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INSTITUT PASTEUR e INSTITUT NATIONAL DE LA

SANTE ET DE LA RECHERCHE MEDICALE

"Processo para a preparacac de vectores recombinantes e de
particulas HBsAg recombinantes hibridas tendo as caracte-
risticas morfoldgicas do antigénio HBsAg contendo uma se-
quencia imunogénica que induz anticorpos neutralizantes
dirigidos contra HIV ou susceptivel de ser reconhecida

por tais anticorpos

A presente invengdo diz respeito a particulas
recombinantes hibridas tendo as caracteristicas morfologicas"
do antigénio HBsAg comportando sequéncias de aminoacidos imu-
nogénicas que induzem anticorpos neutralizantes dirigidos contra

os retrovirus da familia de HIV ou capazes de ser reconhecidos

por tais anticorpos.

A presente invencdo diz igualmente respeito aos

4dcidos nucleicos recombinantes ou vectores recombinantes, compor-



tando as insergdes formadas pelos 4dcidos nucleicos recombinantes
hibridos, eventualmente sob o controlo de um promotor reconheci-

do pelas polimerases de um hospedeiro celular eucariota, compor-
tando estes acidos nucleicos recombinantes a informagdo genética
requerida para tornar este hospedeiro celular eucariota apto a pro-
duzir as particulas hibridas recombinantes referidas antes. A
presente 1invengdo tem igualmente por objecto hospedeiros celulares

eucariotas transformados pelos vectores recombinantes anteriores.

A presente invengdo proporciona, por intermédio
das particulas recombinantes referidas antes, novos meios de pre-
vengdo contra a SIDA ou contra os sintomas precursores da SIDA

especialmente dos sindromas linfoadenopédticos (SLA).

A presente invengdo diz mais particularmente
respeito as particulas recombinantes deste tipo que tém a capa-
cidade de induzir a formagdo de anticorpos neutralizantes em re-
lagdo aos retrovirus HIV e a sua aplicagdo para a preparacdo de
composig8es vacinantes para lutar contra uma infecgdo devida a um

retrovirus HIV.

A presente invengdo tem igualmente por objecto péptidos
e polipeptidos adequados, tendo propriedades imunogénicas pro-
tectoras contra a SIDA, particularmente polipeptidos do invdlucro
de um retrovirus HIV ou SIV para a realizagdo das particulas re-

combinantes referidas antes.

A presente invengdo diz iqualmente respeito aos aci-

dos nucleicos que codificam para estes péptidos e polipéptidos,

assim como aos vectores que os contém.



A presente 1nvengdo diz igualmente respeito a uti-
lizagdo dos meios acima referidos para realizar o diagndstico

in Vitro de uma infecgdo devida a HIV.

Sabe-se agora que agentes etioldgicos responsa-
veis pelo desenvolvimento de sindromas de linfoadenopatias (SLA)
precedem muitas vezes o desenvolvimento do sindroma da imunodefi-

ciéncia adquirida (SIDA).

Designou-se por HIV (abreviatura inglesa de "Human
Immunodeficiency virus") varios retrovirus humanos susceptiveis

- ~ . b
em certas condigdes, de provocar um SLA, eventualmente substituldo

por um sindroma de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) no homem.

Assim, um primeiro virus denominado LAV-1 ou HIV-1
foi isolado e descrito no pedido de patente de invengdo inglesa
N2 83/24.800 e no pedido de patente de invengdo europeia N2:
84/401.834 de 14/09/84. Este virus foi igualmente descrito por
F. Darre Sinoussi e colab. em Science, 220, n2 45-99, 20,

paginas 868-871.

Variantes deste virus HIV-1 designadas por LAV ELI
e LAV MAL, foram 1gualmente isoladas, caracterizadas e descritas

no pedido de patente de invengdo europeia n2 84/401.834.

0 isolamente e a caracterizagdo de retrovirus perten-
centes a uma classe distinta e tendo apenas um parentesco imuno-
légico reduzido com as anteriores foram descritos no pedido de
patente de invengdo europeia n? 87/400.151.4 publicada sob o

n? 239.425. Estes retrovirus, que foram reagrupados sob a designa-



cdo de HIV-2, foram isolados em véarios doentes africanos apresentan-

do sintomas de uma linfoadenopatia ou de SIDA.

0 estudo destes retrovirus HIV, o isolamento e a ana-
lise das suas sequéncias nucleotidicas, assim como a caracteriza-
¢do das suas proteinas antigénicas permitiu efectuar estudos com-
parativos entre as diferentes estirpes obtidas ao nivel do seu
parentesco ou, pelo Contrgrio, das suas especificidades tanto estru-

turais como funcionais.

Estes retrovirus HIV-1 e HIV-2 foram igualmente es-
tudados em comparagdo com um retrovirus de origem simiana (designa-
do pela abreviatura SIV ou STLV-III), permitindo este estudo de-
monstrar um parentesco imunoldgico entre as proteinas e glicopro-
teinas do retrovirus HIV-2 e das suas variantes e das do retrovi-
rus SIV. A glicoproteina do invdlucro do retrovirus SIV reage
imunologicamente com anticorpos dirigidos contra a glicoproteina
do invélucro do retrovirus HIV-2 e vice-versa. Em contrapartida
as glicoproteinas do invdlucro do retrovirus SIV ou do retrovirus
HIV-2 ndo ddo lugar a reacgdes imunoldgicas cruzadas com as gli-

coproteinas do invdlucro do retrovirus HIV-1.

O0s estudos realizados sobre a estrutura dos anti-
génios de superficie destes retrovirus levaram os inventores a
interessar-se mais especialmente pelas propriedades imunogénicas
dos diferentes péptidos e polipéptidos pertencentes a estes anti-
génios, particularmente pelas glicoproteinas de invélucro, ou pelas

glicoproteinas transmembranares destes retrovirus.

Diferentes péptidos e polipéptidos caracteristicos



cujas sequéncias estdo contidas nas estruturas peptidicas destas
glicoproteinas, quer provenientes directamente destes retrovirus,
quer sintetizadas por via quimica, aprmss®iam uma imunogenicidade

relativamente fraca.

No ambito da presente invengdo os inventores pes-
quisaram e definiram meios susceptiveis reforgar a imunogenicidade
desses péptidos ou polipéptidos derivados das glicoproteinas de
invdlucro ou das glicoproteinas membranares de HIVs ou elabora-
das a partir do conhecimento das suas respectivas sequéncias, ou
ainda de sequéncias funcionalmente prdximas, em particular para os
tornar aptos a induzir in vivo a formagdo de anticorpos neutralizan-

tes em relagdo a um ou varios retrovirus do tipo HIV.

Mais precisamente, os inventores orientaram os seus
trabalhos para a elaboragdo de uma estrutura bioldgica mista em
que um dos elementos é constituido pelos referidos péptidos ou
polipétidos, o outro por particulas com propriedades imunogénicas
e imunoldgicas essenciais do antigénio de superficie (frequentemente
designado pela abreviatura HBsAg ou ainda mais simplesmente HBs)

do virus da hepatite B.

Particulas com as propriedades morfologicas e
imunogénicas essenciais do antigénio HBsAg natural e produzidas
pela expressdo do gene S do virus da hepatite B nas células euca-
riotas, foram descritas na patente de invengdo europeia N20038765
depositada a 22 de Abril de 1981. Recorda-se brevemente que estas
particulas HBs tém uma dimensdo aproximada de 17 a 25, nomeadamente

22nm de didmetro. Foram igualmente descritas no artigo cientifico

correspondente de M.F. DUBOIS e colab. /£ Proc. Natl. Acad. Sci.,




USA, 77, 1980, 4549-4553 /.

Particulas semelhantes foram obtidas em levedu-

ras (P. VALENZUELA e colab., Nature, 298, 1982, 347-350) ou por

intermédio de virus recombinantes (G.L. SMITH E colab. Nature,

302, 1983, 490-495).

Um método para produzir estas particulas com-
preende a transformagdo de células eucariotas pelo vector apropriado
contendo o gene S sob a dependéncia de um promotor eficaz nestas
células eucariotas, a cultura das células transformadas e a recu-
peragdo das particulas produzidas, quer a partir das células pre-
viamente lisadas, quer a partir do meio de cultura, quando as par-
ticulas ai tiverem sido excretadas pelas linhas de células utili-
zadas (particularmente no caso da utilizacdo de linhas de células

de macaco, de hamster, de murganho etc.)

O polipéptido maior das particulas HBs, codi-
ficado pelo gene S tem um peso molecular (PM) de cerca de 25400
daltons. Este peso molecular é da ordem de 27000 daltons quando a

proteina maior estad sob a forma glicosilada.

No @mbito da presente invengdo, os inventores
interessaram-se igualmente pela preparacgdo de proteinas de PM su-
perior (da ordem de 34000 daltons), contendo ndo somente a sequén-
cia polipéptidica do referido polipéptido maior codificado para

a regliao S, tendo a mesma extremidade C-terminal que o polipéptido
maior e, além disso, uma sequéncia suplementar de 55 aminoacidos
em posigdo N-terminal (STIBBE X. e GERLICH W.H., J. Virology, 46,
1983, 626-628) codificada pela regido pré-S2 do genoma da hepatite

B. Us inventores estudaram, igualmente, particulas resultantes



da transcrigdo das regides S, pré-Sl e pré-52 (o conjunto destes

dois dominios chama-se regifio pré-S).

As proteinas recombinantes acima referidas juntam-

-se em particulas com um tamanho aproximado de 2Znm.

A presente invengdo resulta da conjungdo em uma
entidade comum de factores que concorrem para o resultado preten-

dido, a saber:

1) um suporte constituido por particulas HBsAg que com-
portam varios sitios epitépicos T e B, cuja imunogenicidade protecto-
ra é adquirida, quando eles ndo foram modificadas (e quando as
suas proteinas de superficie compreendem a sequéncia de aminoacidos

codificada pela regido pré-S do genoma do vérus da hepatite B),

2) um epitopo T imunogénio derivado de uma glicoprotei-

na de invdlucro de HIV,

3) um epitopo B, pertencente igualmente a uma glicoprotei-
na do invélucro de HIV e de acordo com o processo de preparagao

da presente invengao,

4) com vantagem um sitio de ligagdo ao receptor CD4 de
linfécitos T4. Este sitio, em combinagdo com os factores anterio-
res, participard na indugdo in vivo dos anticorpos neutralizadores
contra HIV e na indugdo de uma resposta celular, acompanhada de uma
accdo bloqueadora dos anticorpos formados, desde que eles sejam

dirigidos contra um sitio de fixagdo do virus.



0 objectivo fixado pelos inventores foi atingido gra-
cas a preparagdo de particulas hibridas recombinantes com as ca-
racteristicas morfoldgicas essenciais das particulas de HBsAg e
comportando, aflorando & superficie destas particulas, o essencial
da sequéncia de aminoadcidos (S) codificada pela regido S e even-
tualmente, a totalidade ou parte da sequéncia de aminoacidos codi-
ficada pela regido pré-S do genoma do virus da hepatite B, a montante
da referida sequéncia de aminoacidos S, sendo estas particulas re-
combinantes caracterizadas pelo facto de comportarem também, uma
sequéncia de aminodcidos imunogénia que induz anticorpos neutrali-
zadores em relacdo a um retrovirus da familia HIV, ou susceptivel de
ser reconhecida por esses anticorpos, comportando esta sequéncia
pelo menos um epitopo susceptivel de ser reconhecido pelos lin-
fécitos B, pelo menos um epitopo susceptivel de ser reconhecido pelos

linfécitos T, sendo esta sequéncia imunogénica, quer inserida na

sequéncia de aminodcidos pré-S, quer substituida toda ou parte da

proteina pré-S.

- . Id
De modo particularmente vantajoso, as particulas
hibridas recombinantes acima referidas comportam, além disso, um

sitio de ligagdo ao receptor CD4 de linfécitos T4 humanos.

A presente invengdo diz iqualmente respeito a um vector
recombinante para a transformagdo ulterior de células competentes,

quando aptas a produzir tais partfculas.

0 vector recombinante de acordo com a presente inven-
¢c30 comporta um fragmento de acido nucleico que corresponde a
regido S e eventualmente a totalidade ou a parte da regido pré-S

do antigénio maior da superficie do virus da hepatite B e que per-



mite, quando introduzido em um hospedeiro celular eucariota com-
petente, induzir a produgdo de particulas com as caracteristicas
morfolégicas essenciais do antigénio HBsAg, e que comporta uma
sequéncia de aminoacidos caracteristica da proteina S do antigé-
nio HBsAg, na altura da cultura do hospedeiro celular assim trans-
formado e, de preferéncia, a excrecdo destas particulas no meio de
cultura, sendo este vector recombinante caracterizado pelo facto

de:

- comportar também uma sequéncia nucleotidica exdgena que
codifica para uma sequéncia de aminoacidos imugénica que induz
anticorpos neutralizadores em relagdo a um retrovirus da familia
de HIV ou susceptivel de ser reconhecida por esses anticorpos,
comportando, pelo menos, um epitopo susceptivel de ser reconhecido
pelos linfécitos B e, pelo menos, um epitopo susceptivel de ser

reconhecido pelos linfécitos T, e

- ~ . rd . P
- a referida sequéncia nucleotidica exogena ser quer
inserida na dita regido pré-S, quer substituir a totalidade ou

parte da dita regido pré-S.

A sequéncia nucleotidica exdgena codifica, com
vantagem, para uma sequéncia de aminoacidos imunogénica tal como
se definiu antes e que comporta, além disso, um sitio de ligagado

ao receptor CD4.

Num modo de realizagdo preferido do vector recom-
binante, o fragmento de dcido nucleico correspondente a regido S e
eventualmente a toda ou parte da regido pré-S coloca-se sob o con-

trolo de um promotor reconhecido pelas polimerases de um hospedeiro
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celular eucariota.

. ~ -~ . V' .

A incorporacdo das sequéncias caracteristicas
de HIV na regido pré-S ( ou a substituigdo parcial ou total desta
o~ ’ . -~ . I'd . .

regido pré-S pelas referidas sequencias caracteristicas) permite

simultaneamente a expressdo e a exposigao das sequéncias resultan-

. ’ - /

tes de HIV a superficie das particulas que conservaram as caracte-
/ . - - , ~

risticas essenciais das particulas HBsAg e nestas uma conformagao

que permita a conservagdo da sua imunogenicidade natural e a sua

amplificagdo, ao ponto de as tornar aptas a induzir in vivo a

formagdo de anticorpos neutralizadores face a um retrovirus HIV.

Recorre-se, com vantagem, a vectores recombinantes
comportando sequéncias nucleotidicas exdgenas resultantes de
HIV, escolhidas de entre as gque apresentam um grande grau de con-

servacdo no seio de diferentes isolados de retrovirus HIV.

0 comprimento das sequéncias nucleotidicas inse-
ridas no encadeamento nucleotidico que comporta a regido 5 e
eventualmente a totalidade ou parte da regido pré-S deve ser com-
pativel com a manutengd@o das propriedades estruturais e conforma-
cionais (morfoldgicas) essencials das particulas HBs. Este compri-
mento depende numa certa medida da parte eliminada da regido
pré-5 a titulo indicativo.... mas néo limitativo.... este compri-
mento corresponde a uma sequéncia de 5 a 100 residuos aminoacidos.
0 comprimento da sequéncia inserida pode em certas formas de reali-

zacdo da presente invengdo exceder a da sequéncia eliminada.

Numm modo de realizacgdo preferido dos vectores

recombinantes de acordo com a presente invengdo, a sequéncia
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nucleotidica exdgena é inserida na fase de leitura apropriada

na regido pré-S (ou a montante do gene S) sob o controlo de um

promotor resultante do SV40.

Num modo de realizagdo particular da presente
invencdo, o acido nucleico recombinante é caracterizado pelo facto
de a sequéncia nucleotidica exdgena (resultante de HIV) ser subs-

tituida na maior parte, se ndo a totalidade, da regido pré-S2.

Em outros termos, a regido pré-S2 que subsiste

depois da insergdo da referida sequéncia nucleotidica exdgena esta
praticamente completamente eliminada, estando ent3do a sequéncia
nucleotidica exdgena directamente intercalada entre a regido S e

a regido pré-Sl. Por sequéncia nucleotidica exdgena, entende-se as
sequéncias cujas definigdes foram dadas nas padginas anteriores
assim como as que serdo exemplificadas a seguir. Entram, contudo,
no ambito da presente invengdo vectores transformados susceptiveis
de favorecer a integragdo no fragmento de dcido nucleico HBs, das

referidas sequéncias nucleotidicas exdgenas.

Vectores recombinantes particularmente adaptados
a expressdo das sequéncias nucleotidicas exdgenas no quadro das
propriedades pretendidas resultam da combinagdo de um vector de
expressdo conhecido de HBsAg, designado por pSVS (ver para este
assunto a referéncia 11) e de uma sequéncia exogena, resultante

de HIV-2 transportada por um vector de clonagem M13tgl30.

Un tal vector resulta da insergdo da sequéncia exo0-
gena na regido pré-S2 de HBsAg (vector pM25 que contém a sequéncia

pré-Sl) ou da substituigd@o de uma parte da regido pré-S pela se-
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quéncia exdgena (pSV25 na qual a regiédo pré-Sl foi eliminada).
Fstes dois vectores, ndo limitativos das possibilidade de reali-
zagdo da presente invencdo, contém uma sequéncia nucleotidica
exdgena caracteristica da glicoproteina externa do invélucro de
HIV-1 obtida mediante clonagem e designada por "clone 8". Esta

representada na figura 6.

OQutras construgdes podem ser obtidas substituin-
do a sequéncia de HIV-1 anteriormente referida pelas sequéncias
nucleotidicas de HIV-2 ou de SIV correspondentes, ou ainda por
sequéncias modificadas, imunologicamente equivalentes, capazes,
contudo, de produzir in vivo anticorpos neutralizadores dirigidos

contra um retrovirus HIV.

A titulo de exemplo, as sequéncias inseridas
de modo preferido nos encadeamentos de nucledétidos anteriormente
. ~ ~ . Id . . .
referidos sdo as sequéncias nucleotidicas que codificam para uma

das seguintes sequéncias de aminoacidos:

X CHIRQIINTWHKVGKNVYLPPREGDLTC Z4
X9 CHIKQIINTWHKVGRNVYLPPREGELSC 7,

X3 CRIKQF INMWQEVGKAMYAPPISGQIRC Zs

em que os pares X1, Z1; Xp, Zp ®© X3, I3 representam quer grupos

COOH ou NHp, quer sequéncias de aminodcidos normalmente respecti-
vamente associados as partes centrais correspondentes das sequén-
cias referidas antes nas glicoproteinas dos retrovirus SIV, HIV-2,
HIV-1 que normalmente os contém: estas sequéncias comportam parti-

cularmente, no total, até 100 aminoacidos.
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Outras sequéncias nucleotidicas igualmente preferi-
das s3o as que codificam para as sequéncias de aminoacidos se-

guintes:

RGEFLYCKMNWFLNWVEDRSLTTQKPKERHKRNYVPCHIRQIINTWHKVGKNVYLP
PREGDLTCNSTVTSLIANINWTDG;
RGEFLYCNMTWFLNWIENKTHRNYAPCHIKQIINTWHKVGRNVYLPPREGELSCNS
TUTSIIANIDWQNN;
GGEFFYCNSTQLFNSTWFNSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQF INMWQEVGKAM

YAPPISGQIRCSSNITGLLLTRDGGNN;

Num modo de realizacdo particular das particulas
anteriormente referidas, a sequéncia de aminoacidos exdgena é
inserida na sequéncia peptidica codificada pela regido pré-S2 do
genoma do virus da hepatite B, ou substitui toda ou parte desta

sequéncia peptidica.

De preferéncia, as particulas hibridas recombinan-
tes contém uma sequéncia de aminodcidos exdgena escolhida entre

as que foram j& indicadas como exemplos preferidos:

X7 CHIRQIINTWHKVGKNVYLPPREGDLTC Z)

X9 CHIKQIINTWHKVGRNVYLPPREGELSC Z9

X3 CRIKQFINMWQEVGKAMYAPPISGQIRC Z3

Estas sequéncias particulares apresentam caracte-
risticas funcionais interessantes, particularmente pelo facto de
conterem em uma sequéncia comum resultante de HIV um sitio de 1li-
gagdo aos linfdcitos T e receptores CD4 e um epitopo T muito pré-

ximos um do outro.
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Uma extensdo da aplicacgdo da presente invengéo
consiste na preparagdo de um vector recombinante exogeno caracte-
ristico de uma glicoproteina do invdlucro de HIV mas desprovida
da sequéncia que codifica para o sitio de ligagdo ao receptor
CD4. Uma tal sequéncia exdgena inserida na regido pré-S definida
antes pode conduzir de modo interessante a formagdo de particulas
hibridas recombinantes capazes de apresentar a sua superficie epi-
topos susceptiveis de ser reconhecidos pelos linfécitos B e pelos
linfécitos T e capazes, respectivamente, de contribuir para a

indugdo de anticorpos ou de uma resposta celular.

Sequéncias de aminodcidos exdgenos preferidas da
presente invengdo, contém sequéncias peptidicas, respectivamente,
/ « . ~ .

caracteristicas dos virus SIV, HIV-2, HIV-1 e tém as sequintes

sequéncias

RGEFLYCKMNWFLNWVEDRSLTTQKPKERHKRNYVPCHIRQIINTWHKVGKNVYLP
PREGDLTCNSTVYTSLIANINWTDG
RGEFLYCNMTWFLNWIENKTHRNYAPCHIKQIINTWHKVGRNVYLPPREGELSCNS
TVUTSITANIDWQNN
GGEFFYCNSTQLFNSTWFNSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQF INMWQEVGKAM

YAPPISGQIRCSSNITGLLLTRDGGNN

OQutras sequéncias peptidicas exdgenas podem
estar abrangidas pelo ambito da presente invengdo desde que as
propriedades pretendidas para as particulas recombinantes e que

foram anteriormente definidas sejam respeitadas.

0s péptidos e polipéptidos imunogénicos caracteris-

ticos de HIV ou de SIV que estdo compreendidos no ambito da presen-
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te invengdo podem ser obtidos por sintese, de acordo com as técni-
cas descritas na patente de invengdo norte-americana n? 4629783

concedida a 16 de Dezembro de 1986 & Firma GENETIC SYSTEMS.

Qutros métodos cujoosprincipios estdo resumi-

dos a seqguir poderd@o ser utilizados.

Um princfpio de sintese é por exemplo fazer
contactar uma fase sélida na qual se liga a sequéncia do péptido
e uma fase liquida contendo dissolventes e reagentes. Em cada
passo a separagdo entre o péptido em crescimento e os reagentes

faz-se mediante simples filtragdes e lavagens.

Inicialmente, o suporte s6lido que transporta um
grupo reactivo reage com o grupo carboxilo de um aminoacido intro-
duzido com o seu grupo QL:NHZ bloqueado (protegido por exemplo
pelo t-butiloxi- -carbonilo), para formar uma ligagdo covalente.
Apos desprotecgdo da fungdo aminada (por exemplo mediante lava-
gem com um adcido tal como o &cido trifluoroacético), introduz-se
um seqgundo aminodcido protegido para se obter mediante acoplamen-
to a primeira ligagdo peptidica. 0 segundo aminoacido, que forne-
ce o seqgundo amino-acilo da sequéncia, é acoplado, a partir do
residuoc amino-acilo C-terminal, a fungdo amina desprotegida do
primeiro aminoédcido C-terminal da cadeia. De preferéncia, a fungéo
carboxilo deste sequndo aminodcido é activada, por exemplo, pela
diciclo-hexilcarbodiimida. Mediante uma sequéncia de reacgdes,
desprotecgdes e acoplamentos, a sintese progride do residuo C- em
direccdo ao residuo N-terminal. Quando a sequéncia pretendida esta

completa, o péptido desliga-se da fase so6lida, mediante uma reacgao

especifica de corte da ligagdo péptido-resina inicialmente for-



mada.

De acordo com um outro modo de realizagdo da
presente invengdo, recorrer-se-a a técnica de sintese em solugéo

homogénea descrita por HOUBENWEYL na obra intitulada Methode der

Organischen Chemie (Método da Quimica Orgénica) editada por E.

WUNSCR, vol. 15-1 e II, THIEME, Stuttgart, 1974.

Este método de sintese consiste em se condensar
sucessivamente dois a dois os aminoacilos sucessivos na ordem re-
querida, ou em se condensar aminoacilos e fragmentos previamente
formados e contendo jéa variocs aminoacilos na ordem apropriada
ou ainda varios fragmentos previamente assim preparados, entenden-
do-se que se terd o cuidado de proteger previamente todas as fun-
¢Bes reactivas transportadas por estes aminocacilos ou fragmentos,
com excepgdo das fungdes amina de um e carboxilo de outro, ou vice-
-versa, que devem normalmente intervir na formagdo das ligagGes
peptidicas, nomeadamente apds activagdo da fungdo carboxilo, de
acordo com os métodos bem conhecidos na sintese dos péptidos. Como
variante poder-se-a recorrer a reacg0es de acoplamento com recurso
a reagentes de acoplamentos classicos, do tipo carbodiimida, tais
como, por exemplo, a l-etil3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida.
Quando o aminoacilo utilizado tem uma fungdo acida suplementar
(particularmente no caso do acido glutémico), estas fungdes serdo,

por exemplo, protegidos por grupos éster t-butilico.

A presente invengdo refere-se igualmente a um hos-
pedeiro celular transformado por um vector recombinante entre os
que foram anteriormente descritos e competentes para assegurar a

expressao da insergdo contida neste vector recombinante.
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A titulo de exemplo, a expressdo da particula
hibrida recombinante HIV-HBs pode ser assegurada em diferentes
tipos celulares por vectores plasmidicos ou virais, por exemplo
os pox virus (do tipo do virus da vacina, os adenovirus, os
baculo virus). As técnicas de infecgdo ou de transferéncia, con-
soante se trate de virus ou de plasmideo, sdo bem conhecidas dos
especialistas na matéria. Poder-se-a para isso reportar-se a
patente de invencgdo francesa n? 245.136 ou ao pedido de patente de

invengdo europeia publicada com o n?2 265.785.

A titulo de exemplo de hospedeiros celulares adapta
dos para a realizagdo da presente invengdo, mencionar-se-a célu-
las eucariotas de mamiferos, por exemplo células CHO, ou ainda

leveduras por exemplo Sacchoromyces cerevisiae.

0s processos de transformagao utilizados para
se obter a expressdo da insergdo do vector ( e da evidéncia do
produto da expressdo) sdo classicos, como se verifica dos Exemplos

que se seguem.

Por outro lado, a presente invengdo diz, respei-
to a uma composic¢do vacinante contra infecgBes devidas a um retro-
virus HIV, caracterizada pelo facto de compreender como 1ingredien-
te activo, particulas recombinantes hibridas tais como as descritas
nas paginas anteriores, em associagdo com um veiculo aceitavel

sob o ponto de vista farmacéutico.

A administragdo destas composigdes a um paciente

poder-se-a fazer utilizando doses contendo entre cerca de 5 e



cerca de 20 /ug de particulas recombinantes hibridas purificadas
por dose. Estas doses serdo, por exemplo, administradas trés vezes

com um més de intervalo.

A presente invengdo diz igualmente respeito
a um processo para a preparacdo de um vector recombinante, caracte-

rizado pelos seguintes passos;

_ recombinag3o genética in vitro , eventualmente sob o
controlo de um promotor reconhecido pelas polimerases de um hos-
pedeiro celular eucariota apropriado, por um lado, de uma sequén-
cia nucleotidica exdgena que codifica para uma sequéncia de amino-
dcidos imunogénica, induzindo anticorpos neutralizadores face a
um retrovirus da familia HIV ou susceptivel de ser reconhecida
por esses anticorpos, comportando esta sequéncia exdgena pelo
menos um epitopo susceptivel de ser reconhecido pelos linfécitos
B e pelo menos um ep{topo susceptivel de ser reconhecido pelos
linfécitos T, e, por outro lado, um encadeamento de nucledtidos
correspondente a regido S e eventualmente a toda ou parte da regido

pré-S do genoma do virus da hepatite B e

- recuperacgdo do vector recombinante formado que comporta

os elementos anteriormente definidos.

Um processo semelhante pode ser aplicado para
se obter a formacdo de um vector recombinante anteriormente defi-
nido, no qual a sequéncia exdégena inserida codifica para uma sequén-
cia de aminodcidos comportando, além disso, um sitio de ligagdo

ao receptor CD4.
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A recuperagdo do vector recombinante pode efectuar-
-se mediante processos conhecidos, particularmente por hibridacgao
selectiva com, pbr um lado, sondas nucleotidicas caracteristicas
das sequéncias correspondentes do genoma de um retrovirus HIV, por
outro lado, com sondas caracteristicas da regido S do genoma do

virus da hepatite B.

A presente invengdo diz igualmente respeito a
composigdes para o diagndstico in vitro de uma infecgdo devida
a HIV mediante detecg¢do da presenga de anticorpos neutralizado-
res em um meio bioldgico de um paciente. Tais composicdes compreen-
dem particulas hibridas recombinantes que exprimem a sua super-
ficie um ou varios dos polipéptidos ou péptidos de HIV-1 ou HIV-2

. 7 s . «
ou SIV, ou uma mistura destas particulas hibridas recombinantes.

A presente invengdo diz igualmente respeito 3 uti-
lizagdo destas particulas hibridas recombinantes para realizar
um teste de diagndstico in vitro da presenga de anticorpos resul-
tantes de uma infecgdo causada por HIV, caracterizada pelo facto

de:

- se fazer contactar um meio bioldgico de um paciente
com particulas recombinantes hibridas,
- se fazer a detecgdo do produto da reaccdo eventual-

mente formado, a saber, um complexo antigénioc-anticorpo.

Os meios para a detecgdo do complexo anti-
génio-anticorpo sio osconhecidos dos especialistas na matéria, no-
meadamente a marcagdo radioactiva. 0 teste poderd, de acordo com a

composigdo das particulas hibridas recombinantes, ser aplicado para
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o diagnéstico selectivo de HIV-1 ou HIV-2, ou para o diagndstico
nido selectivo gragas & utilizacdo de composigdes contendo particu-
las que exprimem a sua superficie sequéncias de HIV-1 e de HIV-2

ou uma sequéncia caracteristica dos dois virus simultaneamente.

A presente invengdo diz iqualmente respeito a um
processo para o diagndstico in vitro de uma infecgao devida a

HIV, caracterizado pelo facto de compreender os seguintes passos;

- contacto entre uma composigdo definida antes e um meio
biolégico de um paciente susceptivel de conter anticorpos neutra-

lizadores contra HIV,

- detecgdo da formagdo de um eventual complexo antigénio-

-anticorpo.

Por meio bioldgico entende-se toda a amostra

susceptivel de conter anticorpos, tal como o soro de um paciente.

A presente invengdo diz ainda respeito a um
processo para a produgao das particulas hibridas recombinantes
definidas antes, caracterizado pelo facto de compreender os seguin-

tes passos:

- transformacgdo de um determinado hospedeiro celular
com um vector recombinante tal como descrito antes, em que o
promotor eventualmente presente no vector €& reconhecido pelas poli-

merases do hospedeiro celular transformado,

- cultura do hospedeiro celular num meio apropriado e



-21-

recuperagdo das particulas formadas, mais particularmente as excre-
tadas no meio de cultura. Estas particulas sdo, entdo, caracterizaveis
nio somente pelas suas caracteristicas morfoldgicas e pela sua
reactividade imunoldgica com anticorpos anti-HBs, mas igualmente

pela sua aptiddo para serem reconhecidas pelos anticorpos anti-

—HIV correspondentes ou para induzir esses anticorpos.

A presente invencgdo diz igualmente respeito
a utilizagdo dos fragmentos imunogénicos de aminodcidos descritos
antes, s6s ou em misturas, como antigénios de imuno-ensaios para
a detecgdo in vitro de anticorpos, em particular de anticorpos

neutralizadores, particularmente a seqguir a vacinagdo.

A presente invengdo diz, portanto, igualmente
respeito a um método de doseamento in vitro da presenga de anti-
corpos dirigidos contra um retrovirus do tipo HIV, em particular
para o doseamento de anticorpos neutralizadores a seguir a vacina-

¢do, caracterizado pelo facto de compreender os seguintes passos:

- contacto dos fragmentos imunogénicos de aminoéacidos
descritos, marcados de modo a permitir o doseamento ulterior, com o
meio bioldgico a testar, em condigdes apropriadas para permitir a

reacgdo entre os ditos fragmentos e o meio,

- doseamento dos referidos fragmentos que reagiram com O

meio.

A presente invengdo diz igualmente respeito a
um conjunto ("Kit") de diagndstico in vitro de anticorpos anti-

-HIV, em um meio bioldgico, em particular de anticorpos neutraliza-



dores a seguir a vacinagdo, caracterizado pelo facto de compreen-
der:
- fragmentos imunogénicos de aminoacidos tais como

os descritos antes,

- meios adaptados para a revelagdo da reacgdo antigénio-

-anticorpo.

Os meios de revelagdo consistem, por exemplo, em
anticorpos capazes de reconhecer o conjugado formado entre os

antigénios e os anticorpos do meio bioldgico.

Outras caracteristicas e vantagens particulares da
presente invengdo aparecerdo nos exemplos que se seguem e que SAa0

1lustrados pelas figuras.

MATERIAIS E METODOS

Construcgdo de vector

M13tgl30 é um vector de clonagem derivado do
bacteriofago M13. De acordo com o descrito por KIENY e colab.
(14), contém na sequéncia 5' do gene que codifica para a beta-
~galactosidase, 11 sitios Unicos de restrigéo constituindo um
poliadaptador ("polylinker") (ver figura 1). A insergdo de fragmen-
tos de ADN exogeno neste '"polylinker" pode ser detectada pela
auséncia de colaboragdo por X-gal. A seleccdo das placas azuis
mediante hibridagdo in situ permite a detecgdo dos fragmentos de

ADN inseridos em fase.

0 vector de expressdo de HBsAg, pSVS (l1) foi
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modificado para lhe inserir o segmento EcoRI - Sall do ADN de
M13tgl30 que contém 10 sitios de restricdo entre os sitios EcoRI

e Xhol da regido pré-S2 do genoma do virus da hepatite B também
designado por HBV (abreviatura inglesa de Hepatitis B virus).

A fusdo entre os sitios de restrigdo Sall e Xhol restaura o quadro
de leitura na regido pré-S2. A regido pré-S1l do vector resultante
pM2S foi eliminada em seguida. 0 vector obtido foi designado por
pSV2S. Nesta construgdo, a fusdo entre o ADN clonado e o gene S
adjacente a regido pré-S2 é colocado sob o controlo directo do

promotor precoce de SV40.
Utilizando meios anadlogos, obteve-se um vector
designado por pSVS XL mediante recombinagdo entre pSVS e pM2S ao

nivel dos sitios Xhol e Smal respectivamente.

Transferéncia das células animais

Células do ovario de hamster chinés dhfr~(CHO)
do clone DXB11(15) foram mantidas sob a forma de monocamada em um
meio Ham F12 completado com 10% de soro fetal de bovino. As célu-
las foram transferidas utilizando o método do fosfato de calcio
descrito na referéncia (16) com um choque de glicerol 6 horas mais
tarde (Parker e colab., 1979). Uma co-transferéncia com o vector
pSV2 dhfr de acordo com o principio referido na referéncia (17)
permite a selecgdo dos clones estdveis que exprimem as proteinas de
fusdo com HbsAg (também chamadas proteinas recombinantes). A ampli-
ficagdo das sequéncias transformadas foi obtida procedendo a uma
cultura celular na presenca de concentragdes crescentes de metotre-

xato (MTX) (18).



Produgdo e purificagdo das particulas recombinantes

de HIV-HBsAg.

Clones estaveis exprimindo as particulas recom-
binantes de HBsAg foram cultivados até a confluéncia e foram alimen-
tados de trés em trés ou de quatro em quatro dias com um meio de
cultura que continha apenas 5% de soro fetal de bovino. Os sobre-
nadantes de culturas celulares foram recuperados, clarificados e as
particulas de HBsAg foram concentradas mediante precipitagdo com
sulfato de amdnio e purificadas com duas tomas em um gradiente
isopienico de CsCl sequido por um gradiente de velocidade em

sacarose de 0 a 20%.

Imuno-manchas

Submeteu-se cerca de l/ug de particulas recombinan-
tes purificadas a ebuligdo em um tampdo de Laemmeli, separou-se me-
diante electroforese em gel de poliacrilamida dodecil-sulfato de
sdédio a 12,5% (NaDodS04) e electrotransferiu-se sobre filtros de

nitrocelulose (SCHLEICHER & SCHULL).

As proteinas imobilizadas sobre os filtros rea-
giram com os diferentes anti-soro seguintes:
a-p49a (19), anti-soro anti-péptido de coelho especifico de
HBsAg, 18/7 (20) anticorpos especificos da regido pré-S1 de HBV
e um anti-soro dirigido contra as regides da GP160 de HIV-1
(figura 2) obtido a partir de coelhos utilizando péptidos sinteti-
zados ligados com uma sero-albumina bovina (BSA : abreviatura

inglesa de "bovine serum albumine") ou a hemocianina de "limpet

Keyhole" (abreviatura inglesa: KLH).
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As proteinas imunoreactivas finais foram
eliminadas por anticorpos anti-coelho ou por imunoglobulinas
de murganhos conjugados com a peroxidade (AMERSHAM) e foram reve-

ladas com diaminobenzidina.

Imunizacdes e determinagdes da produgdo de

anticorpos

Imunizou-se coelhos duas ou trés vezes, com
um més de intervalo, mediante injecgdo intradérmica de cerca de
4 /Lg de particulas recombinantes de HBsAg purificadas (quadro 1)
no adjuvante completo de Freund. Os soros obtiveram-se 30 dias

depois da Ultima injecgdo.

Estes anti-soros foram testados para conhecer
o seu nivel de produgdo de anticorpos, pelo método ELISA ("Enzyme
Linked Immunoabsorbent Assay"), utilizando, em fase so6lida, parti-
culas HBsAg derivadas do plasma (Hevac B.Pasteur, produzido por
Pasteur Vaccins France) ou péptidos sintéticos caracteristicos de
HIV (ver figura 2). Os péptidos sintéticos foram fornecidos pelo
Dr. ROCHAM (UA. 553, CNRS MARSEILLE). Todos os antigénios foram uti-
lizados a uma concentragdo de l/Lg/ml sobre placas de microtitulagao
(FALCON "Probind") e os testes ELISA foram realizados de acordo com

o descrito por CHARBIT e colab. (21).

Ensaios dos anticorpos neutralizadores

Para demonstrar a actividade neutralizadora

dos anticorpos contidos nos soros, utilizou-se linfdécitos estimulados

do sangue periférico humano (PBL). Estas células foram utilizadas



pela sua sensibilidade a infecgdo com HIV. Foram utilizadas dife-
rentes amostras de um isolado LAVBRU descrito por MONTAGNIER e
colab. (22) como indculo de virus. Pré-incubou-se cada diluigdo

de soro com um volume iqual de indculo viral durante 1 hora a 37°9C
Em seqguida, adicionou-se a mistura a uma quantidade de 4.106 PBL
humanos em um meio RPMI 16-40 completado com 10% de soro fetal de
bovino contendo 20 (J./ml de interleucina, 2,2 /ug/ml de polibre-

no e 25 U./ml de soro anti-interferdo.

Depois de 1 hora de incubagdo a 37°C, as células
foram lavadas e cultivadas em meios RPMI completos. 0Os sobrenadantes
foram retirados duas vezes por semana e as mesmas diluigles dos
soros testados foram adicionadas nos novos meios as duas primei-
ras vezes. Congelou-se os sobrenadantes a -70°C e ensaiaram-se
para conhecer a sua actividade de transcriptase inversa (actividade

RT) (23).

RESULTADOS

Clonagem dos fragmentos do gene do invdlucro

de HIV 1 um vector de expressdo eucariota de HBsAg

A clonagem realizou-se em dols passos:

Num primeiro passo, construiu-se um banco gendmico
de expressdo, no bacteri6fago M13tgl30 e transferiu-se os frag-
mentos de ADN seleccionados no vector de expressdo do HBsAg. O
bacteri6fago M13tgl30 e um vector de clonagem e de sequenciagdo

comportando ao nivel do quinto cod3doc do gene lacZ de E.coli, um
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"polylinker" (poliadaptador) com 11 sitios de restrigdo unicos.
Clonou-se fragmentos de ADN do genoma de HIV cortados ao acaso e
comportando 50 a 1000 pares de bases nos sitios Smal e EcorV do
bacteridofago M13tgl30 (figura 1). A hibridagdo in situ e a se-
quenciacdo permitiram localizar precisamente o fragmento clonado

na regido que codifica para o invdlucro de HIV 1.

O0s fragmentos de HIV seleccionados foram trans-
feridos no vector de expressdo de HBsAg, pSv2S (figura 1). O
pSV2S é obtido por modificagdo de um vector de expressdo pSVS
anteriormente descrito na parte "Materiais e métodos". 0 pSVS
comporta a sequéncia de SV40 que contém a origem da replicagdo,
os promotores tardio e precoce, o activador e os sitios de inicia-
¢do de ARNm. Encontram-se na vizinhanga imediata do promotor pre-
coce, sequéncias de HBV que contém a regido gendmica pré-S2, o
gene S, e uma sequéncia que permite a poliadenilagdo do ARN mensa-
geiro do HBsAg. No vector pSV2S, a parte da regido pre-S2 foi
eliminada e substituida pelo poliadaptador M13tgl30. Nesta constru-
¢do, o poliadaptador permite a insergdo de um fragmento de ADN
em fase com a regido pré-S52 e o gene S. Assim, qualquer fragmento
clonado no quadro de leitura correcto do gene LacZ no bacteridfago
M13tgl30 pode ser facilmente transferido em fase com o gene S

no vector de expressao pSVZ2S.

Um outro derivado de pSVS é o vector pSVS XL,
no qual o adaptador M13tgl30 permite facilmente a insergd@o em fase
de uma sequéncia exdgena na regido pré-S2. Nesta construgdo, os
antigénios pré-S1 e pré-S2 sdo expressos de modo adjacente com o

antigénio estranho.



Entre os fragmentos correspondentes ao invd-

lucro de HIV e obtidos no banco, trés foram estudados em pormenor,

0 clone n2 2. contém uma insercdo de HIV

formada por 52 pares de bases (pb) (nucledtidos 6440 a 6491), si-
tuada na parte média na sequéncia que codifica para a GP 120 (fi-
gura 2). Cobre uma regido conservada entre os diferentes isolados

de HIV1 (3).

0 clone n2 8. contém uma insergdo de HIV de

252 pares de bases (nucledtidos 6915 a 7166), que corresponde a
parte sub-carboxiterminal da proteina GP120 (figura 2). Esta re-
gido esta relativamente bem conservada entre os diferentes iso-
lados e apresenta uma homologia com a regido constante da cadeia
pesada da imunoglobulina (referéncia 24). Além disso, uma parte
do fragmento de ADN codifica para um dominio implicado na ligagédo
da proteina GP120 ao receptor do virus, a molécula CD4 (referén-

cia 25).

0 clone n2 6. contém uma insercdo de HIV

que comporta 55 pares de bases (nucledtidos 7306 a 7360) situado
numa regido que codifica para a parte amino-terminal da proteina
transmembranar GP41. Esta regido é conservada nos isolados de HIV
e partilha uma homologia com a proteina de fusdo de outros virus

(26).

Expressdo das proteinas de fusdo HIV-HBVY

nas células transferidas.

0s vectores de expressdo de HBsAG que contém



os fragmentos do gene do invdélucro de HIV-1 foram utilizados para
transferir células CHO. Os clones estaveis que exprimem HBsAg,
detectados por um teste RIA especifico para a proteina maior do
invélucro de HBVYV foram separados para detectar a expressédo do
gene heterélogo. Foram em sequida caracterizados mediante analise
de acordo com o método dito "Northern blot" e observou-se o ARN
mensageiro hibrido. As particulas segregadas foram em seguida
purificadas a partir do sobrenadante de cultura celular mediante
um processo utilizado para as particulas de HBsAg (11). As parti-
culas recombinantes HIV-HBsAg tém aproximadamente a mesma densi-
dade em um gradiente Cscl que as particulas nativas. As proteinas
das particulas recombinantes foram separadas mediante electroforese

em gel de poliacrilamida NaDodSO4, transferidas sobre filtros de

nitrocelulose e testadas com anti-soros obtidos a partir de coelho
e dirigidos contra o péptido sintético que corresponde guer a
particula HBsAg, quer aos determinantes do invélucro de HIV (fi-

gura 3).

Foram observados os seguintes resultados:

Particula recombinante n2. 2: além da proteina

maior HBsAg e da proteina correspondente sob a forma glicosilada
GP26, o soro anti-p49a revelou 4 bandas no intervalo compreendido
entre 27 000 e 32 000 daltons correspondente a proteina média
(figura 3A, linha 1). As 4 bandas sdo igualmente fortemente reve-
ladas por um soro dirigido contra o péptido de HIV1 homélogo (pep 5)
(figura 3A, linha 1). Isto demonstrou que a particula recombinante
HBsAg n2 2 comporta um determinante estranho. As quantidades de
proteinas média e maior s&do praticamente as mesmas. A proteina

média fundida estad presente sob quatro formas, em fungdo da glico-
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silacdo das regides de HBV ( 1 sitio de glicosilagdo) e de HIV

(2 sities possiveis de glicosilagdo).

Particula recombinante n2 8: o soro anti-p49a

revelou uma proteina maior de HBsAg sob duas formas (P22 e GP26)
assim como bandas que correspondem a um peso molecular compreendido
entre 37 000 e 46 000 (figura 3B, linha 1). Soros dirigidos con-
tra dois péptidos homdlogos n2.6 e n27 revelaram a mesma repartigao
de proteinas pesadas (figura 3B, linhas 2 e 3) demonstrando a pre-
senca de um determinante de HIV nas particulas. A quantidade de
proteina média fundida é menos importante que a quantidade de pro-
teina maior. A proteina de 37 Kd corresponde a proteina de fuséo
ndo glicosilada e as proteinas de maior peso molecular correspondem
3s formas glicosiladas (5 sitios possiveis de glicosilagdo na

parte HIV).

Os soros anti-péptidos revelaram igualmente

uma proteina de 67 Kd que corresponde a sero-albumina co-purificada.

Particula recombinante n2 6: o soro anti-p49a

revelou uma proteina maior HBsAg e sua contraparte glicosilada
mas ndo revelou proteina média (figura 3C, linha 1). Observou-se
um tripleto de bandas de elevados pesos moleculares; foi igual-
mente revelada por um anticorpo monoclonal contra o antigénio
pré-S1 (fiqura 3C, linha 2). 0 tamanho destas proteinas é compa-
tivel com o da grande proteina HBsAg, que comporta o péptido es-

tranho nas suas formas glicosilada e ndo glicosilada.

Resposta imunitdria humoral as particulas

recombinantes HBsAg.




Imunizou-se coelhos duas ou trés vezes com
um més de intervalo, com cada uma das particulas recombinantes
HBsAg anteriormente referidas, em um adjuvante de Freund completo
(ver "Materiais e Métodos). A especificidade da resposta imuni-
taria foi determinada por um teste ELISA utilizando particulas
derivadas do plasma e diferentes péptidos correspondentes de HIV-1.
Testou-se igualmente anti-soros contra péptidos pré-s2 (sequéncia
de aminodcidos da proteina do invdlucro de HBV compreendida entre

os nGmeros 120 e 145, inclusivé) (Quadro 1).

Todos os coelhos desenvolveram anticorpos
contra particulas HBsAg nativas, a diferentes niveis. A resposta
mais fraca foi obtida para o recombinante n2 8, o que se pode ex-
plicar pelo tamanho relativamente grande do antigénio estranho
(84 aminoacidos) que pode entrar em competigdo com os determinantes
HBsAg ou dissimuléd-los. Pelo contrario, a melhor resposta dirigida
contra o péptido estranho foi obtida com este recombinante n2 8,

o que sugere, neste caso, uma apresentagdo predominante dos anti-

génicos HIV em relagdo aos determinantes antigénicos de HBsAg.

Nos recombinantes n2 2 e n2 6, os antigénios
exdgenos pertencentes a HIV sdo menores e de tamanho comparavel
(18 aminoacidos e 20 aminoacidos). As respostas dirigidas contra
os péptidos observados nos dois casos sdo mais fracas que as di-
rigidas contra as particulas HBsAg nativas. A proporgdo de pro-
teina de fus3o em relagdo a proteina maior nativa é elevada no
recombinante n2 2 (ver figura 3). Estes resultados sugerem uma
fraca imunogenicidade da sequéncia inserida neste recombinante.

Uma resposta com os péptidos pré-S2 obtém-se unicamente para o



recombinante n26 resultante da expressdo no vector pSV XL (figqu-
ra 1). Antigoros de dois outros coelhos imunizados com particulas
obtidas por expressdo no vector pSV25 sdo negativos e servem de

controlo.

Neutralizacdo da infeccdo devida a HIV

in vitro pelos soros imuno-dirigidos contra as

particulas recombinantes n98.

Imunizou-se coelhos com particulas recombi-

nantes HIV-HBsAg e testou-se os soros para avaliar a sua capaci-

dade para neutralizar o isolado LAV-1 (24). Estudou-se a in-

BRU
feccdo viral nos linfdécitos do sangue periférico gragas a acti-
vidade de transcriptase inversa (RT) durante trés a quinze dias.
0 ensaio realizado baseou-se na redugdo da actividade RT na pre-

senga de soro imune, sendo o resultado comparado com o resultado

obtido na presenga de sorao pré-imune do mesmo coelho.

Neste teste, o0s anticorpos ndo podem neutra-
lizar eficazmente o virus se estiverem presentes quantidades sa-

turantes de virides infecciosos.

Por este motivo, os testes realizaram-se a
partir dos diferentes anti-soros diluidos (1:50) para neutralizar
as diferentes amostras de virus (figura 4A, 4B, 4C). 0 soro do
coelho imunizado com a particula recombinante n2.8 neutralizou
integralmente a infectividade viral do virus menos infeccioso
(figura 4) e observou-se uma diminuigdo da actividade RT de 95%

a 63% e 35% quando se aumentou a infectividade da amostra viral

(figura 4D). Isto mostra que a capacidade de neutralizagdo dos
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anti-soros é fungdo da quantidade de virus.

Anti-soros correspondentes as particulas re-
combinantes n2.6 deram uma fraca neutralizagdo com uma pequena
concentragdo de virus, mas ndo se p0de detectar uma redugdo da
actividade RT com o anti-soro de coelho imunizado com o recombi-

nante n2. 2, mesmo para uma baixa concentragdo de virus.

Além disso, a neutralizacgdo de diferentes
isolados de HIV1 foi examinada mediante utilizagdo de uma concen-
tragdo constante de virus com uma diluigdo variadvel dos anti-soros

dirigidos contra a particula recombinante n2.8.

A figqura 5 mostra uma redugdo de 50% da capa-
ctidade infecciosa do 1isolado LAVBRU com uma diluigdo de 1:50 com-

parada com o0 soro pré-imune.

A actividade neutralizante deste anti-soro
contra o 1solado zairense de HIV 1 fol igualmente demonstrada:
observou-se um efeito neutralizante de 50% para uma diluigdo de

1:25, sobre LAVp (3) (figura 5).

DISCUSSAO

A glicoproteina interna do invdlucro de HIV1,
GP120, a partida interessante pela sua capacidade para induzir
uma resposta imunitaria protectora em relagdo a HIV, contém re-
gides conservadas, e outras regifes varidveis entre os diferentes
isolados de HIV. As sequéncias conservadas no interior dos domi-
nios constantes poderiam corresponder a regifdes de sequéncias

com uma importancia funcional potencial. Como o demonstram os re-



sultados apresentados adiante, estas diferentes regides conser-
vadas do invdlucro de HIV1 foram escolhidas e expressas sob a
forma de proteinas de fusdo com a proteina média do antigénio de

superficie da hepatite B.

A particula HBsAg apresenta boas propriedades
imunogénicas, de acordo com dois aspectos explorados pelos inven-
tores:

i) é um polimero de alto peso molecular que comporta a sua
superficie numerosas cOpias de determinantes antigénicos;

ii) comporta igualmente epitopos T que podem ser Uteis no
reconhecimento de epitopos B estranhos pelo sistema imunitéario

(27).

Entre as trés diferentes regides conservadas
de HIV estudadas antes, uma de entre elas (clone n28) estd ligada
ao sitio de ligagdo CD4 (25), uma outra (clone n26) poderd estar
implicada no processo de fusdo (26) e a terceira (clone n22) nio

esta ligada a nenhuma actividade bioldgica conhecida.

As particulas recombinantes HIV-HBsAg obtidas
mediante fusdo destes determinantes antigénicos com o produto do
gene da regido pré-S2 foram estudadas mediante utilizagdo de an-
ticorpos dirigidos contra péptidos homdlogos sintéticos. Andlises
de marcha de Western permitiram demonstrar a presenga de deter-
minantes antigénicas HIV sobre as particulas e a provavel glico-
silacdo das proteinas de fusdo. As proporgdes de proteina de fu-
sdo e de proteina nativa maior observadas nas diferentes parti-
culas recombinantes s3o varidveis. Para o recombinante n28, a

proteina de fusd@o é aparentemente menos abundante, o que pode



estar ligado ao tamanho relativamente importante da sequéncia
estranha inserida. O tamanho de origem do produto de tradugédo

pré-52 de HBV é de 55 aminoacidos enquanto a construgao da pro-

teina de fusdo aumenta este tamanho até 111 aminoacidos. 0 ta-
manho da proteina a fundir poderia contrariar a sua insercdo nas

particulas de HBsAg.

Para os recombinantes n26 e n22, a proporgao
entre a proteina de fusdo e a proteina maior € comparavel a obser-

vada entre a proteina média e a proteina maior nas particulas ob-

tidas mediante transferéncia do vector de expressdao pSVS das par-

ticulas HBsAg de origem (11).

. . . i .
A imunogenicidade das particulas recombinantes

HIV-HBsAg foi anteriormente referida. A resposta humoral é diri-
gida contra duas regides antigénicas e mostra que os epitopos es-

tranhos estdo presentes de modo eficaz a superficie das particulas.

A actividade bioldgica dos anticorpos foi
testada quando do ensaio de neutralizagdo in Vitro. Epitopos neu-
tralizantes e ndo-neutralizantes foram postos em evidéncia nas
proteinas do invdélucro de HIV. Anticorpos dirigidos contra os re-
combinantes n98 tém um efeito neutralizante potencial sobre o iso-

lado HIV (LAV ) utilizado na origem para fabricar proteinas de

BRU
fusdo. Um efeito menor foi observado quando os anticorpos reagl-
ram com um isolado de HIV1 diferente (LAVELI). A insergdo de HIV
utilizada no recombinante n28 cobre duas regides relativamente
bem conservadas entre os diferentes isolados de HIV1, estando

estas duas regides separadas por uma regiédo hipervariavel carac-

teristica do isolado. Nesta regido CEASE e colab. identificaram
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um epitopo de célula T (30).

Além disso, experiéncias com recurso a anti-
corpos monoclonais dirigidos contra a GP120 assim como experién-
cias de mutagénese in vitro permitiram identificar uma sequéncia
importante para a interacgdo com o receptor CD4 (25). Sabe-se
igualmente que uma proteina de fusdo foi produzida em E. coli
que comportava uma sequéncia sobreposta em parte a sequéncia an-
terior utilizada e era capaz de levar a formagdo de anticorpos
neutralizadores e a uma resposta imunitédria celular (31). No sis-
tema HBsAg, as proteinas de fusdo podem ser glicosiladas normal-
mente, o que pode ser um elemento importante para a produgao de
anticorpos tendo uma forte afinidade para epitopos e capazes de
bloquear a interacgdo da proteina do invdlucro de HIV e do recep-
tor CD4. Além disso, o determinante antigénico de HIV parece me-
lhor exposto a superficie das particulas que na proteina viral
nativa GP. A menor eficacia da neutralizagdo observada com o iso-
lado zairense LAUELI pode ser atribuida a variacdo da sequéncia
de aminoacidos de cerca de 30% numa regido determinante para a

interacgdo entre o virus e o receptor CD4 (25).

Os anticorpos dirigidos contra os recombinan-
tes n2.2 e n2.6 foram igualmente ensaiados em experiéncias de
neutralizagdo. As sequéncias de HIV que comportam o recombinante
n2.2 ndao induziram anticorpos neutralizadores quando destas expe-
riéncias. Uma resposta imunitaria fraca dos animais utilizados
ou uma fraca imunogenicidade da regido implicada no recombinante
n2. 2 poderia explicar este resultado. A parte amino-terminal da

GP41 poderia estar implicada no processo de fus3o e em consequéncia
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na neutralizagdo viral.
Testou-se igualmente o efeito potencial dos
anticorpos obtidos mediante imunizagdo com o recombinante n2.6
em relacdo a infectividade de HIV1. O efeito neutralizador é fraco

e a inibigdo da formagdo das Sincitia nao ¢ completa. Este resul-

tado poderia ser atribuido ao tamanho limitado da insercgdo de HIV.

Os inventores realizaram, portanto, um sistema
potencialmente capaz de permitir a apresentacgdo dos determinantes
antigénicos estranhos do invélucro de HIV, permitindo este sistema,
além disso, a produgdo de anticorpos neutralizadores dirigidos
contra uma regido da proteina do invélucro que apresentaria sob
a forma nativa propriedades imunogénicas fracas ou néao estaria

presente a superficie nesta proteina nativa.

Por outro lado, a justaposigdo de determinantes
antigénicos de HBV e de HIV a superficie da mesma particula imu-

nogénica pode permitir a realizagdo de vacinas polivalentes.

IMUNIZACAO DE MACACOS COM PARTICULAS HIV/HBsAg

As particulas obtidas de acordo com o processo
anteriormente descrito mediante fusdo com uma sequéncia de 84
aminoacidos (AA 384 a 472) da glicoproteina exterior do involucro
de HIV-1 no interior da parte pré-S2 da proteina central HBsAg
foram utilizadas num teste em macacos para testar a produgdo de

anticorpos neutralizadores.

Para demonstrar que estas particulas hibridas

induzem uma resposta humoral assim como uma resposta imune mediada



pelas células T, em relagdo a HIV, em primatas, imunizou-se ma-
cacos quer com particulas hibridas, quer com particulas HBsAg

nativas.

Imunizou-se dois macacos com particulas puri-
ficadas HIV/HBsAg, mediante 3 injecgdes sub-cutdneas com um més
de intervalo. Estes macacos receberam, em seguida, um reforgo,
("rappel") por duas vezes, trés meses mais tarde. Imunizou-se um
macaco controlo com 4 doses de particulas HBsAg nativas, de acordo
com o mesmo protocolo. Colheram-se amostras de sangue em cada
animal, antes e depois de cada imunizagdo. A resposta imune humo-
ral é seguida por meio de um teste ELISA (figura 7) utilizando
quer as particulas nativas HBsAg quer os péptidos sintéticos ho-
mélogos de HIV (Péptido 6:AA 373-398, péptido 7:AA 421-4471, ver

figura 3) sobre a fase sdlida.

Os titulos anti-HBs apresentaram um pico 3
semanas depois da terceira dose de vacina e em seguida uma queda.
Um sequndo pico dos titulos observou-se depois da imunizagdo de
reforco ("rappel"), excepto no macaco Mac S cujo titulo de anti-
corpos permaneceu constante ap6s a quarta injecgdo e aumentou
lentamente depois da quinta injecgdo. Anticorpos anti-HIV foram
detectados mediante um teste ELISA utilizando os dois péptidos.
Os titulos atingiram um nivel méximo trés semanas depois da se-
gunda injecgdo (Mac H) ou depols da segunda injecgdo (Mac S) e
desceram, em seguida, lentamente. Contudo, a resposta anti-HIV

parece atingir um patamar depois da segunda injecg@o.

Do mesmo modo que para os titulos anti-HBs,

detectou-se um efeito de reforgo ("rappel") da 42 dose com o sSOro



de Mac H.

No macaco controlo Mac A imunizado com par-
ticulas nativas HBsAg, detectaou-se um titulo de anticorpos anti-
-HBs elevado depois da 32 injecgdo com um aumento depois da dose
de reforgo ("rappel”). Ndo se detectou nenhum anticorpo anti-HIV
fazendo reagir os péptidos de HIV com um qualquer dos soros deste

animal de controlo.

Estes estudos demonstram que a imunizagdo com
duas doses das particulas hibridas parece suficiente para esta-
belecer uma memdria imunoldgica e que as doses de reforgo ("rappel")

s3o necessarias para manter o titulo elevado da resposta imune.

Para determinar se uma resposta imune por
intermédio das células T em relagdo as duas partes da particula
hibrida podia ser detectada em macacos vacinados, testou-se lin-
focitos do sanque periférico (PBL) em relagdo a sua capacidade
para proliferar e para ilncorporar timidina 3H em resposta a uma
estimulagdo com particulas HBsAg nativas ou com particulas HIV/
/HBsAg assim como de HIV purificado inactivado por aquecimento.
Como controlo interno da proliferagdo dos PBL, utilizou-se uma
concanavalina A mitogénica. Os PBL de cada macaco foram isolados
antes da imunizagdo e 21 dias depois da segunda e da terceira
injecgdo, assim como antes e depols do "rappel" com as particulas
HBsAg. Cultivaram-se em um meio sé ou em um meio estimulado du-

rante 4 dias com HBsAg ou Con A e durante 5 dias com HIV-T.

As curvas de resposta caracteristicas das

doses, obtidas 21 dias depois da primeira dose de vacina, estdo
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representadas na figura 8. Os PBL de Mac H incorporam 8 vezes
mais timidina 3H em resposta a estimulagdo com uma concentragao
6ptima de particulas HIV/HBsAg e 6 vezes mais em resposta a es-
timulagdo com particulas HBsAg nativas que PBL ndo estimulados.
Logo que sdo estimulados com a concentragdo o6ptima de HIV, os

PBL de Mac H incorporam 5 vezes mais timidina 3H que os PBL es-
timulados com o meio s6. 0 macaco Mac A de controlo foi testado
em relacdo a sua resposta proliferativa em PBL 21 dias depois da
3a, injecgdo com as particulas nativas HBsAg. Os PBL de Mac A
proliferam em resposta 3 estimulacdo quer com as particulas HBsAg
nativas, quer com as particulas HBsAg hibridas, mas né&o proliferam
em resposta a uma estimulagdo com HIV, qualquer que seja a con-

centracdo utilizada.

Testou-se a resposta proliferativa dos PBL
aos imunozomas obtidos com as glicoproteinas purificadas rgp160
ou gp 160 nativas. Os PBL de Mac H isolados 3 meses depois da
Gltima injeccdo sdo estimulados com HIV-1 purificado ou com imu-
nozomas gpl60 mediante utilizagdo de diferentes doses (Quadro 1).
Pelo contrario, as gpl160 recombinantes produzidas em um sistema
de vacina ndo induzem resposta proliferativa. Os PBL de Mac A co-
lhidos 57 dias depois da Gltima injecgdo ndo proliferam quando
sio estimulados com um antigénio qualquer. Estes resultados de-
monstram que a maturacgdo do fragmento gp120 no antigénio parti-
cular da presente invengéo estad mais proximo da maturagdo da gli-
coproteina unida no virido ou nas formas imunozomas que sob a

forma monomérica.

A proliferag@o especifica do PBL em resposta
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a HBsAg ou ao HIV foili igualmente seqguida para cada animal durante

o protocolo de imunizagdo.

A figura 9 resume os resultados da prolifera-
¢do linfocitaria em resposta a estimulagdo com HIV/HBsAg, com
HBsAg ou com HIV. Testou-se varias concentragdes de cada antigénio
e mediu-se as respostas nos 42 e 52 dias. Nos macacos, 0 pico de
proliferagdo é obtido no 42. dia mediante utilizagdo de HBsAg a
uma concentracdo 6ptima de 250 ng/ml e nos 52. e 692. dias com HIV
utilizando uma concentracdo 6ptima de 500 ng/ml. A resposta pro-
liferativa maxima as particulas hibridas HIV/HBsAg e as particulas
HBsAg observou-se depois da segunda injecg3o e é sempre superior
a resposta obtida depois da estimulagdo com particulas nativas

HBsAg para os 2 macacos imunizados com as particulas hibridas.

A resposta de Mac H é melhor em relagdo a
HBsAg que a resposta de Mac S quer ao nivel B (ver figura 7) quer
ao nivel T. A resposta proliferativa depois da terceira imuniza-
Gd3o é mais fraca que depois da segunda injecg¢do. Contudo, é en-
contrada uma boa proporgdo de células que reagem com o antigénio,
3 meses depois da terceira injecg¢do (Mac H). A imunizagdo de
"rappel" induz um ligeiro crescimento da resposta proliferativa
dos PBL. Observa-se uma diferenga importante entre a resposta
proliferativa a HIV dos PBL para os dois macacos. 0s PBL de Mac S
proliferam de modo significativo somente depois da terceira in-
jeccdo e depois das doses de "rappel'" enquanto os PBL de Mac H
proliferam de modo significativo a estimulagdo HIV num momento

gualquer depois da imunizagao.



Como se observou com HBsAg, a resposta pro-
liferativa a HIV aumenta muito pouco com o "rappel" mas persiste
ao mesmo nivel 3 meses depois da Gltima injecgdo (Mac H). Em con-
sequéncia, o protocolo de imunizagdo pode ser adaptado modifi-

cando a dose de reforgo ("rappel").

A resposta dos PBL de Mac S a HIV e a HBsAg
é menor e perde-se 3 meses depois da UGltima injecgdo provavel-
mente devido a pequena quantidade de células que reagem aos anti-

génios induzida pela vacinagdo destes animais.

A comparagdo da resposta proliferativa em
relacdo a todos os antigénios testados mostra que os PBL sdo es-
timulados da mesma forma por HIV ou por HBsAg nativa (Mac H). O
indice de estimulacdo (SI) é comparavel, excepto no 522. dia, em
que aparece um nUmero significativamente mais elevado de células
T especificas de HBsAg. Estes resultados demonstram que a resposta
imune a HIV e a HBsAg mediada pelas células é induzida nos maca-
cos depois da vacinagdo com particulas hibridas HIV/HBsAg e que

a cinética desta resposta varia em fungdo do animal.

Utilizando a particula HBs gque comporta um
fragmento da glicoproteina de invdélucro gp120 de HIV (AA384-472)
que contém o sitio de ligagdo CD4, obtiveram-se anticorpos, assim
como uma resposta das células T dirigida contra as duas partes

da proteina de fusdo (HBsAg e HIV).

As particulas HBsAg constituem um bom veiculo
para a apresentagdo dos epitopos de HIV e permitem a indugdo nos

macacos ilmunizados de uma resposta humoral, assim como de uma
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resposta imune mediada pelas células T, em relagdo a um dominio

funcional da proteina de invdlucro gp120.

Outras caracteristicas e propriedades da
presente invengdo aparecerdo nas figuras que se seguem cujas le-

gendas sdo apresentadas a seguir:

LEGENDAS DAS FIGURAS

- Figura 1

Vector da expressdo e de clonagem dos frag-
mentos do géne do invdélucro de HIV. M13tg130 é um vector de clo-
nagem dos fragmentos de ADN de HIV. A regido sombreada representa
a parte N-terminal do gene da F—galactosidade. Nesta regido, en-
contra-se um adaptador que apresenta mGltiplos sitios de clonagem.
£l: EcoRI, sm: Sam I, Ss: Sstl; EV: EcoRV, Sp: Sphl, K: Kpn I,
Xb: Xba I, H: Hind III, B. BamHI; Sa: Sal I, P: Pst I. PSVS,
pM25, pSV25 e pSVS XL sdo vectores de expressao.

XR: Xho I.

- Figura 2

Representagdo esquematica da sequéncia de
aminoacidos dos fragmentos do invdlucro de HIV fundidos com HBsAg.
0 sistema de numeragdo é o dado por ALIZON e colab. no artigo
citado sob a referéncia (3). 0s pontos e as setas correspondem,
respectivamente, aos sitios potenciais de glicosilagdo e as cis-
teinas conservadas. As sequéncias dos &4 péptidos representam as

reqgides conservadas entre os isolados de HIV1 e de HIVZ.



- Figura 3

Andlise de mancha de Western das particulas
recombinantes de HBsAg. As particulas recombinantes n2.2 (A),
ne.8 (b), n2.6 (c), reagiram com: um soro anti-p49a diluido a
1:500 (linhas A1, B1,C1), um anti-soro anti-péptido 5 (linha A2),
um anti-soro anti-péptido 6 (linha B2), um anti-soro anti-pép-
tido 7 (linha B3) a uma diluigdo de 1:25 e a uma diluigdo de 1:200
de um anticorpo monoclonal 18/7 (linha C2). 0Os tamanhos sdo dados

em kilodaltons.

- Figura 4

Ensaio de neutralizag8o: a cinética da neu-
tralizagdo in vitro das diferentes amostras de virus (A, B, C)
por um anti-soro diluido a 1:50 obtido depois da imunizagdo de
um coelho com o recombinante n2.8 (0~~""0) ou com um Soro pré-imune
(0——0). A actividade da transcriptase inversa determinou-se me-
diante incorporacgdo de /3H/ timidina trifosfato (em cpm). No gra-
fico D, cada ponto representa a percentagem de inibigdo RT para

A, B, C calculada como se segue.

Cpm teste RT sobre cultura com soro 1imune

X 100
cpm teste RT sobre cultura com soro pré-imune

- Figura 5

Neutralizacdo de HIV com um soroc imune de
coelho dirigido contra o recombinante n2.8. Soros pré-imune (li-
nha continua) e imune (linha a ponteado) foram testados para co-

nhecer a neutralizagdo do virus em culturas celulares, utilizando
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dois isolados diferentes LAVgo, (circulos) LAVE (tridngulos).

-

A actividade da transcriptase inversa mediu-se apds 7 a 10 dias

nos sobrenadantes de culturas celulares.

- Figura 6

Sequéncias das proteinas do invoélucro das

proteinas do invdlucro dos retrovirus SIVmaC, HIV-2, HIV-1.

Nesta figura os tragos de unido que aparecem
nas sequéncias tém como d(nico objectivo permitir o alinhamento
das sequéncias. Estes tragos de unido ndo tém, portanto, signi-

ficado cientifico.

- Figura 7: Doseamento dos anticorpos em macacos imuniza-

dos com particulas hibridas HbsAg (S-H) ou particulas nativas

HBsAg (A).

Mac S e H receberam uma injecgdo com parti-
culas purificadas HIV/HBsAg, numa dose de 10/ug ou TS/Lg, respec-

tivamente, aos 0, 242, 7092, 1672 e 20392 dias. Mac A recebeu uma

injecgdo de uma dose de 15/bg de particulas HBsAg derivadas de
um plasma purificado aos 0, 219, 432 e 1652 dias. A primeira dose
foi dada com o adjuvante completo de Freund,as doses seguintes

com o adjuvante incompleto de Freund. Mas S e H receberam a quarta

dose sem adjuvante.

As amostras de soros obtidas em diferentes
momentos depois da injecgdo foram diluidas em série e testadas
para a presenca de anticorpos especificos de HBsAg ou de HIV uti-

lizando o método ELISA. Os titulos sdo expressos pelo linverso da
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diluicdo do soro que da um valor de absorgdo 3 vezes superior ao
valor obtido com o soro pré-imune. Cada ponto € a média de 4 de-

terminagodes.

- Fiqura 8 : Estimulacgdo antigénica dos linfdécitos.

Os PBL foram isolados mediante centrifugagédo
com Ficoll Hypaque a partir de sangue heparinizado, de Mac H (imu-

nizado 3 vezes com HIV/HBsAg) ou Mac A L imunizado 3 vezes com
HBsAg (Controlo) _7.

0s PBL foram suspensos a 1,5x106 células/ml
em um meio RPMI 16-40 completado com 10% de soro AB humano inac-
tivado pelo calor. Depositou-se 0,1 ml em triplicado em cavidades
de fundo redondo de placas com 96 cavidades. Os PBL foram esti-
mulados com 0,1 ml de HIV-1 purificado em um gradiente de sacarose,
com particulas HBsAg purificadas em 2 gradientes sucessivos de
cloreto de césio. Cada antigénio foi testado para diferentes con-

centracdes. Quatro e cinco dias depois da estimulagdo, cada cavi-

dade de PBL foi marcada com timidina BH—T 1/wCi durante 6 horas,
as células foram colhidas e determinou-se a timidina 3H incorpo-

rada, mediante contagem de cintilacgao.

- Figqura 9 : Sequimento da resposta proliferativa dos PBL

dos macacos.

Os linfécitos foram colhidos antes da imuni-
zagdo e depois da segunda e da terceira imunizagdo, antes e de-
pois do "rappel" no dia indicado na figura. As setas indicam os
dias de imunizacdo dos animais. Seguiu-se a capacidade dos lin-

. . L 3 AP
fécitos para incorporar a timidina “H em resposta a um antigenio



ex6geno como se indica na figura 8 e calculou-se o indice de es-
timulagdo (S.I.) dividindo o nimero de cpm da timidina ’H incor-
porada pelas células estimuladas pelo nimero de cpm incorporado
pelas células ndo estimuladas. Nestes ensalos o ruido de fundo
(cpm) estd compreendido entre 100 e 2450 cpm. A resposta Blasto-

génica a Con A déd um S.I. compreendido entre 5 e 129.

A imunogenicidade das particulas preferidas
da presente invencgdo pode igualmente ser atribuida verosimilmente
a glicosilagdo dos péptidos resultantes de HIV na ocasido da ex-

pressdo dos vectores recombinantes referidos antes.

No descrito antes, a regido que contém a se-
quéncia de aminoacidos imunogénica de HIV e o seu sitio de ligagdo
aos receptores CD4 dos linfécitos T4 provinha quase sempre de uma
sequéncia comum pertencente a uma glicoproteina da superficie ou
transmembranar de HIV. Evidentemente que cada uma destas sequéncias
pode provir de regides afastadas uma da outra nas proteinas natu-
rais de HIV. Neste Gltimo caso, elas consistir3do de preferéncia
em uma sequéncia recombinante ou em um polipéptido recombinante
resultante da expressdo de duas sequéncias que codificam para as
regides correspondentes do genoma de HIV ou até mesmo de HIV per-

tencente a isolados diferentes.

No descrito antes deve igualmente notar-se
que, de preferéncia, se recorreu a sequéncias resultantes de HIV
melhor conservadas nos diversos isolados disponiveis de HIV. Evi-
dentemente que se pode, contudo, recorrer as sequéncias menos

bem conservadas de um ou outro isolado. Numa tal hipdtese, a pre-



sente invengdo diz igualmente respeito as composigles de parti-
culas que correspondam a definigdo dada antes, distinguindo-se,
contudo, estas particulas umas das outras pelo facto de conterem
sequéncias de aminodcidos comuns a regiBes das glicoproteinas

correspondentes a isolados diferentes.

A presente invengdo diz finalmente respeito

as sequéncias de aminoacidos preferidas resultantes de HIV, que

estdo identificadas no quadro da presente descrigdo e, por con-
sequéncia também as sequéncias de ADN que codificam para elas
(como, alias, os polipéptidos produzidos por sintese quimica e
que apresentam propriedades imunoldgicas semelhantes, assim como
todas as sequéncias de acidos nucleicos que codificam para estes
polipéptidos, quer se trate de sequéncias naturais quer produzi-

das mediante sintese nucleotidica).

Em particular, as sequéncias de aminoécidos
anteriormente referidas podem ser utilizadas para a produgdo de

ingredientes activos de vacinas que comportem como suporte uma

bactéria E. coli e, aflorando a superficie desta bactéria, as
sequéncias peptidicas de HIV referidas antes. Para a produgdo de
tais vacinas pode-se recorrer a técnica descrita no pedido de
patente europeia depositado em 6 de Margo de 1987 e publicado com

o numero 0242-.243.
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REIVINDICACOES

l1.- Processc para a preparacgao de um  vector
recombinante, que compreende as seguintes etapas:

- recombinacdo "in vitro" e, eventualmente, sob o controlo
de um promotor reconhecido pelas polimerases de um hospedeiro
celular eucariota, de uma parte de uma sequéncia nucleotidica
exdbgena que codifica para uma sequéncia de aminoéacidos
imunogénica, que induz anticorpos neutralizantes face a um
retrovirus da familia HIV ou susceptivel de ser reconhecida por
tais anticorpos, e comportando um fragmento de &acido nucleico
correspondente a regido S e, eventualmente, a toda ou parte da
regido pré-S do antigénio principal da superficie do virus da
hepatite B, e permitindo, quando introduzido em um hospedeiro
celular eucariota competente, e na ocasido da cultura do
hospedeiro celular assim transformado, induzir a producido de
particulas apresentando as caracteristicas morfoldgicas
essenciais do antigénio HBsAg e, de preferéncia, a excrecao
destas particulas no meio de cultura,

- e recuperacgao do vector recombinante formado
compreendendo os elementos, tais como foram definidos antes,

- caracterizado pelo facto de a referida sequéncia
nucleotidica exdgena do vector recuperado codificar para uma
sequéncia de aminodcidos imunogénica que induz anticorpos
neutralizantes face a um retrovirus da familia HIV ou

susceptivel de ser reconhecida por tais anticorpos, comportando



pelo menos um epitopo susceptivel de ser reconhecido por
linfécitos B, e pelo menos um epitopo susceptivel de ser
reconhecido pelos linfécitos T e

- de se inserir a referida sequéncia nucleotidica exdégena
quer na dita regido pré-S, ou de se substituir toda ou parte da

dita regido pré-s.

2.- Processo de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo facto de a referida sequéncia nucleotidica
exdgena do vector recombinante recuperado codificar para uma
sequéncia de aminoacidos imunogénica compreendendo além disso

pelo menos um sitio de ligacédo ao receptor CDA4.

3.- Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicagdes 1 ou 2, caracterizado pelo facto de se colocar o
fragmento de &cido nucleico do vector recombinante recuperado
sob o controlo de um promotor reconhecido pelas polimerases de

um hospedeiro celular eucariota.

4.- Processo de acordo com a reivindicacido 3,
caracterizado pelo facto de o promotor contido no vector

recombinante ser um promotor resultante de SV40.

5.- Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicacgdes 1 a 4, caracterizado pelo facto de se substituir

a sequéncia nucleotidica inserida pela totalidade da regiao

pré-s.
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6.- Processo de acordo com uma gqualquer das
reivindicagdes 1 a 4, caracterizado pelo facto de se inserir a
sequéncia nucleotidica exdgena do vector recuperado na parte

pré-S2 da regido pré-s.

7.- Processo de acordo com a reivindicacdo 6,
caracterizado pelo facto de se eliminar essencialmente a regiao

pré-52 de um lado e do outro da sequéncia inserida.

B8.- Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicagdes 1 a 7, caracterizado pelo facto de o vector
recuperado ser tal que a sequéncia nucleotidica exbégena que ele
contém compreende uma sequéncia que codifica para uma das

sequéncias de aminoacidos seguintes:

X1 CHIRQIINTWHKVGKNVYLPPREGDLTC 71
Xo CHIKQIINTWHKVGRNVYLPPREGELSC Z»

X3 CRIKQFINMWQEVGKAMYAPPISGQIRC Z3

em que os pares X3, 21, X2, Zp e X3, Z3 representam quer grupos
COOH ou NHyp quer sequéncias de aminodcidos compreendendo
normalmente respectivamente associadas 4as partes centrais
correspondentes sequéncias indicadas anteriormente nas
glicoproteinas dos retrovirus SIV, HIV-2, HIV-2 que normalmente

0os contém.
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8.- Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicagcdes 1 a 8, caracterizado pelo facto de o vector
recuperado ser tal que a sequéncia nucleotidica exdgena que ele
contém codifica para toda ou parte de uma das seguintes

sequéncias:

RGEFLYCKMNWELNWVEDRSLTTQKPKERHKRNYVPCHIRQI INTWHKVGKNVYLP
PREGDLTCNSTVTSLIANINWTDG
RGEFLYCNMTWEFLNWIENKTHRNYAPCHIKQIINTWHKVGRNVYLPPREGELSCNS
TVTSITIANIDWQNN
GGEFFYCNSTQLENSTWENSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQFINMWQEVGKAM

YAPPISGQIRCSSNITGLLLTRDGGNN

10.- Processo de acordo com a reivindicacao 6,

caracterizado pelo facto de o vector ser derivado do vector

pMZ2S.

11.- Processo de acordo <com a reivindicacao 7,

caracterizado pelo facto de o vector ser derivado do vector

pSV2sS.

12.- Processo para a produgao de particulas

recombinantes, caracterizado pelo facto:
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- de se transformar um hospedeiro celular determinado com
um vector recombinante obtido por um processo de acordo com uma
qualquer das reivindicagbes 1 a 11,

- de se cultivar o hospedeiro celular transformado em um
meio apropriado e

- de se recuperar as particulas recombinantes formadas,
apresentando particulas recombinantes recuperadas as
caracteristicas morfoldgicas essenciais das particulas HBsAg e
compreendendo, aflorando a superficie destas particulas, o
essencial da sequéncia de aminoacidos (S) correspondendo a
regido S e, eventualmente, a toda ou parte da sequéncia de
aminoacidos correspondendo & regido pré-S do genoma do virus da
hepatite B, a montante da referida sequéncia de aminoacidos
(S), compreendendo ainda estas particulas uma sequéncia de
aminoacidos imunogénica que induz anticorpos neutralizantes
face a um retrovirus da familia HIV ou susceptivel de ser
reconhecida por tais anticorpos, comportando esta sequéncia
pelo menos um epitopo susceptivel de ser reconhecido pelos
linfécitos B, ou pelo menos um epitopo susceptivel de ser
reconhecido pelos linfécitos T, sendo esta sequéncia
imunogénica, quer inserida na sequéncia de aminoacidos preé-S,

quer substituida em toda ou parte da proteina pré-S.

13.- Processo de acordo com a reivindicagao 12,
caracterizado pelo facto de a sequéncia de aminoaclidos

imunogénica de particulas imunogénicas recuperadas compreender



-

além disso um sitio de ligacdo ao receptor CD4 de linfécitos T4

humanos.

14.- Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicacdes 12 ou 13, caracterizado pelo facto de a
sequéncia de aminoacidos imunogénica das particulas
recombinantes recuperadas ser quer inserida na sequéncia de
aminodcidos codificada pela regido pré-S do genoma do virus da
hepatite B, quer substituindo toda ou parte da sequéncia de

aminodcidos pré-S2.

15.- Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicacdes 12 ou 13, caracterizado pelo facto de, no
essencial, se ter submetido a sequéncia de aminoacidos pré-S2

das particulas recuperadas a uma deleccgao.

16.- Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicacgdes 12 a 15, caracterizado por as particulas
recuperadas possuirem uma actividade imunogénica que lhes
permite induzir "in vivo" a producdo de anticorpos protectores
contra um retrovirus da classe dos retrovirus HIV patogénicos

para o homem.

17.- Processo de acordo com uma qualquer das

reivindicacdes 12 a 16, caracterizado pelo facto de no
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essencial as particulas recuperadas terem perdido a faculdade
de induzir "in vivo" a producdo de anticorpos neutralizantes

face ao virus da hepatite B.

18 .- Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicacdes 12 a 17, caracterizado pelo facto de se escolher
a sequéncia de aminoacidos imunogénica inserida das particulas

recuperadas entre as sequéncias indicadas a seguir:

X1 CHIRQIINTWHKVGKNVYLPPREGDLTC 27
Xo CHIKQIINTWHKVGRNVYLPPREGELSC Zp

X3 CRIKQFINMWQEVGKAMYAPPISGQIRC Z3

em que os pares Xj, 21, X2, Zp e X3, Z3 representam quer grupos
COOH ou NHy quer sequéncias de aminodcidos compreendendo
normalmente, respectivamente associadas as partes centrais
correspondentes sequéncias indicadas antes nas glicoproteinas

dos retrovirus SIV, HIV-2, HIV-1 que normalmente as contém.

19.- Processo de acordo com uma qualquer das
reivindicacdes 12 a 18, caracterizado pelo facto de se escolher
a sequéncia de aminoacidos imunogénica das particulas

recuperadas entre as sequéncias indicadas a seguir:

-F
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RGEFLYCKMNWFLNWVEDRSLTTQKPKERHKRNYVPCHIRQIINTWHKVGKNVYLP
PREGDLTCNSTVTSLIANINWTDG
RGEFLYCNMTWFLNWIENKTHRNYAPCHIKQIINTWHKVGRNVYLPPREGELSCNS
TVISIIANIDWQONN
GGEFFYCNSTQLFNSTWENSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQFINMWQEVGKAM

YAPPISGQIRCSSNITGLLLTRDGGNN

20.- Processo para a obtencdo de um hospedeiro
celular recombinante de origem eucariota, caracterizado pelo
facto de se transformar um hospedeiro celular com um vector
recombinante obtido por um processo de acordo com uma qualquer
das reivindicacdes 1 a 11, sendo o hospedeiro celular
transformado apto, quando em cultura, para excretar particulas
obtidas por um processo de acordo com uma qualquer das

reivindicacgdes 12 a 19.

21.- Processo de acordo com a reivindicacao 20,
caracterizado pelo facto de o hospedeiro transformado ser uma

célula de mamifero.

22 .- Processo de acordo com a reivindicacado 20,

caracterizado pelo facto de o hospedeiro transformado ser uma

levedura.

23 .- Processo para a ©preparacdo de fragmentos

imunogénicos que podem estar contidos em particulas



recombinantes obtidas pelo processo de acordo com a
reivindicacdo 18, caracterizado pelo facto:

- de se condensar, dois-a-dois, aminodcidos sucessivos na
ordem requerida, ou de se condensar aminocacilos e fragmentos
formados previamente e contendo Ja diversos aminoacilos na
ordem apropriada, ou ainda diversos fragmentos previamente
preparados deste modo, tendo todas as fungdes reactivas
suportadas por estes aminoacilos ou fragmentos sido previamente
protegidas, com excepcdo das funcdes aminas de um e carboxilos
do outro, ou vice-versa, dque devem normalmente intervir na
formacdo de ligagdes peptidicas designadamente depois da
activacdo da funcido carboxilo;

- de se recuperar fragmentos imunogénicos de aminoacidos

escolhidos entre os fragmentos indicados a seguir:

X1 CHIRQIINTWHKVGKNVYLPPREGDLTC 23
X CHIKQIINTWHKVGRNVYLPPREGELSC Z)

X3 CRIKQFINMWQEVGKAMYAPPISGQIRC Z3

em que os pares X1, 21, X2, Zp e X3, Z3 representam quer grupos
COOH ou NHyp quer sequéncias de aminoacidos compreendendo
normalmente, respectivamente associadas as partes centrais
correspondentes, sequéncias indicadas antes nas glicoprotelinas

dos retrovirus SIV, HIV-2, HIV-1 que normalmente as contém.

24 .- Processo de acordo com a reivindicacao 23,

caracterizado pelo facto de 0s fragmentos recuperados



/

compreenderem toda ou parte de um dos encadeamentos indicados a

seguir:

RGEFLYCKMNWFLNWVEDRSLTTQKPKERHKRNYVPCHIRQIINTWHKVGKNVYLP
PREGDLTCNSTVTSLIANINWTDG
RGEFLYCNMTWFLNWIENKTHRNYAPCHIKQIINTWHKVGRNVYLPPREGELSCNS
TVISIIANIDWQONN
GGEFFYCNSTQLFNSTWFNSTWSTEGSNNTEGSDTITLPCRIKQFINMWQEVGKAM

YAPPISGQIRCSSNITGLLLTRDGGNN

25.- Processo para a preparacdo de uma composicdo de
vacina destinada & proteccdo contra uma infecgdo causada por um
retrovirus da familia HIV, caracterizado pelo facto de se
associar como ingrediente activo, particulas recombinantes
obtidas por um processo de acordo com uma qualquer das
reivindicacdes 12 a 19 com um veiculo aceitavel sob o ponto de

vista farmacéutico.

26.- Processo para a preparagcao de uma composigao
para o diagnéstico de uma infeccao devida ao retrovirus HIV
para a deteccdo da presenca de anticorpos neutralizantes em um
meio biolégico colhido em um paciente, caracterizado pelo facto
de se misturar particulas recombinantes obtidas por um processo
de acordo com uma qualquer das reivindicag¢des 18 ou 19 com um
fragmento imunogénico obtido por um processo de acordo com uma

qualguer das reivindicag¢des 23 ou 24.
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27.- Processo para o diagndéstico "in vitro" de uma
infeccido devida a HIV pela deteccdo da presenga de anticorpos
neutralizantes em um meio bioldégico colhido em um paciente,
caracterizado por:

- se fazer contactar, em condic¢des apropriadas particulas
recombinantes obtidas por um processo de acordo com uma das
reivindicacdes 12 a 19 ou uma composicdo obtida pelo processo
de acordo com a reivindicacdo 26 com o meio biolégico testado,

- se detectar a formacdo de um complexo antigénio-anticor-

po.

28.- Método de doseamento "in vitro" da presenca de
anticorpos dirigidos <contra um retrovirus HIV num meio
biolégico, em particular para o doseamento de anticorpos
neutralizantes no seguimento de uma vacinagao, caracterizado
pelo facto:

- de se fazer contactar fragmentos imunogénicos de
aminoacidos obtidos pelo processo de acordo com uma das
reivindicacde 23 ou 24, marcados de maneira a permitirem o
doseamento wulterior, com o meio bioldégico a ensaiar, em
condicdes apropriadas para permitir a reaccao,

- o doseamento dos referidos fragmentos que reagiram Ccom O

meio.

29.- Método de diagnéstico "in vitro" de anticorpos

anti-HIV em um meio biolégico e em particular de anticorpos
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neutralizantes no seguimento de uma vacinagao, caracterizado
pelo facto:

- de se fazer contactar fragmentos imunogénicos de
aminoacidos obtidos pelo processo de acordo com uma das
reivindicacdes 23 ou 24 com o meio biolbégico ensaiado,

- de se revelar a formagdo de um complexo de tipo
antigénio-anticorpos entre oOs anticorpos do meio biolobgico

ensaiado e os fragmentos imunogénicos.

Lisboa, 3 de Margo de 1995

fs.
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RESUMO

"processo para a preparagao de vectores recombinantes e de
particulas HBsAg recombinantes hibridas tendo as carac-
teristicas morfoldgicas do antigénio HBsAg contendo uma
sequéncia imunogénica que induz anticorpos neutralizantes
dirigidos contra HIV ou susceptivel de ser reconhcida por

tais anticorpos”

A presente invengao diz respeito a um ingrediente activo
para uma vacina contra HIV. Este ingrediente activo é constituido
por particulas recombinantes apresentando as caracteristicas mor-
foldgicas essenciais das particulas de HBsAg e comportando, aflo-
rando 3 superficie destas particulas, o essencial da sequéncia
de aminoacidos (S) que codifica para a regido S e, eventualmente,
toda ou parte da sequeéncia de aminodacidos codificada pela regiao
pré-s do genoma do virus da hepatite B, a montante da referida

sequéncia de aminodcidos (S), sendo estas particulas recombinantes

caracterizadas pelo facto de compreenderem, alem disso, uma se-
guéncia de aminoicidos imunogénica gque induz anticorpos neutra-
1izantes face a um retrovirus da familia HIV ou susceptivel de ser

reconhecida por tais anticorpos, comportando esta sequéncia pelo

menos um epitopo susceptivel de ser reconhecido pelos linfdocitos B,
e pelo menos um epitopo:asceptivel de ser reconhecido pelos lin-

fécitos T e, eventualmente, pelo menos um sitio de ligagao ao
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receptor CD4 de linfocitos T4 humanos, sendo esta sequéncia imuno-
génica, quer inserida na sequéncia de aminoacidos pré-S, quer

substituindo toda ou parte da proteina pré-S.

Lisboa, 08 de Janeiro de 1990
O Age nte Oficial da Propriedade Industrial

(/—_\>/N1/ é1&foAf’
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