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Descrigdo referente a patente
de invengdo de BOEHRINGER
INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH,
alemd, industrial e comercial,
com sede em D-6507 Ingelheim
am Rhein, Republica Federal
Alemd, (inventores: Magister
Markus Duechler, Dr. Timothy
Skern, Dr. Dieter Blaas,
Dipl. Ing. Berthold Berger,
Dr. Wolfgang Sommergruber e
Prof. Dr. Ernst Kuechler, re-
sidentes na Austria), para
"PROCESSO DE SINTESE "IN VI-
TRO" DE UM ACIDO RIBONUCLEICO
INFECCIOSO".

DESCRICAO

0 objecto da presente invengZdo € uma
sintese in vitro de um ARN infeccioso de HRV2, assim como o as
sim chamado clone de "tamanho completo" ("full size") de HRV2.

0s rinovirus humanos s3o os principais
causadores de constizagles (1l). NZ2o obstante existirem mais do
que cem serotipos antigénicos diferentes todos eles ligam com
o mesmo receptor (2), com excepgdo de dez serotipos. 0s avan-
gos mais recentes da investigag¢8o sobre osrinovirus, como a de
terminag8o da sequeéncia de nucledtidos de quatro serotipos e a
determinagdo da estrutura cristalina de HRV14, levaram, na ver
dade, & melhor compreens@o da multiplicidade dos serotipos (3,

4, 5, 6, 7, B8), embora ainda ndo seja possivel conseguir cons-
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truir uma imunidade permanente ou pelo menos duradoira contra
infecgbes provocadas por rinovirus.

Depois de realizada a infecgdo, mani
festa-se na verdade a presenga de anticorpos contra a estirpe
que provoca a infecgdo, mas estes nado garantem protecgd@o contrg
outras estirpes de rinovirus. Uma vacinag¢8o profildctica como
a que é possivel, por exemplo, no caso dos virus da poliomieli+
te ou da influenza é pelo menos parcialmente excluida.

Para desenvolver uma possibilidade
de terapia activa contra infecg¢les provocadas por rinovirus é
indispensavel, por consequéncia, analisar a histdria dos virus
que aparecem nas células.

Para esse efeito, é uma condigdo
prévia desenvolver um sistema de ensaio com o gqual se possa in
vestigar, por exemplo, alteragles sobre a sua acgdo sobre a
histéria dos virus.

Um objectivo da presente invengéao
consiste em proporcionar um sistema de ensaio com o qual se po
dem investigar quaisquer mutagdes previstas que se produzam no
plano do ADN.

De acordo com a presente invengéo,
este objectivo foi atingido mediante a sintese de uma cdpia de
CADN de HRVZ2 que possibilita transcrever ARN infeccioso in vi-
tro. Com este cADN sintético é surpreendentemente possivel i-
mitar o comportamento dos virus para HRV2 in vitro.

As acgOes de cada uma das mutagdes
sobre o plano do ADN como, por exemplo, supressdes, insergsdes
e trocas de pares de bases podem investigar-se directamente e
medir quantitativamente com ele.

0Os conhecimentos que se podem obter
com o auxilio deste sistema de ensaio, susceptiveis de genera-
lizar mais cedo, por causa da maior homologia do HRVZ2 para os
rinovirus até agora sequenniados do que com o clone de "tama-
nho completo" de HRV14 que se pode obter de acordo com Mizuta-
ni e col.. Ndo obstante, este clone que continha mais vinte e
um nucledtidos do que o ADN "nativo" ele podia obter-se com o
seu ARN infeccioso. Racaniello e col. puderam mostrar que uma

cépia de cADN completo de poliovirus pode produzir virus in-




fecciosos.

Até agora, ainda ndo foi descrito um
clone de cADN de nenhuns rinovirus que pertencem ao assim cha-
mado "grupo de receptor menor", a partir do qual se pudesse
transcrever um ARN infeccioso.

No entanto, descreveram-se ja clones
de cADN de HRV2 (6) ainda que o comprimento médio de 0,5 kb
nao seja vantajoso para a construgdo de um cADN completo.

Para se atingir o objectivo de acor-
do com a presente invengdo, procedeu-se, por conseguinte, como
se descreve seguidamente:

A sintese da primeira cadeia de ARN
de HRV2 (5 microgramas) realizou-se como se descreveu na lite-
ratura (10). Este cADN foi transformado em cadeia dupla com
RNase H e ADN polimerase 1, em que se utilizaram reagentes de
Amersham.

Utilizou-se T4 ADN polimerase para
degradar as saliéncias. Depois de tratamento com EcoRI metila-
se, adicionaram-se ligadoras EcoRI e digeriu-se o cADN com
EcoRI. Isolaram-se as moléculas mais compridas do que 4 kb com
gel de agarose a 1% e ligou-se o sitio EcoRI do plasmidio do
escrito azul (Stratagene, San Diego, Califdrnia, Estados Uni-
dos da América).

Os recombinantes foram sequenciados
para garantir que todas as regides da sequéncia de HRV2 esti-
vessem cobertas. As zonas que n#@o est8o recobertas sido prepara
das ou por sintese quimica ou por repetigio das operagdes aci-
ma descritas. Em seguida, estes clones s&Zo reunidos para se ob
ter uma molécula completa de cADN. Na extremidade 3' do cCADN
completo de HRVZ2 adiciona-se um promotor de ARN-polimerase
apropriado para a transcrigdo, por exemplo, o promotor T7 ARN-
-polimerase ou o promotor SP6 ARN-polimerase.

No caso presente, obtiveram-se cADN
recombinantes com um tamanho de até seis kb (Figura 1). Como,
no entanto, nenhum dos clones continha a extremidade 5' comple
ta, utilizou-se um clone que continha os nucledtidos 1 a 471 e
ja foi anteriormente descrito (pl0OC, (6)) para recobrir esta

regido.




Clones 4 cADN

Utilizaram-se pl00 (com o fragmento
PstI maior para os nucledtidos 1 - 471), pl9 (19 - 5101), pls5
(2125 - 7102dA50) e pl (5373 ~ 7102dA50) para construir uma mo-
lécula de cADN completa, que pudesse ser transcrita pela T7 ARN
-polimerase. Utilizou-se a estratégia representada na Figura 1,
para construir dois segmentos que correspondem as partes 5' e
3' da molécula. Para a parte 5', inseriu-se o fragmento BamHI/-
PstI com 0,6 kb do clone 100 no sitio SacI/PstI do plasmidio
Bluescripto. Este plasmidio contém o promotor de T7 ARN-polime-
rase juntamente como o poliligador.

Utilizou~se um oligonucledtido de
dupla cadeia sintético que continha os nucledtidos 1 a 9 de
HRVZ e as extremidades salientes correctas para possibilitar
a ligag8o nos sitios de SacI e BamHI. O sitio de Bluescripto
SacI foi escolhido porque ele fica mais proximo do promotor de

T7 ARN polimerase. O plasmideo resultante foi designado como
plOOb e continha os nucledtidos 1 a 471. Foi aberto com Hpal
no nucledétido 226 de HRV2. O fragmento de 4,9 kb Hpal/Smal iso-
lado do clone 19 foi inserido para se transformar no clone 119
(nucledtidos 1 a 5101).

Esta construgdo leva, na verdade, a
uma outra insergZo dos nucledtidos 226 a 471 da sequéncia de
HRV2 entre os sitios de restrigado Hpao/SmaOI e Aspl, ainda que

seja de novo eliminado nas operagdes seguintes de clomagdo (Fi-
gura 1).

Construiu-se um plasmidio que contém
a parte 3' procedendo como se descreve em seguida:

Ligaram-se os clones 1 e 15 um com o
outro, para o que se substituiu o fragmento de 1,2 kb Spel/Spel
do clone 1 (as sitios de Spel estdo no poli-ligador e na posi-
G8o 6554 em HRVZ2) por intermédio do fragmento de 4,1 kb Spel/-
Spel do clone 15; obteve-se como resultado o clone 115 (nucled-
tidos 2435 a 7102d450).
Ndo foi possivel utilizar directamen-—
te o clone 15 porque o trogo de polidA do sitio SacI estava
proximo do poli-ligador. Por esse motivo, o cADN estava na
orientagé@o errada e ndo podia ligar-se, portanto, & metade 5'
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do cADN.

Na sintese in vitro do ARN infeccio-

so é utilizével apenas um sitio de corte de restricfio no plas-
midio depois do trogo de polidA (neste caso, com um comprimen-
to de aproximadamente cinquenta nucledétidos). Para este efeito
o melhor é o Asp 718 I na extremidade de poli-ligador. A par-
te do poli-ligador que estava entre a sequencia de polidA e o
sitio de Asp 718 I foi, portanto, eliminada, com o que o plas-
midio 115 foi aberto com EcoRI e os nucledésidos salientes fo-
ram eliminados por digestZo com "nuclease de feijdo mungo".
Por eliminag&o com Asp 718 I, foi separada a parte remanescen-
te do poli-ligador; as extremidades salientes foram preenchi-
das com fragmento de Klenow da ADN polimerase I. As extremida-
des modificadas foram em seguida ligadas, obtendo-se o clone
115m; esta estratégia regenerou o sitio de Asp 718 I que fica
agora vizinho do trogo de polidA.

As duas metades do cADN de HRVZ2 fo-
ram em seguida reunidas através do sitio unico de SphI; o frag
mento com 1,2 kb Sphi/Asp 718 I do clone 119 foi substituido
pelo fragmentc com 3,2 kb §£EI/£§B 718 I do clone 115m; obteve
-se o clone pHRVZ.

Na transcrigdo deste plasmidio, de-
pois de linearizagdo com Asp 718 I, obtém-se um ARN que com-
preende o genoma completo de HRV2. Além disso, na extremidade
5' encontram-se dezasseis nucledtidos adicionais (que corres-
pondem & sequéncia do sitio de iniciag83o da T7 ARN polimerase
até a primeira base do cADN) e, na extremidade 3', existem
cinco nucleétidos adicionais do sitio Asp 718 I.

A transcrigédo com T7 ARN polimerase
foi efectuada de acordo com métodos usuais (11). A mistura da
transcrigdo foi utilizada directamente como solugdo de ARN sem
qualquer tratamento posterior. A qualidade do ARN foil ensaiada
num gel com 1,0% de agarose que contém 0,1% de SDS; normalmen-—
te, mais de 90% das moléculas de ARN eram moléculas de "compri
mento completo.

A concentragdo de ARN foi determina-
da por manchamento de acordo com o método de Fleck and Begg

(12). 0s fosfatos de nucleésido foram eliminados por precipi
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tagdo dupla em presenga de acetato de aménio 800 mM, os &cidos
nucleicos foram dissolvidos em agua e o ARN foi hidrolisado
com bases alcalinas. 0 ADN e as proteinas foram precipitados
com acido percldrico. Por meio da medigdo subsequente espectro
fotométrica da concentracgdo dos nucledétidos, determinou-se a
concentragdo inicial de ARN com base na hipdtese de que 90% do
ARN era constituido por moléculas de "comprimento completo.

Transfixaram-se células Hela (estir-
pe Ohio) com utilizagZio do método de DEAE-dextrano (9), em que
300 microlitros da mistura de transfecgd@o com ARN, transcritas
por pHRVZ2 cortado com Asp 718 I, foram utilizadas por placa.

Depois de trés dias, tingiram-se as
células com vermelho-neutro ou violeta-de-cristal e verificou-
—-se a presenga de placas.

Surpreendentemente, n3o se observou
nenhuma infecg8o. A razdo possivel para este e€feito podia ser
os nucledtidos adicionais, n&@o obstante mizutani e Colonno (9)
terem obtido um ARN infeccioso de cADN com o comprimento de
vinte e um nucledétidos de HRV14. Para garantir as actividades
que sdo provocadas pela presenca dos nucledétidos adicionais na
extremidade 5', desenvolveu-se uma estratégia alternativa que
reduziu a sequéncia adicional a apenas dois radicais G. E im-
possivel a eliminacio completa porque a T7 ARN polimerase ne-
cessita de dois radicais G nas posigdo +1 e +2.

Van der Werf e col. puderam mostrar
que um sitio de Stul exactamente no sitio de iniciag@o da
transcrigdo da T7 polimerase pode ser introduzida por uma
"mutagénese dirigida para o sitio", na qual a sequéncia AGGGCG
(a transcrig3@o comega com o primeiro G) é alterada em AGGCCT,
em que os dols grupos G essecnciais para a transcrigdo com a
I7 ARN polimerase permanecem ndo removidos. A enzima de restri-
¢80 Stul corta depois no segundo G e origina extremidades li-
sas; portanto, o transcrito de ARN de um fragmento que foi clo-
nado por este sitio contém apenas dois grupos G adicionais.

Com utilizag8o de um "estojo de muta-
génese dirigida para oligonucledtidos" da Amersham, foi inseri-
do, portanto, um sitio de Stul no plasmidio plOOb, em qQue se
utilizou a possibilidade de produzir ADN de uma cadeia a par-
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tir de plasmidios de Bluescript. O plasmidio 100b StuIl resul-
tante foi digerido com Stul s Asp 718 I; o fragmento de 7,0 kb
BamHI/Asp718I de pHRV2 foi entZo construido com o auxilio de

um oligonucledétido sintético de cadeia dupla que continha os
primeiros nove nucledtidos da sequéncia de HRV2 e as correspon-
dentes extremidades para poder ser adicionado correctamente
nos sitios de restrigdo.

0 sequenciamento de alguns dos candi
datos obtidos mostra que todos continham mais do que copia do
oligonucledtido. Estes foram separados por digestdo de restri-
¢80 com BamHI, eluigf@io do fragmento de 10 kb por um gel de aga
rose e religagdo. Para um clone, verificou-se gque continha ape
nas uma coépia do oligonucledtido. Foi designado pHRV2/1.

A transcrigdo e a transfecgdo reali-
zaram-se como se descreveu para pHRVZ2. No ensaio das células
depois de trés dias obtiveram-se surpreendentemente placas com
uma eficiéncia de 20 - 50 placas/ g. O ARN de particulas de vi-
rus produziu 100 - 200 placas/ ug. A eficiéncia do ARN trans-
crito in vitro correspondia portanto aproximadamente a metade
do que se obteve com o ARN do virus. Por meio de uma transfec-
gcdo de controlo com pHRV2/1 ADN, pode demonstrar-se nitidamen-
te que a infecgdo é dependente de ARN; o correspondente ADN
ndo originou nomeadamente quaisquer placas.

Surpreendentemente, ao contrario dos
resultados obtidos por Mazutani e Colonno para HRV14 (9), a in
fecciosidade do ARN transcrito a partir destes clones era, no
entanto, dependente do numero de nucledtidos adicionais. Sé o
clone com "tamanho completo", que nfo apresentava mais do que
as duas guaninas adicionais na extremidade 5' necessarias para
a transcrig8@o com a T7 polimerase originou um transcrito infec
cioso.

0 clone pHRV2/1 de tamanho completo
que fornece in vitro o ARN infecciosoc preparado pela primeira
vez de acordo com a presente invenc@o apresenta a possibilida-
de valiosa de, mediante mutagénese especifica, investigar as
exigéncias estruturais para a ligagdo ao "receptor do grupo me-
nor",

Neste sistema, podem-se investigar
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todas as mutagles que se podem produzir no plano do ADN. Para

a investigag8o dos sitios de ligagdo do receptor, trocaram-se

aminodcidos nes proteinas da membrana do virus de HRV2 que obe-

decem aos seguintes critérios:

a) Na superficie do viriSio ou no "canyon", devem existir ra
dicais AS com uma inserg¢&o de cerca de um eixo de sime-
tria quintuplo; isto pode determinar-se por comparagéo
com a estrutura cristalina de HRV14 (5, 13).

b) Os radicais AS apropriados devem ser conservados dentro
de um grupo receptor, o que pode ser garantido por com-
paragdo das sequéncias com outros serotipos (8).

c) Os radicais AS encontrados de acordo com (b) podem ser
especificos ent&o apenas para um grupo receptor, se no
respectivo outro grupo receptor se encontrarem radicais
AS nos correspondentes sitios da sequéncia (comparagio
da sequéncia com componentes do "grupo receptor mais im-
portante" 4, 3, 7).

O objectivo da presente invengdo é
proporcionar a preparagdo de um mutante, no qual um grupo de
ARG (AS n? 180) em VP3 de HRV2 é trocado por um radical Thr. P4
ra isso, procede-se como se descreve em seguida:

Para se obter um plasmidio apropriadg
para mutagénese in vitro, subclonou-se um fragmento com o tama-—
nho de 0,4 kb do cADN de "tamanho completo" (Figura 4). 0 frag-
mento abrange a regifio do sitio de corte com HindIII (nucledtio
do n? 1982) até ao sitio de PstI (n? 2422) e foi inserido nos
sitios de PstI/HindIII do plasmidio Bluescript (Stratagene, San
Diego, California, Estados Unidos da América).

Correspondentemente as indicagdes dos
estratagénios, produziu-se ADN de cadeia tnica do plasmidio pon
meio de um fago auxiliar necessdrio & mutagénese e purificou-se
A mutagénese realizou-se por meio de um oligonucledtido (vinte
e seis nucledtidos) sintéticos de uma Unica cadeia, com uma se-
quéncia diferente da do tipo nativo no sitio dese jado. A sequég
cia do oligonucledétido é a seguinte:

5' - CCCAGATGTAGATGTACCTGGTGATG -3

Com o auxilio do estojo de "mutagéne-

se in vitro" da firma Amersham, preparou-se o mutante preten-
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dido procedendo de acordo com as indicagBes do fabricante e en
sailou-se por sequenciamento do ADN de acordo com os métodos
usuais (14, 15). Como a existéncia de outros sitios de PstI e
HindIII no plasmidio pHRV2/1l tornava impossivel que se reclo-
nasse o fragmento de PstI-Hind III que mantém a mutagdo direc-
tamente no clone de "tamanho completo", ele foi primeiramente
ligado num outro subclone de pHRV2/1l, que contém a sequéncia
do sitio de EcoRI (numero 743%) até ao sitio de Apal (nimero
3458) no vector de bluescript, por intermédio dos sitios de
corte PstI/HindIII (Figura 4).

0 plasmidio resultante foi digerido
com EcoRI e Apal; o fragmento com 2,7 kb de comprimento foi
utilizado para substituir a correspondente sequencia em
PHRV2/1, pelo que se obteve pHRV2/mRT. A transcrigio e a trans
fecgédo realizaram-se come sz descreveu para pHRVZ2.

A partir de algumas placas, foram re
tirados virus e com eles infectadas monocamadas de células He-
la, em que se formaram em trés dias 2 x 10' - 2 x 10° pfu/ml
de meio. 0s virus assim obtidos foram ainda multiplicados va-
rias vezes em monocamada de células Hela e purificadas por
trés operagdes de centrifugagfo (dez minutos a 500 x g; trinta
minutos a 20.000 rpm, SW40; sessenta minutos a 45 000 rpm, ro-
tor SW-50) e peletizados.

0s virus ressuspensos em tampao de
fosfato fisiolégico (PBS : 137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 8,1
mM de KH2PO4, 1,5 mM de NaZHPO4; pH 7,3) foram ut%%izados para
a preparagdo de particulas de virus marcadas com S (16). A
analise em gel de poliacrilamida desnaturado (Figura 5) néo
apresentou diferengas nas larguras das deslocacgBes das protei-
nas individuais das membranas dos virus em comparacgdo com o ti-
po nativo.

Para poder garantir possiveis altera
g¢O0es do comportamento de ligagd@o dos mutantes de virus nas cé-
lulas hospedeiras, realizaram-se ensaios de ligacdo como foi
descrito por G. Abraham e R. J. Colonno (16); a duragdo da in-
cubagdo foil de dezasseis horas para a pré-incubag@io com virus
frio ou de quatro horas para a incubag3io com virus marcado com
358. Como virus frio, utilizou-se HRVB9 e HRV2; compararam-se

- 9 -



virus HRV2 marcados com 35

S nativos e mutantes (figura 6). Nio
se conseguiu detectar comportamento de ligag8o significativa-
mente diferente dos mutantes do virus em relag@o ao tipo nati-
vo (Figura 6).

A partir de cerca de 1 x 108 de par-
ticulas de virus purificados dos mutantes, isolou-se o ARN por
extracgdo com fenol (17) e transcreveu-se a regifio que se man-
tém na mutagio em cADN. Para isso, utilizou-se para a sintese
da primeira cadeia um oligonucledtido sintético com a sequén-
cia
5' ~CTTCTAATTTGAGCCATTTCTTG -3

e para a sintese da segunda cadeia o oligonucledtido com a se-

quéncia
5' - TCTATTCCAGGTGAGGTT -3'

Digeriu-se o cADN de cadeia dupla
com PstI e HindIII e ligou-se no vector de bluescript. Sequen-
ciaram-se os plasmidios assim obtidos. Desta maneira, fol pos-
sivel garantir que os mutantes do virus mantinham, de facto, a
alteragdo da sequéncia pretendida.

Desta forma, podem determinar-se os
aminodcidos e as regides do virifio que s3o essenciais para a
ligagdo do receptor.

Com base na grande homologia existen
te do HRV2 em relag@o aos outros rinovirus até agora sequencia

dos como HRV14 é de se esperar que estes resultados possam
ter utilizagédo com elevada seguran¢a também em rinovirus que
pertencem ao assim chamado "grupo do maior receptor".

A presente invengd@o proporciona assim
plamidies que contém os cADN completos para HRV2 ou por mutagé-
nese especifica os andlogos que se obtém sob o controlo do pro-
motor de ARN polimerase.

S8o0 também objecto da presente inven
¢80 os sistemas que contém um cADN completo para HRV2 sob o
controlo de um promotor de ARN polimerase em que os coddes co-
dificam os aminodcidos que ficam na superficie do viriZio ou no
"canyon", s&8o trocados por codBes para outros aminodcidos, es-
pecialmente por codBes para aminoacidos que influenciam o com-
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portamento da ligagdo em relagdo ao receptor.

0s plasmidios preferidos contém, an-
tes do primeiro par de bases do cADN, apenas os nucleodtidos
que s3@o necessarios para a iniciagdo da transcrigfo. No caso
da utilizagdo de T7 ARN polimerase, s3o, por exemplo, as duas

guaninas essenciais.

B vantajoso prever nestes plasmidios
um sitio de restrigdio que aparece apenas uma vez em ligagado na
extremidade 3' do cADN.

£ também, evidentemente, objecto da
presente inveng@o o ARN que se obtém a partir destes plasmidios
por transcrigzo.

Os plasmidios de acordo com a presen-—
te invengdo podem utilizar-se, por exemplo, para a preparacgio
de polipéptidos virais, em que se transformam sistemas aproprig
dos de hospedeiro com estes plasmidios. Estes polipéptidos vi-
rais podem ent8@o ser utilizados para tratamento terapeéutico,
por exemplo, para estimulagZo do sistema imune ou para a liga-

¢80 e/ou bloqueio dos receptores celulares para os rinovirus.

LEGENDAS DAS FIGURAS

Figura 1

Representagio esquematica da construd
¢8o da cépia de cADN completa de HRV2, que se encontra sob o
controlo de um promotor de T7 ARN polimerase. Os fragmentos que
foram ligados em cada secgdo si@o representados por linhas gros-
sas. 0Os numeros por cima dos sitios de restrigdo referem-se a
sua posigdo na carta de HRV2, com excepgdo dagueles por cima
dos sitios de Sacl e Asp718l, que representam as extremidades
de cada clone de cADN. Indicam-se os seguintes sitios de res-
trig8o : A, Asp718l; B, BamHI; H, Hpal, P, PstI; R, EcoRI,
S, SacI ; Se, Spel; Sh, SphI; Sm, Smal. Todos os sitios de
Asp7181 e SacI e os respectivos sitios de restrigdo que sdo
marcados com um ponto, derivam de poli-ligadores do vector. 0
promotor de T7 ARN polimerase € marcado por uma seta.

Figura 2

Mapa de restrigd@o do genoma de HRVZ2.

- 11 -



| o o o

Figura 3

Sequéncia do genoma de HRV2 clonado

e sequéncia de aminodcidos dele derivada.

Figura 4

Representag8io esquematica da subclond
¢8o de um fragmento apropriado para a mutagénese, assim como a
sua reclonagdo no clone de "tamanho completo" de HRV2 depois de
mutagénese. 0 sitio mutado é designado com "x".

Figura 5

Auto-radiograma de uma electroforese
em gel. Separagdo das proteinas da membrana de virus de dife-
rentes fracgOes de gradientes numa preparacdo de particulas de

35

virus marcadas com S dos mutantes em comparagdo com o tipo

nativo.

Figura 6
Ensaio de ligagdo dos mutantes de
HRV2. Monocamadas de células HeLa foram pré-incubadas com con-
centragfes crescentes de HRV2 frio (a) ou de HRV89 (b). Em se-
guida, det;;minou—se a quantidade das particulas de virus mar-

cadas com S do tipo nativo e dos mutantes que ainda n#o po-

dem ser ligados.
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REIVINDICACOES

- la —

Processo para obtengio de um plasmi-
dio, caracterizado pelo facto de ele conter cADN completo para
HRV 2 ou os seus andlogos que se podem obter por mutagenese es-
pecifica sob o controlo de um promotor de ARN polimerase.

Processo para obtengdo de um plasmi-~
dio, caracterizado pelo facto de conter cADN completo para
HVZ2 sob o controlo de um promoter de ARN polimerase, em que os
coddes que codificam para aminodcidos que ficam na superficie
do virido ou no "canyon" sdo permutados por coddes para outros
aminodcidos, em especial por codSes para aminodcidos que in-
fluenciam o comportamento de ligag&@o em relagfo ao receptor.

Processo para a obtengdo de plasmidio
de acordo com as reivindicag¢Bes 1 ou 2, caracterizado pelo fac-—
to de a ARN polimerase ser a T7 ARN polimerase.

- 48 -

Processo para a obtengso de um plas-
midio de acordo com as reivindicagdes 1, 2 ou 3, caracterizado
pelo facto de antes do primeiro par de bases do cADN s6 estar
presente um nimero de nucledtidos que é necessdrio para a ini-

ciag8o da transcrigdo.

- 14 -
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Processo para a preparagdo de um
plasmidio, de acordo com a reivindicag8o 4, caracterizado pelo
facto de antes do primeiro par de base de cADN sO estarem pre-
sentes as duas guaninas essenciais para a T7 ARH-polimerase.

- 68 -

Processo para a obtengdo de um plas-
midio, de acordo com uma qualquer das reivindicag¢des anterio-
res, caracterizado pelo facto de possuir adicionalmente um si-
tio de restrigdo que aparece apenas uma vez na unifo na extre-
midade 3' do cADN.

- 78 -

Processo para a obtencdo de um plas-

midio, caracterizado pelo facto de ser pHRV2/1.

Processo para a preparagé@o de ANR,
caracterizado pelo facto de se realizar a transcrigd@o por um
dos plasmidios de acordo com as reivindicagdes 1 a 6.

A Requerente reivindica as priorida-
des dos pedidos alemdies apresentados em 25 de Julho de 1988 e
em 24 de Junho de 1989, sob os n?s. P 38 25 109.2 e P. 39 20

753.6, respectivamente.

Lisboa, 24 de Julho de 1989
0 AGENTE OFICIAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
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RESUMO

"PROCESSO DE SINTESE "IN VITRO" DE
UM A€IDO RIBONUCLEICO INFECCIOSO™

A invengdo refere-se a um processoc pa-
ra obtengd@o de um plasmidio, que contem cADN completo para HRV
2 ou os seus analogos que se podem obter por mutagenese especi
fica sob o controlo de um promotor de ARN polimerase.
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CHANCTCOATCCAGO TTGLTCCCACCTOOAT TTECCACALLGAG TGO EACTCTGTTATTACGLTAMCTTTLTACGECAGI TITATCICCCTTCCCCCA
10 20 30 40 50 60 70 &0 Y] 100

1GTAACTTAGAAGTTTTTCACAAAGACCAATAGCCGGTAATCAGCCAGAT TACT GAAGGT CAAGCACT TCTGTTTCCLCGOTCARTGTTGATATGCTCCA
110 120 130 140 150 160 170 160 190 206 <

ACRGGGCAAMPACAACTGCGATCGTTAACCGLAMAGCOCCTACGCAMGCTTAGTAGCATCTTTGAMATCOTTTGGCTGGT COATCCGCCATTTCCCCTG
210 20 230 240 20 260 Z10 280 70 300

CTAGACCTGGCAGATGAGGCTAGMATACCCCACTOGCOACAGTGTTCTAGCCTGLGTGGCTGCCTGCACACCCTATGOGTGTOAMGLCAMEARTGGAC
310 320 330 340 330 360 370 389 3N 509

AAGGETCTGAAGAGCCCCGTGTGCTCGLTTTGAGTECTCCOOLCCCTOAATGTGGCTAACCTTAACCCTOCAGCTAGAGCACGTAACCCAATGTGTATCTA
410 420 430 440 450 460 470 480 490 S00

GICGTAATGAGCAATTGLGGOATGGOACCAACTACTTTGGGTGTCCGTGTTTCACTTTTTCCTITATATTTGCTTATGGTGACAATATATACAATATATA
H10 520 53U 5410) LH50 S40 L L 80 490 WX
1Py
M G ACVSRQHNVYGTHSTQNSVYSNGSSLNEYT NI
TATTGGCACCATGOG T GLACAGGTTT CLAGA CAMATGTT GGAACT CACT CCACGCAAMMACTCTOTAT CAAATGLGTCTAGT TTAAATTATTT TAACAT C
&10 620 630 640 650 060 470 680 £S0 0

NYF KODAASNGASKULEFTQDODPSKTFTODPVKDVLEHK
HFATTATTTCAAGATGCT GCTT CALATGOTGCAT CANACTGGAATT CACACAAGAT CCTAGTAMATTTACTGACCCAGTTAAGGATGTTTTCOGAAMALG
10 120 730 740 750 160 770 760 130 800

Vi
[ T L B QlS P TVEACGYSDODRIITQITRGOST I TS QOGV
GAATHCCIACACTACAGT CCCCCACAGTGGAGGCTTGTGOATACT CTGATAGGATTATACAGAT TACCAGAGGAGATT CAACCATAACCTCACAMGATGT
610 820 830 840 850 &40 870 880 890 900
AN KDL VAY GVHPHYLSSKDASALIDKP?PSQPDTSSN
GOATGLTATCGTIGEGTATGETGT TTCGCCACATTATCTATCCTCOUMGLATGLCTCTGCAATTCATALCCCTCTCAACCAGATACATLTTCTAAT
10 920 930 940 50 960 970 980 90 1000

Rl Yy 1 L RSV INSSSSKGUWURWEWRKLPDALKDDNEGLTE G
ACATTTTATACTCHAMLGAG TG TGACCTGOAGCAGT TCCTCAMGGGTTGGT GG T GOAMCTACCTGATGCACT CAAGGACATLGG TATTTTTGGT GAV
1010 1020 1030 1040 1000 1660 1070 1060 10170 1100

HKEFYHYLGRSGYTI HVQCHNASKTFHRKQGTLILIVALLTYP
ACATGTTTTATCATTACCTGOGTAGGAGT GGATACACAATACATGTGCAGTGTAATGLTAGTAATTTLACCAGGGTACACTAATTGTTGCTCTGATACC
1110 1120 {130 1140 1150 1160 170 1160 1190 1200

EH Q1 ASALHGNUYVNVYVSYHNYTHPGETGREVKAETR

TOAGCATCAGATTGCAAGTECCTTACATGGCAATGTGAATGTTGGTTACAACTACACACACCCAGGT GAMACAGG CAGGGAAGTT AAGCTGAGACGAGA
1210 1220 1230 1240 1250 1250 1270 1280 1290 1300

ULKNPDLQPTEEYUWLNFOGITLLGNITIFPHQFINL

TTGATCCTGATCTACAACCTACTGAAGAGTATTGOCTAMALTTTGATGGGACACT CCTTOOAMATATTACCATATTCCCTCATCMTTTATCAACTTOA
1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400

FIG. 3a
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RS NNSATIITAPYVNAVPH®HOSHRSHNNNESL VI I DP]
GOAGTAATIATTCTGCCACAMATAATTGCCCCTTATGTCAATGLAGTT CCTATGOATT CAATGCGOAGCCACAAT AT TGGAGT TTGGT AAT AATACCAAT
1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470 1480 1440 1500

CPLETSSALTITNTILIPITI!ISISPHCAETF SGASRGANEKR Q
AIGTCCCCTIGAGACATCAMGTGCAATTAACACAATACCTATTACAATATCTATAAGCCCCATGTGTGCAGAGT T TTCCOGCGCOCGTGLCAGEGT CA,
1510 1520 1530 1540 1550 1560 1570 1580 1590 1600
ry
GLPVELTT PGS GQF LTTODDODFQSPCALFPUUYHTPIT K.
COATTACCAGITTTCATCACACCAGGTTCAGGACAGTTT TTGACAACAGAT GATTTCCAATCCCCATGTGEACT T CCCTURTATCACCOAAE TALGOAM:
1610 1620 1830 1640 1650 1640 1670 1650 1690 1700

I'sSTPGEVKNLVE!I CQVDSLVPIHNNTDTITY I NGSENH
TTTCTATTCCAGGTGAGGTTAMAMATTIGGTTCAAMTTTGT CAAGTAGACAGCCTAGTACCAATAMATAACACTGACACCTACAT CARTAGT GAAMATAT
1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 §790 1600

YSVVLQSSINAPDKIFSIRTOVASQPLATILIG
CTATTCTGTTGTATTGCAAT CATCAATTAATGCACCAGATAAGATCTTCTCTATTCOAACAGATGTTGCTTCCCAACET TTAGCTACTACTTIGATTGS]
1810 1820 1830 1840 1850 1860 1870 1850 1690 1900

1 SSYFTHUTGSLRFSFHICGT ANTTVEKLLLGALY
GAGATATCTAGCTATTTCACCCACTGGACAGGGAGT CTCCGTTTCAGCTTCATGTTTIGTGGTACTGLCAACACTACTGT TAAGCTTTIGT TGGCATACA
1910 1520 1930 1940 1950 1960 1970 1960 1999 2000

TP FGLAEPTTREDAHNLGT HV I NOVYGLOEST I S HVY
CACCACCTGGTAT CGCAGAMUCCCACCACAAGMAGGATGCAATGCTAGGCACTCATGTTATATGGGATGTGGGGT TGCAGT CTALAAT AT CART GG TAGT
2010 a0 2050 7040 050 7050 2070 2080 2090 2100

PHITSASHYRNTSPGRSTSGY 1 T CUHYQTRLVIPP
GCCATGGATTAGCGCTAGT CATTATAGAAACACAT CACCAGGTAGAT CTACATCTGGGTACATAACATGCTGGTATCAGACTAGATTAGT CAT TCCACCI
2110 20 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 220

QT PPTARLLCFVYSGECOCRKDOFCLRHARDTNLHLOSG
CALACCCCACCAMCAGCTAGATTGTTATGTTTTGTATCTGOOTGCAMGACTTTTGCTTGCGCATGGCACGAGATACTAACCTACACCTOLIVAGTGGTG
2210 20 230 2240 2250 2260 2270 2260 2290 2300

\L (P
AL AQYNPVENYITDEVULNEVLYVPNEINSSNPTITITSHS
CAATAGCACAGAACCCTGTTGAGAATTATATAGATGAAGTT CTTARTGAAGTTTTAGTTGTCCCIATATTAATAGTAGT AACCCCACAACAT CAMATIC
2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2600

AP ALDAAETGHTSSVOQPEDVY I CTRYVQI SOOI RD
TGCCCCAGCATTAGATGCTGLAGAAACAGGGCACACTAGTAGTGTTCAACCAGAGGATGT CAT TGARAL TAGGTATGTGCAGACAT CACAACALGAGAT
2410 240 2430 2640 2450 2460 2070 2080 2490 7500

€EnSLESFLG6RSGEC!TI HESKLULEVYVTITLANYNEKEHNTFTY
CAATGAGTTTAGAGAGTTTTCTTGGLAGAT CAGGATGCATACAT GAAT CTAAATTAGAGG T TACACTTGCAMT TAT AL AAGGAGAATTTTACAGTGT
2510 5®20 2530 2540 2550 2560 2570 2580 590 2600

WA T NLQIEKAQIRRKFELITYTRFIDSC!IVTULYPCILIS
GGOCTATTAAT CTACAMGAMT GGC T CAPAT TAGAZGGAAATTTGAATTGT TCACCTATACTAGGTTTGATTCTGAM T AMCCCTAGTTCCATGLATTTC
2610 240 2630 2640 2650 2640 I 7480 261 210

ALSQDIGHITHQYNYVPPGAPVPESRDDIDYAWQS
COCCCTTACT CAGGACATTGGACACATCACAATGCAATACATGTATGTT CCACCAGGTGCACCGOTGLCCAATAGTAGGGACGATTATGLATGGCAGTCT
na 2740 2730 2740 2750 2780 2770 2780 2190 2800

G T NASVFUWQHEGEQQAYPRFSLPFLSVASAYYHRF YD
GGCACTAATGLCTCTIGTTTTCTGGCAACATGGACAGGCTTATCCAAGATTTTCCTTACCTTTCCTAAGTGTGGCATCIGCTTATTACATGTTTTATGATG
2810 2820 2830 2840 2850 2660 2870 2880 2890 2900

_ AL
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GOPOKTLFECQRVSSYTIF [ PP HADLPOKGEKAEFGDS.RF
GGOATGACATGACACTGTTCTGLCAMATGRTTTCTAGTGTTACATT TATACCACCAATGGCTGATCTACCAGATAMGGCAAGGLT TTTGATTCTAGGTT

IO ) 44350 L4y GO0 LD KI0 W80 WSO 4500
VLCSTRHSLLTPPT LTS L P?aHNRREFLGLET IV
TGTATIATGCAGCATAATCATTCCCT TCTAMCACCCCCOACAATAACT TCACTATCTGCANTGATAGAAGAT TTTTCCTAGAT T TAGATATAATAGT A
LS00 4520 4530 4540 4550 560 4570 4 4580 4590 4600

HONFKDPQOGOGKLNVAAAMLTIRPCOVDHNRIGNG ARSC cr
CATGATAACTT CAAAGATCCACAGGGCAMCTT AATGTGGLAGCAGCGTTT CGACCATGTGATOTAGAT A TAGAATAGGAAATGCACGTTGTTGTCCAT
4610 6620 Lol 4440 4650 4660 £670 5660 4690 4700

PV OG6GRNAY ST RORNS CREYSULUAQVYNIHITLLEURRR
TIGTOIGTGOAMAAGEAGTTTCTTT CAAAGATCGTIACT CTTGUMEAART ACALC CTTGCGLAGGTGTACAEATAATGAT TGAAGAAGACAGALGOAG
4710 4720 4730 4740 5750 5760 4770 4780 4790 5600

Fi-A
FQVvV v vH Tl Al QGEP!I DHEKENDPPLEPPAILITIDLLGOCGS VR
MOACAAGTGOTTGATGT CATGACAGCTATAT TCCARGGGCTAAT TGATATCAMAMCCCACCACCACCTGCTATTACTGACTTGCTCCAGTCTGT TAGA
4810 4620 4830 L840 4850 4860 4870 4880 469 4900

TPEV I EY CELEGNKRMUWI!I | PAFLCCKTIESNRNTETLN La N T T 11

ACCCCTOAAGTTATTAAGTATTGTGAGGHTAATAGATUOAT AAT T CCALCAGART GTAAGAT ANIAGCAG T TCARL T TCGLTACATA T CAT I C 1
4910 49 4) 490 4940 L4950 94l 4970 L4980 4990 5000

(VAP

'L ANV L GEARTLT I Y VU] Y KLUFP CTLQGPYSGELPKPKI

TCATTGCAMATGTTATTGLTATGOCGAGAAT AT ATATGTTATI TACARACTTI TTIGCACATTACAGGGACCATATT CAGGAGAMC CVAGCCCAAGHT
5010 5020 5030 040 S50 5040 5070 5050 5090 5100

FROTEAS

KT PECRRVVIQGP T T GHS LI KHNS CVvV I TT1T NG

TAMPAT CCCABAMGGCG TG TAGTAACACALGIAC CABALGAGAAT T TUGGATGTCTTTAAL TAACATAACTCATOTGT TATTACPACAGAAAT GGG
5110 9120 5130 5140 5150 5160 5170 5169 5190 5200

KFTCECLGVYCRIVVYYPTHADPLPGKETIQVDGITIKY
AATTCACAGGT CTTGGAGTATACGACAGAT TTGTGGT COVACCAACACATGCAGAT CCTGOAMGLAMTTCAGGT TGAT GG TAT AL TACAAAGT CA
210 5720 5230 Y 5750 5260 5270 5280 5290 5300

PO SY DL YRKNGIELLITVYUKLORNETETFRGOIRRY ]
TTOACTCATATGACTTATACAMA CAAGAAT GEGAT A CTAGAAAT AACAGTACT TAAATTAGATAGAAAT GARMAAT TTAGAGATATCAGGAGATAT AT
5510 530 533 5340 5350 5340 5370 - 5380 5390 5400

FRNHE D DY P NCOCKLALLANQPEPTIINVGEDIVYS Y
ACCTAACAATGAGATGATT ACCCCAATTGLAACTTAGCACTGC TAGCAMAL CAGCCTGAACCAAC TATAAT CAATGTTGGAGATGTTGTAT CCTATGGE
5410 5470 5430 7% 5450 5440 5470 5480 5490 $%00

NT L LS G6GNQT ARMBLAKYSY PTKSGYCGG6VLYKIGOQ
MTAMCTGCTCLGTGGCN.CCAN‘CGGCTUJJ\TGUIUJJACAGT7ACCUJ\CUMTCTGGTMCTGTGGAGG]GTCT[ATACANJ\TTGGGCJJ\G
5510 5540 5530 5540 5650 5560 5570 5589 $590 S400
(5 POUIERASE
V0IGIHY6EG6NGRDGISANLLRSYFTDODVYQG6EQ! TL S K
TGCTIGGMU.CATGTIGGGGGCMIGGM&GCMGGIIIC!U‘GCTMGIIACICACJ\TCCIIJHCACIGAIGHCAGGGCCNJ\TMCGTTAICAM
5610 5620 630 L5640 5650 5660 5670 5680 56%0 5700

KT SECNLPSTHIFCKETKLQPSVYVIYDVFPGSETCLCTP
GAAGALCAGTGAATGTAACCTALCCAGTATACACACCCCATGLAMAACCARATTGCAGCCTAGTGTTTT CTATGATGTATTCCCTGOTT CAAAGAACCA
57110 S720 5730 5740 5750 5760 5770 5150 5750 5800

AVLSEKRKDARLQVOF NIEALFSEKYKGHNTODODCSIINTGH

GCIGTOTTGTCTGARALAGATSLLCGGT TACAAGTIGATTT CAMTGAAGCACTATTTTCTAAATACAMAGGGAATACAGATT GCTCCATTAATGAC CACA
SE10 5620 5630 5840 5850 5840 5670 5880 5690 5900

FIG 3d
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'R T A5 S HY AL TLDLIOPKEPT T LT OS VY [C B U (O
TehGAATTGCATCATCACAT TATGCAGCACAACTCATTACCTTAGATAT TGACCCAMMACCTAT TACACTTGAGGACAGIGTCTTTLGCACTGATGOATT
LY L) 4930 5940 5990 5960 %970 5960 L HRK)

E AL 0 LUKTSAGFPY ] ANGYVEKRKRDOLINNEKTIREKR® DI S K
AGAGOCTETIGATTTGAACACTAGCGCASGAT TTCCATATATTGCAATGGOAGT TAAAAGAGAGAT TTAATAAACAACAAGAL CAAGEATAT AMECINA
&40 &2 6036 40460 s 8040 6070 6080 {5 4100

LK E AT DRY GV DLPNKEVYTELEDELLRENIELKRVY I KGRI
CTTAAGALGCAAI T GACAMATACGGAGTTGACT TACCTATGGTCATCTT CTTGAAMGATGAACT CAGAAAGCAT GAMGG T AAT AALGOTAAARC Y
6110 & 6130 6140 6150 6160 6170 4180 H194 [yt

Ry 1 0aSSYNDTLLFRTTIINCENRLESKIHLNTFEGILI VTG

GAGTTATTGAAGCTAGTAGTGTGARTGATACCCTATTATTTAGMEAACT TTTCGCAACCTCTTTT CAAAGTTCCACTTGAATCCIGGAAT TGT TACTCG
6210 6220 6230 6240 6250 6260 6270 6280 6250 6300

S AVOCOPCVEFHNSKIPARLDDKCIHATDY T WY D G

ATCAGCAGTTGOGATGIGAT CCAGAGGTOTTTTGRT CAMMATACCAGCAATGT TGGATGATAAATGTAT TATGGCTTTIGATTATACAPAT 1ATGATGH T
6310 46320 46330 6340 6350 6360 6370 46350 630 64180

Slli(’lurf/\lKC\‘LU(YLSFNPT-LlDRL()\ShH]

AGTATACACCCTATITCLTTIGMGET CTTAMCAGGTACTCGTAGATCTATCATTTAAT CCACATTAATAGATAGACTATGCAAGT CTAMACACATCI
' £610 60 6430 6440 6450 6460 6470 LL60 6490 45(Y)

FEKNTYY L VEGGVYVPSGCSGETSIFNTITHKINNIILILIRIL
VANATACATACTATGALG T GOAGLGAGGTGTACCAT CTGGGTGT TCAGGTACTAGTATTT TTAACACTATGATCAATAATATTATCATAAGGACCT |
6510 4520 6h30 4540 4550 540 6510 6580 L5 (2804

V6IOVAYKNITIDODLOKLKIIAYGDODVIFSYIIHNETLDOHTC
HOTOTTAGATGCATACAAGMTATAGAT CTAGATAMGC TTAAGATAATTGCCTATGGTGATGATGT CATATTCTCATACATACATGAAC TGOACATGGAG
b&t0 6520 6630 56540 6650 6640 4670 6680 90 6100

Al A1 GV KYGL T T TP ADKSNTIFVYVELDYSNUVIL (|
GLIATILCAATAGALGO TG T TAAATATGGT TTOACTATZPACTCCTGCHATAATCTAACACAT T TG T T TAGACTATAGCAATGHLACT T T A,
6l tiA 67130 6740 4150 6740 6110 4180 LI L8LY)
NROGFKQIDEKYNFLIHPITFPEDETITFESIRWTIKKTEPS
AWAAGLSTTTIAGCAAGATGAGAAGTATAACT TTCTAATACATCCAMCTTTCCCTOAAGATGAVATAT TTGAAT CCAT CAGATGOACILL GAMAL CATC
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