteridéfago MS2;
(g) bacteridéfago M 11;
(h) bacteridfago MX 1;
(i) bacteridfago NL95;
(k) bacteridédfago f2;
(1) bacteridfago PP7; e

(m) bacteridfago AP205.

11. A composicdo da reivindicacdo 9 ou 10,
caracterizada pelas referidas proteinas de céapside mutantes

do referido bacteridtfago de ARN terem sido modificadas pela



PE1524994 -5 -

remocao de pelo menos um residuo de lisina por intermédio

de substituicéo.

12. A composicdo da reivindicacdo 9 ou 10,
caracterizada pelas referidas proteinas de cépside mutantes
do referido bacteriéfago de ARN terem sido modificadas pela
adicdo de pelo menos um residuo de lisina por intermédio de

substituicao.

13. A composicdo da reivindicacdo 9 ou 10,
caracterizada pelas referidas proteinas de capside mutantes
do referido bacteridfago de ARN terem sido modificadas pela

delecdo de pelo menos um residuo de lisina.

14. A composicdo da reivindicacdo 9 ou 10,
caracterizada pelas referidas proteinas de céapside mutantes
do referido bacteridfago de ARN terem sido modificadas pela
adicdo de pelo menos um residuo de lisina por intermédio de

insercéao.

15. A composicdo de gualgquer uma das reivindi-
cacdes anteriores, caracterizada pelo segundo local de
ligacdo ser capaz de associacdo ao primeiro local de

ligacdo através de pelo menos uma ligacdo covalente.

16. A composicdo de qualquer uma das reivindi-
cacbes anteriores, caracterizada pelo referido péptido ABR1-

© ser seleccionado do grupo que consiste em:
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(a) um péptido ABl-6 humano com uma sequéncia de amino-
acidos de SEQ ID NO : 75;

(b) um péptido ABl1-6 murino com uma sequéncia de amino-
adcidos de SEQ ID NO : 76;

(c) um péptido AB1-6 de primata com uma sequéncia de amino-
acidos de SEQ ID NO : 84;

(d) um péptido APB1-6 de coelho com uma sequéncia de amino-
acidos de SEQ ID NO : 85;

(e) um péptido AB1-6 de xenopus laevis com uma sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO : 86;

(f) um péptido APB1-6 de rato com uma sequéncia de amino-
acidos de SEQ ID NO : 87; e

(g) um péptido AB1-6 de porquinho-da-india com uma sequén-

cia de aminodcidos de SEQ ID NO : 88.

17. A composicdo de gqualquer uma das reivindi-
cacdes anteriores, caracterizada pelo referido péptido AP1-

6 tem uma sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID NO : 75.

18. A composicdo de gqualquer uma das reivindi-
cacdes anteriores compreendendo ainda um aminoadcido de
ligacdo, caracterizada pelo referido aminodcido de ligacéo
compreender, ou alternativamente consistir em, o referido

segundo local de ligacéao.

19. A composicdo de qualgquer uma das reivindi-
cacdes anteriores, caracterizada pelo referido segundo

local de ligacdo ou referido aminodcido de ligacdo com o



PE1524994 -7 -

referido segundo local de ligacdo estar ligado ao referido

péptido AB1-6 na sua extremidade C.

20. A composicdo de qualquer uma das reivindi-
cacdes anteriores, caracterizada pelo referido segundo
local de 1ligacdo ou referido amincédcido de ligacdo com O
referido segundo local de ligacédo ser seleccionado do grupo
que consiste em:

(a) CGC;

(b) GGC-CONH2Z;
(c) GC;

(d) GC-CONHZ2;
(e) C; e

(f) C-CONHZ2.

21. A composicdo de qualquer uma das reivindi-
cacdes anteriores, caracterizada pelo referido péptido AP1-
6 com o referido segundo local de ligacdo ser NH2-

DAEFRHGGC-CONH2 (SEQ ID NO: 77).

22. A composicdo da reivindicacdo 21, caracte-
rizada pela referida particula semelhante a virus ser uma
particula semelhante a virus de uma proteina de céapside do

bacteriéfago de ARN Qf.

23. Uma composicdo farmacéutica compreendendo:
(a) a composicdo de qualquer reivindicacdo anterior; e

(b) um veiculo farmacéutico aceitéavel.
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24, A composicdo farmacéutica da reivindicacao

23 compreendendo ainda um adjuvante.

25. A composicdo farmacéutica da reivindicacéo
23 ou da reivindicacdo 24 caracterizada pela referida

composicdo de vacina ser desprovida de um adjuvante.

26. Uma composicdo de vacina compreendendo a

composicdo de qualquer uma das reivindicacdes anteriores.

27. A composicdo de vacina da reivindicacao 26,

caracterizada por compreender ainda um adjuvante.

28. A composicdo de vacina da reivindicacdo 26,
caracterizada pela referida composicdo de vacina ser

desprovida de um adjuvante.

29. A composicdo de vacina de qualquer uma das
reivindicacdes 26 a 28, caracterizada ©pela referida
particula semelhante a virus compreender proteinas recombi-

nantes, ou seus fragmentos, de um bacteridéfago de ARN.

30. A composicdo de wvacina de gqualgquer uma das
reivindicacbes 26 a 29, caracterizada pela referida par-
ticula semelhante a virus compreender proteinas recombin-

antes, ou seus fragmentos, de um bacteridéfago de ARN Q.

31. A composicdo de vacina de qualquer uma das

reivindicacbdes 26 a 29, caracterizada pela referida par-



PE1524994 _ 9 -

ticula semelhante a virus compreender proteinas recombi-

nantes, ou seus fragmentos, de um bacteridéfago de ARN fr.

32. A composicdo de vacina de gqualgquer uma das
reivindicacbes 26 a 29, caracterizada pela referida par-
ticula semelhante a wvirus compreender proteinas recombi-
nantes, ou seus fragmentos, de um Dbacteriéfago de ARN

AP205.

33. A composicdo de wvacina de gqualguer uma das
reivindicacbes 26 a 32, caracterizada pelo referido péptido
AB 1-6 ser seleccionado do grupo que consiste em:

(a) um péptido ABl1-6 humano com uma sequéncia de amino-
acidos de SEQ ID NO : 75;

(b) um péptido AB1-6 murino com uma sequéncia de amino-
acidos de SEQ ID NO : 76;

(c) um péptido AB1-6 de primata com uma sequéncia de amino-
acidos de SEQ ID NO : 84;

(d) um péptido APB1-6 de coelho com uma sequéncia de amino-
dcidos de SEQ ID NO : 85;

(e) um péptido APB1-6 de xenopus laevis com uma sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID NO : 86;

(f) um péptido AB1-6 de rato com uma sequéncia de amino-
acidos de SEQ ID NO : 87; e

(g) um péptido ABl-6 de porquinho-da-india com uma sequén-

cia de aminoédcidos de SEQ ID NO : 88.

34. A composicdo de vacina de qualquer uma das

reivindicacdes 26 a 33 compreendendo ainda um aminoacido de
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ligacdo, caracterizada pelo referido aminodcido de ligacéo
compreender, ou alternativamente consistir em, o referido

segundo local de ligacéao.

énio ou determinante antigénico com o referido pelo menos
segundo local de ligacdo ser NH2-DAEFRHGGC-CONHZ2 (SEQ 1ID

NO: 77).

38. A composicdo de vacina da reivindicacado 37,
caracterizada pela referida particula semelhante a virus
ser uma particula semelhante a virus de proteina de cépside

do bacteriéfago de ARN Qf.

39. Um processo para a producdao de uma compo-
sicdo de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
anteriores compreendendo:

(a) proporcionar uma particula central com pelo menos um
primeiro local de 1ligacdo, em que a referida particula
central ¢é uma particula semelhante a virus de um
bacteridéfago de ARN;

(b) proporcionar pelo menos um antigénio ou determinante
antigénico com pelo menos um segundo local de ligacédo, em
que o referido antigénio ou determinante antigénico é um
péptido AB1-6; e

em gque o referido segundo local de ligacdo é seleccionado
do grupo que consiste em:

(i) um local de 1ligacdo dgque nado ocorre com o referido
antigénio ou determinante antigénico; e

(ii) um local de 1ligacdo que ocorre naturalmente com o
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referido antigénio ou determinante antigénico;

e em que o referido segundo local de ligacdo se associa com
o referido primeiro local de ligacdo através de pelo menos
uma ligacdo ndo peptidica; e

(c) combinar a referida particula central e o referido
antigénio ou determinante antigénico, em que o referido
pelo menos um antigénio ou determinante antigénico e a
referida particula central interagem através da referida
assoclacdo para formar uma fileira de antigénios ordenada e

repetitiva.

40. Composicdo de qualgquer uma das reivindicacdes

1 a 38 para utilizacdo como um medicamento.

41. Utilizacdo de uma composicdo de qualquer uma
das reivindicacdes 1 a 38 para o fabrico de um medicamento

para o tratamento da doenca de Alzheimer e relacionadas.

42. A composicdo da reivindicacdo 1 caracteri-
zada pela referida composicdo compreender ainda um agente
reticulante hetero-bifuncional que contém um grupo funci-
onal que pode reagir com o referido primeiro local de
ligacdo e outro grupo funcional gque pode reagir com o

referido segundo local de ligacéo.

43. A composicdo da reivindicacdo 42 caracte-
rizada pelo referido agente reticulante hetero-bifuncional
conter um grupo funcional gue pode reagir com O grupo amino

da cadeia lateral do residuo de lisina da particula seme-
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lhante a virus ou de pelo menos uma subunidade da particula

semelhante a virus.

44, A composicdo da reivindicacado 42, caracteri-
zada pelo referido grupo funcional adicional do referido
agente reticulante hetero-bifuncional reagir com um residuo

cisteina fundido com o péptido ABl-6.

45. A composicdo de acordo com as reivindicacdes
42, caracterizada pelo referido agente reticulante hetero-
bifuncional ser seleccionado de SMPH, Sulfo- MBS, Sulfo-
EMCS, Sulfo-GMBS, Sulfo-SIAB, Sulfo-SMPB, Sulfo-SMCC, SVSB,
SIA e outros agentes reticulantes com um grupo funcional
reactivo relativamente ao grupo amino e um grupo funcional

reactivo relativamente aos residuos cisteina.

46. A composicdo de acordo com a reivindicacédo

42, caracterizada pelo referido agente reticulante hetero-

bifuncional ser SPDP ou Sulfo-LC-SPDP.

Lisboa, 22 de Julho de 2011



PE1524994

1/23

FIG. 1



PE1524994 2/23

2988
S EEEE
NN e 0w
xR R A
B OB 8 MR

e aae) I
B )

e T et

0' ,o:t::};;;::a'o: AT ';".‘s* ASQb'Ab1 'B

&
(S
AN _QO R e
. O.‘ ‘.ﬁ’i‘ﬁi.”OOOVOO ﬁ’ & ‘

. = A2 Qb-Ab1-6
K

B - A1 Qb-Ab1-6
3

FIG. 2




3/23

PE1524994

€ Old

010S op eeAIN|Ip

L BIp OB YSI13 O~ L yv-ijue
9~ LYY=y WO oedeziunwij




4/23

PE1524994

V¥ "Old




PE1524994 5/23




PE1524994

6/23

18mo

—"

m..
i)
Qe
Ch
=
1

)

e

i

e

F



PE1524994

7/23

e-ﬁv;":"ﬂ AT

10000

1000
100

(os Qo) 1091

Media

4

ig.



PE1524994

8/23

Fig. 7B



9/23

PE1524994

L

SLy

Sil



10/23

PE1524994

6 "B
2P &Y WASIrA | L¢P Y wi 9ad

005121t Ok - 00

00S0¥ L B -
00S€s: L M | o
. po
00541 @ >
00G1LL B¢ 90 W

005 L M "

04




11/23

PE1524994

w.@%@ﬁ

3 @ w@ . .

" M«.,..\.»
f:; o s TERE NN BRI AR, ¥

- {481

(%0500)$81081 07 1dy puy



12/23

PE1524994




PE1524994 13/23

T T L. s LN N A bbbl bbb §
AN o D WP DU T ™ N D
- o o

m xap0) * {%) eonpd vaay

o ] : =] o4 Lo
w3 (] 3 L~ Wy
o™ o4 b -

{ NIHOD N BRIV

QBhAB, 4

Qp
Fig. 12B

PBS

QBhAB4.

Fig. 12A

PRS




PE1524994 14/23

W O~ W W W M ON T O
d uswiRing ojepren {9) seonyd roay

. @
[ o = <
o ¥ g L¥el
[ b o E

{ ) uouming oepnes ' MBLSRIRYY

QBhAB4g

PBS

Qp

QBNAB, 4

Qf

PBS

Fig. 12D

Fig. 12C



PBS

PE1524994 15/23

L
L N 1 2 " B
D ® O Wm o MmN e O
odwesodiy * (9%) seouid paay
R -

P g} '
© o= 1

g 8 8 =@

(3] bl -

odwesodiy’  wfseor;d

Qf

PBS

QBnAB,.6

Qp

Fig. 12F

Fig. 12E



PE1524994 16/23

L L) - . L

oWy - o~ ™ Lo <

owmep ' (%) seoud sasy

» * L &
=4 £ b4 = &
[~} o - =~

G’!ﬂﬁ y

OWIB{R] " WM SRIR

QBhAB o

PBS

Qﬂhgﬁ%-s

Qs

Qp

PBS

Fig. 12H

Fig. 12G



PE1524994 17/23

L 2 b il

: 3 xauon ' seoppd vy o
2 2 8 8 8 °
™~ N - b

{ xanon '’ Emmwmg;@;

PBS

QphAB1.6

PBS

QBhAB1.6

Fig. 13B

Fig. 13A



PE1524994

A

O

18/23

e

L -

& Wy - 3 o -

Ndo ¢ seoed eosy o

=

160 1

2 gERe 2 e e @
Al kol o

Ndd’ W/ seaRid

QBhAB1.6

QBhAB1.6

PBS

PBS

Fig. 13D

Fig. 13C



PE1524994 19/23

“odwesodiy ¢ seopid gAY o

PBS

2 8 2 2 88 8 ©
o ™ ¥

LlJ odwesodiy * zwi‘u{ SRR

169 -

QphAB1.-6

PBS

QRhAB4.R

Fig. 13F

Fig. 13E



PE1524994

) -

™ »
< ot - < w ooa
% L] ™ L - L] =

T owerl = seowyd vaay %

- | -

» .

7 r 'y oy
f=3 o = = =
=2 @ -3 o

oweje]’ W/ seoeld

QphAB1.-6

PBS

QBhAB1.6

PBS

Fig. 13H

Fig. 13G



21/23

PE1524994

1 "Bid

(" v nuv)
jeu jeul
JBueg bueg 7 JBues L sBueg
A"
- €49)
o ® ®
- €496
p+9}
- P+9G
- G491}
- G497
- G+9G

(0593) saloay 0V ldy nuy



PE1524994

Fig. 15B

Fig. 15A



PE1524994 23/23

X » @®
« > emwerewm oo £ Q
a QO
w
=2
LL.
o
MM SO SO W - @
Mo c ¢ @ 0o~ © v <
- o v
Xapon ' (o) seonyd vasy
* I .
8 L { i;?
|2
.
£ <«
o 0w
W'
Rol
» L.
"o meosw | @

e o o = & C

XBHOD) * MY seaeld



PE1524994 -1 -

REFERENCIAS CITADAS NA DESCRICAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente & apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
Europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissbes e o IEP

declina gquaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descricgédo

- ®
* +
- *
* -
»* ®
* -
» =
x *
& v & -
<GB 2IEGITA ¢
* AEGON004E2 &

*+  Selhow, D J dafre 1309 vol 396LAT «  Morged B sbsl Sawre 20

el Biot, B o Nicoll JS, stal Nohwe s, 2005wl 8 488882

. Ruoher, & E. ‘;Fwéﬂw K. u.?umwmx& G Bal, _ o ]
B s Graenieyg, BEEG :%‘ew&::i'a'm TRNE, val +  Rvgagees JoMoeb el Meclogy. B0ER wal @

¥
<

£3, INiE-1ges SEEL

= - JohnsonWood, B s sl Broe. Nab. Sondt HEA, = Bachovsnny Jokernagel Any B fyues
ol O, JEROLIESE FROY, wall 35, 25270

« - Gawes, Dost ol Nwtoe; 1985, vl 373, SIRER7 * Eszs:hmsnn Imksm&geh Frevongt. Todngs 1588,

v

« - Behegk Boet 8 Nafdes, 1R0E o ag«ahmsnn Eip smmagm Agn Rey B,
. AT, eol 38,2
«  Solowmon B stel S Nat Seed S 054, 9ET = Fﬁhrl‘ efal. o S S8 A0NT vod 185 1TREATRE

»  Boloman Boatal & *  Reminghrs Phofmacsuiin® Sojeng TORS. Haax Pate

ehing O, V800

= Frenkedof gl o Nourchvmunol TROR, ook B8, 3588 = Soalt o @ e Arnhs Alergrdps fawvin, 1088,
SERL T S0

« Freoked Doab s iesunionriend, TR0D, vl 55, s &&ys&n@t ai, S Nt 3o Sof L8, 188 vl

e
«  Yapkow ot ol Sobvce 1583 vl 348, 447

- ‘Kﬁiﬁwska ‘TN at'sl @.ﬁe}"v‘% -"w 1R, ol 3%
IS

. E&gumsm at 8l Newasiad R T IR ST N A . ﬁxw&:ﬁ;wt k.m&ﬁb{:wtuw Ranual Told Sprtng

ng'ﬂur _&bnm:&w W&w iv@‘ﬂ

. X Aoy LT L W .
« 'Wai-sh ol Katre, SOOF, vol $18, 536539

523

«  Bard, Foet el Nedvs Meoitine, SO, » .-&9»’56&-‘3‘8 »

« Gohend, D.ostal Nates 1998, Wl 308 WTRYT

T .
o cJdames, €8t ol Niture, Z0O0 wol. 208, STR-REE . Ssa@as RK

Practice. Springer-y¥



PE1524994 -

Bsaahmm §a!¥ Tnkernsgel, R, Fomraned T
o, 1996, vl V7, BER568
'Wm’mn; E m st Shoshodoge 1984, vob o, 287

“Sang, W.oetah domy VE9S, ol 43

‘Rewser W, st W, Sivéal Somng, 1955, val §, 478

Loe K. eb sl Sictenh Soang, 1508, vl 50, X8

MOLECULARDLY ABCRATORY $anL.
&L, Lu}\. m:\i i Hasm{ Lsboralory Fress, 188%

WSREMP m SOLE Y RMOLECULAR BIGED-
) 5 )'\\2.'}3\1 3 “'39‘

i Aostemic B :w,sa. RGN

Froshnay, R, CULTURE OF ANBSL OELLS. Blan
R Lisg, Ing, _ o
Kozhowske TH, st ol GENE, 1983 137 18387

Solmohammadi, B et el 8
S4%SE54 '
Stoll, Erat ol . Cheny, 1977, vol 252, SR00E3
oieg ,

Kasialoin, BA. o 8, Gote, 19E3, vol. 73, B45-38¢

.Kmim‘gis,xm TRE ot b okl Ae Msek
98§, vol, 38T, 453455
Sdnln, MR st ol Woiame 1559 vk m‘} ek

Wi, OF stak Mf&“

Priang G oot al LA B

. uhh}“b@hﬁ Be - Siaobeniily
178
&

' W@ﬁ;w&tﬁ et

o G
RN SN P

.G‘{pimﬁ‘mnﬁmﬁi,' B of o, Sfrucive 1935 wil g
33554

'Kx‘sz&wsﬁ;&, 1.8 et 8l Sereiolome 1898, wal. 3],

Sy &

Komovsks of af Soniviogy, (996, vol 35, 808

Smiley B ot sl Same, FROX ol 134, 33048
Pushicn P of 8l Fad ._ﬂ_ 2R3, wol, £, 8

Them, 13, of 8L Nsfre, SO0, vod $0% STSRTS

Chagoine, BF, Sae, 2500, vob. $88, ¢

thm Foat gtk

X S, 1995, o S8

Chakerbar, B o' sl Pros Kiad dowg, (388, 15088
wol W 5? AFATE

Rimi&amr, atal Brog. ! A Sond o, 1833,

1218
Gresnsione, HL. stal Poc. s
¥l 35, 1085

RS

- Ns¥Aosd Do i.- .m

198 W 1T

Surchion-Pigrral ot al Prog, Nsdl Siced &, 1887,
vod B, 1328T- 45008

{}aim}sm 2 Nedwre O T A e TRE-ThE

Phianayatal o

'Sﬁndﬁm ot ol Nepmsal 2




	BIBLIOGRAPHY

