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RESUMO

“Mutantes recombinantes para induzir respostas imunitarias
especificas”

Plasmideo recombinante que incluil os genes cyaC e cyahA de
Bordetella que dirige a expressao da adenilato-ciclase de
Bordetella numa célula hospedeira transformada. Uma molécula
de ADN recombinante pode incluir o gene cyaA de Bordetella
contendo pelo menos uma insercdo de uma sequéncia de ADN
heterdlogo em pelo menos um local permissivo. Adicionalmente,
uma adenilato-ciclase recombinante de Bordetella inclui um
epitopo heterdlogo num local permissivo. Proporcionam-se
métodos para induzir uma resposta imunitdria especifica de
células B, células T auxiliadoras e CTL.
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DESCRICAO

“Mutantes recombinantes para induzir respostas imunitarias
especificas”

ANTECEDENTES DO INVENTO

0O invento refere-se a uma composigdo para induzir resposta
imunitaria em que a referida composigédo inclui uma adenilato-
ciclase recombinante obtida por expressdo do gene cyaC da
espécie Bordetella ligado operativamente a uma sequéncia de
controlo da expressao e de um gene c¢yaA recombinante da
espécie Bordetella que codifica uma adenilato-ciclase ligada
operativamente a uma sequéncia de controlo da expressdo, em
que o referido gene cyaA contém pelo menos uma insercgdo de uma
sequéncia de ADN heterdlogo em pelo menos um local permissivo
e em que a adenilato-ciclase estd desprovida de actividade
catalitica; e em que adicionalmente a referida expressdo ¢
efectuada numa célula hospedeira seleccionada do grupo de
bactérias, células eucaridticas e leveduras.

O presente pedido descreve uma molécula de  ADN
recombinante incluindo o gene de toxina de adenilato-ciclase
(cyaRA) ou um seu fragmento contendo uma insercdo de uma
sequéncia de ADN heterdlogo num local permissivo, em que o
fragmento codifica um polipéptido apresentando as mesmas
propriedades imunoldgicas que o produto do gene CyaA. Em
concretizagdes especificas do presente invento a sequéncia de
ADN heterdlogo codifica um epitopo imunolégico. O CyaA pode
ser obtido de qualgquer microcorganismo ou de outro modo.

O presente pedido também descreve uma adenilato-ciclase
recombinante incluindo um epitopo heterdlogo num local
permissivo. Em concretizagbes especificas do presente invento
0 epitopo heterdlogo & inserido no dominio catalitico
N-terminal da adenilato-ciclase recombinante e pode ser
apresentado ao sistema imunitdrio em associagdo com o complexo
de histocompatibilidade principal (MHC) de classe I. Noutras
concretizagbes do presente invento o epitopo heterdlogo ¢é
inserido no dominio catalitico C-terminal e ©pode ser
apresentado ao sistema imunitdrio em associagdo com o MHC de
classe IT.
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Revelam-se igualmente métodos para 1nduzir respostas
imunitdrias especificas em animais imunizados com composigdes
imunolégicas incluindo adenilato-ciclases recombinantes. Em
concretizacgdes especificas do presente invento S30
especificamente induzidas respostas de células B, de CD4" e de
células T citotdxicas. Com o advento de técnicas de ADN
recombinante para modificar sequéncias de proteinas, tem-se
dedicado uma quantidade considerdvel de trabalho a alteracgdo
ou melhoria especificas de proteinas existentes. A modificacgao
de aminocdcidos especificos de enzimas de estrutura conhecida
para alterar a especificidade tem sido conseguida por
mutagénese dirigida ao local. Apesar do conhecimento da
estrutura tridimensioconal estar restrito a um numero limitado
de proteinas, as comparacgdes de sequéncias entre membros de
familias de proteinas homdélogas assim como previsdes cada vez
mais exactas de estruturas secunddrias e tercidrias, oferecem
uma base util para redesenhar a funcdo enzimdtica.

Outra abordagem com grande 1interesse potencial ¢é a
inserg¢do de novas sequéncias peptidicas no interior de uma
determinada proteina. A mutagénese por insergao tem sido
utilizada eficazmente para estudar a topologia de proteinas de
membrana (Charbit et al., 1986, 1991) e no caso de proteinas
soluveis para determinar regides de flexibilidade natural
(Barany, 1985a, 1985b; Freimuth e Ginseberg, 1986; Starzyk et
al., 1989; Freimuth et al., 1990; Kumar e Black, 1991). Além
disso, a insergao de um péptido exdgeno especifico no interior
de uma enzima pode alterar as suas propriedades cataliticas ou
de regulagao, proporcionando assim uma base racional para
engenharia de proteinas. Adicionalmente, pode utilizar-se a
engenharia de proteinas para alterar ou dirigir
especificamente a resposta imunitaria para um epitopo definido
por alteragao do ambiente do epitopo.

A resposta imunitdria pode ser dividida em dois sistemas
distintos, imunidade celular e imunidade humoral. A imunidade
humoral ¢ mediada por moléculas soluveis, principalmente
anticorpos. Contrariamente, a imunidade celular é mediada por
células intactas, maioritariamente linfdécitos T. A resposta
imunitdria exacta gerada por um antigénio heterdlogo depende
da natureza do antigénio e do ambiente no gqual o antigénio ou

um epitopo do antigénio se apresentam ao sistema imunitdrio.
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O evento de iniciacdo numa resposta imunitdria humoral é a
ligagdo de um epitopo B a uma imunoglobulina (Ig) associada a
membrana num subconjunto especifico de células B. Esta ligacgdo
estimula a entrada das células B no ciclo celular, resultando
eventualmente na produgédo de anticorpos que reconhecenm
especificamente o epitopo B. A resposta de anticorpos
desencadeada por um epitopo B pode ser dependente de células T
ou 1independente de células T. As respostas dependentes de
células T caracterizam-se por uma resposta primdaria muito
baixa seguida por uma resposta de memébdbria de IgG. A resposta
independente de células T, por outro lado, caracteriza-se por
uma resposta de anticorpos IgM rapida, intensa e prolongada.

A resposta imunitdria mediada por células ¢ activada por
epitopos T. Os epitopos T dividem-se de um modo geral em duas
categorias. Muitos epitopos podem activar tanto células T como
células B e sdo por 1sso tanto epitopos T como epitopos B.
Outros epitopos T sdo formas desnaturadas de determinantes
antigénicos nativos e nadc podem activar uma resposta
imunitdria humoral mediada por células B.

Para activar uma resposta imunitdria mediada por células o
epitopo T tem dque se associar a moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal (MHC). O MEC ¢é uma regido de
genes altamente polimérficos cujos produtos sdo expressos a
superficie de diferentes células. Existem dois grupos
principais de MHC, O MHC de <classe I é uma proteina
transmembranar formada por duas cadeias polipeptidicas. A
molécula contém uma regiao de ligacgdo a péptidos
extracelulares que €& polimérfica no 1local de 1ligacdo ao
péptido, ume regido do tipo imunoglobulina, wuma regido
transmembranar e um dominic citoplasmatico gque contém locais
de fosforilagao para uma proteina-quinase dependente de AMPc.

Encontra-se o MHC de classe I em virtualmente todas as
células nucleadas. O MHC de classe I estd geralmente associado
a epitopos T sintetizados endogenamente para apresentagdo ao
sistema imunitdrio mediado por c¢élulas. Dado que esta
associacdo de MHC de classe I a antigénios especificos ocorre
no reticulo endoplasmatico, 0s antigénios que sao
internalizados por wuma célula apresentadora de antigénios
através da via endocitdética ndo se associam geralmente ao MHC
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de classe I. A associacdo de um epitopo T especifico ao MHC de
classe I e a 1ncorporacdao do complexo antigénio-MHC de
classe I na superficie de uma célula estimulam linfdécitos T
citotdxicos (CTL) especificos. 0Os linfdécitos T citotdxicos
estimulados podem entdo matar a célula que expressa o complexo
antigénio-MHC por exocitose de granulos de uma proteina
formadora de poros de membrana que causa 1lise celular e
excrecdao de uma toxina celular que activa enzimas de
degradacao de ADN. Contudo, a activagao das células CTL também
requer, em certos casos, a activagao de células T
auxiliadoras.

A outra classe principal de proteinas MHC é o MHC de
classe II. As MHC de <classe II sdo também proteinas
transmembranares. Tal como o MHC de classe I, o MHC de
classe IT inclui duas cadeias polipeptidicas e inclui uma
regido de ligacdo a péptidos polimérfica, uma regidao do tipo
imuncglobulina, uma regido transmembranar e um dominio
citoplasmatico. Contudo, contrariamente ao MHC de classe I, as
moléculas de classe II sdc apenas expressas em "células
apresentadcras de antigénio" tais como linfdcitos B,
macréfagos, células dendriticas, células endoteliails e algumas
outras. 0Os epitopos T associam-se ao MHC de classe II guando
um antigénio incluindo o epitopo T se liga a superficie de uma
célula apresentadora de antigénio. O antigénio entra na célula
através de fagocitose ou por endocitose mediada por receptores
em vesiculas revestidas de clatrina. Alternativamente, o0s
antigénios soluveils podem ser internalizados por pinocitose de
fase fluida. Apdés internalizacdo do antigénio, este ¢é
processado por proteases celulares em vesiculas Aacidas
resultando em péptidos com 10-20 aminodcidos de comprimento.
Estes epitopos ligam moléculas de MHC de classe II em
vesiculas intracelulares e o complexo € transportado para a
superficie celular. A presenca do complexo MHC de classe II-
antigénioc a superficie de células apresentadoras de antigénios
resulta no estimulo de subpopulacdes de células T
auxiliadoras. Estas células auxiliam a fungdo das CTL assim
como respostas de c¢élulas B. Adicionalmente, as células T
auxiliadoras podem mediar respostas inflamatérias.

Dois factores importantes na determinagdo do cardcter de
uma resposta imunitdria sdo a natureza do antigénio que ¢é
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reconhecido e o atingimento intracelular ou extracelular do
antigénioc. Assim, um epitopo de célula T gue possa
direccionado para entrar numa célula apresentadora de
antigénicos de um modo dependente de endocitose mediada por
receptores, ficara associado com o MHC de classe II e activara
células T auxiliadoras mas ndo células CTL. Além disso, se um
epitopo de célula T estranho puder ser direccionado para o
citoplasma de uma célula alvo de um modo independente de
endocitose mediada ©por receptores e, © epitopo ficara
associado ao MHC de classe I e permitiréd a activacgdo de
células CTL. Consequentemente, existe uma necessidade na arte
de direccionar especificamente epitopos de modo a activar
selectivamente uma resposta imunitdria mediada por células ou
humoral.

SUMARIO DO INVENTO

O invento refere-se a uma composi¢do para induzir uma
resposta imunitdria, em que a referida composicdo inclui uma
adenilato-ciclase recombinante obtida por expressdo do gene
cyaC da espécie Bordetella ligado operativamente a uma
sequéncia de controlo da expressdo e de um gene CyaA
recombinante da espécie Bordetella que codifica uma adenilato-
ciclase ligada operativamente a uma sequéncia de controlo da
expressdo, em que o referido gene cyaA contém pelo menos uma
insercdo de uma sequéncia de ADN heterdlogo em pelo menos um
local permissivo e em que a adenilato-ciclase estad desprovida
de actividade catalitica; e em que adicionalmente a referida

expressac ¢ efectuada numa célula hospedeira seleccionada do
grupo de bactérias, células eucaridticas e leveduras.

Revela-se um plasmideo recombinante util para expressar
adenilato-ciclase, em que o plasmideo inclui os genes cyaA e
cyaC da adenilato-ciclase de espécie Bordetella, ou seus
homélogos, ligados operativamente a uma sequéncia de controlo
da expressdo, em que o0 plasmideo recombinante dirige a
expressdo da adenilato-ciclase da espécie Bordetella numa
célula hospedeira transformada seleccionada do grupo que
consiste em bactérias, células eucaridticas e leveduras. Numa
concretizagao especifica do presente invento, o gene cyah e o
gene cyaC sdo o gene cyahA e o gene cyaC de Bordetella
pertussis. Noutras concretizagbes especificas do presente
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-

invento, a célula hospedeira ¢é FE. coli, a sequéncia de
controlo da expressao inclui o promotor lac ou O gene cyaA
inclui ADN que <codifica um epitopo heterdlogo. Numa

concretizagado especifica o plasmideo recombinante é pCACT3.

O presente pedido também descreve uma molécula de ADN
recombinante incluindo o gene cyaA de adenilato-ciclase da
espécie Bordetella ou seus homdélogos, em que 0O gene cCyahA
contém pelo menos uma inserg¢dao de uma sequéncia de ADN
heterdlogo em pelo menos um local permissivo. Em
concretizagBes do presente invento a sequéncia de ADN
heterdlogo codifica menos de 25 aminodcidos, entre 10-
20 aminodcidos e 16 aminodcidos. Em concretizacgdes especificas
do presente invento, a sequéncia de ADN heterdlogo é um
epitopo de poliovirus, virus VIH, virus influenza ou virus da
coriomeningite linfocitica e é inserido no dominio catalitico
N-terminal ou no dominio C-terminal.

O presente pedido revela adicionalmente uma adenilato-
ciclase recombinante de Bordetella pertussis incluindo um
epitopo heterdlogo num local permissivo. Numa concretizacdc do
presente invento a adenilato-ciclase estd na forma
desintoxicada. Em concretizagbdes especificas do presente
invento o epitopo heterdlogo é inserido no dominio catalitico
N-terminal e o epitopo heterdlogo é apresentado a linfdcitos T
cDp8”’ em associacao com moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal de classe I. Noutras
concretizagbes especificas do presente invento o epitopo
heterdlogo é inserido no dominio C-terminal e é apresentado a
linfécitos T CD4" em associacdo com moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal de classe IT.

Numa concretizacao especifica do presente invento, o local
permissivo da adenilato-ciclase de Bordetella pertussis &
seleccionado do grupo gque consiste nos residuos 137-138,
residuos 224-225, residuos 228-229, residuos 235-236 e
residuos 317-318. Noutras concretizacdes especificas do
presente invento o epitopo heterdlogo da adenilato-ciclase
recombinante de Bordetella pertussis é o epitopo 118-132 da
nucleoproteina do virus da coriomeningite linfocitica, um
epitopo do virus VIH, nomeadamente o epitopo incluido na
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ansa V3, um epitopo do virus influenza ou um epitopo de
poliovirus, nomeadamente epitopo 103-116 de poliovirus.

Além disso, este pedido descreve um método para induzir a
resposta imunitdria de células B incluindo imunizacgdo de
animais com bactérias vivas que expressam uma adenilato-
ciclase recombinante ou uma composicdao imunoldgica incluindo
uma adenilato-ciclase recombinante ou um fragmento de AC, em
que a adenilato-ciclase recombinante inclui um epitopo B
heterdlogo.

Em concretizacbes especificas do presente invento, as
bactérias utilizadas no método ©para induzir resposta
imunitdria de células B sdo FE. coli. Numa concretizacdo
adicional, os animais imunizados com a composicgao imunoldgica
ou bactérias sao seres humanos. Em concretizacdes especificas,
0 epitopo B heterdlogo é um epitopo B de poliovirus B, um
epitopc B de VIH, um epitopo B de virus da coriomeningite
linfocitica ou um epitopo B de virus influenza.

Descreve-se igualmente um método para induzir uma resposta
imunitdria de «c¢élulas T CD4', em que o método inclui
imunizacdo de animais com uma composicgdo imunoldgica incluindo
uma adenilato-ciclase recombinante, em que a referida
adenilato-ciclase recombinante inclui um epitopo T heterdlogo
num local permissive no dominio terminal C da referida
adenilato-ciclase recombinante,

Numa concretizagdo especifica do presente invento, a
composicdo imunoldgica inclui adicionalmente um adjuvante
adequado. Numa concretizacdo adicional, o epitopo T heterdlogo
¢ um epitopo T de poliovirus, VIH, virus influenza ou virus da
coriomeningite linfocitica.

O presente pedido revela adicionalmente um método para
induzir resposta imunitdaria de células T CD8', em que o método
inclui imunizagdo de animais com uma composigdo imunoldgica
incluindo uma adenilato-ciclase recombinante, em que a
adenilato-ciclase recombinante inclui pelo menos um epitopo
CTL heterdlogo em pelo menos um local permissivo no dominio
catalitico N-terminal da adenilato-ciclase reccmbinante.
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Numa concretizagcdo especifica do presente invento, a
composicdo imunoldgica inclui adicionalmente um adjuvante
adequado tal como hidréxido de aluminio. Numa concretizacgido
adicional, o epitopo T  heterdlogo ¢é um epitopo T de
poliovirus, VIH, virus da coriomeningite, nomeadamente o
epitopo 118-132 da nuclecproteina do virus da coriomeningite
ou virus influenza.

DESCRICAO SUCINTA DA FIGURA

A figura representa esquematicamente um método para
construir o plasmideo pCACT3.

DESCRICAO DETALHADA DAS CONCRETIZACOES PREFERIDAS

O invento refere-se a uma composi¢do para induzir uma
resposta imunitdria, em que a referida composigdo inclui uma
adenilato-ciclase recombinante obtida por expressao do gene
cyaC da espécie Bordetella 1ligado operativamente a uma
sequéncia de controlo da expressdao e de um gene CyaA
recombinante da espécie Bordetella que codifica uma adenilato-
ciclase ligado operativamente a uma sequéncia de controlo da
expressao, em que o referido gene cyaA contém pelo menos uma
insercao de uma sequéncia de ADN heterdlogo em pelo menos um
local permissivo e em que a adenilato-ciclase estd desprovida
de actividade catalitica; e em que adicionalmente a referida
expressao ¢ efectuada numa célula hospedeira seleccionada do
grupo de bactérias, células eucaridticas e leveduras.

O presente pedido revela moléculas de ADN recombinantes
incluindo o gene cyaA de Bordetella pertussis, em que 0O gene
cyaA contém uma insergdo de uma sequéncia de ADN heterdlogo
num local permissivo. O presente invento também se refere a
uma adenilato-ciclase recombinante de Bordetella pertussis
incluindo um epitopo heterdlogo num local permissivo.

Descreve-se igualmente um método para induzir uma resposta
imunitdria de células T CD4' incluindo imunizacdo de animais
com uma composigdc  imunoldgica, em que a composicgao
imunolégica inclui uma adenilato-ciclase recombinante de
Bordetella pertussis com um epitopo T heterdlogo num local
permissivo no interior do dominio C-terminal. Também se revela
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um método para induzir resposta imunitdria de células T CD8"
incluindo imunizagdo de animais com uma composigdo imuncldégica
em que a composig¢do imunoldgica inclui a adenilato-ciclase
recombinante de Bordetella pertussis com um epitopo T
heterdlogo num local permissivo no interior do dominio
catalitico N-terminal.

Tal como agui wutilizada, a expressao "sequéncia de
controlo da expressao" refere-se a uma sequéncia de acido
nucleico que regula a transcrigdo e/ou a traducdo de um gene
estrutural. Esta regula¢do pode ser directa ou indirecta.
Assim, constituem exemplos de sequéncias de controlo da
expressac, entre outras, promotores, operadores, locais de
ligagédo ao ribossoma e ADN que codifica locais de ligacgdo ao
ribossoma.

Tal como aqui utilizada, a expressdo "sequéncia de ADN
heterdlogo” refere-se a uma sequéncia de ADN derivada do ADN
de uma espécie diferente do ADN da porgdo remanescente da
molécula ou gene na/no qual se localiza a sequéncia
heterdloga. A sequéncia de ADN heterdlogo pode ser sintetizada
enzimdtica ou quimicamente. Alternativamente, a sequéncia de
ADN heterdlogo pode ser directamente isolada a partir de um
organismc de origem.

Tal como agqui utilizada em referéncia a uma proteina, a
expressac "local permissivo" refere-se a um local no interior
da molécula da proteina ao qual se podem adicionar aminodcidos
exdgenos sem afectar apreciavelmente as propriedades
funcionais da proteina.

Tal como aqui utilizada em referéncia a um acido nucleico,
a expressdo "local permissivo"™ refere-se a um local no
intericr do &cido nucleico ao qual se podem adicionar
nucledtidos exdgencs mantendo o quadro de leitura sem afectar
apreciavelmente as propriedades funcionais de uma proteina
expressa a partir do dcido nucleico.

Tal como agui utilizado, o termo "epitopo" refere-se a uma
sequéncia de aminoacidos ou outra molécula cu seu fragmento,
que pode induzir uma resposta imunitdria.
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Tal como aqui utilizada, a expressao "epitopo B" refere-se
a uma sequéncia de aminodcidos ou outra molécula ou seu
fragmento, que pode induzir uma resposta imunitdria envolvendo
linfécitos B.

Tal como aqui utilizada, a expressac "epitopo heterdlogo"
refere-se a um epitopo que pode ser inserido numa proteina por
técnicas recombinantes em que o epitopo inserido ndo se
encontra naturalmente nessa proteina.

Depositou-se a estirpe XL-1 de E. coli contendo pCACTI3 na
“Collection ©Nationale de Cultures de Micro-organisms” do
Institut Pasteur, 28 rue du Docteur Roux, 75724 Paris, Cedex
15, Francga, com o numero de acesso I-1201 a 8 de Abril de
1992,

Os mecanismos pelos quais se controla a imunogenicidade de
epitopos peptidicos definidos envolvem tanto as
caracteristicas intrinsecas de um determinado epitopo como
factores ambientais. Estes factores ambientais dependem da
exposicao do epitopo como parte de estruturas complexas e
organizadas tais como parasitas ou bactérias. Por expressac de
determinadc epitopo peptidico em diferentes locais permissivos
de diferentes proteinas bacterianas, ¢é possivel alterar os
factores ambientais e assim modificar especificamente a
imunogenicidade do epitopo peptidico.

2 adenilato-ciclase de Bordetella pertussis representa um
veiculc adequado para especificar a resposta imunogénica de um
epitopo peptidico heterdlogo em concretizagdes do presente
invento. A adenilato-ciclase de Bordetella pertussis constitui
uma das toxinas essenciais deste organismo que ¢ o agente
causador da tosse convulsa. A adenilato-ciclase ¢é excretada
por Bordetella pertussis e apresenta a capacidade de entrar em
células eucaridticas alvo onde, activada pela calmodulina
(CaM), catalisa a sintese de AMP ciclico (AMPc) impedindo
assim o metabolismo celular. A adenilato-ciclase (AC) ¢é
sintetizada e excretada na forma de um polipéptido de
1706 aminodcidos: a actividade <catalitica dependente da
calmodulina localiza-se nos primeiros 400 aminocacidos. A
porgcdo C-terminal com aproximadamente 1300 residuos ¢
responsdavel pela ligacgdo as células alvo e pela translocagdo
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do dominio catalitico N-terminal através da membrana
citoplasmdtica destas células. Adicionalmente, esta porgdo
C-terminal apresenta uma actividade hemolitica fraca.

VAdrias caracteristicas da AC de Bordetella pertussis
indicam que esta toxina pode ser utilizada como um veiculo
para induzir uma resposta imunogénica especifica:

1) esta adenilato-ciclase é capaz de entrar em varias células
diferentes, nomeadamente diferentes tipos de células
associadas com o sistema imunitario;

2) a adenilato-ciclase pode ser internalizada pelas células
alvo independentemente de um processo de endocitcse mediado
por receptor, o que sugere que o dominioc catalitico da toxina
¢ capaz de penetrar directamente através da membrana
citoplasmatica das células alvo;

3) o dominio catalitico N-terminal sofre protedlise rapida no
interior das <c¢élulas alvo, © que permite que epitopos
associados a este dominioc entrem na via do MHC de classe I de
apresentacdo de antigénios; e

4) foram identificados vAarios aminodcidos envolvidos na
actividade catalitica da AC, permitindoc a construgdo de
toxinas AC modificadas que estdao desprovidas de actividade
enzimdtica e portanto J4 ndo sdo citotdxicas. Consultar
Sakamoto, H., Sebo, P., Ladant., J. Biol. Chem., 267:13598-
13602 (1992).

O locus genético (cya) de codificacgdo da toxina adenilato-
ciclase (Cya) de Bordetella pertussis é composto por cinco
genes (cyaA-E). O gene cyaA codifica a adenilato-ciclase. A
expressdo do gene cyaA em E. coli leva a produgdo de um
produtc génico de 200 kDa apresentando actividade catalitica,
mas 1isento de actividades invasiva e hemolitica. Contudo, a
co-expressao do produto génico de cyaC torna a holotoxina cyald
invasiva e hemolitica numa sistema de expressdo reconstituido
em E. coli. A co-expressdao dos genes cyaB, D e E em trans
relativamente a c¢yaA nao confere capacidade invasiva e
actividade hemolitica a holotoxina nem potencia as actividades
apresentadas pelo produto génico cyaC.

Pensa-se que a activacdo de CyaA mediada por CyaC resulta
de uma modificag¢do poés-traducac. Esta modificagdo nac é
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perdida durante a purificacdao da toxina a partir de
B. pertussis por um procedimento incluindo extracg¢do com ureia
8§ M ou separagdo por SDS-PAGE (Hewlett et al., 1989). Esta
revelagdo indica que a modificacgdo é covalente.

Compararam-se as actividades invasiva e hemolitica das
toxinas CyaA produzidas de forma recombinante em E. coli ou de
forma natural em B. pertussis. 0s resultados indicam que as
proteinas activadas por cyac produzidas em E. coli apresentam
5 vezes menos actividade hemolitica do que a toxina produzida
em B. pertussis. A razdo entre a actividade invasiva e a
actividade hemolitica naoc se alterou significativamente com a
purificacdo das proteinas indicando que a diminuicdo da
actividade hemolitica ndo se deve a qualquer factor de
inibicdo presente nos extractos de E. coli, mas pelo contrario
reflecte um propriedade intrinseca das toxinas produzidas em
E. coli. Dols argumentos adicionails apoiam esta interpretagdo.
Primeiro, o desenrolar temporal da hemdlise ¢é praticamente
linear independentemente da fonte das toxinas o que indica que
a estabilidade das proteinas purificadas de E. coli e
B, pertussis é semelhante., Em segundo lugar, podem excluir-se
possiveis diferencas na conformacdo inicial das toxinas
produzidas nos dois organismos dado que o0s procedimentos de
purificacdo envolvem desnaturacado completa em ureia 8 M.

Estes dados indicam que as actividades invasiva e
hemolitica da toxina CyaA podem ser separadas. Tal sugere ©
envolvimento nas actividades invasiva e hemolitica de
diferentes determinantes estruturais do interior da toxina
CyaA. A diminuigdo da actividade hemclitica da toxina
produzida em E. coli poderia também ser explicada por uma
diferenga na natureza das modificagdes pds-tradugao que
ocorrem em ambos 0s organismos ou pela presenca de um factor
adicional presente em B. pertussis que €& necessario para
conferir actividade hemolitica completa a toxina.

Construiram-se vectores de expressdo que dirigem a
expressac tanto do gene cyaA como do gene cyaC (Sebo et al.,
1991). Adicionalmente, construiu-se outro vector de expressio
de plasmideo, pCACT3, que contém ambos os genes cyah e cyaC.
Este vector de expressdac permite um segundo plasmideo
compativel transportando genes necessdrios para a excregdo da



EP 0 637 335/PT
13

AC citotdxica em E. coli, tal como hlyB e hlyD tal como
descrito em Meckman et al., 1985.

O plasmideo pCACI3 foi construido em varias etapas
(consultar a figura 1):

1) construiu-se o plasmidec pAHLl por inserc¢do, entre o0s
locais Unicos PstI e FEcoRI do plasmideo pACM384, do
oligonucledétido 5'CTG CAGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCT
AAG TAAC TAA GAA TTC3';

2) subclonou-se o fragmento PvulIl-EcoRI de 1,4 kb de pAHLl no
local de clonagem multipla do fagemideo pIZl9R (Pharmacia)
entre o local Pstl (convertido para extremidades lisas com
polimerase de T4) e o local EcoRI. O plasmideo resultante ¢
PACDL21;

3) inseriu-se um fragmento BclI-Scal de 5,4 kb origindrio do
plasmidec pACI7 (Sebo et al., 1991) entre os locais unicos
BclI-Scal de pACDL21 para originar o plasmideo pDLACTI1;

4) subclonou-se um fragmento Nael-Ddel de 0,636 kb do
plasmidec pDIA4 (Glaser et al., 1988) contendo o gene cyaC no
local Smal do vector pIzl8R (Pharmacia) para originar o
plasmideo pCYACI no gual o gene cyaC estd sob o controlo do
promotor lac;

5) subclonou-se o fragmento HindIII-Scal de pDLACT1 contendo o
gene cyahA (6,2 kb) entre os locais HindIII e Scal de pCYACL
para originar o plasmideo pCACT3.

Assim, a toxina AC pode ser expressa em E. coli e/ou
excretada por esta bactéria em grandes quantidades e ¢
facilmente purificada (cromatografia de afinidade em resina
CaM Affi-Gel).

Desenvolvemos uma metodologia que torna possivel
identificar rapidamente, utilizando  uma selecgao dupla
(resisténcia a um antibidtico e ensaio calorimétrico em placas
por complementacdo o) a 1nsercdo de oligonucledtidos (que
mantém o quadro de leitura) na porcgdo do gene que codifica o
dominio catalitico N-terminal da toxina. As consequéncias
funcionais destas mutagbes sobre a actividade catalitica da
toxina podem ser facilmente analisadas genética
(complementacgao funcional de uma estirpe cya- de E. coli) e
biogquimicamente (caracterizagdo da estabilidade das AC
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modificadas, da sua actividade enzimdtica, da sua interaccao
com CaM, etc.). Esta metodologia permitiu © rastreio de um
elevado ntmero de mutag¢des de modo a identificar os locais que
sao potencialmente vantajosos para a insercao de determinantes
antigénicos. Os plasmideos que foram utilizados para esta
identificacao foram derivados de pDIA5240 (P. Sebo, P. Glaser,
H. Sakamotc e A. Ullman, Gene 1991, 104, 19-24, cujo conteudo
¢ aqui incorporado por referéncia) contendo o0s primeiros
459 codbes do gene cyaA e que expressaram a porcao N-terminal
da AC (399 aminodcidos) desprovida de quaisquer actividades
invasiva ou citotdxica.

Especificamente, ligou-se um fragmento Pvull-Bst de
pDIA5240 incluindo 373 pb de coddes de CyaA a porcgdc do
3'-terminal do gene (3999 pares de bases - 1333 codbes). A
proteina resultante torna assim a adquirir, na presenga do
produtc do gene cyac, 0 seu poder invasivo. Inseriram-se entao
sequéncias peptidicas adicionais de 10 a 20 aminodcidos nos
locais previamente identificados de modo a analisar a
citotoxicidade das toxinas recombinantes. Em concretizagdes
especificas do presente invento esta insercdo estd em locais
de restricgdo do gene cyalA. As toxinas modificadas gue mantém a
sua citotoxicidade (ou seja, cujo dominio catalitico
N-terminal € normalmente transportado para o citcplasma das
células alvo) podem ser utilizadas como um veiculo para
apresentacdo de determinantes antigénicos. Consultar Ladant et
al., 1992, cujos conteudos sdao aqui incorporados  por
referéncia. Definimos deste modo cinco locais permissivos na
porgdo N-terminal da AC (insergdo entre os aminodcidos 137-
138, 224-225, 228-236, 228-229, 235-236 e 317-318). Um
mapeamento mails exaustivo permitird que o© perito na
especialidade localize outros locais permissivos utilizando os
métodos aqui descritos.

Desenvolvemos uma segunda metodologia (resisténcia a um
antibidético e ensaioc de hemdlise em placas de Petri contendo
sangue) gue permite inser¢des de oligonucledtidos em qguadro de
leitura na porgao do gene que codifica para a porgao
C-terminal hemolitica da toxina a identificar. Estas insercdes
sdo efectuadas num plasmideo que permite a co-expressao de
ambos 0s genes cyalA e cyaC, tal como pCACT3. Consultar acima.
A  vantagem de caracterizar locais "permissivos" para a
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insercao de sequéncias peptidicas adicionais na porcgao
carboxilo-terminal da toxina reside no facto de,
contrariamente ao dominio N-terminal, este dominio permanecer
associado com a superficie exterior da membrana
citoplasmatica. Assim, epitopos inseridos nesta regido da
toxina podem ser dirigidos para a via de apresentacao de
antigénios especifica para o MHC de classe II. Assim, podem
construir-se toxinas que sado duplamente modificadas - no
dominio catalitico N-terminal e no dominio C-terminal - e
capazes de apresentar tanto epitopos dirigidos contra o MHC de
classe I como outros epitopos dirigidos contra o MHC de
classe IT.

A/ ADENILATO-CICLASES RECOMBINANTES QUE EXPRESSAM EPITOPOS
HETEROLOGOS: APLICAGOES EM VACINAS

1. Insercgdo de epitopos B ou T.

Utiliza-se a toxina AC de B. pertussis para apresentar
epitopos com importéncia de vacinas ao sistema imunitario.
Esta toxina recombinante pode ser utilizada como uma
componente da vacina, sozinha ou na presenga de outra(s)
preparacdo (8es) antigénica(s). Pode ser utilizada na forma
toxica ou na forma desintoxicada. A forma desintoxicada pode
obter-se por mutagénese dirigida. Por exemplo, por
substituicdo de Lysb8 ou Lysbtd (Glaser et al., 1989, cujo
conteudo ¢ aqui incorporado por referéncia) por um residuo
Gln. Alternativamente, a forma desintoxicada pode ser obtida
por inserc¢ao do oligonucledtido CTG CAG no local ECORV na
posicdo 564 da fase de codificagcac do gene cyaA. Consultar
Ladant et al., 1992.

Pode obter-se ADN que codifica o derivado de adenilato-
ciclase de B. pertussis do invento, por exemplo, do seguinte
modo.

Lineariza-se o plasmideo pDIA5240 num local de restricdo
em que o ADN que codifica um epitopo heterdlogo vai ser
inserido. Em concretizacdes especificas do presente invento, o
local de restrigao é Nrul quando o local permissivo é nos
residuos 137-138 ou nos residuos 235-236, Noutras
concretizagbes o local de restricdao é HindIII quando o local
permissivo estd nos residuos 224-225, nos residuos 228-229 ou
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nos residuos 317-318. 0O derivadoc de pDIA5240 resultante
contendo epitopo(s) heterdlogo(s) num local permissivo é
restringido com Pvull e BstBI. Iscla-se um fragmento de 1,4 Kb
contendo a porgao do gene da adenilato-ciclase que codifica o
dominio catalitico N-terminal e incluindo um epitopo
heterdlogo. O fragmento de restricdac ¢é entdo fundido ao
remanescente do gene cyaA por 1insercdo entre o local HindIII
(ligado a uma extremidade lisa por ADN-polimerase de T4) e o
local BstBI de pCACT3. O epitopo heterdlogo pode ser inserido
em pPDIA5240 como parte de um ligante que é compativel com um
local permissivo apropriado. Em concretizag¢des especificas do
presente invento o ligante codifica cerca de 16 aminoacidos.

Qualquer epitopo reconhecido pelas células do sistema
imunitédrio, linfécitos B ou T, pode ser introduzido nos locais
permissivos da AC. Cada molécula de toxina pode incluir uma ou
mais copias do mesmo epitopo ou uma combinagdo de diferentes
epitopos, B ou T, localizadcos em diferentes locais da toxina.

1.1 Epitopos B:

Qualquer epitopo reconhecido por linfdcitos B e capaz de
induzir anticorpos apresentandc actividade bioldgica pode ser
introduzido na toxina. Assim, por exemplo, o© epitopo C3 de
poliovirus ou o epitopo V3 do virus VIH, que sao capazes de
induzir anticorpos neutralizantes desses virus, serdo
introduzidos na toxina. Numa concretizagdo preferida do
presente invento, o epitopo V3 do virus VIH a ser inserido ¢é
RIQRGPGRAFVTIGK (residucs 315-329). No caso do epitopo V3,
podem ser introduzidos em diferentes locais da toxina epitopos
V3 correspondentes aos diferentes isolados do virus.

De modo semelhante, podem preparar-se toxinas
recombinantes apresentando outros epitopos do virus VIH (e
nomeadamente epitopos conservados). Cada molécula de toxina
pode entdo apresentar epitopos B diferentes, na presenca ou
auséncia de outros epitopos (e nomeadamente de epitopos T). As
preparacgbes para vacinas podem incluir moléculas de toxina
recombinante apresentando diferentes epitopos.

Alternativamente, estes epitopos podem ser expressos no
interior de outras proteinas vector. Por exemplo, podem
utilizar-se as duas proteinas de envelope de E. coli LamB e
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MalE. Quando o epitopo € expressc a superficie de bactérias
transformadas como parte da proteina da membrana externa LamB,
¢ induzida uma resposta de anticorpos independente de
células T caracterizada por uma indugdo rapida de anticorpos
IgM e IgG. Contrariamente, quando © epitopo é expresso como
parte da proteina periplasmatica MalE, é induzida uma resposta
de anticorpos dependente de células T pertencente a classe
IgG.

A imunizacgdo com as moléculas de toxina recombinantes e
detecgdo de anticorpos ¢é efectuada tal como descrito em

Leclerc et al., 1991, que é aquil incorporado por referéncia.

1.2 Epitopos T auxiliadores (CD4'):

As moléculas de toxina recombinante podem também ser
utilizadas para apresentar epitopos reconhecidos por
linfécitos T CD4'. Estes epitopos serdo inseridos quer
sozinhos quer em combinacdo com outros epitopos T ou B. Podem
entdo inserir-se os epitopos T 103-116 de poliovirus, sozinhos
ou em continuidade com o epitopo B 93-103, epitopos T do virus
VIE ¢ nomeadamente o epitopo T incluido na ansa V3 ou ©
epitopo T do wvirus da coriomeningite linfocitica incluido na
regido 118-132 da nucleoproteina. A sequéncia da regido 118-
132 da nucleoproteina do virus da coriomeningite linfocitica é
RPQASGVYMGNLTAQ.

A sequéncia do epitopo B 93-103 de poliovirus (epitopo C3)
€: DNPASTTNKDK

A sequéncia do epitopo T é: KLFAVWKITYKDT.

Para a geragdo de respostas T CD4° auxiliadoras, os
epitopos T serdao preferencialmente inseridos na regido
C-terminal da toxina capaz de entrar na célula apresentadora
por uma via de endocitose. Podem utilizar-se moléculas de
toxina apresentando actividade de AC ou mutadas para perderem
esta actividade, dependendo do tipo de resposta CD4"
pretendida. A molécula recombinante pode c¢onsistir num
fragmento ou na proteina adenilato-ciclase completa que
expresse epitopo(s) heterdlogo(s).
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1.3 Deteccdo de respostas CD4' apés imunizacdo com moléculas

de adenilato-ciclase apresentando um ou mais epitopos T

reconhecidos por linfécitos CD4':

Imunizam-se animais, tais como ratinhos de diferentes
estirpes, com as moléculas de toxina recombinante na presenca
de um adjuvante adequado tal como adjuvante completo de
Freund, adjuvante incompleto de Freund ou hidrdxido de
aluminio. Duas semanas mails tarde, as respostas T CD4" sédo
determinadas pela proliferagdo de linfdécitos (bago ou génglios
linféticos de drenagemn) cultivados com o] péptido
correspondente ao epitopo T inserido tal como descrito
anteriormente. Consultar Fayolle, et al., 1991.
Contrariamente, o reconhecimento por 1linfécitos de ratinhos
imunizados com péptidos de moléculas de toxina recombinante in
vitro é determinado por incorporagao de timidina. Consultar
Leclerc, et al. 1991.

1.4 Insercdo de epitopos T reconhecidos por linfécitos T

citotédxicos:

A toxina AC apresenta a capacidade de entrar no citoplasma
de células alvo. Tal torna possivel entregar epitopos T
reconhecidos por linfécitos T CD8" ao citoplasma dessas
células e permite a associacdo desses epitopos com moléculas
do MHC de classe I. Constituem fontes de AC a espécie
Bordetella, suas homdélogas ou oUtros organismos que expressam
AC. Em concretizagbes do presente invento, a adenilato-ciclase
¢ uma AC dependente de calmodulina. Em concretizagdes
especificas, a AC é AC de Bordetella pertussis.

1.5 Inducdo de células T citotdxicas:

Podem obter-se respostas T citotdxicas por imunizacdo com
toxina recombinante, sozinha ou na presenca de um adjuvante
tal como hidréxido de aluminio. As vias podem ser a via oral,
a via subcutdnea ou a via intramuscular.

A toxina recombinante expressa um ou mals epitopos
reconhecidos por células T citotdxicas. Podem inserir-se na
mesma molécula de toxina outros epitopos, nomeadamente
epitopos reconhecidos por linfécitos T auxiliadores CD4°. A
identificagao de um epitopo como um epitopo CIL ou um
epitopo T auxiliador é determinada experimentalmente.
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Como exemplo, inserimos no interior da toxina o epitopo
118-132 da nucleoproteina do virus da coriomeningite
linfocitica (Aichele, et al. 1990), que ¢ simultaneamente um
epitopo CIL e um epitopo T auxiliador. A sequéncia de
amincdcidos deste epitopo é: RPQASGVYMGNLTAQ. Podem inserir-se
epitopos de outros agentes patogénicos e nomeadamente de VIH
(epitopos CTL das proteinas env, gag, nef, etc.). Descrevem-se
exemplos de epitopos adequados em Nixon et al., 1992, que é
aqui expressamente incorporado por referéncia. Podem
introduzir-se na mesma molécula de toxina varios epitopos que
representam as sequéncias de diferentes isolados do virus VIH.
De igual mcdo, é possivel utilizar uma mistura de moléculas de
toxina recombinante apresentando cada uma um epitopo CTL
correspondente a um determinado isolado do virus VIH.

1.6 Detecgdo de respostas T citotédxicas:

Estimulam-se linfécitos obtidos de animais imunizados com
a toxina recombinante durante 5 dias, com células singénicas
revestidas com o péptido correspondente ao epitopo inserido ou
na presenca de uma toxina recombinante. A deteccdo de
efectores T citotdxicos ¢é efectuada tal como previamente
descrito (Fayolle et al., 1991). As células alvo, marcadas com
crémio 51 ([51Cr]) e apresentado as moléculas de classe I
compativeis com as células efectoras, sdc primeiramente
incubadas com o péptido correspondente ao epitopo CTL inserido
na toxina recombinante. A resposta T citotdxica é estimada por
libertacgao de [51Cr] pelas células alvo lisadas.

B/ ADENILATO-CICLASES RECOMBINANTES QUE EXPRESSAM EPITOPOS
HETEROLOGOS OU UM LIGANDO PARA UM DETERMINADO RECEPTOR:
APLICAGOES EM IMUNOTOXINA

2 toxina AC recombinante pode ser utilizada para ter como
alvo antigénios e receptores celulares. Seguidamente
apresentam-se exemplos de varias construgdes gue podem ser
concretizadas:

1) construcao de proteinas de fusao contendo o©s primeiros
1490 aminodcidos da AC (esta forma truncada da toxina ¢é
incapaz de ligacdo as células alvo e ndc € portanto todxica),
fundidos com um factor de crescimento tal como TGE-o (no qual
o alvo é o receptor EGF), com IL-2, IL-4 ou IL-6 ou qualguer
outra linfoquina, com regides variaveis de anticorpos
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apresentando uma forte afinidade para receptores ou antigénios
a serem tomados como alvo, por exemplo, antigénios tumorais;

2) insercdo de epitopos B na AC para tomar como alvo células B
especificas ou insercaoc de qualquer outro ligando peptidico
que reconhece receptores especificos;

3) construgdo de uma AC apresentando uma cisteina adicional na
extremidade C-terminal da proteina, gque permitird que um
polipéptido especifico se funda com a AC por acoplamento
quimico. Deve recordar-se que a AC ¢é uma proteina que ndo
contém cisteina.

A importéncia potencial da toxina AC de B. pertussis
comparativamente com outras imunotoxinas reside no facto de
que o envenenamento das células alvo pela AC é independente de
um processo de endocitose mediado por receptores. Assim,
qualquer marcador de superficie especifico para uma
determinada célula poderia servir como um receptor para ter
como alvo a toxina AC recombinante incluindo a toxina AC
truncada fundida com um ligando especifico.
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NUMERO DE PEDIDO: PCTI/EP93/00977

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 1:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(&) COMPRIMENTO: 50 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: dupla
(D) TOPOLOGIA: linear

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZAGAO: 1..6
(D) OUTRA INFORMAGAO: /label= PstI

) CARACTERISTICA:

(&) NOME/CHAVE: misc_feature

(B) LOCALIZAGAO: 7..12

(D) OUTRA INFORMAGCAO: /label= Sall

(ix

) CARACTERISTICA:

(&) NOME/CHAVE: misc_feature

(B) LOCALIZAGAO: 13,.18

(D) OUTRA INFORMAGEQ: /label= Xbal

(ix

(ix) CARACTERISTICA:
(&) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 19,..24
(D) OUTRA INFORMAGAO: /label= BamHI

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 24..30
(D) OUTRA INFORMACAO: /label= Smal

) CARACTERISTICA:

(&) NOME/CHAVE: misc_feature

(B) LOCALIZAGAO: 28,.33

(D) OUTRA INFORMAGAO: /label= KpnI

(ix

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 1:
CTGCAGGTCG ACTCTAGAGG ATCCCCGGGT ACCTAAGTAA CTAAGAATTC 50

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 2:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(&) COMPRIMENTO: 48 pares de bases
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE CADEIA: dupla
(D) TOPOLOGIZ: linear

(EPO)
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(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOME/CHAVE: misc_feature
(B) LOCALIZACAO: 33..35
(D) OUTRA INFORMACAO: /label= Stop

(ix) CARACTERISTICA:
(L) NOME/CHAVE: misc_ feature
(B) LOCALIZACAO: 37..39
(D) OUTRA INFORMACAO: /label= Stop

(ix) CARACTERISTICA:
(L) NOME/CHAVE: misc_ feature
(B) LOCALIZAGAO: 41..43
(D) OUTRA INFORMACAO: /label= Stop

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 2:
ACGTCCAGCT GAGATCTCCT AGGGGCCCAT GGATTCATTG ATTCTTAA 48

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 3:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(&) COMPRIMENTO: 15 aminodcidos
(B) TIPO: aminodcido
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIZ: linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 3:

Arg Ile Gln Arg Gly Pro Gly Arg Ala Phe Val Thr Ile Gly Lys
1 5 10 15

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 4:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 15 aminodcidos
(B) TIPO: aminodcido
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIZ: linear

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 4:

Arg Pro Gln Ala Ser Gly Val Tyr Met Gly Asn Leu Thr Ala Gln
1 5 10 15

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 5:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 11 aminoacidos
(B) TIPO: aminodcido
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIZ: linear
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(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 5:

Asp Asn Pro Ala Ser Thr Thr Asn Lys Asp Lys
1 S 10

(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO: 6:

(1) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 13 aminodacidos
(B) TIPO: aminodcido
(C) TIPO DE CADEIA: simples
(D) TOPOLOGIZ: linear

(xi) DESCRIGAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO: 6:

Lys Leu Phe Ala Val Trp Lys Ile Thr Tyr Lys Asp Thr
1 5 10

Lisboa,
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REIVINDICACOES

1. Composigdc para induzir uma resposta imunitdria, em
que & referida composig¢do inclui uma adenilato-ciclase
recombinante obtida por expressdao do gene cyaC da espécie
Bordetella ligado operativamente a uma sequéncia de controlo
da expressao e de um gene cyaA recombinante da espécie
Bordetella que codifica uma adenilato-ciclase ligado
operativamente a uma sequéncia de controlo da expressac, em
que o referido gene cyaA contém pelo menos uma insercdo de uma
sequéncia de ADN heterdlogo em pelo menos um local permissivo
e em gue a adenilato-ciclase estd desprovida de actividade
catalitica; e em que adicionalmente a referida expressdo €
efectuada numa célula hospedeira seleccionada do grupo de
bactérias, células eucaridticas e leveduras.

2. Composig¢dc tal como reivindicada na reivindicacao 1,
em que a referida resposta imunitdria € uma resposta
imunitdria de células T e a referida sequéncia de ADN
heterdlogo ¢ um epitopo T heterdlogo.

3. Composigdo tal como reivindicada na reivindicagdo 1
ou na reivindicacgao 2, em que a referida adenilato-ciclase
recombinante é parte de uma proteina de fusdao incluindo uma
linfoquina, nomeadamente uma linfoquina seleccionada do grupo
que consiste em IL-2, IL-4 e IL-6.

4. Composicdo tal como reivindicada nas reivindicagbes 1

-

a 3, em que a referida célula hospedeira é E. coli.

5. Composigdoc de acordo com a reivindicagdo 1, em que a
referida resposta imunitdria ¢é uma resposta imunitdria de
células B e a referida sequéncia de ADN heterdlogo € um
epitopo B heterdlogo.

6. Composicdo da reivindicagcao 5, em que a referida
composigdo inclui bactérias vivas gue expressam o gene cyaC da
espécie Bordetella e um gene cyah recombinante da espécie
Bordetella que codifica uma adenilato-ciclase, em gque ©
referido gene cyaA contém pelo menos uma 1inserg¢dc de uma
sequéncia de ADN heterdlogo em pelo menos um local permissivo.
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7. Composicgao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 6, em gue 0 gene cyaA & o0 gene cyaA de
Bordetella pertussis.

8. Composic¢do de acordo com a reivindicacac 7, em que o
gene cyaC é o gene cyaC de Bordetella pertussis.

9. Composicgéao de acordo com qualquer uma das
reivindicacgdes 1 a 8, em que os referidos genes cyaA e cyaC se
encontram no plasmideo recombinante pCACT3 depositado na CNCM,
com ¢ numero de acesso I-1201 em 8 de Abril de 1992.

10. Composicgao de acordo com qualquer uma das
reivindicacgées 1 a 9, em que a referida sequéncia de ADN
heterdlogo codifica menos de 25 aminodcidos.

11. Composigao de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 10, em gque o referido local permissivo &
seleccionado do grupo que consiste em ADN que codifica os
residuos 137-138 do produto génico do referido gene cyaA, ADN
que codifica os residuos 224-225 do produto génico do referido
gene cyahA, ADN que codifica os residuos 228-229 do produto
génico do referido gene cyaA, ADN que codifica os residuocs
235-236 do produto génico do referido gene cyaA e ADN dgue
codifica os residuos 317-318 do produto génico do referido
gene cyah.

12. Composic¢do de acordo com a reivindicac¢do 11, em que o
referido local permissivo é ADN que codifica c©s residuos 235-
236 do produto génico do referido gene cyaA.

13. Composigao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 12, em que a referida sequéncia de ADN
heterdlogo codifica o epitopo C3 de poliovirus humano.

14. Composicgao de acordo com qualquer uma das
reivindicacgées 1 a 12, em que a referida seqguéncia de ADN
heterdlogo codifica um epitopo de VIH.

15. Composig¢do de acordo com a reivindicag¢do 14, em que o
referido epitopo é o epitopo V3 do virus VIH.
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16. Composicgao de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 12, em que a referida sequéncia de ADN
heterdlogo sdao os residuos 118-132 da nucleoproteina do virus
da coriomeningite linfocitica.

17. Composigao de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 12, em que o referido gene de adenilato-
ciclase contém pelo menos uma insergdo de uma sequéncia de ADN
heterdélogo nos residuos de codificagao do ADN 235-236 do
produto génico do referido gene de adenilato-ciclase e em que
a referida seguéncia de ADN heterdlogo codifica o epitopo C3
de poliovirus humano ou um epitopo de virus VIH.

18. Composicdoc de acordo com a reivindicacgdo 17, em que o
referido epitopo € o epitopo V3 de VIH.

19. Composigao de acordo com qualguer uma das
reivindicagdes 1 a 12, em que o referido gene de adenilato-
ciclase contém pelo menos uma insercdo de uma sequéncia de ADN
heterdlogo num local permissivo localizado numa sequéncia de
ADN que codifica o dominio N-terminal do produto génico do
referido gene cyaA.

20. Composicao de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 12, em que © referido gene de adenilato-
ciclase contém pelo menos uma insergao de uma sequéncia de ADN
heterdlogo num local permissivo localizado numa sequéncia de
ADN que codifica o dominio C-terminal do produto génico do
referido gene cyaA.

21. Composigdc tal como reivindicada na reivindicacao 20,
em que a referida sequéncia de ADN heterdlogo que codifica um
epitopo T de poliovirus ou um epitopo T de wvirus VIH,
nomeadamente um epitopo T auxiliador tal como um epitopo T V3
de virus VIH ou ainda um epitopo T de virus influenza.

22.. Composigdoc tal como reivindicada na reivindicacgao 21,
em que o referido gene cyaA recombinante inclui uma segunda
sequéncia de ADN heterdlogo gque codifica um epitopo
seleccionado do grupo que consiste num epitopo de poliovirus,
um epitopo de virus VIH e um epitopo de virus influenza.
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23. Composig¢dc tal como reivindicada na reivindicag¢ao 20,
em que o referido epitopc T é o epitopo T do virus da
coriomeningite linfocitica dincluido na regido 118-132 da
nucleoproteina do referido virus da coriomeningite,

24. Composig¢dc tal como reivindicada na reivindicag¢ao 17,
em que o referido gene cyaA incluil adicionalmente uma mutacdo

que elimina a actividade catalitica do produto génico de cyaA.

Lisboa,
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