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RESUMO
ANTIGENIOS E COMPOSIGCOES DA NEISSERIA MENINGITIDIS

A invengdo proporciona proteinas de Neisseria meningitidis,
incluindo as sequéncias de aminodcidos e as correspondentes
sequéncias de nucledtidos. As proteinas estdo previstas para

ser antigénios Utels para vacinas e/ou diagndsticos.



DESCRICAO

ANTIGENIOS E COMPOSIGCOES DA NEISSERIA MENINGITIDIS

Campo da Invencdo

Esta invencéo diz respeito a antigénios das espécies

bacterianas Neisseria meningitidis e Neisseria gonorrhoeae.

Antecedentes da invencédo

0O patogénio humano Neisseria meningitidis ¢ um diplococo gram
negativo imdével. Coloniza a faringe causando meningite e,
ocasionalmente, septicémia na auséncia de meningite. Este
patogénio assemelha-se bastante a N.gonorrhoeae, apesar de uma
caracteristica que diferencia <claramente o meningococo do
gonococo ser a presenca de uma capsula polisacaridica que esté

presente em todos os meningococos patogénicos.

A N.meningitidis causa tanto doenca endémica quanto epidémica.
Nos EUA a incidéncia atinge 0,6-1 por 100,000 pessoas/ano, e
pode ser muito superior durante os surtos de doenca (ver
Lieberman et al. (1996), Safety and Immunogenicity of a
Serogroups A/C Neisseria meningitidis Oligosaccharide-Protein
Conjugate Vaccine in Young Children. JAMA 275(19):1499-1503;
Schuchat et al (1997) Bacterial Meningitis in the United
States in 1995. N Engl J Med 337(14):970-976). Nos paises em
vias de desenvolvimento, as taxas de incidéncia de doenca
endémica s&do muito superiores e durante periodos de doenca
epidémica as taxas de incidéncia podem alcancar 500 casos por
100,000 pessoas/ano. A mortalidade ¢é extremamente elevada,
atingindo 10-20% nos EUA e sendo bastante mais elevada nos
paises em vias de desenvolvimento. Apds a introducdo da vacina
conjugada contra Haemophilus 1influenzae, a infecdo por

N.meningitidis constitui agora a maior causa de meningite



bacteriana em todas as idades, nos EUA (Schuchat et al (1997)

supra) .

Foram j& identificados 12 serogrupos de N.meningitidis com
base no polissacdrido capsular do organismo. O grupo A & o
patogénio mais frequentemente implicado na doenca epidémica na
Africa Subsaariana. Os serogrupos B e C s&o responsiveis pela
grande maioria dos casos nos EUA. e na maioria dos paises
desenvolvidos. 0Os serogrupos W135 e Y s&o responséaveis pelos
casos restantes nos EUA. e nos paises desenvolvidos. A vacina
meningocdcica usada presentemente é uma vacina polisacaridica
tetravalente composta pelos serogrupos A, C, Y e W13b. Apesar
de eficaz em adolescentes e adultos, conduz a uma fraca
resposta imunitdria e a uma duracdo de protecdo curta e né&o
pode ser usada em criancas [p.ex. Morbidity and Mortality
weekly report, Vol.46, No. RR-5 (1997)]. Isto deve-se ao facto
de o0s ©polissacdridos serem antigénios independentes das
células T que induzem uma resposta imunitédria fraca e que né&o
pode ser reforcada através de imunizacdo repetida. No
seguimento do sucesso obtido com as vacinas utilizadas contra
H.influenzae, tém vindo a ser desenvolvidas vacinas conjugadas
contra os serogrupos A e C, as quais estdo em fase final de
ensaios clinicos (Zollinger WD, "New and Improved Vaccines
Against Meningococcal Disease". Em: New Generation Vaccines,
supra, pp. 469-488; Lieberman et al (1996), supra; Costantino
et al (1992), Development and phase I clinical testing of a
conjugate vaccine against meningococcus A and C. Vaccine

10:691-698) .

No entanto, o meningococo B (menB) continua a constituir um
problema. Este serotipo & presentemente responsdvel por
aproximadamente 50% do total de casos de meningite nos EUA.,
Europa e América do Sul. A abordagem polisacaridica né&o pode

ser utilizada porque o polissacdrido capsular do menB & um



polimero de &cido N-acetil-neuraminico ligado em o (2-8) que
também estd presente no tecido dos mamiferos. Isto resulta em
tolerdncia ao antigénio; na verdade, se uma resposta
imunitéaria fosse desencadeada, seria contra o) préprio
organismo e consequentemente indesejivel. De modo a evitar a
inducdo de autoimunidade e a induzir uma resposta imunitaria
protetora, o) polissacérido capsular foi, por exemplo,
gquimicamente modificado, substituindo-se os grupos de N-acetil
por grupos de N-propionil e deixando a antigenicidade
especifica inalterada (Romero & Outschoom (1994), Current
status of Meningococcal group B vaccine candidates: capsular

or non-capsular? Clin Microbiol Rev 7(4):559-575).

Certas abordagens alternativas as vacinas contra o menB tém
utilizado misturas complexas de proteinas da membrana externa
(OMPs), que contém OMPs isoladas ou OMPs enriquecidas com
porinas, ou a que foram retiradas OMPs da classe 4 que se
acredita poderem induzir anticorpos que bloqueiam a atividade
bactericida. Esta abordagem produz vacinas que ainda nédo estéo
bem caracterizadas. Estas vacinas tém a capacidade de proteger
contra a estirpe hombéloga mas ndo sdo geralmente eficazes
quando existem muitas variantes antigénicas das proteinas da
membrana externa. Para ultrapassar a variabilidade antigénica,
foram J& construidas vacinas multivalentes contendo até nove
porinas diferentes (por exemplo, Poolman JT (1992),
Development of a meningococcal vaccine. Infect. Agents Dis. 4:
13-28). As proteinas adicionais para utilizacdo em vacinas de
membrana externa tém sido as proteinas opa e opc, mas nenhuma
destas abordagens tem sido capaz de ultrapassar a
variabilidade antigénica (p.ex. Ala’Aldeen & Borriello (1996),
The meningococcal transferrin-binding proteins 1 and 2 are
both surface exposed and generate bactericidal antibodies
capable of killing homologous and heterologous strains.

Vaccine 14 (1): 49-53).



Encontra-se disponivel um certo volume de dados de sequéncia
para os genes e proteinas do meningococo e gonococo (por
exemplo, EP-A-0467714, W096/29412), mas a sequenciacdo ndao
estd de modo algum completa. Outras proteinas de menB poderdo
incluir as listadas em W097/28273, W096/29412, W095/03413, US
5439808, US 5879686, Rokbi et al. (1997), Infect Immun. 65:55-
63 e WO97/13860.

O fornecimento de mais sequéncias pode traduzir-se numa
oportunidade de identificar proteinas segregadas ou proteinas
expostas a superficie que constituam presumiveis alvos do
sistema imunitdrio e que ndo sejam antigenicamente variéaveis.
Por exemplo, algumas das proteinas identificadas poderdo ser
componentes de vacinas eficazes contra o meningococo B, outras
poderdo ser componentes de vacinas contra todos os serotipos
do meningococo, e outras ainda poderdo ser componentes de
vacinas contra todas as Neisseriae patogénicas, incluindo
Neisseria meningitidis ou Neisseria gonorrhoeae. As seguéncias
egpecificas de N.meningitidis ou N.gonorrhoeae que sdo mais

conservadas constituirdo as sequéncias preferidas.
Constitui deste modo um objetivo da invencdo fornecer
sequéncias de ADN de Neisseria que codificam para proteinas

que sdo antigénicas ou imunogénicas.

Breve descricdo das Figuras

A Fig. 1 ilustra os produtos de expressdo e purificacdo de
proteinas obtidos a partir do ORF 287 previsto, apdbds clonagem
e expressdo em E. coli.

A Fig. 2 dilustra o grafico de hidrofilicidade, o indice
antigénico e as regides AMPHI dos produtos de expressdo de
proteinas obtidos a partir do ORF 287 previsto, apdbds clonagem

e expressdo em E. coli.



A Fig. 3 apresenta uma comparacdo dos alinhamentos das
sequéncias de aminodcidos do ORFEF 287 para diferentes estirpes
de Neisseria. O sombreado mais escuro indica regides de
homologia, e o sombreado mais claro indica a conservacdo de
aminodcidos com caracteristicas similares. A Figura demonstra
um elevado grau de conservacido entre as diversas estirpes,
confirmando-se deste modo a sua utilidade como antigénio para

vacinas e meios de diagndstico.

Descricdo da invencao

A invencdo fornece proteinas compreendendo as sequéncias de
aminodcidos de N.meningitidis e as sequéncias de amino&cidos

de N.gonorrhoeae que se encontram expostas no Exemplo.

A invencdo fornece ainda proteinas compreendendo sequéncias
homélogas (i.e., qgque apresentam identidade de sequéncia) com
as sequéncias de aminoadcidos de N.meningitidis revelados no

exemplo. Dependendo da sequéncia em particular, o grau de

homologia (identidade de sequéncia) & preferencialmente
superior a 90% (por exemplo, 90%, 95%, 99% ou mais). Estas

proteinas incluem mutantes e variantes alélicas das sequéncias
reveladas no exemplo. Tipicamente, uma identidade de 50% ou
mais entre duas proteinas é considerada como uma indicacdo de
equivaléncia  funcional. A identidade entre proteinas é
preferencialmente determinada por meio do algoritmo de
pesquisa de homologia de Smith-Waterman, tal como implementado
no programa MPSRCH (Oxford Molecular), usando uma pesquisa de

gaps de afinidade com parametros de gap open penalty = 12 e

gap extension penalty = 1.

As proteinas da invencdo poderdo, como ¢é evidente, ser
preparadas por diversos métodos (por exemplo, expressao
recombinante, purificacdo a partir de cultura celular, sintese

quimica, etc.) e sob variadas formas (por exemplo, forma



nativa, proteinas de fusdo, etc.). As proteinas serdo
preferencialmente preparadas sob uma forma substancialmente
pura ou isolada (i.e., substancialmente isenta de outras
proteinas da célula hospedeira de N.meningitidis ou de

N.gonorrhoeae) .

De acordo com um outro aspeto, a i1invencdo fornece anticorpos
que se ligam a essas proteinas. Estes anticorpos poderdo ser
policlonais ou monoclonais e a sua producdo poderd ser

efetuada através de gqualquer meio adequado.

De acordo com um aspeto adicional, a invencdo fornece um &cido
nucleico compreendendo  as sequéncias de nucledbdtidos de
N.meningitidis e as sequéncias de nucledétidos de N.gonorrhoeae

que se encontram expostas no Exemplo.

De acordo com ainda outro aspeto da invencédo, ¢ fornecido um
dcido nucleico gque se hibridiza com as sequéncias aqui
fornecidas. As condicdes de hibridizacé&o sdo aqui

apresentadas.

De acordo com um outro aspeto da invencdo, ¢é fornecido um
dcido nucleico codificando para as proteinas e fragmentos de

proteinas da invencéo.

A invencdo fornece ainda um 4&cido nucleico compreendendo
sequéncias complementares as acima descritas (por exemplo,

para uso como sequéncias anti-senso ou de sonda).

0 acido nucleico de acordo com a invencéo poderéa,
evidentemente, ser preparado de diversas formas (por exemplo,
por sintese quimica de parte ou do seu todo, a partir de
bibliotecas gendémicas ou de cADN, a partir do ©préprio

organismo, etc.) e poderd encontrar-se sob diversas formas



(por exemplo cadeia simples, cadeia dupla, vetores, sondas,

etc.).

Adicionalmente, o termo Y“Yacido nucleico” inclui ADN e ARN e
ainda os seus analogos, tais como aqueles que contém
estruturas primadrias modificadas, além de &cidos nucleicos

peptidicos (PNAs), etc..

De acordo com um aspeto adicional, a invencdo fornece vetores
que compreendem as sequéncias nucleotidicas da invencdo (por
exemplo vetores de expressao) e células hospedeiras

transformadas com tailis vetores.

Segundo um outro aspeto da invencéo, sdo fornecidas
composicgdes compreendendo uma proteina, anticorpo e/ou &cido
nucleico de acordo com o invento. Estas composicdes poderdo
ser utilizadas como vacinas, por exemplo, ou como reagentes

para diagnéstico, ou como composicdes imunogénicas.

A invencdo fornece igualmente um &cido nucleico, proteina ou
anticorpo de acordo com a invengdo para uso como medicamentos
(por exemplo, como vacinas) ou como reagentes para
diagnéstico. A invencdo proporciona ainda o uso do é4cido
nucleico, proteina ou anticorpo de acordo com a invencdo para
o fabrico de: (i) um medicamento para prevencdo de uma infecéo
devida a Neisseria; (i) um reagente para diagndstico,
destinado a detetar a presenca de Neisseria ou de anticorpos

dirigidos contra Neisseria ou (iii) para estimular a producéo

de anticorpos. A referida Neisseria poderd ©pertencer a
qualqguer das espécies ou estirpes de Neisseria (como
N.gonorrhoeae) mas corresponde preferencialmente a

N.meningitidis, especialmente da estirpe B ou estirpe C.



De acordo com outros aspetos, a invencdo proporciona diversos

processos.

E fornecido um processo para a producdo das proteinas da
invencdo, compreendendo o passo de cultura de uma célula
hospedeira de acordo com a invencdo sob condicdes que induzem

a expressdo de proteinas.

E fornecido um processo para a detecdo de polinucleétidos do
invencéo, compreendendo 0s passos de: (a) colocacdo em
contacto de uma sonda de &cido nucleico de acordo com a
invencéo com  uma amostra bioldgica, sob condicdes de
hibridizacdo, para formar duplexes; e (b) detecdo dos ditos

duplexes.

E fornecido um processo para a detecdo das proteinas da
invencéo, compreendendo o0s passos de: (a) colocacdo em
contacto de um anticorpo de acordo com a invencdo com uma
amostra Dbioldgica sob condicdes adequadas a formacdo de
complexos de anticorpo-antigénio; e (b) detecdo dos ditos

complexos.

Tendo acabado de descrever a invencdo de forma geral, o mesmo
serd melhor compreendido tomando como referéncia os exemplos
que se seguem, oS quais sdo fornecidos com fins ilustrativos e
ndo pretendem limitar o ambito do presente invencdo, a ndo ser

que de outra forma seja especificado.

Metodologia - Resumo dos procedimentos e técnicas padronizadas

Generalidades

Esta invencdo fornece sequéncias nucleotidicas de Neisseria
meningitidis menB e as sequéncias de aminodcidos por estas

codificadas. A partir das sequéncias expostas poderéo



produzir-se ensaios com sondas de &acido nucleico e cassetes e
vetores de expressdo. Os vetores de expressdo podem ser
transformados em células hospedeiras de modo a produzir
proteinas. Os polipéptidos purificados ou isolados (que também
podem ser sintetizados gquimicamente) podem ser usados para
produzir anticorpos destinados a detecdo de proteinas de menB.
Ainda, as células hospedeiras ou extratos podem ser utilizadas
em ensaios bioldgicos para isolar agonistas ou antagonistas.
Adicionalmente, com estas sequéncias € possivel implementar
buscas para identificar moldes abertos de leitura e
identificar sequéncias de aminodcidos. As proteinas podem
também ser usadas em composic¢des imunogénicas, composicdes

antigénicas e como componentes de vacinas.

A colocacdo em pratica da presente invencdo utilizaréd, a néo
ser qgue indicado de outro modo, técnicas convencionais de
biologia molecular, microbiologia, ADN recombinante e
imunologia, as quais s&o bem conhecidas neste campo técnico.
Tais técnicas encontram-se descritas em detalhe na literatura,
por exemplo, em Sambrook, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 2% Ed. (1989); ADN Cloning, Volumes I e II (ed. D.N.
Glover, 1985); Oligonucleotide Synthesis (ed. M.J. Gait,
1984); Nucleic Acid Hybridization (eds. B.D. Hames & S.J.
Higgins, 1984); Transcription and Translation (eds. B.D. Hames
& S.J. Higgins, 1984); Animal Cell Culture (ed. R.I. Freshney,
1986); Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press, 1986); B.
Perbal, A Practical Guide to Molecular Cloning (1984); a série
Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.), especialmente os
volumes 154 e 155; Gene Transfer Vetors for Mammalian Cells
(eds. J.H. Miller e M.P. Calos, 1987, Cold Spring Harbor
Laboratory); Mayer e Walker, eds. (1987), Immunochemical
Methods in Cell and Molecular Biology (Academic Press,
London); Scopes (1987), Protein Purification: Principles and

Practice, 2% Ed. (Springer-Verlag, N.Y.) e Handbook of
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Experimental Immunology, Volumes I-IV (eds. D.M. Weir e C.C.

Blackwell, 1980).

Serdo usadas nesta especificacdo as abreviaturas convencionais

para designacdo de nucledtidos e aminodcidos.
Todas as publicacdes, patentes e pedidos de patentes aqgqui
citados sdo incorporados na sua totalidade para fins de

referéncia.

Sistemas de expressao

As sequéncias nucleotidicas de Neisseria menB poderdo ser
expressas Numa variedade de sistemas de expressdo diferentes;
por exemplo, o8 usados com células de mamifero, células de

plantas, baculovirus, bactérias e leveduras.

i. Sistemas de Mamiferos

Os sistemas de expressdo de mamiferos sdo bem conhecidos neste
campo técnico. Um promotor de mamifero corresponde a qualquer
sequéncia de ADN que tem a capacidade de se ligar a uma ARN
polimerase de mamifero e iniciar a transcricdo a jusante (37)
de uma sequéncia codificante (por exemplo, um gene estrutural)
para mARN. Um promotor terd uma regido de iniciacdo da
transcricdo, gque geralmente estd colocada em posicdo proximal
relativamente a extremidade 5’ da sequéncia codificante, e uma
TATA Dbox, geralmente localizada 25-30 pares de Dbases (pb) a
montante do local de iniciacdo da transcricdo. Pensa-se que a
TATA box dirija a ARN polimerase II para iniciar a sintese de
ARN no local correto. Um promotor de mamifero conteré
igualmente um elemento promotor a montante, geralmente
localizado entre 100 a 200 pb a montante da TATA box. Um
elemento promotor a montante determina a rapidez a qual se
inicia a transcricdo e pode atuar em ambas as orientacdes

(Sambrook et al. (1989) “Expression of Cloned Genes 1in
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Mammalian Cells”, em Molecular Cloning: a Laboratory Manual,

2% ed.).

Os genes de virus que infetam mamiferos sdo frequentemente
expressos em frequéncia elevada e possuem uma larga variedade
de hospedeiros; assim, as sequéncias que codificam genes de
virus gque infetam mamiferos proporcionam sequéncias promotoras
particularmente uteis. Como exemplos destes promotores
encontram-se o promotor precoce de SV40, o promotor LTR do
virus do tumor mamadrio de ratinho, o promotor principal tardio
de adenovirus (Ad MLP) e o promotor do virus herpes simples.
Adicionalmente, as sequéncias derivadas de genes nédo virais,
tal como o gene de metalotioneina murino, proporcionam
igualmente sequéncias promotoras Uteis. A expressdo poderd ser
constitutiva ou regulada (indutivel). Dependendo do promotor
selecionado, muitos promotores podem ser indutiveis utilizando
substratos conhecidos, tal como sucede usando o promotor do
virus do tumor mamario de ratinho (MMTV), em associacdo ao
elemento de resposta a glucocorticdides (GRE) que ¢ induzido
por glucocorticdides em células transformadas hormono-

responsivas (ver por exemplo a Patente dos EUA N°. 5,783,681).

A presenca de um elemento potenciador, combinado com o0s
elementos promotores acima descritos, aumentard geralmente os
niveis de expressido. Um potenciador & uma sequéncia reguladora
de ADN que tem a capacidade de estimular a transcricdo em até
1000 vezes quando ligada a promotores hombélogos ou
heterblogos, sendo a sintese iniciada no local normal de
iniciacdo do ARN. Os potenciadores sdo igualmente ativos
quando colocados a montante ou a jusante do local de iniciacédo
da transcricéo, na orientacdo normal ou 1invertida, ou
distanciados em mais do que 1000 nucledétidos do promotor
(Maniatis et al. (1987) Science 236:1237; Alberts et al.
(1989) Molecular Biology of the Cell, 2% ed.). 0Os elementos

12



potenciadores derivados de virus poderdo ser particularmente
Uteis, uma vez que estes possuem Jgeralmente uma gama mais
alargada de hospedeiros. 0Os exemplos incluem o potenciador do
gene precoce de SV40 (Dijkema et al. (1985) EMBO J. 4:761) e o
potenciador/promotores derivados da longa sequéncia repetitiva
terminal (LTR) do virus do sarcoma de Rous (Gorman et al.
(1982b) Proc. Natl. Acad. Sci. 79:6777) e do citomegalovirus
humano (Boshart et al. (1985) Cell 41:521). Adicionalmente,
alguns potenciadores s&o regulédveis e tornam-se ativos apenas
na presenca de um indutor, tal como uma hormona ou um 1&0
metdlico (Sassone-Corsi e Borelli (1986) Trends Genet 2:215;

Maniatis et al. (1987) Science 236:1237).

Uma molécula de ADN poderd ser expressa intracelularmente em
células de mamiferos. Uma sequéncia promotora poderé
encontrar-se diretamente ligada a molécula de ADN, caso em que
o) primeiro aminoacido na extremidade N da proteina
recombinante serd sempre uma metionina, a qual é codificada
pelo coddo de iniciacdo ATG. Se desejado, a extremidade N seré
cortada da proteina por incubacdo in vitro com brometo de

cianogénio.

Alternativamente, as proteinas estranhas poderdo também ser
segregadas pela célula para o meio de cultura através da
criacdo de moléculas quiméricas de ADN codificando para uma
proteina de fusdo composta por um fragmento de sequéncia
leader gue proporcione a secrecdo da proteina estranha em
células de mamifero. De preferéncia, existirdo locais de
processamento codificados entre o fragmento leader e o gene
estranho que poderdo ser submetidos a corte in vivo ou in
vitro. O fragmento de sequéncia leader codifica geralmente
para um péptido de sinal composto por aminodcidos hidrofdbicos
que dirigem a secrecdo da proteina pela célula. O leader

tripartido de adenovirus constitui um exemplo de uma sequéncia
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leader que proporciona a secrecdo de uma proteina estranha por

células de mamifero.

Geralmente, as sequéncias de terminacdo da transcricdo e de
poliadenilacdo que sdo reconhecidas pelas células de mamiferos
correspondem a regides reguladoras localizadas a 37
relativamente ao coddo de paragem da traducdo, e que deste
modo flangqueiam, juntamente com o0s elementos promotores, a
sequéncia codificante. A extremidade 3’ do mARN maduro é
formada, apdés a transcricdo, por corte e poliadenilacéo
especificos de local (Birnstiel et al. (1985) Cell 41:349;
Proudfoot e Whitelaw (1988) “Termination and 3’ end processing
of eukaryotic RNA”. Em: Transcription and splicing (eds. B.D.
Hames e D.M. Glover); Proudfoot (1989), Trends Biochem. Sci.
14:105). Estas sequéncias dirigem a transcricdo de um mARN que
pode ser traduzido para o polipéptido codificado pelo ADN.
Como exemplos de terminadores da transcricdo/sinais de
poliadenilacdo encontram-se os derivados do SV40 (Sambrook et
al. (1989) “Expression of cloned genes in cultured mammalian

cells”. Em: Molecular Cloning: a Laboratory Manual).

Habitualmente, os componentes acima descritos, compreendendo
um promotor, um sinal de poliadenilacdo e uma sequéncia de
terminacdo da transcricdo, sdo reunidos em construcdes de
expressdo. O0Os potenciadores, intrdes com locais dadores e
aceitadores de splice funcionais e sequéncias leader podem
igualmente incluir-se numa construcdo de expresséao, se
desejado. As construcdes de expressdo sdo frequentemente
mantidas num replicdo, tal como um elemento extracromossdédmico
(por exemplo, plasmideos) gque tem a capacidade de se manter de
forma estédvel num hospedeiro, tal como células de mamiferos ou
bactérias. Os sistemas de replicacdo em mamiferos incluem os
derivados de virus que infetam animais, o0s gquais requerem

fatores trans-actuantes para a sua replicacdo. Por exemplo, oS
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plasmideos contendo o0s sistemas de replicacdo de papovavirus,
tal como o SV40 (Gluzman (1981) Cell 23:175) ou poliomavirus,
replicam-se até um numero extremamente elevado de cédpias na
presenca do antigénio T viral apropriado. Como exemplos
adicionais de replicdes de mamifero encontram-se os derivados
do papilomavirus bovino e do virus de Epstein-Barr.
Adicionalmente, o replicdo poderd possuir dois sistemas de
replicacdo, permitindo deste modo a sua manutencdo, por
exemplo, em células de mamiferos para a expressdo e num
hospedeiro procaridtico para a clonagem e amplificacdo. Os
exemplos de tais vetores de vaivém de mamiferos-bactérias
incluem o pMT2 (Kaufman et al. (1989) Mol. Cell Biol. 9:946) e
PHEBO (Shimizu et al. (1986) Mol. Cell Biol. 6:1074).

O procedimento de transformacdo usado depende do hospedeiro a
ser transformado. Os métodos para introducéo de
polinucledtidos heterdlogos em células de mamiferos s&do bem
conhecidos da técnica e incluem os processos de transfeccéo
mediada por dextrano, precipitacdo com fosfato de célcio,
transfeccdo mediada por polibreno, fusdo de protoplastos,
electroporacéo, encapsulacéo do(s) polinucledtido (s) em

lipossomas e microinjecdo direta do ADN nos nucleos.

As linhas celulares de mamifero disponiveis para uso como
hospedeiros para expressdo sdo conhecidas neste campo técnico
e incluem muitas linhas celulares imortalizadas disponiveis
através da American Type Culture Collection (ATCC), incluindo,
mas de modo ndo limitativo, células de ovadrio de hamster
chinés (CHO), células Hela, células de rim de hamster bebé
(BHK), células de rim de macaco (C0S), células de carcinoma
hepatocelular humano (por exemplo, Hep G2), e diversas outras

linhas celulares.
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ii. Sistemas de Expressdo Celular em Plantas

S&d&o j& bem conhecidos neste campo técnico diversos tipos de
sistemas de expressdo genética em culturas de células de
plantas e em plantas inteiras. Como exemplos de sistemas de
expressdo genética em células de plantas encontram-se 08
sistemas descritos em patentes como as patentes US 5693506,
5659122 e 5608143. Outros exemplos de expressdo genética em
culturas de células de plantas foram descritos por Zenk,
Phytochemistry 30:3861-3863 (1991). Para além das referéncias
acima apresentadas, poderéo encontrar-se descricdes de
péptidos de sinal de proteinas de plantas em Vaulcombe et al.,
Mol. Gen. Genet. 209:33-40 (1987); Chandler et al., Plant
Molecular Biology 3:407-418 (1984); Rogers, J. Biol. Chem.
260:3731-3738 (1985); Rothstein et al., Gene 55:353-356
(1987); Whittier et al., Nucleic Acids Research 15:2515-2535
(1987); Wirsel et al., Molecular Microbiology 3:3-14 (1989);
Yu et al., Gene 122:247-253 (1992). Poderd encontrar-se uma
descricdo da regulacdo da expressdo de genes de plantas pela
fito-hormona 4&cido giberélico, e da secrecdo de enzimas
induzida pelo &4cido giberélico, em R.L. Jones e J. MacMillin,
Giberellins, em: Advanced Plant Physiology, ed. Malcolm B.
Wilkins (1984), Pitman Publishing Limited, London, pags. 21-
52. Referéncias gue descrevem outros genes de regulacéo
metabdlica: Sheen, Plant Cell, 2:1027-1038 (1990); Maas et
al., EMBO J. 9:3447-3452 (1990); Benkel e Hickey, Proc. Natl.
Acad. Sci. 84:1337-1339 (1987).

Tipicamente, ©por recurso a técnicas bem conhecidas neste
campo, uma sequéncia polinucleotidica desejada é inserida numa
cassete de expressdo compreendendo elementos reguladores de
genes concebidos para funcionamento em plantas. A cassete de
expresséo é inserida num vetor de expresséao desejado
juntamente com sequéncias acompanhantes a montante e a jusante

da cassete de expressdo adequada para expressdo numa planta
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hospedeira. As sequéncias acompanhantes terédo origem
plasmidica ou viral e proporcionam ao vetor as caracteristicas
necessarias para que este transfira o ADN de um hospedeiro de
clonagem original, como uma Dbactéria, para uma planta
hospedeira desejada. A construcdo bésica do vetor de
bactéria/planta proporcionard preferencialmente uma origem de
replicacdo procaridtica para uma larga gama de hospedeiros; um
marcador procaridético de selecdo; e, para as transformacdes
com Agrobacterium, sequéncias de ADN T para a transferéncia
mediada por Agrobacterium para os cromossomas da planta. Nos
casos em que o gene heterdlogo ndo se encontra facilmente
acessivel ©para detecdo, a construcdo possuird também, de
preferéncia, um gene para um marcador de selecdo apropriado
para determinar se wuma célula de planta foi transformada.
Poderd encontrar-se uma exposicdo geral sobre marcadores de
selecdo, por exemplo para os membros da familia da grama, em

Wilmink e Dons, 1993, Plant Mol. Biol. Reptr. 11(2):165-185.

E igualmente recomenddvel a presenca de sequéncias adequadas
para permitir a integracdo da sequéncia heterdloga no genoma
da planta. Estas sequéncias poderdo incluir sequéncias de
transposdo, e semelhantes, para a recombinacdo homdéloga, assim
como sequéncias Ti que permitem a insercdo aleatdéria de uma
cassete heterdloga de expressdo num genoma de planta. Os
marcadores procaridéticos de selecdo apropriados incluem a
resisténcia a antibidticos como a ampicilina ou a
tetraciclina. Poderdo ainda encontrar-se presentes no vetor
outras sequéncias de ADN que codifiquem para funcdes

adicionais, tal como previsto neste campo técnico.

As moléculas de é&acido nucleico da presente invencdo poderédo
ser incluidas numa cassete de expressdo de modo a possibilitar
a expresséo da (s) proteina(s) de interesse. Existiré

habitualmente apenas uma cassete de expressdo, se bem que a
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existéncia de duas ou mais cassetes seja também possivel. A
cassete de expressdo recombinante conterd, para além da
sequéncia gque codifica para a proteina heterdloga, os
seguintes elementos: uma regido promotora, sequéncias 5’ néo
traduzidas da prépria planta, coddo de iniciacdo (dependendo
de o gene estrutural se encontrar ou ndo equipado com este
elemento), e uma sequéncia de terminacdo da transcricdo e da
traducdo. A presenca de locais especificos para enzimas de
restricdo a nivel das extremidades 5’ e 3’ da cassete permitem

a facil insercdo num vetor pré-existente.

Uma sequéncia codificante heterdloga poderd corresponder a
qualquer das proteinas abrangidas pela presente invencdo. A
sequéncia codificando para a proteina de interesse codificaré
para um péptido de sinal que permita o processamento e
translocacdo da proteina, segundo apropriado, e ndo conteré,
em geral, qualguer sequéncia que possa resultar na ligacdo da
proteina da invencdo desejada a uma membrana. Uma vez que, na
sua maior parte, a regido de iniciacdo da transcricdo diré
respeito a um gene gque ¢é expresso e translocado durante a
germinacdo, ao se utilizar o péptido de sinal que proporciona
a translocacdo serd igualmente proporcionada a translocacdo da
proteina de interesse. Deste modo, af(s) ©proteina(s) de
interesse serdo translocadas para o exterior das células nas
quais s&do expressas e poderdo ser eficientemente recolhidas.
Tipicamente, as sementes segregam as proteinas através do
aleurdnio ou da camada escutelar do epitélio para o endosperma
da semente. Apesar de ndo ser necessario que a secrecdo da
proteina se processe para o exterior das células em que a
proteina é produzida, tal facilita o isolamento e purificacéo

da proteina recombinante.

Uma vez gque a expressdo final do produto genético desejado

ocorrera numa célula eucaridtica, serd desejdvel determinar se
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qualquer porcdo do gene clonado contém sequéncias que serdo
processadas como intrdes pelo equipamento de splicing do
hospedeiro. Em caso afirmativo, poderd efetuar-se a mutagénese
dirigida a regido de “intrdo” para evitar que se perca uma
porcdo da mensagem genética sob a forma de falso cdédigo de

intrdo. Reed e Maniatis, Cell 41:95-105, 1985.

O vetor poderd ser microinjetado directamente nas células da
planta, utilizando micropipetas para transferir mecanicamente
o ADN recombinante. Crossway, Mol. Gen. Genet. 202:179-185,
1985. 0O material genético poderd igualmente ser transferido
para a célula de planta utilizando polietilenoglicol; Krens et
al., Nature, 296, 72-74, 1982. Outro método de introducdo de
segmentos de &cido nucleico consiste na penetracdo balistica a
alta velocidade por pequenas particulas que transportam o
dcido nucleico no interior da matriz de pegquenas esferas ou
particulas ou a sua superficie; Klein et al., Nature, 327, 70-
73, 1987 e Knudsen e Muller, 1991, Planta, 185:330-336, expdem
0 bombardeamento por particulas do endosperma de cevada para
criar cevada transgénica. Outro método de introducido possivel
seria a fusdo de protoplastos com outros elementos, como
minicélulas, células, lipossomas ou outros COorpos de
superficie 1lipidica fundiveis; Fraley et al., Proc. Natl.

Acad. Sci. USA, 79, 1859-1863, 1982.

O vetor poderd ainda ser introduzido nas células da planta por
electroporacdo (Fromm et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:5824, 1985). Nesta técnica, os protoplastos da planta sé&o
electroporados na presenca de plasmideos que contém a
construcdo genética. As Dbiomembranas sdo reversivelmente
permeabilizadas por impulsos elétricos de elevada forca de
campo, deste modo possibilitando a introducdo dos plasmideos.
Os protoplastos electroporados da planta reconstroem a parede

celular, dividem-se e formam o calo vegetal.
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Todas as plantas a partir das quais ¢é possivel isolar e
cultivar protoplastos para fornecer plantas inteiras
regeneradas poderdo ser transformadas por meio do presente
invencdo de modo a se recuperarem plantas completas que
contenham o gene transferido. Sabe-se Jj& que praticamente
todas as plantas podem ser regeneradas a partir de células ou
tecidos cultivados, incluindo, de modo n&do limitativo, todas
as espécies principais de cana-de-acucar, beterraba sacarina,
algoddo, &rvores de fruto e outras 4rvores, legumes e vegetais
horticolas. Algumas das ©plantas apropriadas incluem, por
exemplo, espécies pertencentes aos géneros Fragaria, Lotus,
Medicago, Onobrychis, Trifolium, Trigonella, Vigna, Citrus,
Linum, Geranium, Manihot, Daucus, Arabidopsis, Brassica,
Raphanus, Sinapis, Atropa, Capsicum, Datura, Hyoscyamus,
Lycopersion, Nicotiana, Solanum, Petunia, Digitalis, Majorana,
Cichorium, Helianthus, Lactuca, Bromus, Asparagus,
Antirrhinum, Hererocallis, Nemesia, Pelargonium, Panicum,
Pennisetum, Ranunculus, Senecio, Salpiglossis, Cucumis,

Browaalia, Glycine, Lolium, Zea, Triticum e Sorghum.

Os meios para regeneracdo variam consoante a espécie de planta
considerada, mas em geral é fornecida em primeiro lugar uma
suspensdo de protoplastos transformados contendo cdépias do
gene heterdlogo. E formado o tecido do calo, podendo induzir-
se a formacdo de rebentos a partir do calo, o0s quais séo
subsequentemente enraizados. Alternativamente, a formacdo do
embrido poderd ser induzida a partir da suspensdo de
protoplastos. Estes embrides germinam sob a forma de embrides
naturais para formar plantas. O meio de cultura conteréa
geralmente varios aminodcidos e hormonas, tais como auxina e
citoquininas. Serd também vantajosa a adigdo de 4cido
glutdmico e de prolina ao meio, especialmente para as espécies
como o milho e a alfafa. Os rebentos e as raizes desenvolvem-

se normalmente em simulténeo. A eficiéncia da regeneracédo
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dependerd do meio, do gendtipo e da histdéria da cultura. Se

estas trés variaveis forem controladas, a regeneracéao
processar-se-a com reprodutibilidade e repetibilidade
completas.

Em alguns sistemas de cultura de células de plantas, a
proteina da invencdo desejada poderd ser excretada ou,
alternativamente, a proteina poderd ser extraida a partir da
planta inteira. Quando a proteina da invencdo desejada ¢é
segregada para o meio de cultura, esta poderd ser recolhida.
Alternativamente, os embrides e a porcdo anembrionada das
sementes, ou outros tecidos da planta, poderdo ser submetidos
a rutura mecédnica para permitir a libertacdo de qualquer
proteina segregada presente entre as células e os tecidos. A
mistura poderd ser suspensa numa solucdo-tampdo para @ se
obterem as proteinas em forma soluvel. Serdo entdo utilizados
métodos convencionais de isolamento e purificacdo de proteinas
para purificar a proteina recombinante. Os parédmetros de
tempo, temperatura, pH, oxigénio e volumes serdo ajustados,
recorrendo a procedimentos de rotina, para otimizar a

expressdo e a recuperacdo da proteina heterdloga.

1ii1. Sistemas de Baculovirus

O polinucledtido que codifica para a proteina poderéa
igualmente ser inserido num vetor adequado para expressido em
células de inseto, estando 1ligado de modo operativo aos
elementos de controlo que se encontram nesse vetor. A
construcdo de vetores utiliza técnicas conhecidas neste campo.
Geralmente, o0s componentes do sistema de expressdo incluem um
vetor de transferéncia, geralmente um plasmideo Dbacteriano,
que contém um fragmento de genoma do baculovirus e um local de
restricéo conveniente para insercéo no gene ou genes
heterdlogo(s) a ser(em) expresso(s); um baculovirus de tipo

selvagem com uma sequéncia homdéloga ao fragmento especifico de
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baculovirus no vetor de transferéncia (tal permite a
recombinacdo homdéloga do gene heterdlogo com o genoma do
baculovirus); e as células hospedeiras de inseto e meio de

cultura apropriados.

Apbs a insercdo da sequéncia de ADN que codifica para a
proteina no vetor de transferéncia, o vetor e o genoma viral
de tipo selvagem sdo transfectados numa célula hospedeira de
inseto, na qual se d& a recombinacdo do vetor e do genoma
viral. O virus recombinante empacotado é expresso e as placas
recombinantes sdo identificadas e purificadas. Os materiais e
métodos usados para 0os sistemas de expressao de
baculovirus/células de 1inseto encontram-se comercialmente
disponiveis sob a forma de kit, que, entre outras
possibilidades, ¢é fornecido pela empresa Invitrogen, San
Diego, CA (kit “MaxBac”). Estas técnicas s&do geralmente
conhecidas dos peritos neste campo e encontram-se descritas em
detalhe em Summers e Smith, Texas Agricultural Experiment
Station Bulletin No. 1555 (1987) (referidos daqui em diante

como “Summers e Smith”).

Anteriormente a insercdo da sequéncia de ADN codificando para
a proteina no genoma do baculovirus, os componentes acima
descritos, compreendendo um promotor, um leader (se desejado),
a sequéncia codificante de 1interesse e uma sequéncia de
terminacdo da transcricéo, sdo geralmente reunidos numa
construcédo de transcolocacéao intermédia (vetor de
transferéncia). Esta construcdo poderd conter um Unico gene e
elementos reguladores 1ligados de modo operativo; multiplos
genes, cada um com o sSeu proéprio conjunto de elementos
reguladores ligados de modo operativo; ou multiplos genes,
regulados pelo mesmo conjunto de elementos reguladores. As
construcgdes de transcolocacdo intermédia s&do frequentemente

mantidas num replicdo, tal como um elemento extracromossdmico
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(por exemplo, plasmideos) com a capacidade de se manter de
modo estédvel num hospedeiro, tal como uma bactéria. O replicéo
possuird um sistema de replicacdo, deste modo permitindo a sua
manutencdo num hospedeiro adequado para clonagem e

amplificacéao.

Atualmente, o vetor de transferéncia mais vulgarmente usado
para a introducdo de genes estranhos no AcNPV & o pAc373. Tém
igualmente sido concebidos muitos outros vetores j& conhecidos
dos peritos da técnica. Estes incluem, por exemplo, o pVL985
(que altera o coddo de iniciacdo da polihedrina de ATG para
ATT, e que introduz um local de clonagem para BamHI 32 pares
de Dbases a Jjusante do ATT; ver Luckow e Summers, Virology

(1989) 17:31.

O plasmideo geralmente contém também o sinal de poliadenilacédo
da polihedrina (Miller et al. (1988) Ann. Rev. Microbiol.
42:177) Jjuntamente com um gene procaridtico de resisténcia a
ampicilina (amp) e uma origem de replicacdo procaridtica para

selecdo e propagacdo em E. coli.

Os vetores de transferéncia de baculovirus contém geralmente
um promotor de Dbaculovirus. Um promotor de Dbaculovirus
corresponde a qualgquer sequéncia de ADN com a capacidade de se
ligar a uma ARN polimerase de baculovirus e de iniciar a
transcricéo a jusante (57 para 37) de uma sequéncia
codificante (p.ex., gene estrutural) para mARN. Um promotor
terd uma regido de iniciacdo da transcricdo que € geralmente
colocada em posicédo proximal relativamente a extremidade 5’ da
sequéncia codificante. Esta regido de iniciacdo da transcricéo
inclui geralmente um local de ligacdo a ARN polimerase e um
local de iniciacdo da transcricdo. Um vetor de transferéncia
de Dbaculovirus poderd igualmente conter um segundo dominio

designado por potenciador, o qual, se presente, se encontra
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geralmente em posicdo distal relativamente ao gene estrutural.

A expressdo poderéd ser regulada ou constitutiva.

Os genes estruturais, abundantemente transcritos em periodos
tardios num ciclo de infecdo viral, proporcionam sequéncias
promotoras particularmente uteis. Como exemplos encontram-se
as sequéncias derivadas do gene que codifica para a proteina
do poliedro viral (Friesen et al. (1986), “The Regulation of
Baculovirus Gene Expression”, em: The Molecular Biology of
Baculoviruses (ed. Walter Doerfler); Publs. EPO nos. 127 839 e
155 476) e o gene codificando para a proteina pl0 (Vliak et al.
(1988), J. Gen. Virol. 69:765).

O ADN codificando para sequéncias de sinal apropriadas poderé
derivar de genes para proteinas segregadas por células de
inseto ou por baculovirus, tal como o0 gene de polihedrina do
baculovirus (Carbonell et al. (1988) Gene, 73:409) .
Alternativamente, uma vez que 0s sSinais para as modificacdes
pds-traducdo em células de mamifero (tais como o corte do
péptido de sinal, o corte proteolitico e a fosforilacdo)
parecem ser reconhecidos pelas células de inseto, e que os
sinais requeridos para a secrecdo e a acumulacdo no nucleo
parecem igualmente ser conservados entre as células de
invertebrados e as células de vertebrados, os leaders gue néo
provém de insetos, tais como o0s que derivam de genes
codificando para o oa-interferdo humano (Maeda et al. (1985),
Nature 315:592), péptido humano de libertacdo da gastrina
(Lebacg-Verheyden et al. (1988) Molec. Cell Biol. 8:3129), IL-
2 humana (Smith et al. (1985) Proc. Nat’l Acad. Sci USA
82:8404), 1IL-3 de ratinho (Miyajima et al. (1987) Gene
58:273), e glucocerebrosidase humana (Martin et al. (1988) ADN
7:99), poderdo igualmente ser usados para possibilitar a

secrecdo em insetos.
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Um polipéptido ou ©poliproteina recombinante poderd ser
expresso intracelularmente ou, Se expresso com as sequéncias
reguladoras apropriadas, poderd ser segregado. Uma boa
expressdo intracelular de proteinas estranhas né&do fundidas
requer geralmente genes heterdlogos gque idealmente possuam uma
curta sequéncia leader contendo sinais de iniciacdo da
traducdo adequados precedendo um sinal de iniciacdo ATG. Se
desejado, a metionina na extremidade N poderd ser cortada da
proteina madura através da incubagdo in vitro com brometo de

cianogénio.

Alternativamente, as poliproteinas ou proteinas recombinantes
que ndo sdo naturalmente segregadas poderdo ser segregadas
pelas células de inseto por meio da criacdo de moléculas
quiméricas de ADN codificando para uma proteina de fuséo
composta por um fragmento de sequéncia leader que proporciona
a secrecdo da proteina estranha em insetos. O fragmento de
sequéncia leader codifica geralmente para um péptido de sinal
composto por aminoacidos hidrofdébicos que dirige a

translocacdo da proteina para o reticulo endoplasmatico.

Apbds a 1insercdo da sequéncia de ADN e/ou do gene codificando
para o produto de expressdo precursor da proteina, uma célula
hospedeira de inseto é co-transformada com o ADN heterdlogo do
vetor de transferéncia e com o ADN gendédmico do baculovirus de
tipo selvagem - geralmente por co-transfeccdo. O promotor e a
sequéncia de terminacdo da transcricdo desta construcgédo
compreenderdo geralmente uma seccdo de 2-5 kb do genoma do
baculovirus. Os métodos para a introducdo de ADN heterdlogo no
local desejado do baculovirus sdo bem conhecidos da técnica
(ver Summers e Smith, supra; Ju et al. (1987); Smith et al.,
Mol. Cell Biol. (1983) 3:2156; e Luckow e Summers (1989)). Por
exemplo, a insercdo poderd efetuar-se num gene tal como O gene

da polihedrina, por recombinacdo homdéloga com crossover duplo;
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a 1insercdo poderd igualmente dar-se a nivel de um local de
restricdo de uma enzima construido no gene de Dbaculovirus
desejado. Miller et al. (1989) Biocessays 4:91. A sequéncia de
ADN, quando clonada em lugar do gene da polihedrina no vetor
de expressdo, ¢é flangqueada em 5’ e em 3’ por sequéncias
especificas de polihedrina e estd posicionada a Jusante do

promotor da polihedrina.

0 vetor de expressao de baculovirus recém-formado é

subsequentemente empacotado num baculovirus recombinante

infeccioso. A recombinacdo hombéloga ocorre a uma baixa
frequéncia (entre cerca de 1% e cerca de 5%); assim, a maior

parte do virus produzido apds a co-transfeccdo corresponde
ainda ao virus de tipo selvagem. Deste modo, serd necesséario
recorrer a um método de identificacdo dos virus recombinantes.
Uma vantagem do sistema de expressdo é a de que uma inspecédo
visual permite a distingdo dos virus recombinantes. A proteina
de polihedrina, a qual ¢é produzida pelo wvirus nativo, &
produzida em niveis muito elevados no nucleo das células
infetadas num periodo tardio apdés a infecdo viral. A proteina
de polihedrina acumulada forma corpos de oclusdo que contém
também particulas incorporadas. Estes corpos de oclusédo, gue
possuem uma dimensdo de até 15 pm, sdo muito refringentes, o
que lhes d& uma aparéncia bastante brilhante que é facilmente
visualizada ao microscépio. As células infetadas com virus
recombinantes nao apresentam COorpos de ocluséo. Para
distinguir os virus recombinantes dos virus de tipo selvagem,
0 sobrenadante da transfeccdo é plagueado sobre uma monocamada
de células de inseto recorrendo a técnicas conhecidas dos
peritos neste campo. Nomeadamente, as placas sdo inspecionadas
ao microscédépio oOtico para avaliar a presenca (indicativa de
virus de tipo selvagem) ou auséncia (indicativa de wvirus

recombinante) de corpos de oclusdo. “Current Protocols in
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Microbiology”, Vol.2 (Ausubel et al., eds.) em 16.8 (supl. 10,
1990); Summers e Smith, supra; Miller et al. (1989).

Tém sido desenvolvidos vetores de expressdo recombinantes de
baculovirus para a infecdo de diversas células de inseto. Por
exemplo, foram desenvolvidos baculovirus recombinantes para as
células de, entre outros: Aedes aegypti, Autographa
californica, Bombyx mori, Drosophila melanogaster, Spodoptera
frugiperda e Trichoplusia ni (Publ. PCT n°® WO 89/046699;
Carbonell et al. (1985) J. Virol. 56:153; Wright (1986) Nature
321:718; Smith et al. (1983) Mol. Cell Biol. 3:2156; e ver,
genericamente, Fraser et al. (1989), In Vitro Cell. Dev. Biol.

25:225) .

Encontram-se disponiveis no mercado células e meios de cultura
celular destinados a expressdo direta, e a expressdo em
produtos de fusdo, de polipéptidos heterdlogos num sistema de
expressdo de baculovirus; a tecnologia aplicada a cultura
celular encontra-se difundida entre os peritos na técnica.

Ver, p.ex., Summers e Smith, supra.

As células de inseto modificadas poderdo entdo ser cultivadas
num meio com nutrientes apropriados, o qual permite a
manutencdo estdvel do(s) plasmideo(s) que se encontra(m)
presente(s) no hospedeiro de inseto modificado. Quando o gene
do produto de expressdo se encontra sob controlo indutivel, o
hospedeiro poderd ser cultivado até uma elevada densidade e a
expressdo poderd ser induzida. Alternativamente, quando a
expressdo ¢é constitutiva, o produto serd expresso de modo
continuo para o meio e o meio com nutrientes terd de ser
continuamente renovado, removendo o produto de interesse e
adicionando os nutrientes consumidos. O produto poderd ser
purificado por técnicas como a cromatografia, por exemplo,

HPLC, cromatografia de afinidade, cromatografia de troca
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idnica, etc.; electroforese; centrifugacdo em gradiente de
densidade; extracdo por solvente, ou semelhantes. Quando
apropriado, o produto poderd ser purificado de modo mais
completo para remover substancialmente todas as proteinas de
inseto que sejam igualmente segregadas para o meio, ou que
resultem da lise das células de inseto, de forma a obter um
produto que se encontra pelo menos substancialmente isento de
residuos do hospedeiro, p.ex., proteinas, lipidos e

polissacaridos.

De modo a se obter a expressdo das proteinas, as células
recombinantes do hospedeiro que derivam dos transformantes sé&o
incubadas sob condig¢des que possibilitam a expressdo da
sequéncia que codifica para a proteina recombinante. Estas
condicses variam, dependendo da célula de hospedeiro
selecionada. No entanto, as condicdes S&o facilmente
discerniveis pelos técnicos de pericia média, tomando como

base os conhecimentos difundidos neste campo técnico.

iv. Sistemas Bacterianos

As técnicas de expressdo bacteriana sdo Jj& conhecidas da
técnica. Um promotor Dbacteriano corresponde a qualguer
sequéncia de ADN gue tem a capacidade de se ligar a uma RNA
polimerase bacteriana e iniciar a transcricdo a jusante (37)
de uma sequéncia codificante (por exemplo, um gene estrutural)
para mARN. Um promotor possuird uma regido de iniciacdo da
transcricdo que geralmente se encontra colocada em posicéo
proximal relativamente a extremidade 57 da sequéncia
codificante. Esta regido de iniciacdo da transcricdo inclui
geralmente um local de ligacdo a ARN polimerase e um local de
iniciacdo da transcricdo. Um promotor Dbacteriano poderé
igualmente conter um segundo dominio, designado por operador,
que se poderd sobrepor a um local adjacente de ligacdo a ARN

polimerase a nivel do qual tem inicio a sintese de ARN. O
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operador permite uma transcricdo negativamente regulada
(indutivel), J& que uma proteina repressora de um gene se
poderd ligar ao operador e deste modo inibir a transcrigéo
deste gene especifico. A expressdo constitutiva poderd ocorrer
na auséncia de elementos de regulacdo negativa, tal como o
operador. Adicionalmente, a regulacdo positiva poderd ser
atingida por meio de uma sequéncia de ligacdo a uma proteina
ativadora do gene, a qual, gquando presente, se encontra
geralmente em posicdo proximal (5’) relativamente a sequéncia
de ligacdo a RNA polimerase. Como exemplo de uma proteina
ativadora de gene encontra-se a proteina activadora de
catabolitos (CAP), a qual ajuda a iniciar a transcricdo do
operdo lac em Escherichia coli (E. coli) (Raibaud et al (1984)
Annu. Rev. Genet. 18:173). A expressdo poderd deste modo
sofrer uma regulacdo positiva ou negativa, sendo a transcricéo

acentuada ou reduzida.

As sequéncias que codificam para enzimas de vias metabdlicas
fornecem sequéncias promotoras particularmente Gteis. Os
exemplos destas sequéncias incluem sequéncias promotoras
derivadas de enzimas metabolizadoras de aclcares tais como a
galactose, a lactose (1ac) (Chang et al. (1977) Nature
198:1056) e a maltose. Outros exemplos incluem as sequéncias
promotoras derivadas de enzimas biossintéticas como o
triptofano (trp) (Goeddel et al. (1980) Nucl. Acids Res.
8:4057; Yelverton et al. (1981) Nucl. Acids Res. 9:731;
Patente US 4738921; Publ. EPO Nos. 036 776 e 121 775). O
sistema promotor da beta-lactamase (bla) (Weissman (1981) “The
cloning of interferon and other mistakes”, em Interferon 3
(ed. I. Gresser)) e 08 sistemas promotores do bacteridfago
lambda PL (Shimatake et al. (1981) Nature 292:128) e do Tb5
(Patente Us 46894006) proporcionam igualmente sequéncias

promotoras Uteis.
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Adicionalmente, certos promotores sintéticos que ndo ocorrem
na natureza funcionam também como promotores em bactérias. Por
exemplo, as sequéncias de ativacdo da transcricdo de um
promotor bacteriano ou de Dbacteridéfago poderdo ser reunidas
com as sequéncias de operdo de outro promotor bacteriano ou de
bacteridéfago, criando um promotor sintético hibrido (Patente
dos EUA N° 4.551.433). Por exemplo, o promotor tac corresponde
a um promotor hibrido trp-lac, composto pelo promotor trp e
pelas sequéncias do operdo lac, que é regulado pelo repressor
lac (Amann et al. (1983) Gene 25:167; de Boer et al. (1983)
Proc. Natl. Acad. Sci. 80:21). Ainda, um promotor bacteriano
poderd incluir promotores de ocorréncia natural com origem né&o
bacteriana gque possuam a capacidade de se ligar a ARN
polimerase bacteriana e iniciar a transcricdo. Um promotor de
ocorréncia natural e de origem ndo bacteriana poderé
igualmente ser acoplado a uma ARN polimerase compativel para
produzir elevados niveis de expressdo de alguns genes em
procariotas. O sistema de ARN polimerase de Dbacteridéfago
T7/promotor constitui um exemplo de um sistema promotor
acoplado (Studier et al. (1986) J. Mol. Biol. 189:113; Tabor
et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci 82:1074). Adicionalmente,
um promotor hibrido poderd igualmente ser composto por um
promotor de bacteriéfago e por uma regido operadora de E. coli

(Publ. EPO N° 267 851).

Para além de uma sequéncia promotora funcional, a presenca de
um local eficiente de ligacdo ao ribossoma ¢ também Util para
a expressdo de genes estranhos em procariotas. Em E. coli, o
local de 1ligacdo ao ribossoma ¢ designado por sequéncia de
Shine-Dalgarno (SD) e inclui um coddo de iniciacdo (ATG) e uma
sequéncia com 3-9 nucledétidos de extensdo localizada 3-11
nucledétidos a montante do coddo de iniciacdo (Shine et al.
(1975) Nature 254:34). Pensa-se que a sequéncia SD promova a

ligacdo do mRNA ao ribossoma através do emparelhamento de
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bases entre a segquéncia SD e a extremidade 3’ do rRNA 16S de
E. coli (Steitz et al. (1979) “Genetic signals and nucleotide
sequences 1in messenger RNA”, em Biological Regulation and
Development: Gene Expression (ed. R.F. Goldberger)). Para
conseguir a expresséao de genes eucaridticos e genes
procaridéticos com um fraco local de ligacdo ao ribossoma, é
frequentemente necessdrio otimizar a distédncia entre a
sequéncia SD e o coddo ATG do gene eucaridético (Sambrook et
al. (1989) “Expression of cloned genes in Escherichia coli”,

em “Molecular Cloning: a Laboratory Manual”).

Uma molécula de ADN pode ser expressa intracelularmente.
Poderd existir uma sequéncia promotora diretamente ligada a
molécula de ADN, caso em qgue 0 primeiro aminocdcido na
extremidade N serd sempre uma metionina, a qual é codificada
pelo coddo de iniciacdo ATG. Se desejado, a metionina na
extremidade N poderd ser cortada da proteina por incubacdo in
vitro com brometo de cianogénio ou por incubacdo in vivo ou in
vitro com uma metionina N-terminal peptidase bacteriana (Publ.

EPO n® 219 237).

As proteinas de fusdo proporcionam uma alternativa a expressido
direta. Geralmente, uma sequéncia de ADN que codifica para a
porcdo N-terminal de uma proteina bacteriana enddgena, ou
outra proteina estavel, ¢ fundida a extremidade 57 de
sequéncias codificantes heterdlogas. Apds a expressdo, a
construcdo proporcionard uma fusdo das duas sequéncias de
aminodcidos. Por exemplo, o gene celular do bacteridéfago
lambda poderd ser ligado a extremidade 5’ de um gene estranho
e expresso em bactérias. A proteina de fusdo resultante retém
de preferéncia um local para uma enzima de processamento
(factor Xa), para separar a proteina de bacteridéfago da
proteina do gene estranho (Nagai et al. (1984) Nature

309:810). As proteinas de fusdo poderdo igualmente ser
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produzidas a partir de sequéncias dos genes lacZ (Jia et al.
(1987) Gene 60:197), trpkE (Allen et al. (1987) J. Biotechnol.
5:93; Makoff et al. (1989) J. Gen. Microbiol. 135:11), e Chey
(Publ. EPO n® 324 647). A sequéncia de ADN que se encontra na
juncdo das duas sequéncias de aminoidcidos poderd ou néo
codificar para um local suscetivel de corte. Outro exemplo é o
de uma proteina de fusdo de ubiquitina. Uma tal proteina de
fusdo ¢é produzida com a regido da ubiquitina que retém de
preferéncia um local para uma enzima de processamento (por
exemplo, protease de processamento ubiquitina-especifica) para
separar a ubiguitina da proteina estranha. Usando este método,
é possivel isolar a proteina estranha nativa (Miller et al.

(1989) Bio/Technology 7:698).

Alternativamente, as proteinas estranhas poderdo igualmente
ser segregadas pela célula através da criacdo de moléculas
quiméricas de ADN que codificam para uma proteina de fuséo
compreendendo um fragmento de uma sequéncia de péptido de
sinal que ©proporciona a secrecdo da proteina estranha em
bactérias (Patente dos EUA N° 4.336.336). O fragmento de
sequéncia de sinal codifica geralmente para um péptido de
sinal composto por aminocdcidos hidrofdébicos que dirigem a
secrecdo da proteina a partir da célula. A proteina poderéd ser
segregada para o meio de crescimento (bactérias gram-
positivas) ou para o0 espaco periplésmico, localizado entre as
membranas celulares interna e externa (bactérias gram-
negativas). Existirdo de preferéncia locais de processamento,
que poderdo ser cortados in vivo ou 1in vitro, codificados

entre o fragmento de péptido de sinal e o gene estranho.

O ADN codificando para sequéncias de sinal adequadas poderé
derivar de genes para proteinas bacterianas segregadas, tal
como o gene da proteina da membrana externa de E. coli (ompA)

(Masui et al. (1983), em Experimental Manipulation of Gene
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Expression; Ghrayeb et al. (1984) EMBO J. 3:2437) e a
sequéncia de sinal da fosfatase alcalina de E. coli (phoA)
(Oka et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. 82:7212). Como
exemplo adicional, a sequéncia de sinal do gene da alfa-
amilase proveniente de diversas estirpes de Bacillus poderéa
ser usada para segregar proteinas heterdlogas de B. subtilis
(Palva et al. (1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:5582; Publ.
EPO n° 244 042).

Geralmente, as sequéncias de terminacdo da transcricdo que sé&o
reconhecidas por bactérias correspondem a regides reguladoras
localizadas em posicdo 3’ relativamente ao coddo de paragem da
traducdo, deste modo flangueando, juntamente com o promotor, a
sequéncia codificante. Estas sequéncias dirigem a transcricédo
de um mARN que pode ser traduzido para o polipéptido
codificado pelo ADN. As sequéncias de terminacéo da
transcricdo incluem freguentemente sequéncias de ADN com cerca
de 50 nucledbdétidos que tém a capacidade de formar estruturas em
gancho que auxiliam na terminacdo da transcricdo. 0s exemplos
destas sequéncias incluem sequéncias de terminacéio de
transcricdo derivadas de genes com promotores fortes, tal como

0 gene trp de E. coli, assim como outros genes biossintéticos.

Geralmente, os componentes acima descritos, compreendendo um
promotor, uma sequéncia de sinal (se desejado), a sequéncia
codificante de interesse e uma sequéncia de terminacdo da
transcricdo, s&do reunidos em construcdes de expressdo. As
construcdes de expressdo sdo frequentemente mantidas num
replicdo, tal como um elemento extracromossdémico (p.ex.
plasmideos), que tem a capacidade de se manter de forma
estidvel num hospedeiro, tal como uma bactéria. O replicéo
possui um sistema de replicacdo, o que possibilita a sua
manutencdo num hospedeiro procaribdtico para expressdo ou para

clonagem e amplificacdo. Adicionalmente, um replicdo poderé
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corresponder a um plasmideo de baixo nUmero de cédpias ou de
elevado numero de cdpias. Um plasmideo de elevado numero de
cépias possuird geralmente um numero de cdédpias que varia entre
cerca de 5 e cerca de 200, e geralmente entre cerca de 10 e
cerca de 150. Um hospedeiro contendo um plasmideo de elevado
numero de cdpias conterd preferencialmente pelo menos cerca de
10, e mais ©preferencialmente ©pelo menos cerca de 20
plasmideos. Poderd selecionar-se um vetor com um elevado ou
com um baixo numero de cbpias, dependendo do efeito que o

vetor e a proteina estranha exercem sobre o hospedeiro.

Alternativamente, as construcdes de expressdo poderdo ser
integradas no genoma Dbacteriano por meio de um vetor
integrativo. 0Os vetores integrativos contém geralmente pelo
menos uma sequéncia homdloga ao cromossoma bacteriano que
permite a integracdo do vetor. As integracdes parecem resultar
de recombinacdes entre o ADN homdélogo do vetor e 0O cromossoma
bacteriano. Por exemplo, os vetores integrativos construidos a
partir de ADN proveniente de diversas estirpes de Bacillus
integram-se no cromossoma de Bacillus (Publ. EPO n® 127 328).
Os vetores integrativos poderdo igualmente ser compostos por

sequéncias de bacteridéfago ou de transposéo.

Geralmente, as construcdes de expressdo extracromossdédmicas e
integrativas conterdo marcadores de selecdo gue permitam a
selecdo das estirpes bacterianas que foram transformadas. Os
marcadores de selecdo podem ser expressos pelo hospedeiro
bacteriano e podem incluir genes gque tornam as Dbactérias
resistentes a fédrmacos como a ampicilina, c¢loranfenicol,
eritromicina, canamicina (neomicina) e tetraciclina (Davies et
al. (1978) Annu. Rev. Microbiol. 32:469). 0Os marcadores de
selecdo poderdo igualmente incluir genes biossintéticos, tal
como os genes das vias metabdlicas da histidina, triptofano e

leucina.

34



Alternativamente, alguns dos componentes acima descritos
poderdo ser reunidos em vetores de transformacdo. 0Os vetores
de transformacdo incluem geralmente um marcador de selecdo gque
poderd ser mantido num replicdo ou desenvolvido para um vetor

integrativo, tal como acima descrito.

Tém sido desenvolvidos diversos vetores de expressdo e de
transformacéo, tanto sob a forma de replicdes
extracromossé4micos como de vetores integrativos, para a
transformacdo de um grande numero de bactérias. Por exemplo,
foram desenvolvidos vetores de expressdo para as seguintes
bactérias, entre outras: Bacillus subtilis (Palva et al.
(1982) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:5582; Publ. EPO Nos. 036
259 e 063 953; Publ. PCT n°® WO 84/04541), Escherichia coli
(Shimatake et al. (1981) Nature 292:128; Amann et al. (1985)
Gene 40:183; Studier et al. (1986) J. Mol. Biol. 189:113;
Publ. EPO Nos. 036 776, 136 829 e 136 907), Streptococcus
cremoris (Powell et al. (1988) Appl. Environ. Microbiol.
54:655); Streptococcus lividans (Powell et al. (1988) Appl.
Environ. Microbiol. 54:655), Streptomyces lividans (Patente US
4745056) .

Os métodos para a introducdo de ADN exdgeno em hospedeiros
bacterianos sdo bem conhecidos neste campo técnico e incluem
geralmente a transformacdo de bactérias tratadas com CaCl, ou
com outros agentes, tal como catides divalentes e DMSO. O ADN
poderd também ser introduzido nas células bacterianas por
electroporacéao. Os procedimentos de transformacdo variam
geralmente com a espécie bacteriana a transformar. Ver, por
exemplo, © uso de Bacillus: Masson et al. (1989) FEMS
Microbiol. Lett. 60:273; Palva et al. (1982) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 79:5582; Publ. EPO Nos. 036 259 e 063 953; Publ. PCT
n® WO 84/04541; o uso de Campylobacter: Miller et al. (1988)
Proc. Natl. Acad. Sci. 85:856; Wang et al. (1990) J.
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Bacteriol. 172:949; o uso de Escherichia coli: Cohen et al.
(1973) Proc. Natl. Acad. Sci. 69:2110; Dower et al. (1988)
Nucleic Acids Res. 16:6127; Kushner (1978) “An improved method

for transformation of Escherichia coli with ColEl-derived

plasmids. Em Genetic Engineering: Proceedings of the
International Symposium on Genetic Engineering (eds. H.W.
Boyer e S. Nicosia); Mandel et al. (1970) J. Mol. Biol.

53:159; Taketo (1988) Biochim. Biophys. Acta 949:318; o uso de
Lactobacillus: Chassy et al. (1987) FEMS Microbiol. Lett.
44:173; o uso de Pseudomonas: Fiedler et al. (1988) Anal.
Biochem. 170:38; o uso de Staphylococcus: Augustin et al.
(1990) FEMS Microbiol. Lett. 66:203; o uso de Streptococcus:
Barany et al. (1980) J. Bacteriol. 144:698; Harlander (1987)
“Transformation of Streptococcus lactis by electroporation”,
em: Streptococcal Genetics (eds. J. Ferretti e R. Curtiss
I1I); Perry et al. (1981) Infec. Immun. 32:1295; Powell et al.
(1988) Appl. Environ. Microbiol. 54:655; Somkuti et al. (1987)

4th

Proc. Evr. Cong. Biotechnology 1:412.

v. Expressdo em Leveduras

Os sistemas de expressdo em leveduras sdo igualmente
familiares aos técnicos de pericia média neste campo. Um
promotor de levedura corresponde a gqualquer sequéncia de ADN
que possua a capacidade de se ligar a ARN polimerase de
levedura e de iniciar a transcricdo a Jusante (3’) de uma
sequéncia codificante (por exemplo, um gene estrutural) para
mARN. Um ©promotor conterd uma regido de iniciacdo da
transcricdo que €& geralmente colocada em posicdo proximal
relativamente a extremidade 5’ da sequéncia codificante. Esta
regido de iniciacdo da transcricdo inclui geralmente um local
de ligacdo a ARN polimerase (a “TATA Dbox”) e um local de
iniciacdo da transcricdo. O promotor de levedura poderé
igualmente conter um segundo dominio, designado por sequéncia

ativadora a montante (UAS), gue, se presente, se encontra
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geralmente em posicdo distal relativamente ao gene estrutural.

A UAS permite uma expressdo regulada (indutivel). A expressédo
constitutiva ocorre na auséncia de uma UAS. A expresséao
regulada poderd ser ©positiva ou negativa, ou seja, a

transcricdo poderd ser aumentada ou reduzida.

Uma levedura ¢é um organismo fermentativo com uma via
metabdlica ativa, pelo que as sequéncias que codifiquem para
enzimas da via metabdélica constituirdo sequéncias promotoras

particularmente Uteis. Como exemplos destas enzimas encontram-

se a é&lcool desidrogenase (ADH) (Publ. EPO n° 284 044),
enolase, glucoquinase, glucose-6-fosfato isomerase,
gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (GAP ou GAPDH) ,
hexoquinase, fosfofrutoquinase, 3-fosfoglicerato mutase e

piruvatoquinase (PyK) (Publ. EPO n°® 329 203). O gene PHO5 de
levedura, codificando para a fosfatase 4&cida, proporciona
igualmente sequéncias promotoras uUteis (Myanohara et al.

(1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:1).

Adicionalmente, certos promotores sintéticos qgque ndo ocorrem
na natureza poderdo também funcionar como promotores de
levedura. Por exemplo, as sequéncias UAS de um promotor de
levedura poderdo ser reunidas com a regido de ativacdo da
transcricdo de outro promotor de levedura, criando-se um
promotor hibrido sintético. 0Os exemplos de tais promotores
hibridos incluem a sequéncia reguladora da ADH ligada a regiéo
de ativacdo da transcricdo da GAP (Patentes dos EUA Nos.
4.876.197 e 4.880.734). Outros exemplos de promotores hibridos
incluem promotores gque correspondem as sequéncias reguladoras
dos genes ADH2, GAL4, GAL10 ou PHO5, combinadas com a regido
de ativacdo da transcricdo de um gene de uma enzima
glicolitica como a GAP ou a PyK (Publ. EPO n° 164 550).
Adicionalmente, um promotor de levedura poderéa incluir

promotores de ocorréncia natural ndo derivados de leveduras
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que possuam a capacidade de se ligar a ARN polimerase de
levedura e iniciar a transcricéo. Os exemplos de tais
promotores incluem, entre outros, (Cohen et al. (1980) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77:1078; Henikoff et al. (1981) Nature
283:835; Hollenberg et al. (1981) Current Topics Microbiol.
Immunol. 96:119; Hollenberg et al. (1979) “The Expression of
Bacterial Antibiotic Resistance Genes in the Yeast
Saccharomyces cerevisae”, em: Plasmids of Medical,
Environmental and Commercial Importance (eds. K.N. Timmis e A.
Puhler); Mercerau-Puigalon et al. (1980) Gene 11:163; Panthier
et al. (1980) Curr. Genet. 2:109).

Uma molécula de ADN poderd ser expressa intracelularmente em
leveduras. Poderd existir uma sequéncia promotora diretamente
ligada a molécula de ADN, caso em que O primeiro amino&cido
localizado na extremidade N-terminal da proteina recombinante
serd sempre uma metionina, a qual é codificada pelo coddo de
iniciacdo ATG. Se desejado, a metionina na extremidade N
poderd ser cortada da proteina por incubacdo in vitro com

brometo de cianogénio.

As proteinas de fusdo ©proporcionam uma alternativa aos
sistemas de expressdo em leveduras, assim como aos sistemas de
expressdo em mamiferos, plantas, baculovirus e Dbactérias.
Geralmente, uma sequéncia de ADN que codifica para a porcdo N-
terminal de uma proteina enddgena de levedura, ou outra
proteina estével, ¢ fundida a extremidade 5’ de sequéncias
codificantes heterdlogas. Apds a expressdo, esta construcéo
proporcionard uma fusdo das duas sequéncias de aminoécidos.
Por exemplo, o gene da superdxido dismutase (SOD) humana ou de
levedura poderd ser ligado a extremidade 5’ de um gene
estranho e expresso em leveduras. A sequéncia de ADN que se
encontra na juncdo das duas sequéncias de aminodcidos poderéd

ou ndo conter um local suscetivel de corte. Ver, por exemplo,
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a Publ. EPO n° 196056. Outro exemplo & o de uma proteina de
fusdo de ubiquitina. Uma tal proteina de fusdo é produzida com
a regido da ubigquitina que retém de preferéncia um local para
uma enzima de processamento (por exemplo protease de
processamento ubiquitina-especifica) para separar a ubigquitina
da proteina estranha. Usando este método, & possivel isolar a

proteina estranha nativa (ver, por exemplo, WO 88/024066).

Alternativamente, as proteinas estranhas poderdo igualmente
ser segregadas pela célula para o meio de cultura, recorrendo
a criacdo de moléculas quiméricas de ADN que codifiquem para
uma proteina de fusdo composta por um fragmento de sequéncia
leader gue proporcione a secrecdo da proteina estranha pela
levedura. De preferéncia, existirdo locais de processamento
codificados entre o fragmento leader e o gene estranho que
poderdo ser submetidos a corte in vivo ou in vitro. O
fragmento de sequéncia leader codifica geralmente para um
péptido de sinal composto por aminodcidos hidrofdébicos gue

dirigem a secrecdo da proteina pela célula.

O ADN codificando para sequéncias de sinal adequadas poderé
derivar de genes de proteinas segregadas por leveduras, tal
como o gene da invertase de levedura (Publ. EPO n°® 012 873;
Publ. JPO n® 62:096,086) e o gene do fator A (Patente dos EUA
N°® 4.588.684). Alternativamente, existem leaders ndo derivados
de leveduras, tal como um leader de interferido, que
proporcionam igualmente a secrecdo por leveduras (Publ. EPO n°

060 057).

Uma classe de leaders de secrecdo preferida ¢ aquela dos que
utilizam um fragmento do gene do fator alfa de levedura, o
qual contém tanto uma sequéncia de sinal “pré” como uma regido
“pro”. 0Os tipos de fragmentos de fator alfa gue podem ser

utilizados incluem o leader de fator alfa pré-pré de extensédo

39



completa (com cerca de 83 residuos de aminodcidos) assim como
leaders de fator alfa truncados (geralmente com cerca de 25 a
cerca de 50 residuos de aminoacidos) (Patentes dos EUA Nos.
4.546.083 e 4.870.008; Publ. EPO n° 324 274). Outros leaders
que utilizam um fragmento do leader de fator alfa para
proporcionar a secrecdo incluem leaders hibridos de fator alfa
construidos com uma pré-sequéncia de uma primeira levedura,
mas uma prbé-regido proveniente de um segundo fator alfa de

levedura (ver, por exemplo, Publ. PCT N° WO 89/02463).

Geralmente, as sequéncias de terminacdo da transcricdo que sé&o
reconhecidas por leveduras correspondem a regides reguladoras
localizadas em posicédo 3’ relativamente ao coddo de paragem da
traducdo, deste modo flangueando, juntamente com o promotor, a
sequéncia codificante. Estas sequéncias dirigem a transcricéo
de um mARN qgue poderd ser traduzido para o polipéptido que é
codificado pelo ADN. Existem diversos exemplos de sequéncias
terminadoras da transcricdo e de outras sequéncias de
terminacdo reconhecidas por leveduras, tais como as que

codificam para enzimas glicoliticas.

Geralmente, os componentes acima descritos, compreendendo um
promotor, um leader (se desejado), a segquéncia codificante de
interesse e uma sequéncia de terminacdo da transcricdo, sé&o
reunidos em construgdes de expressdo. As construcdes de
expressdo sdo frequentemente mantidas num replicdo, tal como
um elemento extracromossémico (por exemplo, plasmideos) com a
capacidade de se manter de modo estdvel num hospedeiro, tal
como uma levedura ou bactéria. O replicdo poderd possuir dois
sistemas de replicacéo, deste modo permitindo a sua
manutencdo, por exemplo, numa levedura para a expressdo e num
hospedeiro procariético para clonagem e amplificacdo. Os
exemplos de tais vetores de vaivém de levedura-bactéria

incluem o YEp24 (Botstein et al. (1979) Gene 8:17-24), pcCl/1
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(Brake et al. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci USA 81:4642-4646) e
YRpl7 (Stinchcomb et al. (1982) J. Mol. Biol. 158:157).
Adicionalmente, um replicdo poderéd corresponder a um plasmideo
de elevado numero de cdédpias ou a um plasmideo de baixo numero
de cépias. Um plasmideo de elevado numero de cdpias possuiré
geralmente um numero de cdpias variando entre cerca de 5 e
cerca de 200, e geralmente entre cerca de 10 e cerca de 150.
Um hospedeiro contendo um plasmideo de elevado numero de
cbébpias conterd preferencialmente pelo menos cerca de 10, e
mais preferencialmente pelo menos cerca de 20 plasmideos.
Podera selecionar-se um vetor com um elevado ou com um baixo
numero de cdpias, dependendo do efeito que o vetor e a
proteina estranha exercem sobre o hospedeiro. Ver, p.ex.,

Brake et al., supra.

Alternativamente, as construcdes de expressdo poderdo ser
integradas no genoma de levedura através de um vetor
integrativo. 0Os vetores integrativos contém geralmente pelo
menos uma sequéncia homdéloga a um cromossoma de levedura gque
permite a integracdo do vetor, e de preferéncia contém duas
sequéncias homdélogas flanqueando a construcgdo de expressdo. As
integracdes parecem resultar de recombinacdes entre o ADN
homélogo no vetor e o cromossoma da levedura (Orr-Weaver et
al. (1983) Methods in Enzymol. 101:228-245) . Um vetor
integrativo poderd ser dirigido para um locus especifico na
levedura através da selecdo da segquéncia hombéloga apropriada
para inclusdo no vetor. Ver Orr-Weaver et al., supra. Um ou
mais construcdes de expressdo poderdo sofrer integracéo,
possivelmente afetando o0s niveis de proteina recombinante
produzidos (Rine et al. (1983) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
80:6750)). As sequéncias cromossdmicas incluidas no vetor
poderdo ocorrer sob a forma de um Unico segmento no vetor, o
que resulta na integracdo do vetor completo, ou de dois

segmentos hombélogos a segmentos adjacentes no cromossoma e
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flanqueando a construcdo de expressdo no vetor, o gue poderé
resultar na integracdo estédvel de apenas a construcdo de

expressao.

Usualmente, as construcdes de expressdo extracromossdmicas e
integrativas poderdo conter marcadores de selecdo que permitam
a selecdo das estirpes de leveduras que foram transformadas.
Os marcadores de selecdo poderdo incluir genes biossintéticos
que podem ser expressos no hospedeiro de levedura, tal como o0s
genes ADEZ2, HIS4, LEU2, TRP1 e ALG7, e o gene de resisténcia a
G418, que conferem resisténcia em células de leveduras a
tunicamicina e a G418, respetivamente. Adicionalmente, um
marcador de selecdo apropriado poderd igualmente conferir a
levedura a capacidade de se desenvolver na presenca de
compostos toéxicos, como metais. Por exemplo, a presenca de
CUP1 permite a levedura crescer na presenca de 1i06es de cobre

(Butt et al. (1987) Microbiol. Rev. 51:351).

Alternativamente, alguns dos componentes acima descritos
poderdo ser reunidos em vetores de transformacdo. Os vetores
de transformacdo incluem geralmente um marcador de selecdo gque
poderd ser mantido num replicdo ou desenvolvido para um vetor

integrativo, tal como acima descrito.

Tém sido desenvolvidos diversos vetores de expressdo e de
transformacéao, tanto sob a forma de replicdes
extracromossé4micos como de vetores integrativos, para a
transformacdo de um grande numero de leveduras. Por exemplo,
foram desenvolvidos vetores de expressdo e métodos para
introducdo de ADN exbégeno em leveduras para as seguintes
leveduras, entre outras: Candida albicans (Kurtz, et al.
(1986) Mol. Cell. Biol. 6:142); Candida maltosa (Kunze, et al.
(1985) J. Basic Microbiol. 25:141); Hansenula polymorpha
(Gleeson, et al. (1986) J. Gen. Microbiol. 132:3459;
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Roggenkamp et al. (1986) Mol. Gen. Genet. 202:302);
Kluyveromyces fragilis (Das, et al. (1984) J. Bacteriol.
158:1165); Kluyveromyces lactis (De Louvencourt et al. (1983)
J. Bacteriol. 154:737; Van den Berg et al. (1990)
Bio/Technology 8:135), Pichia guillerimondii (Kunze et al.
(1985) J. Basic Microbiol. 25:141), Pichia pastoris (Cregg et
al. (1985) Mol. Cell. Biol. 5:3376; Patentes dos EUA Nos.
4.837.148 e 4.929.555), Saccharomyces cerevisiae (Hinnen et
al. (1978) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:1929; Ito et al.
(1983) J. Bacteriol. 153:163), Schizosaccharomyces  pombe
(Beach e Nurse (1981) Nature 300:706) e Yarrowia lipolytica
(Davidow et al. (1985) Curr. Genet. 10:380471; Gaillardin et
al. (1985) Curr. Genet. 10:49).

Os métodos para introducdo de ADN exbdgeno em hospedeiros de
levedura sdo bem conhecidos neste campo técnico, e incluem
geralmente a transformacdo de esferoplastos, ou de células de
levedura intactas, com tratamento por catides alcalinos. Os
procedimentos de transformacdo variam geralmente segundo a
espécie de levedura a ser transformada. Ver, p.ex., [Kurtz et
al. (1986) Mol. Cell. Biol. 6:142; Kunze et al. (1985) J.Basic
Microbiol. 25:141; Candida]; [Gleeson et al. (1986) J. Gen.
Microbiol. 132:3459; Roggenkamp et al. (1986) Mol. Gen. Genet.
202:302; Hansenula]; [Das et al. (1984) J. Bacteriol.
158:1165; De Louvencourt et al. (1983) J. Bacteriol. 154:1165;
Van den Berg et al. (1990) Bio/Technology 8:135;
Kluyveromyces]; [Cregg et al. (1985) Mol. Cell Biol. 5:3376;
Kunze et al. (1985) J. Basic Microbiol. 25:141; Patentes dos
EUA Nos. 4.837.148 e 4.929.555; Pichia]; [Hinnen et al. (1978)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 75:1929; 1Ito et al. (1983) J.
Bacteriol. 153:163; Saccharomyces]; [Beach e Nurse (1981)
Nature 300:706; Schizosaccharomyces]; [Davidow et al. (1985)
Curr. Genet. 10:39; Gaillardin et al. (1985) Curr. Genet.

10:49; Yarrowial.
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Definicdes

Uma composicdo contendo X encontra-se “substancialmente isenta
de” Y qgquando pelo menos 85% em peso do total de X + Y na
composicdo corresponde a X. De preferéncia, X compreende pelo
menos cerca de 90% em peso do total de X + Y na composicéo,
mais preferencialmente pelo menos cerca de 95% ou até 99% em

peso.

Um fragmento de aminodcido ou proteina de Neisseria dque &
“conservado” estard presente numa proteina particular de
Neisseria em pelo menos x% de Neisseria. O valor de x poderé
corresponder a 50% ou mais, p.ex., 660%, 75%, 80%, 90%, 95%, ou
mesmo 100% (i.e., o aminodcido ¢ encontrado na proteina em
questdo em todas as Neisseria). De maneira a determinar se um
aminodcido é “conservado” numa determinada proteina de
Neisseria, ¢ necessario comparar esse residuo de aminoécido
nas sequéncias da proteina em questdo provenientes de uma
grande variedade de diferentes Neisseria (uma populacido de
referéncia). Essa populacdo de referéncia pode incluir varios
serogrupos diferentes de uma espécie em particular ou um Unico
serogrupo. Uma populacido de referéncia preferida ¢é constituida

pelas 5 estirpes de Neisseria mais comuns.

O termo “heterdlogo” refere-se a dois componentes bioldgicos
que ndo sdo encontrados Jjuntos na natureza. 0Os componentes
poderdo corresponder a células hospedeiras, genes ou regides
reguladoras, tais como promotores. Apesar de o0s componentes
heterdlogos ndo se encontrarem juntos na natureza, estes
poderdo funcionar em conjunto, tal como acontece gquando um
promotor heterdlogo relativamente a um gene se encontra ligado
de modo operativo a esse gene. Outro exemplo ¢ dado por uma
sequéncia de Neisseria que ¢é heterbdloga relativamente a uma

célula hospedeira de ratinho.
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“Epitopo” significa determinante antigénico, e pode provocar

uma resposta celular e/ou humoral.

As condicdes de “elevada restringéncia” correspondem a 65

graus Celsius e uma solucdo de 0,1x SSC / 0,5% SDS.

Uma “origem de replicacdo” <corresponde a uma sequéncia
polinucleotidica que inicia e regula a replicacéo de
polinucledétidos, tal como um vetor de expressdo. A origem de
replicacdo comporta-se como uma unidade autdnoma de replicacgédo
polinucleotidica no interior de uma célula, tendo a capacidade
de se replicar sob o seu préprio controlo. Poderd ser
necesséaria a existéncia de uma origem de replicacdo para gque
um vetor se replique numa determinada célula hospedeira. Com
certas origens de replicacdo, um vetor de expressdo poderd
reproduzir-se até um elevado numero de cdpias se as proteinas
apropriadas se encontrarem presentes no interior da célula.
Como exemplos de origens de replicacdo encontram-se as
sequéncias de replicacdo autdnoma, as guais sdo eficazes em
leveduras; e o antigénio T wviral, o qual é eficaz nas células

COSsS-17.

Uma sequéncia “mutante” é definida como uma sequéncia de ADN,

ARN ou aminodcidos que seja distinta de, mas possua homologia

com, a sequéncia nativa ou apresentada. Dependendo da
sequéncia particular considerada, o grau de homologia
(identidade de sequéncia) entre a sequéncia nativa ou

apresentada e a sequéncia mutante serd preferencialmente
superior a 50% (por exemplo, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 99% ou
mais), o que ©pode ser calculado tal como acima descrito. Tal
como agqui é usado, o termo “variante alélica” de uma molécula,
ou regido, de &4cido nucleico para a qual é aqui apresentada a
sequéncia de &cido nucleico corresponde a uma molécula ou

regido de &cido nucleico que ocorre essencialmente no mesmo
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locus do genoma de um outro ou segundo isolado, e que, devido
a variacdo natural causada por, por exemplo, mutacdo ou
recombinacdo, apresenta uma sequéncia de &4cido nucleico que é
semelhante mas ndo idéntica. Uma variante alélica de uma
regido codificante codifica tipicamente para uma proteina que
possuil uma atividade semelhante a da proteina codificada pelo
gene com O qual se compara a variante. Uma variante alélica
poderd igualmente compreender uma alteracdo nas regides 5’ ou
3’ n&do traduzidas do gene, tais como as regides reguladoras de

controlo (ver, por exemplo, a Patente US 5753235).

Anticorpos

Tal como aqui é usado, o termo “anticorpo” refere-se a um
polipéptido ou grupo de polipéptidos composto por pelo menos
um local de combinacdo do anticorpo. Um “local de combinacéo
do anticorpo” corresponde ao espaco tridimensional de ligacéo
possuindo uma conformacdo de superficie interna e uma
distribuicdo de cargas que ¢é complementar as caracteristicas

de um epitopo de um antigénio, o que permite a ligacdo entre o

anticorpo e o antigénio. O termo “anticorpo” inclui, por
exemplo, anticorpos de vertebrados, anticorpos hibridos,
anticorpos qguiméricos, anticorpos humanizados, anticorpos

alterados, anticorpos univalentes, proteinas Fab e anticorpos

de dominio unico.

Os anticorpos dirigidos contra as ©proteinas da invencéo
encontram utilidade em procedimentos de cromatografia por
afinidade, em 1munoensalios e na destrinca/identificacdo de
proteinas de Neisseria menB. Os anticorpos dirigidos contra as
proteinas do presente invencéo ligam-se a polipéptidos
antigénicos ou a proteinas, ou fragmentos de proteina, que
estdo presentes em, e esgpecificamente associados a, estirpes
menB de Neisseria meningitidis. Em alguns casos, estes

antigénios poderdo estar associados a estirpes especificas,
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tal como os antigénios especificos das estirpes de menB. Os
anticorpos da invencdo podem ser imobilizados numa matriz e
utilizados em imunoensaios ou em procedimentos de
cromatografia em coluna por afinidade, de maneira a permitir a
detecédo e/ou separacéo de polipéptidos, proteinas ou
fragmentos de proteina ou de células que incluem esses
polipéptidos, proteinas ou fragmentos de proteina.
Alternativamente, esses polipéptidos, proteinas ou fragmentos
de proteina poderdo ser 1imobilizados para gue possam Ser
detetados anticorpos especificamente capazes de se ligarem a

esses polipéptidos, proteinas ou fragmentos de proteina.

Os anticorpos dirigidos contra as proteinas da invencdo, tanto
policlonais como monoclonais, poderdo ser preparados por
recurso a métodos convencionais. Em geral, a proteina ¢é
inicialmente wusada para imunizar um animal apropriado, de
preferéncia um ratinho, um rato, um coelho ou uma cabra. Os
coelhos e as cabras sdo preferidos para a preparacdo de soros
policlonais devido ao volume de soro que é possivel obter e a
facilidade de obtencdo de anticorpos marcados anti-coelho e
anti-cabra. A imunizacdo ¢é geralmente realizada através da
mistura ou emulsificacdo da proteina em soro fisioldgico,
preferencialmente num adjuvante como o adjuvante completo de
Freund, e da injecdo da mistura ou emulsdo por via parentérica
(em geral subcutédnea ou intramuscular). Uma dose de 50-200
ng/injecdo serd tipicamente suficiente. Em geral, a imunizacdo
é reforcada 2-6 semanas mais tarde com uma ou mais injecdes da
proteina em soro fisioldgico, preferencialmente wusando o
adjuvante incompleto de Freund. Poderdo alternativamente
gerar-se anticorpos por imunizacdo in vitro usando métodos bem
conhecidos da técnica, procedimento este que, para os fins do
presente invencdo, é considerado como equivalente a imunizacédo
in vivo. 0O antisoro policlonal é obtido sangrando o animal

imunizado para um contentor de vidro ou de ©plastico e
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incubando o sangue a 25°C durante uma hora, seguindo-se uma
incubacdo a 4°C durante 2-18 horas. O soro € recuperado por
centrifugacdo (por exemplo, a 1000g durante 10 minutos).
Poderdo obter-se cerca de 20-50 ml de soro por sangradura em

coelhos.

Os anticorpos monoclonais sdo preparados utilizando o método
padronizado de Kohler e Milstein (Nature (1975) 256:495-96),
ou uma sua modificacdo. Tipicamente, um ratinho ou um rato é
imunizado tal como acima descrito. No entanto, em lugar de
sangrar o animal para extrair o soro, ¢ removido o baco (e
opcionalmente diversos nédulos linfaticos grandes),
procedendo-se entdo a sua dissociacdo em células isoladas. Se
desejado, os esplendécitos poderdo ser selecionados (apds a
remocdo das células aderentes nédo especificas) através da
aplicacdo de uma suspensdo celular a uma placa ou PogCo
revestidos com o antigénio proteico. As células B que
expressem uma imunoglobulina ligada a membrana especifica para
o antigénio ligam-se a placa e ndo sdo removidas por lavagem
juntamente com o resto da suspensdo. As células B resultantes,
ou todos o0s esplendcitos dissociados, sdo entdo induzidos a
fundir-se com células de mieloma para formar hibridomas, os
quais sdo cultivados em meio seletivo (por exemplo, meio de
hipoxantina, aminopterina e timidina, “HAT”). Os hibridomas
resultantes sdo plaqueados por diluicdo limitante e séo
ensaiados quanto a produgcdo de anticorpos que se ligam
especificamente ao antigénio imunizante (e que ndo se ligam a
antigénios ndo relacionados). Os hibridomas secretores de mAc
selecionados s&do entdo cultivados in vitro (por exemplo, em
frascos de cultura de tecidos ou em reatores de fibras ocas)

ou In vivo (como ascites em ratinhos).

Se desejado, 0s anticorpos (policlonais ou monoclonais)

poderdo ser marcados recorrendo a técnicas convencionais. O0s
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marcadores adequados incluem fluordéforos, crombébforos, A&tomos
radioativos (particularmente “*P e !?°I), reagentes densos a
eletrdes, enzimas e ligandos possuindo parceiros de 1ligacgédo
especifica. As enzimas sdo tipicamente detetadas por meio da
sua atividade. Por exemplo, a peroxidase de rébano é
geralmente detetada em virtude da sua capacidade ©para
converter o substrato 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) a um
pigmento azul, quantificédvel através de um espectrofotdmetro.
O termo ‘“parceiro de ligacdo especifica” refere-se a uma
proteina que possuil a capacidade de se ligar a uma molécula de
ligando com uma elevada especificidade, como acontece, por
exemplo, no caso de um antigénio e de um anticorpo monoclonal
que lhe é especifico. Outros parceiros de ligacdo especifica
incluem a biotina e a avidina ou a estreptoavidina, IgG e
proteina A, e 0s numerosos pares de ligando-receptor que se
conhecem neste campo técnico. Deverd ter-se em conta que a
descricdo acima ndo pretende categorizar os varios marcadores
em classes distintas, uma vez que O mesmo marcador poderé
funcionar por diversos modos diferentes. Por exemplo, o *°I
poderd funcionar como um marcador radioativo ou como um
reagente denso a eletrdes. A HRP poderd servir como uma enzima
ou como um antigénio para um mAc. Adicionalmente, ¢é possivel
combinar diversos marcadores para obter o efeito desejado. Por
exemplo, o0s mAcs e a avidina requerem igualmente marcadores
quando usados no ambito desta invencédo; deste modo, poder-se-&
marcar um mAc com biotina e detectar a sua presenca através de

avidina marcada com '°°T

, ou com um mAc anti-biotina marcado
com HRP. Outras permutas e possibilidades se tornaréo
facilmente aparentes aos técnicos de pericia média neste
campo, sendo todas estas possibilidades consideradas como

equivalentes no ambito da presente invencéo.

Os antigénios, imunogénios, polipéptidos, proteinas ou

fragmentos de ©proteina do presente invencdo estimulam a
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formacdo de anticorpos com parceiros especificos de ligacédo.
Estes antigénios, imunogénios, polipéptidos, proteinas ou
fragmentos de proteina do ©presente invencdo compreendem
composicdes imunogénicas do presente invencéo. Essas
composicgdes imunogénicas podem ainda compreender ou incluir
adjuvantes, veiculos ou outras composicdes gue promovam,
intensifiquem ou estabilizem os antigénios, polipéptidos,
proteinas ou fragmentos de proteina do presente invencéo.
Esses adjuvantes e veiculos serdo facilmente aparentes aos

técnicos de pericia média neste campo.

Composicdes farmacéuticas

As composicdes farmacéuticas poderdo compreender (incluir)
polipéptidos, anticorpos ou o &cido nucleico da invencédo. As
composicdes farmacéuticas compreenderdo uma quantidade
terapeuticamente eficaz dos polipéptidos, anticorpos ou

polinucledtidos da invencdo reivindicado.

O termo “quantidade terapeuticamente eficaz”, tal como agqui é
usado, refere-se a uma gquantidade de agente terapéutico que
trata, melhora ou previne uma doenca ou estado para os qguais
se deseja o efeito terapéutico, ou gque exibe um efeito
terapéutico ou profildtico detetédvel. 0 efeito poderd ser
detetado através de, por exemplo, marcadores bioquimicos ou
concentracdes de antigénio. 0Os efeitos terapéuticos incluem
igualmente a reducdo dos sintomas fisicos, tal como a reducédo
da temperatura corporal, no caso de pacientes febris. A
quantidade eficaz precisa a utilizar num individuo dependeré
do tamanho do individuo e do seu estado de saude, da natureza
e gravidade do estado e da terapéutica ou combinacdo de
terapéuticas que foram selecionadas para administracdo. Assim,
ndo serd util especificar antecipadamente uma gquantidade

eficaz exata. No entanto, a gquantidade eficaz para uma dada
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situacdo poderd ser determinada através de experimentacdo de

rotina e serd decidida pelo clinico.

Para os propbdésitos do presente invencdo, uma dose eficaz
situar-se-4& entre cerca de 0,01 mg/kg e 50 mg/kg, ou de 0,05
mg/kg a cerca de 10 mg/kg das construcdes de ADN para o

individuo ao qual sdo administradas.

Uma composicdo farmacéutica poderd igualmente incluir um
veiculo farmaceuticamente aceitavel. O termo “veiculo
farmaceuticamente aceitédvel” refere-se a um veiculo para
administracdo de um agente terapéutico, tal como anticorpos ou
um polipéptido, genes e outros agentes terapéuticos. O termo
abrange qualquer veiculo farmacéutico que ndo induza por si
mesmo a producdo de anticorpos prejudiciais para o individuo
que recebe a composicdo, e que possa ser administrado sem dai
resultar uma toxicidade indevida. 0Os veiculos adequados
poderdo corresponder a macromoléculas grandes de metabolizacéo
lenta, tais como proteinas, polissacéaridos, dcidos
polilédcticos, é&cidos poliglicbdélicos, aminodcidos poliméricos,
copolimeros de aminodcidos e particulas virais inativas. Tais
veiculos sdo bem conhecidos dos técnicos de pericia média

neste campo.

Poderdo wutilizar-se sais farmaceuticamente aceitdveis, por
exemplo, sais de adcidos minerais como cloridratos,
bromidratos, fosfatos, sulfatos e semelhantes; e os sails de
dcidos orgédnicos como acetatos, propionatos, malonatos,
benzoatos e semelhantes. Encontra-se disponivel uma exposicédo
detalhada dos excipientes farmaceuticamente aceitédveis em
Remington’s Farmaceutical Sciences (Mack Publ. Co., N.J.,

1991) .
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Os veiculos farmaceuticamente aceitédveis que se encontram
presentes em composicdes terapéuticas poderdo conter ligquidos
como a agua, SOro fisioldgico, glicerol e etanol.
Adicionalmente, poderdo encontrar-se presentes em tais

veiculos substéncias auxiliares, tais como agentes molhantes

ou emulsificantes, substéncias tamponadoras de PrH e
semelhantes. Tipicamente, as composicdes terapéuticas séo
preparadas sob a forma de injetéaveis, em solucdes ou

suspensdes liquidas; poderdo igualmente preparar-se formas
s6élidas adequadas para solucdo, ou suspensdo, em veiculos
liquidos antes da injecdo. O0s lipossomas sdo incluidos no

dmbito da definicdo de um veiculo farmaceuticamente aceitével.

Métodos de Administracédo

Uma vez formuladas, as composicdes da presente invencéo
poderdo ser administradas diretamente ao individuo. Os
individuos a tratar poderdo ser animais e, em particular,

seres humanos.

A administracdo direta das composicdes serd geralmente
conseguida através de injecdo, subcutédnea, intraperitoneal,
intravenosa ou intramuscular, ou de libertacdo para 0 esSpaco
intersticial de um tecido. As composicdes poderdo ainda ser
administradas a uma lesdo. Outros modos de administracéo
incluem a administracdo oral e pulmonar, supositdérios e
aplicacdes transdérmicas ou transcutédneas, agulhas e pistolas
de genes ou hiposprays. A posologia poderd corresponder a um

regime de dose UGnica ou a um regime de multiplas doses.

Vacinas
As vacinas produzidas de acordo com a invencdo poderdo ter
fins profildticos (i.e., de prevencéao da infecdo) ou

terapéuticos (i.e., de tratamento da doenca apdbds a infecdo).
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Estas vacinas compreenderdo antigénio (s) imunizante(s),
imunogénio(s), polipéptido(s), proteina(s) ou fragmentos de
proteina imunogénicos, ou &cidos nucleicos (por exemplo, &cido
ribonucleico ou &4cido desoxiribonucleico), geralmente em
combinacdo com “weiculos farmaceuticamente aceitéveis”, os
quais incluem qualguer veiculo que ndo induza por si mesmo a
producdo de anticorpos prejudiciais para o individuo que
recebe a composicéo. Os veiculos adequados correspondem
tipicamente a macromoléculas grandes de metabolizacdo lenta,
tais como proteinas, ©polissacéaridos, &cidos poliléacticos,
dcidos poliglicdlicos, aminodcidos poliméricos, copolimeros de
aminodcidos, agregados lipidicos (tais como goticulas de 6leo
e lipossomas) e particulas virais inativas. Tais veiculos sé&o
bem conhecidos dos técnicos de pericia média neste campo.
Adicionalmente, estes veiculos poderdo funcionar como agentes
imunoestimuladores (Y“adjuvantes”). Ainda, 0 imunogénio ou
antigénio poderd estar conjugado com um toxoide bacteriano,
tal como um toxoide dos agentes patogénicos da difteria,

tétano ou cdlera, de H. pylori, etc.

Os adjuvantes preferidos para acentuar a eficécia da
composicdo incluem, de modo ndo limitativo: (1) sails de
aluminio (alum) tails como hidrdéxido de aluminio, fosfato de
aluminio, sulfato de aluminio, etc.; (2) formulacdes de
emulséao bleo-em-4gua (com ou sem outros agentes
imunoestimuladores especificos tais como muramil-péptidos (ver
abaixo) ou componentes da parede celular bacteriana), tais
como, por exemplo, (a) MF59 (Publ. PCT n°® WO 90/14837),
contendo 5% de esqualeno, 0,5% de Tween 80 e 0,5% de Span 85
(contendo opcionalmente quantidades diversas de MTP-PE (ver
abaixo), se bem que tal ndo seja necessario), formulado em
particulas submicrénicas por meio de um microfluidificador,
tal como o microfluidificador Modelo 110Y (Microfluidics,

Newton, MA), (b) SAF, contendo 10% de esqualeno, 0,4% de Tween
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80, 5% de polimero L121 blogqueado por plurdnico, e thr-MDP
(ver abaixo), microfluidizado até uma emulsdo submicrénica ou
vortexado para gerar uma emulsdo com particulas de maior
tamanho, e (c) sistema adjuvante RIBI® (RAS) (Ribi Immunochem,
Hamilton, MT) contendo 2% de esqualeno, 0,2% de Tween 80 e um
ou mais componentes da parede celular bacteriana pertencentes
ao grupo que consiste em monofosforil-lipido A (MPL) ,
dimicolato de trealose (TDM) e esqueleto da parede celular
(CWS), preferencialmente MPL+CWS (Detox®); (3) adjuvantes de
saponinas, tal como © Stimulon® (Cambridge Bioscience,
Worcester, MA), ou particulas criadas a partir destes, tal
como os ISCOMS (complexos imunoestimuladores); (4) Adjuvante
Completo de Freund (CFA) e Adjuvante Incompleto de Freund
(IFA); (5) citogquinas, tais como interleucinas (p.ex., IL-1,
I.-2, I1L-4, 1I1L-5, IL-6, IL-7, IL-12, etc.), interferdes (por
exemplo, interferdo gama), fator estimulador de coldnias de
macréfagos (M-CSF), fator de necrose de tumor (TNF), etc.; (6)
mutantes destoxificados de uma toxina ADP-ribosilante
bacteriana tal como uma toxina da cdbdlera (CT), uma toxina
pertissica (PT) ou uma toxina termolédbil de E. coli (LT),
particularmente LT-K63, LT-R72, CT-S109, PT-K9/G129; ver, por
exemplo, W093/13302 e W092/19265; e (7) outras substdncias que
atuam como agentes imuncestimuladores para aumentar a eficécia

da composicado. E dada preferéncia ao alum e ao MF59.

Tal como acima se mencionou, oS muramil-péptidos incluem, mas

de modo nao limitativo, N-acetil-muramil-L-treonil-D-
isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-normuramil-L-alanil-D-
isoglutamina (nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-D-

isoglutaminil-L-alanina-2-(1'-2’-dipalmitoil-sn-glicero-3-

hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-PE), etc.

As composicdes de vacinas compreendendo composicgdes

imunogénicas (por exemplo, que incluam o antigénio, o veiculo
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farmaceuticamente aceitéavel e 0 adjuvante) conteré&o
tipicamente diluentes, tais como 4&gua, soro fisioldgico,
glicerol, etanol, etc. Adicionalmente, poderdo encontrar-se
presentes em tais veiculos substédncias auxiliares, tais como
agentes molhantes ou emulsificantes, substdncias tamponantes
de pPH e semelhantes. Alternativamente, as composicdes de
vacinas podem compreender um antigénio, polipéptido, proteina,
fragmento de proteina ou adcido nucleico num veiculo

farmaceuticamente aceitavel.

Mais especificamente, as vacinas compreendendo composicdes
imunogénicas compreendem  uma quantidade imunologicamente
eficaz dos polipéptidos imunogénicos, assim como de qualguer
dos componentes acima mencionados, segundo regquerido. Por
“quantidade imunologicamente eficaz” pretende-se significar
que a administracdo de tal quantidade a um individuo, em dose
Unica ou como parte de uma série de doses, ¢é eficaz para
tratamento ou prevencdo. Esta quantidade wvaria segundo o
estado de salnde e as condigdes fisicas do individuo a ser
tratado, o grupo taxondémico do individuo a ser tratado (por
exemplo, um primata ndo humano, um primata, etc.) a capacidade
de producdo de anticorpos evidenciada pelo sistema imunoldgico
do individuo, o grau de protecdo desejada, a formulacdo da
vacina, a avaliacdo da situacdo clinica por parte do médico e
outros fatores relevantes. Serd de esperar que esta quantidade
se encontre dentro de um intervalo relativamente alargado que

poderd ser determinado através de ensaios de rotina.

Tipicamente, as composicdes de vacinas ou composicgdes
imunogénicas sdo preparadas sob a forma de injetédveis, em
solugdes ligquidas ou suspensdes; poderdo ainda preparar-se
formas sdélidas adequadas para solucéo, ou suspensdo, em
veiculos liquidos antes da injecdo. A preparacdo poderé

igualmente ser emulsificada ou encapsulada em lipossomas para
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acentuar o seu efeito adjuvante, tal como acima se referiu

para os veiculos farmaceuticamente aceitéveis.

As composicdes imunogénicas sédo convencionalmente
administradas por via parentérica, por exemplo, por injecéo,
subcuténea ou intramuscular. As formulacdes adicionais
adequadas para outros modos de administracdo incluem as
formulacdes orais e pulmonares, 0s supositdrios e as
aplicacdes transdérmicas e  transcuténeas. A  dosagem de
tratamento poderd ser administrada num regime de dose Unica ou
num regime de doses multiplas. A vacina poderé ser

administrada em conjuncdo com outros agentes imunoreguladores.

Como alternativa as vacinas baseadas em proteinas, poderé
usar-se a vacinacdo com ADN (ver, p.ex., Robinson & Torres
(1997) Seminars in Immunology 9:271-283; Donnelly et al.
(1997) Annu Rev Immunol 15:617-648).

Veiculos para Administracdo de Genes

Os veiculos para terapia genética destinados a administracéo
de construgdes, incluindo uma sequéncia codificante e um
agente terapéutico do invencdo, poderdo ser administrados
localmente ou sistemicamente a um mamifero para que se dé a
expressdo no mamifero. Estas construcgcdes poderdo utilizar
abordagens com vetores virais ou ndo virais em modalidades 1in
vivo ou ex vivo. A expressdo desta sequéncia codificante pode
ser induzida por meio de promotores enddgenos de mamifero ou
de promotores heterdélogos. A expresséao da sequéncia

codificante in vivo poderéd ser constitutiva ou regulada.

A invencdo inclui veiculos para administracdo de genes que
possuem a capacidade de expressar as sequéncias de &cido
nucleico contempladas. O veiculo para administracdo de genes

corresponde preferencialmente a um vetor viral e, mais
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preferencialmente, a um vetor retroviral, adenoviral, viral
adeno-associado (AAV), de herpesvirus ou de alfavirus. O vetor
viral poderd ainda corresponder a um astrovirus, coronavirus,
ortomixovirus, papovavirus, paramixovirus, parvovirus,
picornavirus, poxvirus ou togavirus. Ver, de modo geral, Jolly
(1994) Cancer Gene Therapy 1:51-64; Kimura (1994) Human Gene
Therapy 5:845-852; Connelly (1995) Human Gene Therapy 6:185-
193; e Kaplitt (1994) Nature Genetics 6:148-153.

Os vetores de retrovirus sdo bem conhecidos neste campo
técnico, incluindo os retrovirus de tipo B, C e D, o0s
retrovirus xenotrdépicos (por exemplo, NZB-X1, NZB-X2 e NZB9-1
(ver O’'Neill (1985) J. Virol. 53:160), retrovirus
politrdépicos, p.ex., MCF e MCF-MLV (ver Kelly (1983) J. Virol.
45:291), spumavirus e lentivirus. Ver RNA Tumor Viruses, 2°2

Ed., Cold Spring Harbor Laboratory, 1985.

As diversas porcdes de um vetor retroviral para terapia
genética poderdo derivar de diferentes retrovirus. Por
exemplo, as LTRs do retrovetor poderdo derivar do Virus do
Sarcoma Murino, um local de ligacdo ao tARN de um Virus do
Sarcoma de Rous, um sinal de empacotamento de um Virus da
Leucemia Murina, e uma origem para a sintese da segunda cadeia

de um Virus da Leucose Aviaria.

Estes vetores retrovirais recombinantes poderdo ser usados
para gerar particulas de vetor retroviral competentes para
transducdo, recorrendo a sua introducdo em linhas celulares de
empacotamento apropriadas (ver a Patente US 5591624). Os
vetores de retrovirus poderdo ser construidos para integracéo
especifica de local no ADN da célula hospedeira através da
incorporacdo de uma enzima integrase quimérica na particula

retroviral (ver W096/37626). Prefere-se que o vetor viral
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recombinante corresponda a um virus recombinante de replicacéao

defetiva.

As linhas celulares de empacotamento adequadas para uso em
conjuncdo com 0S8 vetores de retrovirus acima descritos sdo bem
conhecidos da técnica, sdo facilmente preparados (ver
W095/30763 e W092/05266) e podem ser usados para criar linhas
celulares produtoras (também designadas por linhas celulares
de vetor ou “LCVs”) para a producdo de particulas de vetor
recombinante. Preferencialmente, as linhas celulares de
empacotamento sdo produzidas a partir de células progenitoras
humanas (por exemplo, células HT1080) ou linhas celulares
progenitoras de arminho, o que elimina a inativagdo no Ssoro

humano.

Os retrovirus preferidos para a construcdo de vetores
retrovirais para terapia genética incluem os Virus da Leucose
Avidria, Virus da Leucemia Bovina, Virus da Leucemia Murina,
Virus Indutor de Focos em Células de Arminho, Virus do Sarcoma
Murino, Virus da Reticuloendoteliose e Virus do Sarcoma de
Rous. 0Os Virus de Leucemia Murina particularmente preferidos
incluem os virus 4070A e 1504A (Hartley e Rowe (1976) J.
Virol. 19:19-25), Abelson (N° ATCC VR-999), Friend (N° ATCC
VR-245), Graffi, Gross (N° ATCC VR-590), Kirsten, Virus do
Sarcoma de Harvey e Rauscher (N° ATCC VR-998) e Virus da
Leucemia Murina de Moloney (N° ATCC VR-190). Tais retrovirus
poderdo ser obtidos a partir de depdsitos ou coleccdes tais
como a American Type Culture Collection (“ATCC”) de Rockville,
Maryland, ou ser isolados a partir de fontes conhecidas usando

técnicas largamente difundidas neste campo.
Os exemplos de vetores retrovirais para terapia genética
conhecidos e utilizéveis neste invencdo incluem os descritos

nos pedidos de patente GB2200651, EP0415731, EP0345242,
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EP0334301, WO89/02468; W089/05349, WO089/09271, WO90/02806,
Wo090/07936, WO94/03622. WO093/25698, WO093/25234, WO93/11230,
W093/10218, W091/02805, W091/02825, W095/07994, US 5219740, US
4405712, US 4861719, US 4980289, US 4777127, US 5591624. Ver
também Vile (1993) Cancer Res 53:3860-3864; Vile (1993) Cancer
Res 53:962-967; Ram (1993) Cancer Res 53 83-88; Takamiya
(1992) J Neurosci Res 33:493-503; Baba (1993) J Neurosurg
79:729-735; Mann (1983) Cell 33:153; Cane (1984) Proc Natl
Acad Sci 81:6349; e Miller (1990) Human Gene Therapy 1.

Os vetores de adenovirus humanos para terapia genética séo
igualmente conhecidos neste campo técnico e utilizdveis nesta
invencdo. Ver, por exemplo, Berkner (1988) Biotechniques 6:616
e Rosenfeld (1991) Science 252:431, e as patentes W093/07283,
W093/06223 e W093/07282. Como exemplos de vetores adenovirais
para terapia genética conhecidos e utilizédveis nesta invencéo
encontram-se os descritos nos documentos acima referidos e nas
patentes W094/12649, W093/03769, W093/19191, W094/28938,
W095/11984, WO095/00655, WO095/27071, WO095/29993, WO095/34671,
W096/05320, WO094/08026, W094/11506, W093/06223, WO094/24299,
W095/14102, WO095/24297, WO095/02697, WO094/28152, WO094/24299,
W095/09241, WO095/25807, WO095/05835, W094/18922 e WO095/09654.
Alternativamente, poderd ser utilizada a administracdo de ADN
ligado a adenovirus morto, tal como descrito em Curiel (1992)
Hum. Gene Ther. 3:147-154. 0Os veiculos para administracdo de
genes de acordo com a invencdo incluem vetores de virus
associado a adenovirus (AAV). Os principais, e preferidos,
exemplos de tais vetores para uso nesta invencdo correspondem
aos vetores baseados em AAV-2 qgue sdo apresentados em
Srivastava, W093/09239. Os vetores AAV particularmente
preferidos compreendem as duas sequéncias repetitivas
terminais invertidas de AAV nas quais as sequéncias D nativas
sdo modificadas por substituicdo de nucledtidos, de tal modo

que, de preferéncia, pelo menos 5 nucledtidos nativos e até 18
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nuclebétidos nativos, mais preferencialmente pelo menos 10
nucledtidos nativos e até 18 nucledtidos nativos, e ainda mais
preferencialmente 10 nucledétidos nativos sdo mantidos, sendo
os restantes nucledtidos da sequéncia D retirados ou
substituidos com nucledétidos ndo nativos. As sequéncias D
nativas das sequéncias repetitivas terminais invertidas de AAV
correspondem a sequéncias de 20 nucledtidos consecutivos em
cada seqguéncia repetitiva terminal invertida de AAV (i.e.,
existe uma sequéncia em cada extremidade) gque ndo se encontram
envolvidos na formacdo do HP. O nucledétido ndo nativo de
substituicdo poderd corresponder a qualquer nucledtido que
seja distinto do nucledtido que ¢é encontrado na sequéncia D
nativa na mesma posicdo. Como exemplos de outros vetores AAV
utilizédveis encontram-se o pWP-19 e o pWN-1, ambos descritos
em Nahreini (1993) Gene 124:257-262. 0O vetor psub201 constitui
outro exemplo de um vetor AAV (ver Samulski (1987) J. Virol.
61:3096). Ainda outro exemplo de vetor AAV ¢é dado pelo vetor
ITR Double-D. A construcdo do vetor ITR Double-D & exposta na
Patente dos EUA n°® 5.478.745. Outros vetores encontram-se
expostos nas patentes dos EUA nos 4.797.368 (de Carter),
5.139.941 (de Muzyczka), 5.474.935 (de Chaterjee) e
W094/288157 (de Kotin). Ainda outro exemplo de um vetor AAV
utilizédvel nesta invencdo corresponde ao vetor SSVIAFABTKneo,
o0 qual contém o potenciador de AFP e o promotor de albumina e
dirige a expressdo predominantemente no figado. A sua
estrutura e construcdo sdo apresentadas em Su (1996) Human
Gene Therapy 7:463-470. Outros vetores AAV para terapia
genética encontram-se descritos nas patentes dos EUA nos

5.354.678, 5.173.414, 5.139.941 e 5.252.479.

Os vetores para terapia genética compreendendo sequéncias
desta invencdo incluem igualmente vetores de herpesvirus. Os
exemplos principais e preferidos correspondem a vetores de

virus herpes simples que contém uma sequéncia codificando para
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um polipéptido de timidina quinase, tal como os descritos nas
patentes US 5.288.641 e EP0176170 (Roizman). Outros exemplos
de vetores de virus herpes simplex incluem os vetores
HFEM/ICP6-LacZ apresentadas na patente W095/04139 (Wistar
Institute), pHSVIac, descrito em Geller (1988) Science
241:1667-1669, em WO090/09441 e em WO092/07945; HSV Us3::pgC-
lacZ, descrito em Fink (1992) Human Gene Therapy 3:11-19; HSV
7134, 2 RH 105 e GAL4, descritos em EP 0453242 (Breakefield);
e o0s vetores depositados na ATCC com os numeros de acesso ATCC

VR-977 e ATCC VR-260.

Estd igualmente contemplado neste invencdo o uso de vetores de
alfavirus para terapia genética. 0Os vetores de alfavirus
preferidos sdo os vetores de virus Sindbis, Togavirus, virus
de Semliki Forest (ATCC VR-67; ATTC VR-1247), virus de
Middleberg (ATCC VR-370), virus de Ross River (ATCC VR-373;
ATCC VR-1246), virus da encefalite equina venezuelana (ATCC
VR-923; ATCC VR-1250; ATCC VR-1249; ATCC VR-532) e os virus
descritos nas patentes US 5091309, 5217879 e W092/10578. Mais
particularmente, sdo utilizéveis os vetores de alfavirus
descritos na patente dos EUA com o n° de série 08/405.627,
registada em 15 de Marco de 1995, nas patentes W094/21792,
W092/10578 e WO95/07994 e nas patentes dos EUA nos 5.091.309 e
5.217.879. Tais alfavirus poderdo ser obtidos a partir de
depbsitos ou colecdes tais como a American Type Culture
Collection (“ATCC”) de Rockville, Maryland, ou ser isolados a
partir de fontes conhecidas usando técnicas largamente
difundidas neste campo. Serdo preferencialmente usados vetores

de alfavirus com reduzida citotoxicidade (ver USSN 08/679640).

Os sistemas vetores de ADN tals como os sistemas eucaridticos
de expressdo em camadas sdo igualmente Utels para a expressdo
dos &cidos nucleicos da invencdo. Ver a W095/07994 para obter

uma descricdo detalhada dos sistemas eucaridéticos de expresséo
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em camadas. Preferencialmente, o0s sistemas eucaridticos de
expressdo em camadas de acordo com esta invencdo derivam de
vetores de alfavirus e, mais preferencialmente, de vetores de

virus Sindbis.

Outros vetores virais adequados para uso no ampito da presente
invencdo incluem os derivados de poliovirus, por exemplo o
virus ATCC VR-58 e o0s descritos em Evans, Nature 339 (1989)
385 e Sabin (1973) J. Biol. Standardization 1:115; o
rinovirus, como por exemplo o ATCC VR-1110 e os descritos em
Arnold (1990) J Cell Biochem L401; o poxvirus como © poxvirus
de candrio ou o vacciniavirus, por exemplo os virus ATCC VR-
111 e ATCC VR-2010 e os descritos em Fisher-Hoch (1989) Proc
Natl Acad Sci 86:317; Flexner (1989) Ann NY Acad Sci 569:860,
Flexner (1990) Vaccine 8:17 e nas patentes US 4.603.112, US
4.769.330 e W089/01973; wvirus SV40, por exemplo o ATCC VR-305
e o0s descritos em Mulligan (1979) Nature 277:108 e Madzak
(1992) J Gen Virol 73:1533; o influenzavirus, por exemplo o
ATCC VR-797 e os influenzavirus recombinantes produzidos por
técnicas de genética reversa, tal como descrito na patente dos
EUA 5.166.057 e em Enami (1990) Proc Natl Acad Sci 87:3802-
3805; Enami & Palese (1991) J Virol 65:2711-2713 e Luytjes
(1989) Cell 59:110 (ver também McMichael (1983) NEJ Med
309:13, e Yap (1978) Nature 273:238 e (1979) Nature 277:108):;
o virus da imunodeficiéncia humana, tal como descrito na
patente EP-0386882 e em Buchschacher (1992) J. Virol. 66:2731;
o virus do sarampo, por exemplo o0s ATCC VR-67 e VR-1247 e os
descritos na EP-0440219; o virus Aura, por exemplo o ATCC VR-
368; o virus Bebaru, por exemplo os ATCC VR-600 e ATCC VR-
1240; o virus Cabassou, por exemplo o ATCC VR-922; o virus
Chikungunya, por exemplo os ATCC VR-64 e VR-1241; o virus de
Fort Morgan, por exemplo o ATCC VR-924; o virus Getah, por
exemplo os ATCC VR-369 e ATCC VR-1243; o virus Kyzylagach, por

exemplo o ATCC VR-927; o virus Mayaro, por exemplo o ATCC VR-
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66; o virus Mucambo, por exemplo os ATCC VR-580 e ATCC VR-
1244; o virus Ndumu, por exemplo o ATCC VR-371; o wvirus
Pixuna, por exemplo os ATCC VR-372 e ATCC VR-1245; o wvirus
Tonate, por exemplo o ATCC VR-925; o virus Triniti, por
exemplo o ATCC VR-469; o virus Una, por exemplo o ATCC VR-374;
o virus Whataroa, por exemplo o ATCC VR-926; o virus Y-62-33,
por exemplo o ATCC VR-375; o wvirus O0’Nyong, o virus da
encefalite do Oriente, por exemplo o0s ATCC VR-65 e ATCC VR-
1242; o virus da encefalite do Ocidente, por exemplo os ATCC
VR-70, ATCC VR-1251, ATCC VR-622 e ATCC VR-1252; e
coronavirus, por exemplo o ATCC VR-740 e os descritos em Hamre

(1966) Proc Soc Exp Biol Med 121:190.

A administracdo das composicdes da invencdo a células nédo se
encontra limitada aos vetores virais acima mencionados.
Poderdo utilizar-se outros métodos e meios de libertacdo, tal
como, por exemplo, vetores de expressdo de 4acidos nucleicos,
ADN policatidénico condensado ligado ou ndo ligado a adenovirus
morto (ver, por exemplo, a patente dos EUA com o n°® de série
08/366.787, registada a 30 de Dezembro de 1994 e Curiel (1992)
Hum Gene Ther 3:147-154), ADN 1ligado a ligando (ver, por
exemplo, Wu (1989) J Biol Chem 264:16985-16987), veiculos
celulares de administracdo a células eucaridbticas (ver, por
exemplo, a patente dos EUA com o n° de série 08/240.030, de 9

de Maio de 1994, e a patente dos EUA com o n® de série

08/404.796), deposicéo de materiais de hidrogel
fotopolimerizados, pistola de particulas manual para
transferéncia de genes (descrita na Patente US 5149655),

radiacdo ionizante (tal como descrito na Patente US 5206152 e
em W092/11033), neutralizacdo de cargas nucleicas ou fusdo com
membranas celulares. Encontram-se descricdes de outras
abordagens em Philip (1994) Mol Cell Biol 14:2411-2418 e em
Woffendin (1994) Proc Natl Acad Sci 91:1581-1585.
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Poderd wutilizar-se a transferéncia de genes mediada por
particulas; ver, por exemplo, a Patente US com o N° de série
60/023.867. Abreviadamente, a sequéncia poderd ser inserida em
vetores convencionais que contém sequéncias de controlo
convencionais para uma expressdo em elevado grau, procedendo-
se entdo a uma incubacdo com moléculas sintéticas para
transferéncia de genes, tais como catides poliméricos gue se
ligam ao ADN, como poli-lisina, protamina e albumina, ligadas
a ligandos que se direcionam para as células, tal como o
asialoorosomucdide, como se descreve em Wu & Wu (1987) J.
Biol. Chem. 262:4429-4432, insulina, tal como descrito em
Hucked (1990) Biochem Pharmacol 40:253-263, galactose, como se
descreve em Plank (1992) Bioconjugate Chem 3:533-539, lactose

ou transferrina.

Poderd igualmente wutilizar-se ADN nu para transformar uma
célula hospedeira. Encontram-se exemplos de métodos para
introducdo de ADN nu nas patentes W090/11092 e US 5.580.859. A
eficiéncia de captacdo poderd ser melhorada usando esferas
biodegradédveis de latex. As esferas de latex revestidas por
ADN s&do transportadas de modo eficiente para o interior das
células apdés a iniciacdo da endocitose pelas préprias esferas.
0O método poderd ainda ser melhorado por tratamento das esferas
para aumentar a sua hidrofobicidade e, deste modo, facilitar a

rutura do endossoma e a libertacdo do ADN para o citoplasma.

Encontram-se descricdes de lipossomas que podem atuar como
veiculos para libertacdo de genes na patente US 5422120 e nas
patentes WO095/13796, W094/23697, WO091/14445 e EP-524.968. Tal
como se descreve na USSN 60/023.867, relativamente a
administracdo por via n&o viral, as sequéncias de é&cido
nucleico codificando para um polipéptido poderdo ser inseridas
em vetores convencionais gque contém sequéncias de controlo

convencionais para permitir uma expressdo em elevado grau,
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procedendo-se entdo a incubacdo com moléculas sintéticas para
transferéncia de genes tais como catides poliméricos que se
ligam ao ADN, como poli-lisina, protamina e albumina, ligadas
a ligandos que se direccionam para as células, tal como o
asialoorosomucdide, insulina, galactose, lactose ou
transferrina. Outros sistemas de administracdo incluem o uso
de lipossomas para a encapsulacdo de ADN compreendendo o gene
sob o controlo de diversos promotores especificos de tecido ou
ubiquitariamente ativos. Outros sistemas de administracdo néo
virais adequados incluem 0s sistemas de administracédo
mecédnica, como a abordagem descrita em Woffendin et al. (1994)
Proc Natl Acad. Sci USA 91(24):11581-11585. Adicionalmente, a
sequéncia codificante e o produto de expressdo da mesma
poderdo ser administrados por meio de deposicdo de materiais
de hidrogel fotopolimerizados. Outros métodos convencionais
para administracdo de genes que poderdo ser usados para a
administracdo da sequéncia codificante incluem, por exemplo, ©
uso de uma pistola de particulas manual para transferéncia de
genes, tal como se descreve na patente US 5149655; o uso de
radiacdo ionizante para a ativacdo do gene transferido, tal

como descrito na patente US 5206152 e em W092/11033.

Como exemplos de veiculos lipossémicos ou policatidnicos para
transferéncia de genes encontram-se os descritos nas patentes
US 5422120 e 4762915; em WO95/13796; WO094/23697; WO91/1444;
EP-0524968; e em Stryer, Biochemistry, pags. 236-240 (1975),
W.H. Freeman, San Francisco; Szoka (1980) Biochem Biophys Acta
600:1; Bayer (1979) Biochem Biophys Acta 550:464; Rivnay
(1987) Meth Enzymol 149:119; Wang (1987) Proc Natl Acad Sci
84:7851, Plant (1989) Anal Biochem 176:420.

Uma composicdo polinucleotidica poderd conter uma quantidade

terapeuticamente eficaz de um veiculo para terapia genética,

de acordo com a definicdo do termo acima apresentada. Para os
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fins do presente invencdo, uma dose eficaz encontrar-se-&
entre cerca de 0,01 mg/kg e 50 mg/kg, ou entre 0,05 mg/kg e
cerca de 10 mg/kg, de construcdes de ADN para o individuo ao

qual serdo administradas.

Métodos de Administracéo

Uma vez formuladas, as composicdes polinucleotidicas da
invencdo serdo administradas (1) diretamente ao individuo; (2)
ex vivo, a células derivadas do individuo; ou (3) 1in vitro,
para expressdo das proteinas recombinantes. Os individuos a
tratar poderdo ser mamiferos ou aves. Poderdo ainda tratar-se

seres humanos.

A administracdo direta das composicdes serd geralmente
efetuada através de injecéo, subcutéanea, intraperitoneal,
intravenosa ou intramuscular, ou de libertacdo para o espaco
instersticial de um tecido. As composicdes poderdo ainda ser
administradas a um tumor ou lesdo. Outros modos de
administracéo incluem a administracéao oral e pulmonar,
supositdérios e aplicacbes transdérmicas, agulhas e pistolas de
genes ou hiposprays. A posologia poderd corresponder a um

regime de dose Unica ou a um regime de multiplas doses.

Os métodos para administracdo ex vivo e reimplantacdo das
células transformadas num individuo s&o Jj& conhecidas da
técnica e encontram-se descritas em, por exemplo, W093/14778.
Os exemplos de células Uteis para aplicacdes ex vivo incluem,
por exemplo, células estaminais, particularmente células
hematopoiéticas, células linféaticas, macréfagos, células

dendriticas ou células tumorais.
De modo geral, a administracdo de &cidos nucleicos através de

aplicacgdes ex vivo e 1iIn vitro poderd ser conseguida

recorrendo, por exemplo, aos seguintes procedimentos bem
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conhecidos neste campo técnico: transfeccdo mediada por
dextrano, precipitacdo com fosfato de cédlcio, transfeccéo
mediada por polibreno, fusdo de protoplastos, electroporacéo,
encapsulacéo do (s) polinucledtido (s) em lipossomas e

microinjecdo direta do ADN nos nucleos celulares.

Composicdes farmacéuticas de polinuclebdtidos e polipéptidos

Para além dos sais e veliculos farmaceuticamente aceitéveis
acima descritos, poderdo ainda wusar-se o0s agentes qgue se
seguem em conjuncdo com composicdes de polinucledtidos e/ou

polipéptidos.

A. Polipéptidos

Como exemplos destes polipéptidos incluem-se, sem limitacédo:
asialoorosomucdide (ASOR) ; transferrina;
asialoglicoproteinas; anticorpos; fragmentos de anticorpos;

ferritina; interleucinas; interferdes, factor estimulador de

coldénias de granuldcitos e macrdéfagos (GM-CSF) , factor
estimulador de coldénias de granuldcitos (G-CSE), factor
estimulador de coldénias de macrdfagos (M-CSF), factor de

células estaminais e eritropoietina. Poderdo igualmente usar-
se antigénios wvirais, tal como proteinas de envelope.
Adicionalmente, poderdo usar-se proteinas provenientes de
outros organismos invasivos, tal como o péptido de 17
amino&cidos, designado por RII, da proteina do

circumsporozoito de Plasmodium falciparum.

B. Hormonas, Vitaminas, etc.

Outros grupos que poderdo ser incluidos correspondem, por
exemplo, a: hormonas, esteroides, androgénios, estrogénios,

hormona da tiroide, vitaminas, &cido fdélico.
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C. Polialguilenos, Polissacaridos, etc.

Adicionalmente, poderd incluir-se um polialgquilenoglicol em

associacdo aos polinucledtidos ou polipéptidos desejados. Numa

forma de realizacédo preferida, o) polialguilenoglicol
corresponde ao polietilenoglicol. Adicionalmente, poderéo
incluir-se mono-, di- ou polissacéridos. Numa forma de

realizacdo preferida segundo este aspeto, o polissacéarido
corresponde a dextrano ou a DEAE-dextrano. Poderdo ainda

utilizar-se gquitosano e poli(lactido-co-glicdlido).

D. Lipidos e Lipossomas

O polinucledétido ou polipéptido desejado poderd igualmente ser
encapsulado em lipidos ou empacotado em lipossomas antes de

ser administrado ao individuo ou a células derivadas deste.

A encapsulacdo em lipidos ¢é geralmente conseguida usando
lipossomas que tenham a capacidade de se ligar a é&cido
nucleico, ou a capturéd-lo e reté-lo, de modo estavel. A razéo
de polinucledétido ou polipéptido condensado para preparacdo de
lipido poderd variar, mas situa-se geralmente a volta de 1:1
(mg ADN:micromoles 1lipido), ou maior quantidade de lipido.
Para consulta de uma revisdo sobre o uso de lipossomas como
veiculos para libertacdo de 4&cidos nucleicos, ver Hug e
Sleight (1991) Biochim. Biophys. Acta 1097:1-17; Straubinger
(1983) Meth. Enzymol. 101:512-527.

As preparacdes de lipossomas destinadas a uso na presente
invencéo incluem preparacdes catidnicas (carregadas
positivamente), anidénicas (carregadas negativamente), e
neutras. Verificou-se que o0s lipossomas catidénicos medeiam a
libertacdo intracelular de ADN plasmidico (Felgner (1987)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413-7416); mRNA (Malone (1989)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:6077-608l); e fatores de
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transcricdo purificados (Debs (1990) J. Biol. Chem. 265:10189-

10192), em forma funcional.

Os lipossomas catidénicos sédo facilmente adgquiriveis no
mercado. Por exemplo, os lipossomas de N[1-2,3-
dioleiloxi)propil]-N,N,N-trietilamdnio (DOTMA) encontram-se
disponiveis sob o nome comercial de Lipofectin, da empresa
Gibco BRL, Grand Island, NY (ver também Felgner, supra).
Outros lipossomas comercialmente disponiveis incluem o)
Transfectace (DDAB/DOPE) e o DOTAP/DOPE (Boehringer). Poderdo
preparar-se outros lipossomas catidnicos a partir de materiais
prontamente disponiveis utilizando técnicas bem conhecidas
neste campo. Ver, por exemplo, Szoka (1978) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 75:4194-4198, e W090/111092, para obter uma descricdo
da sintese de lipossomas de DOTAP (1,2-bis(oleiloxi)-3-

(trimetilamdénio)propano) .

De forma similar, os lipossomas anidénicos e neutros encontrar-
se-do facilmente disponiveis no mercado, a partir de empresas
como a Avanti Polar Lipids (Birmingham, AL), ou poderdo ser
facilmente ©preparados a ©partir de materiais prontamente
disponiveis. Tais materiais incluem a fosfatidil-colina,
colesterol, fosfatidil-etanolamina, dioleilfosfatidil-colina
(DOPC), dioleilfosfatidil-glicerol (DOPG) , dioleil-
fosfatidil- etanolamina (DOPE), entre outros. Estes materiais
poderdo igualmente ser misturados com os materiais de partida
para DOTMA e DOTAP em razbes apropriadas. 0Os métodos para o
fabrico de lipossomas utilizando estes materiais sdo bem

conhecidos da técnica.

Os lipossomas poderdo compreender vesiculas multilamelares
(MLVs), vesiculas unilamelares pequenas (SUVs), ou vesiculas
unilamelares grandes (LUVs) . Os diversos complexos de

lipossoma-acido nucleicos sdo preparados usando métodos
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conhecidos neste campo. Ver, por exemplo, Straubinger (1983)
Meth. Immunol. 101:512-527; Szoka (1978) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 75:4194-4198; Papahadjopoulos (1975) Biochim.
Biophys. Acta 394:483; Wilson (1979) Cell 17:77); Deamer &
Bangham (1976) Biochim. Biophys. Acta 443:629; Ostro (1977)
Biochem. Biophys. Res. Commun. 76:836; Fraley (1979) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76:3348); Enoch & Strittmatter (1979)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:145; Fraley (1980) J. Biol.
Chem. (1980) 255:10431; Szoka & Papahadjopoulos (1978) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 75:145; e Schaefer-Ridder (1982) Science
215:166.

E. Lipoproteinas

Adicionalmente, poderdo incluir-se lipoproteinas na composicédo
de polinucledétido ou polipéptido a ser administrada. Os
exemplos de lipoproteinas que podem ser utilizadas incluem:
quilomicra, HDL, IDL, LDL e VLDL. Poderdo igualmente usar-se
mutantes, fragmentos ou fusdes destas proteinas. Poderdo ainda
usar-se modificacdes de lipoproteinas de ocorréncia natural,
tal como LDL acetilada. Estas lipoproteinas podem dirigir a
administracdo de polinucledétidos para células que expressem
receptores para lipoproteinas. De preferéncia, se as
lipoproteinas se encontrarem associadas aos polinucledtidos a
administrar, ndo serd incluido outro ligando direcionador na

composicéo.

As lipoproteinas de ocorréncia natural compreendem um lipido e
uma porcdo de proteina. As porcdes de proteina sdo designadas
por apoproteinas. Até ao presente, foram j& isoladas e
identificadas as apoproteinas A, B, C, D e E. Pelo menos duas
destas contém diversas ©proteinas, designadas por numeros

romanos: AI, AII, AIV,; CI, CII, CIIT.
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Uma lipoproteina poderd conter mais do que uma apoproteina.
Por exemplo, as quilomicra de ocorréncia natural compreendem
as apoproteinas A, B, C e E; ao 1longo do tempo, estas
lipoproteinas perdem a apoproteina A e adguirem as
apoproteinas C e E. A lipoproteina VLDL compreende as
apoproteinas A, B, C e E; a LDL compreende a apoproteina B e a

HDL compreende as apoproteinas A, C e E.

Os amino&dcidos destas apoproteinas sdo conhecidos e encontram-
se descritos em, por exemplo, Breslow (1985) Annu Rev. Biochem
54:699; Law (1986) Adv. Exp Med. Biol. 151:162; Chen (1986) J
Biol Chem 261:12918; Kane (1980) Proc Natl Acad Sci USA
77:2465; e Utermann (1984) Hum Genet 65:232.

As lipoproteinas contém uma variedade de lipidos, incluindo
triglicéridos, colesterol (livre e esterificado) e
fosfolipidos. A composicdo dos lipidos wvaria nas lipoproteinas
de ocorréncia natural. Por exemplo, as quilomicra compreendem
principalmente triglicéridos. Poderéa encontrar-se uma
descricéo mais detalhada do conteudo em lipidos das
lipoproteinas de ocorréncia natural em, por exemplo, Meth.
Enzymol. 128 (1986). A composicdo dos lipidos ¢é escolhida de
modo a auxiliar a conformacdo da apoproteina relativamente a
sua atividade de ligacdo ao recetor. A composicdo em lipidos
poderd igualmente ser escolhida de modo a facilitar a
interacdo hidrofdébica e a associacdo com a molécula de ligacédo

ao polinucledtido.

As lipoproteinas de ocorréncia natural poderdo ser isoladas a
partir do soro através de ultracentrifugacdo, por exemplo.
Tais métodos encontram-se descritos em Meth. Enzymol. (supra):;
Pitas (1980) J. Biochem. 255:5454-5460 e Mahey (1979) J Clin.
Invest 64:743-750.
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As lipoproteinas podem igualmente ser produzidas por métodos
in vitro ou recombinantes, através da expressdo dos genes de
apoproteinas numa célula hospedeira desejada. Ver, por
exemplo, Atkinson (1986), Annu Rev Biophys Chem 15:403 e
Radding (1958) Biochim Biophys Acta 30:443.

As lipoproteinas poderdo ainda ser adguiridas a fornecedores
como a empresa Biomedical Technologies, Inc., Stoughton,

Massachussetts, EUA.
Poderd encontrar-se uma descricdo mais detalhada sobre
lipoproteinas em Zuckermann et al., pedido de patente PCT n°

US97/14465.

F. Agentes Policatidnicos

Poderéo incluir-se agentes policatidénicos, com ou sem
lipoproteinas, numa composicdo com o polinucledtido ou

polipéptido a administrar.

Os agentes ©policatidnicos exibem tipicamente uma carga
positiva bruta a um pH fisiologicamente relevante e tém a
capacidade de neutralizar a carga elétrica dos &cidos
nucleicos, facilitando deste modo a sua administracdo a um
local desejado. Estes agentes sdo utilizdveis em aplicacdes in
vitro, ex wvivo ou in vivo. Os agentes policatidnicos poderéo
ser usados para administrar &cidos nucleicos a um individuo

vivo através das vias intramuscular, subcutédnea, etc.

Como exemplos de polipéptidos uteis como agentes
policatidénicos encontram-se 0s seguintes: polilisina,
poliarginina, poliornitina e protamina. Outros exemplos
incluem histonas, protaminas, albumina sérica humana,

proteinas de ligacd&o ao ADN, proteinas cromossdédmicas néo-

histdénicas, proteinas de revestimento de virus ADN, tais como
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a proteina X174; os fatores transcricionais contém igualmente
dominios que se ligam ao ADN e que, deste modo, poderdo ser
uteis como agentes condensadores de dcidos nucleicos.
Abreviadamente, os fatores transcricionais como C/CEBP, c-jun,
c-fos, AP-1, AP-2, AP-3, CPF, Prot-1, Sp-1, Oct-1, Oct-2, CREP
e TFIID contém dominios basicos que se ligam a sequéncias de

ADN.

Os agentes orgdnicos policatidénicos incluem: espermina,

espermidina e putrescina.

As dimensdes e propriedades fisicas de um agente policatidédnico
poderdo ser extrapoladas a partir da 1lista acima tendo em
vista a construcédo de outros agentes policatidnicos
polipeptidicos ou a producdo de agentes policatidnicos

sintéticos.

Agentes Policatidbnicos Sintéticos

Os agentes policatidénicos sintéticos com utilidade incluem,
por exemplo, DEAE-dextrano e polibreno. Lipofectin® e
LipofectAMINE® sdo mondédmeros que formam complexos
policatidénicos quando combinados com polinucledtidos ou

polipéptidos.

Ensaios para Imunodiagndstico

Os antigénios de Neisseria da invencdo poderdo ser usados em
imunoensaios para detetar as concentracgdes de anticorpo (ou,
inversamente, o0s anticorpos anti-Neisseria podem ser usados
para detetar as concentracdes de antigénio) . Poderdo
desenvolver-se imunoensaios baseados em antigénios
recombinantes bem definidos para substituir os métodos
invasivos de diagndéstico. Serd possivel detetar anticorpos
contra proteinas de Neisseria em amostras Dbioldgicas,

incluindo, por exemplo, amostras de sangue ou de soro. A
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concecdo dos imunoensaios abrange um grande intervalo de
possibilidades, sendo bastantes destas variacdes J& Dbem
conhecidas neste campo técnico. Os protocolos para o
imunoensaio poderdo basear-se, por exemplo, em ensaios de
competicdo, de reacdo direta ou de sanduiche. 0s protocolos
poderdo também usar, por exemplo, suportes sdélidos ou o
processo de imunoprecipitacdo. A maioria dos ensaios envolve o
uso de anticorpo ou polipéptido marcados; o0s marcadores
poderdo ser, por exemplo, fluorescentes, guimioluminescentes,
radioativos ou moléculas de corante. Conhecem-se igualmente
ensaios que amplificam os sinais provenientes da sonda; como
exemplos destes ensaios encontram-se oS que utilizam biotina e
avidina, e o0s imunoensaios marcados com, e mediados por,

enzimas, tals como os ensaios de ELISA.

Os kits adequados ©para imunodiagndéstico e contendo @ os
reagentes marcados apropriados sdo construidos embalando os
diversos materiais, incluindo as composicdes do presente
invencéo, em contentores apropriados, juntamente com 0Os
restantes reagentes e materiais (por exemplo, tampdes
adequados, solucgdes salinas, etc.) que sdo requeridos para a
execucdo do ensaio, assim como um conjunto apropriado de

instrucdes para o ensaio.

Hibridizacdo de Acidos Nucleicos

O termo “hibridizacdo” refere-se a associacdo de duas
sequéncias de &cido nucleico entre si por meio de ligacdes de
hidrogénio. Tipicamente, uma das sequéncias estard fixada a um
suporte sdélido e a outra encontrar-se-4 livre em solucédo.
Seguidamente, as duas sequéncias serdo colocadas em contacto
uma com a outra sob condigdes que favorecam o estabelecimento
de ligacdes de hidrogénio. 0Os fatores que afetam esta ligacéo
incluem: tipo e volume do solvente; temperatura de reacdo;

tempo de hibridizacdo; agitacdo; agentes para blogueio da
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ligacdo nédo especifica da sequéncia presente na fase liquida
ao suporte sbélido (reagente de Denhart ou BLOTTO) ;
concentracdo das sequéncias; uso de compostos para aumentar a
taxa de associacdo das sequéncias (sulfato de dextrano ou
polietilenoglicol); e a restringéncia das condig¢des de lavagem
apbés a hibridacdo. Ver Sambrook et al. [supra], Volume 2,

capitulo 9, pégs. 9.47 a 9.57.

O termo “restringéncia” refere-se a condicdes, numa reacido de
hibridizacdo, que favorecem a associacdo de sequéncias muito
similares relativamente a de sequéncias divergentes. Por
exemplo, a combinacdo de temperatura e de concentracdo de sais
deveréd ser escolhida de modo a que a temperatura seja inferior
em aproximadamente 120 a 200°C a do Tm calculado do hibrido em
estudo. A temperatura e condicdes salinas poderédo
frequentemente ser determinadas de modo empirico através de
experiéncias preliminares no decurso das quais se hibridizam
amostras de ADN gendmico imobilizadas sobre filtros com a
sequéncia de interesse, procedendo-se entdo a lavagens sob
condic¢des de diferentes restringéncias. Ver Sambrook et al.,

pag. 9.50.

As variédveis a considerar para a realizacdo de, por exemplo,
um Southern blot s&o (1) a complexidade do ADN a ser submetido
a blot e (2) a homologia entre a sonda e as sequéncias a
detectar. A quantidade total do(s) fragmento(s) a estudar
poderd variar numa magnitude de 10, desde 0,1 a 1 pg para um
produto de digestdo de plasmideo ou fago até 1077 a 10°° g para
um gene de uma Unica cdépia num genoma eucaridtico altamente
complexo. Para polinucledétidos de complexidade inferior
poderdo usar-se tempos de blot, hibridizacdo e exposicéo
substancialmente mais curtos, uma quantidade menor de
polinucledétidos de partida e uma menor atividade especifica

das sondas. Por exemplo, um gene de levedura de uma sé6 cbédpia
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poderd ser detetado com um tempo de exposicdo de apenas 1
hora, partindo de 1 pg de ADN de levedura e efetuando um blot
de 2 horas e uma hibridizacdo durante 4-8 horas com uma sonda
com 10° cpm/pg. Para um gene de mamifero de uma sé cépia, uma
abordagem conservadora poderd partir de 10 npg de ADN,
seguindo-se um blot de 12 horas e uma hibridizacdo durante 12
horas na presenca de sulfato de dextrano a 10%, usando uma
sonda com mais do que 10° cpm/ug, o que resulta num tempo de

exposicdo de ~ 24 horas.

Diversos fictores poderdo afetar a temperatura de fusdo (Tm)
de um hibrido ADN-ADN entre a sonda e o fragmento de interesse
e, consequentemente, as condicses apropriadas para
hibridizacdo e lavagem. Em muitos casos a sonda ndo ¢ 100%
homéloga relativamente ao fragmento. Outras varidveis a ter em
conta incluem a extensdo e contetido total em G+C das
sequéncias de hibridizacdo e a forca idbénica e contetido em
formamida do tampdo de hibridizacdo. Os efeitos de todos estes

fatores poderdo ser englobados por uma sb equacdo:

Tm= 81 + 16,6(log;oCi) + 0,4[%(G+C)]-0,6(%formamida) - 600/n -1,5,

(% ndo correspondéncia)

em que Ci corresponde a concentracédo salina (ides
monovalentes) e n corresponde a extensdo do hibrido em pares
de bases (fédrmula ligeiramente modificada a partir de Meinkoth

e Wahl (1984) Anal. Biochem. 138:267-284).

Na concecdo de um protocolo experimental de hibridizacdo, seré
possivel alterar de modo conveniente alguns dos fatores que
afetam a hibridizacdo dos &cidos nucleicos. A temperatura de
hibridizacdo e das lavagens, e a concentracdo em sais durante
as lavagens, sido os fatores de ajuste mais simples. A medida

que a temperatura de hibridizacdo aumenta (i.e., dque a
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restringéncia aumenta), vai-se tornando menos provavel a
ocorréncia de hibridizacdo entre cadeias ndo homdélogas e, como
resultado, o efeito de fundo diminui. Se a sonda radiomarcada
ndo for completamente homdéloga relativamente ao fragmento
imobilizado (tal como acontece frequentemente em experiéncias
de hibridizacdo de genes em familias e interespécies), a
temperatura de hibridizacdo terd de ser reduzida, o que
resulta no aumento do efeito de fundo. A temperatura das
lavagens afeta de modo similar a intensidade da Dbanda de
hibridizacéao e a intensidade do efeito de fundo. A
restringéncia das lavagens ¢é igualmente aumentada guando se

reduzem as concentracdes de sais.

De modo geral, as temperaturas de hibridizacdo convenientes na
presenca de 50% de formamida correspondem a 42°C para uma
sonda que possua 95% a 100% de homologia com o fragmento-alvo,
37°C para uma homologia de 90% a 95% e 32°C para uma homologia
de 85% a 90%. Com homologias inferiores, o contetdo em
formamida deverd ser reduzido e a temperatura adequadamente
ajustada, usando a equacdo acima apresentada. Se a homologia
entre a sonda e o fragmento-alvo ndo for conhecida, a
abordagem mais simples corresponderd a comecar com condicgdes
de hibridizacdo e lavagem ndo restringentes. Se se verificar a
ocorréncia de bandas ndo especificas ou um elevado efeito de
fundo apds autoradiografia, o filtro poderd ser lavado em
condic¢des de elevada restringéncia e reexposto. Se o tempo
requerido para a exposicdo tornar esta abordagem impraticéavel,
deverdo testar-se em paralelo diversas restringéncias de

hibridizacdo e/ou lavagem.

Ensaios com Sondas de Acidos Nucleicos

Os métodos como a PCR, os ensaios de sonda de ADN ramificada
ou as técnicas de blotting usando sondas de &cido nucleico de

acordo com o 1invencdo tém a capacidade de determinar a
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presenca de cADN ou mARN. Diz-se que uma sonda se “hibridiza”
com uma sequéncia do invencdo se formar com esta um duplex ou
um complexo de dupla cadeia que seja suficientemente estével

para detecédo.

As sondas de &cido nucleico hibridizar-se-do com as sequéncias
nucleotidicas de Neisseria da invencdo (incluindo tanto a
cadeia de senso como a de anti-senso). Se bem gque muitas
sequéncias nucleotidicas diferentes codifiquem para a
sequéncia de aminodcidos, a sequéncia nativa de Neisseria é
preferida por corresponder a sequéncia que de facto se
encontra presente nas células. O mARN representa uma sequéncia
codificante, pelo que uma sua sonda deverd ser complementar a
sequéncia codificante; o cADN de cadeia simples é complementar
ao mARN, pelo que uma sonda de cADN deverd ser complementar a

sequéncia ndo codificante.

A sequéncia da sonda n&o necessita de ser idéntica a sequéncia
de Neisseria (ou ao seu complemento) - alguma variacdo de
sequéncia e extenséo poderé conduzir ao aumento da
sensibilidade do ensaio se a sonda de &cido nucleico tiver a
capacidade de formar um duplex com os nucledtidos-alvo, o qgual
poderd ser detetado. Adicionalmente, a sonda de &cido nucleico
poderd incluir nucledtidos adicionais para estabilizar o
duplex formado. Poderd tornar-se Util o recurso a uma
sequéncia adicional de Neisseria como marcador para a detecédo
do duplex formado. Por exemplo, poderd ligar-se uma sequéncia
nucleotidica ndo complementar a extremidade 5’ da sonda, sendo
a parte restante da segquéncia da sonda complementar a uma
sequéncia de Neisseria. Alternativamente, poderdo intercalar-
se na sonda Dbases ndo complementares ou sequéncias mais
longas, desde que a sequéncia da sonda exiba complementaridade

suficiente com a sequéncia de Neisseria para que com esta se
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hibridize, deste modo formando um duplex que poderd ser

detetado.

A extensdo e sequéncia exatas da sonda dependerdo das
condicdes de hibridizacdo como a temperatura, condicdes
salinas, etc. Por exemplo, para aplicacdes em diagndstico,
dependendo da complexidade da sequéncia do analito, a sonda de
acido nucleico contera tipicamente pelo menos 10-20
nucledétidos, preferencialmente 15-25, e mais preferencialmente
pelo menos 30 nucledétidos, se bem que possa ser mais curta. Os
iniciadores curtos requerem geralmente temperaturas mais
baixas para que possam formar complexos hibridos

suficientemente estdveils com o molde.

As sondas poderido ser produzidas por procedimentos de sintese,
tal como o método de triéster de Matteucci et al. [J. Am.
Chem. Soc. (1981) 103:3185], ou de acordo com Urdea et al.
[Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1983) 80:7461], ou wusando
sintetizadores automatizados de oligonucledtidos

comercialmente disponiveis.

A natureza quimica da sonda poderd ser selecionada segundo
pretendido. Para certas aplicagdes, o ADN ou o RNA séo
adequados. Para outras aplicacdes, poderédo incorporar-se
algumas modificacdes - p.ex. modificacdes da estrutura
priméria, como a formacdo de fosforotiocatos ou metilfosfonatos
- para aumentar a semi-vida in vivo, alterar a afinidade para
o ARN, aumentar a resisténcia as nucleases, etc. [ver, p.ex.,
Agrawal e Iyer (1995) Curr Opin BRiotechnol 6:12-19; Agrawal
(1996) TIBTECH 14:376-387]; poderdo também ser utilizados
andlogos, como por exemplo &cidos nucleicos peptidicos também
podem ser utilizados [ver, p.ex., Corey (1997) TIBTECH 15:224-
229; Buchardt et al. (1993) TIBTECH 11:384-386].
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Um exemplo de um ensaio de hibridizacdo de nuclebdtidos foi
descrito por Urdea et al. no pedido de patente internacional

W092/02526 [ver igualmente a patente dos EUA 5.124.246].

Alternativamente, a reacdo em cadeia por polimerase (PCR)
constitui um outro meio bem conhecido para a detecdo de
pequenas quantidades de 4cidos nucleicos alvo. O ensaio
encontra-se descrito em Mullis et al. (Meth. Enzymol. (1987)
155:335-350) e nas patentes dos FEUA nos. 4.683.195 e
4.683.202. Dois nucledtidos “iniciadores” hibridizam-se com os
dcidos nucleicos alvo e sdo usados como iniciadores para a
reacdo. 0Os iniciadores poderdo compreender uma sequéncia gue
ndo se hibridize com a sequéncia do alvo de amplificacédo (ou
com o seu complemento) mas que ajude a estabilizar o duplex
ou, por exemplo, que incorpore um local de restricgéo
conveniente. Tipicamente, uma tal sequéncia flanqueard a

sequéncia de Neisseria desejada.

Uma polimerase termoestdvel cria cdédpias dos acidos nucleicos
alvo a partir dos iniciadores usando o0s &acidos nucleicos alvo
originais como molde. Quando a quantidade de &acidos nucleicos
alvo gerados pela polimerase ultrapassa o limiar de detecéo,
estes poderédo ser detetados através de métodos mais
tradicionais, tails como o método de Southern Blot. Pelo método
de Southern Blot, a sonda marcada hibridizar-se-4& com a

sequéncia de Neisseria (ou o seu complemento).

Adicionalmente, o mARN ou o cADN poderdo ser detetados através
de técnicas convencionais de blotting como as descritas em
Sambrook et al. [supral]. O mRNA, ou o cADN gerado a partir de
mARN usando uma enzima polimerase, poderd ser purificado e
separado usando a electroforese em gel. 0Os &cidos nucleicos no
gel s&do entdo transferidos por blot para um suporte sdélido,

tal como nitrocelulose. O suporte sélido é exposto a uma sonda
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marcada e seguidamente lavado para remover qualquer sonda néo
hibridizada. Seguidamente, os duplexes contendo a sonda
marcada sdo detetados. Tipicamente, a sonda é marcada com uma

porcédo molecular radioativa.

Exemplo

0O exemplo que se segue descreve sequéncias de acidos nucleicos
que foram identificados em N.meningitidis e em N.gonorrhoeae,
bem como o0s seus respetivos produtos de traducdo deduzidos.
Nem todas as sequéncias de 4acido nucleico estdo completas,
i.e., estas codificam para menos do que a extensdo completa da

proteina de tipo selvagem.

O exemplo encontra-se de modo geral no seguinte formato:
e Uma sequéncia de nucledtidos que foi identificada em
N.meningitidis
e O produto de traducdo deduzido para a dita sequéncia de
N.meningitidis
e Uma anédlise por computador do dito produto de traducéo,
com base em comparacdes entre bases de dados
e Uma sequéncia de nucledtidos correspondente que foi
identificada em N.gonorrhoeae
e O produto de traducdo deduzido para a dita sequéncia de
N.gonorrhoeae
e Uma comparacdo de percentagens de identidade entre o
produto de traducdo da sequéncia de N.meningitidis e o
produto de traducdo da sequéncia de N.gonorrhoeae
e Uma sequéncia de nucledtidos correspondente que foi
identificada no serogrupo A de N.meningitidis.
e O produto de traducdo deduzido para a dita sequéncia do
serogrupo A de N.meningitidis
e Uma comparacdo de percentagens de identidade entre o
produto de traducdo da sequéncia de N.meningitidis e ©

produto de traducdo da sequéncia de N.gonorrhoeae
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e Uma descricdo das caracteristicas da proteina que indica

gue esta poderd ser adequadamente antigénica ou imunogénica.

As comparacdes de sequéncia foram realizadas no NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov), wusando os algoritmos BLAST,
BLAST2, BLASTn, BLASTp, tBLASTn, BLASTx, e tBLASTx [p.ex. ver
também Altschul et al. (1997) Gapped BLAST and PSI-BLAST: a
new generation or protein database search programs. Nucleic
Acids Research 25:2289-3402]. As pesquisas foram realizadas
recorrendo as seguintes Dbases de dados: sequéncias nédo-
redundantes GenBank+EMBL+DDBJ+PDB e produtos de traducdo nédo-
redundantes GenBank CDS +sequéncias

PDB+SwissProt+SPupdate+PIR.

Para a deducédo da presenca de dominios hidrofdébicos, procedeu-
se ao varrimento das sequéncias de nucledtidos em todos os
seis moldes de leitura usando um algoritmo baseado nos estudos
estatisticos de Esposti et al. [Critical evaluation of the
hydropathy of membrane proteins (1990) Eur J Biochem 190:207-
219]. Estes dominios representam potenciais regiodes

transmembranares ou sequéncias leader hidrofdébicas.

Os moldes abertos de leitura foram deduzidos a partir de
fragmentos de sequéncias nucleotidicas, wusando o programa

ORFFINDER (NCBI) .

As sequéncias de aminoacidos sublinhadas indicam possiveis
dominios transmembranares ou sequéncias leader nos ORF,
conforme previsto por recurso ao algoritmo PSORT
(http://www.psort.nibb.ac.jp). Também os dominios funcionais
foram deduzidos recorrendo ao programa MOTIFS (GCG Wisconsin &

PROSITE) .
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Para o exemplo seguinte: tomando como base a presenca de uma
presumivel sequéncia leader e/ou de varios presumiveis
dominios transmembranares (a sublinhado simples) na proteina
do gonococo, prevé-se que as proteinas de N.meningitidis e de
N.gonorrhoeae, e 0s seus respetivos epitopos, possam ser Uteis
como antigénios ou composicdes imunogénicas para aplicacdo em

vacinas ou como meios de diagndstico.

Encontra-se acima um resumo das técnicas e procedimentos
padronizados que se poderdo utilizar para a concretizacdo da
invencdo (por exemplo, para usar as sequéncias apresentadas
para fins de diagndéstico ou de vacinacdo). Este resumo néo
pretende limitar a invencdo, mas sim oferecer exemplos que

poderdo ser utilizados, embora tal nédo seja imperativo.
Os métodos a seguir descritos foram utilizados especialmente
para expressar, purificar e caracterizar bioguimicamente as

proteinas deste invencéo.

Preparacdo do ADN Cromossomico

A estirpe 2996 de N.meningitidis foi cultivada até a fase
exponencial em 100 ml de meio GC, recolhida por centrifugacéo
e ressuspensa em 5 ml de tampdo (Sacarose a 20% (p/v), Tris-
HCI 50 mM e EDTA 50 mM, pH 8,0). Passados 10 minutos de
incubacdo no gelo, as Dbactérias foram lisadas através da
adicdo de 10 ml de solucdo de lise (NaCl 50 mM, Na-Sarkosyl a
1% e Proteinase K a 50 npg/ml), e a suspensdo fol incubada a
37°C durante 2 horas. Foram realizadas duas extracdes com
fenol (equilibrado a pH 8) e uma com CHCl:/&4lcool isoamilico
(24:1). O ADN foi precipitado por adicdo de acetato de sdédio
0,3M e de 2 wvolumes de etanol, sendo entdo recolhido por
centrifugacdo. O pellet foi lavado uma vez com etanol a 70%

(v/v) e foi redissolvido em 4 ml de tampdo TE (Tris-HC1l 10 mM,
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EDTA 1mM, pH 8,0). Mediu-se a concentracdo de ADN através de
leitura da DO a 260 nm.

Concecdo de oligonucledtidos

Foram concebidos iniciadores oligonucleotidicos sintéticos com
base na sequéncia codificante de cada ORF, usando (a) a
sequéncia de meningococo B, guando disponivel; (b) a sequéncia
de gonococo/meningococo A, adaptada ao wuso do coddo de
preferéncia do meningococo, segundo necessario. Ao conceber os
iniciadores 5’ de modo a que se sequenciem imediatamente a
jusante da sequéncia leader prevista, foi possivel omitir

todos o0s péptidos de sinal previstos.

Para a maior parte dos ORFS, os iniciadores 5’ incluiram dois
locais de reconhecimento para enzimas de restricdo (BamHI-
NdelI, BamHI-Nhel, ou EcoRI-Ndel ou EcoRI-Nhel), dependendo do
padrdo de restricdo do gene de interesse. 0s iniciadores 3’
incluiram um local de restricdo para Xhol ou para HindIII
(tabela 1). Este procedimento foi estabelecido de modo a
dirigir a clonagem de cada produto de amplificacéo
(correspondendo a cada ORF) em dois sistemas de expresséo
diferentes: pGEX-KG (usando BamHI-Xhol, BamHI-HindlIII, EcoRI-
Xhol ou EcoRI-HindIII), e PpET21b+ (usando Ndel-Xhol, Nhel-
Xhol, Ndel-HindIII ou NhelI-HindIII).

5-end primertail: CGCGGATCCCATATG (BamHI-Ndel)
CGCGGATCCGCTAGC (BamHI1-Nhel)
CCGGAATTCTACATATG (EcoRI-Ndel)
CCGGAATTCTAGCTAGC  (EcoRI-Nhel)

3’-end primertail: CCCGCTCGAG (Xhol)
CCCGCTCGAG (Hindlll)
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Para a clonagem dos ORFs no vetor pGEX-His, os iniciadores 5’
e 3’ continham apenas um local de restricdo (EcoRI, Kpnl ou
Sall para os iniciadores 5’ e Pstl, Xbal, Sphl ou Sall para oS
iniciadores 3’). De novo, os locais de restricdo foram
escolhidos de acordo com o padrdo de restricdo particular do

gene (tabela 1).

5’-end primer tail: (AAA)AAAGAATTC (EcoRl)
(AAAYAAAGGTACC  (Kpnl)

3’-end primer tail: (AAAJAAACTGCAG  (Pstl)
(AAA)AAATCTAGA {Xbal)
AAAGCATGC (Sphi)

5'or 3-end primer tail:.  AAAAAAGTCGAC (Safl)

Os iniciadores incluiram nao so as sequéncias de
reconhecimento para enzimas de restricéo como também
nucledétidos que se hibridizaram com a sequéncia a amplificar.
A temperatura de fusdo dependeu do nUmero e do tipo dos
nucledétidos  hibridizantes no iniciador completo, e foi

determinado para cada iniciador usando a seguinte férmula:

To= 4 (G+C) + 2 (A+T) (cauda excluida)

T.= 64,9 + 0,41 (%GC) - 600/N (iniciador completo)

As temperaturas médias de fuséo dos oligonucledtidos
selecionados foram usualmente de 65-70°C para o)
oligonucleétido completo e de 50-55°C para a regido de

hibridizacdo apenas.

A Tabela 1 apresenta o0s iniciasores dianteiro e reverso usados
para cada amplificacdo. Em certos casos, a sequéncia do
iniciador ndo corresponde exatamente a sequéncia do ORF

previsto. Tal acontece porgque, quando foram realizadas as
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amplificac¢des iniciais, as sequéncias 5’ e/ou 3’ completas
para alguns ORFs de meningococo B ndo eram conhecidas. No
entanto, as sequéncias correspondentes ja haviam sido
identificadas no gonococo ou no meningococo A. Assim, nos
casos em que a sequéncia do meningococo B estava incompleta ou
era incerta, foram usadas as sequéncias do gonococo ou do
meningococo A como base para a concecdo do iniciador. Estas
sequéncias foram alteradas de acordo com O coddo de
preferéncia. Deve ter-se em conta que, uma vez identificada a

sequéncia completa, esta abordagem j& ndo serd necesséaria.

Os oligonucledétidos foram sintetizados recorrendo a um
sintetizador de ADN/RNA Perkin Elmer 394, eluidos das colunas
usando 2 ml NH4OH, e desprotegidos por incubacdo durante 5
horas a 56 °C. Os oligonucledétidos foram precipitados através
da adicdo de acetato de Na 0,3M e 2 volumes de etanol. As
amostras foram entdo centrifugadas e os pellets ressuspensos
em 100ul ou em 1 ml de &gua. A DOy foi determinada recorrendo
a um espectrofotdémetro Perkin Elmer Lambda Bio e a

concentracdo foi ajustada para 2-10 pmol/ul.

Amplificacdo

Foi usado o seguinte protocolo padronizado de PCR: utilizou-se
50-200 ng de ADN gendémico como molde na presenca de 20-40 uM
de cada primer oligonucleotidico, dNTPs em solucdo a 400-800
uM, 1 x tampdo PCR (incluindo MgCl, 1,5 mM), 2,5 unidades de
ADN polimerase TagI (usando AmpliTaQ da Perkin-Elmer, Platinum
da GIBCO, ADN polimerase Pwo, ou Tagq polimerase Tahara Shuzo).
Em alguns casos, a reaccdo de PCR foi optimizada por adicdo de

10ul de DMSO ou de 50 pl de betaina 2M.
Apbs um passo inicial a quente (adicionando-se a polimerase

durante uma incubacdo preliminar de toda a mistura durante 3

minutos a 95°C), cada amostra foi submetida a uma amplificacédo
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em dois passos. Os primeiros 5 ciclos foram realizados usando
a temperatura de hibridizacdo que corresponde aos primers sem
cauda para enzimas de restricdo (ver acima). Seguiram-se entéo
30 ciclos efetuados a temperatura de hibridizacdo calculada
para os oligonucledtidos de extensdo completa. Os ciclos foram
completados por um passo final de extensdo de 10 minutos a
72°C.

Os ciclos-padrédo foram realizados da seguinte forma:

Desnaturacgéio Hibridizacgéao Alongamento
Primeiros 5| 30 segundos 30 segundos 30-60 segundos
ciclos 95°C 50-55°C 72°C
Ultimos 30| 30 segundos 30 segundos 30-60 segundos
ciclos 95°C 65-70°C 72°C

O tempo de alongamento variou de acordo com o comprimento do
ORF a amplificar. As amplificacdes foram realizadas usando o0s
sistemas de PCR GeneAmp 9600 ou 2400 da Perkin Elmer. Para
conferir os resultados, 1/10 do volume de amplificacdo foi
carregado num gel de agarose a 1-1,5% (p/v) e a dimensdo de
cada fragmento amplificado foi entdo comparada com um marcador

de peso molecular de ADN.

O ADN amplificado foi carregado directamente num gel de
agarose a 1% ou, alternativamente, foi em primeiro lugar
precipitado com etanol e ressuspenso num volume adequado para
ser carregado num gel de agarose a 1,0%. O fragmento de ADN
correspondente a banda de tamanho apropriado foi purificado
usando o Gel Extraction Kit da Qiagen de acordo com as
instrucdes do fabricante. 0Os fragmentos de ADN foram eluidos

num volume de 30ul ou de 50ul de H,O ou de Tris 10mM, pH 8,5.
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Digestdo dos fragmentos de PCR

O ADN purificado que corresponde ao fragmento amplificado foi
submetido a dupla digestdo com as enzimas de restricéo
apropriadas para: clonagem em pET-21b+ e expressdo subsequente
da proteina como produto de fusdo C-terminal com His; para
clonagem em pGEX-KG e expressdo subsequente da proteina como
produto de fusdo N-terminal com GST; e para clonagem em pGEX-
His e expressdo da proteina como produto de fusdo N-terminal

de GST-His.

Cada fragmento purificado de ADN foi incubado a 37°C, por um
periodo de entre 3 a 12 horas, com 20 unidades da enzima de
restricdo apropriada (New England Biolabs) num volume final de
30 ou 40 pl e na presenca do tampdo de digestdo apropriado. Os
fragmentos digeridos foram purificados wutilizando o Kit de
Purificacdo para PCR QIAquick (de acordo com as indicacgdes do
fabricante), procedendo-se entdo a sua eluicdo num volume de
30 pl ou de 50 pul de H,0O ou de Tris-HC1 10mM, pH 8,5. A
concentracdo do ADN foi determinada por meio de electroforese
quantitativa em gel de agarose (gel a 1,0%), na presenca de um

marcador de peso molecular titulado.

Digestdo dos vetores de clonagem (pET22B. pGEX-KG, pTRC-His A,

pET21b+, pGEX-KG e pGEX-His)

O vetor pGEX-His é um vetor pGEX-2T modificado possuindo uma
regido que codifica para seis residuos de histidina a montante
do local de corte da trombina e que contém o local miltiplo de
clonagem do vetor pTRC99 (Pharmacia). Submeteu-se 10 ug do
plasmideo a digestdo dupla com 50 unidades de cada enzima de
restricdo num volume de reacdo de 200 ul e na presenca do
tampdo apropriado, durante um periodo de incubacdo de 12 horas
a 37°C. Apds o carregamento de todo o produto de digestdo num
gel de agarose a 1%, a banda correspondente ao vetor digerido

foi purificada a partir do gel utilizando o QIAquick Gel
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Extraction Kit da Qiagen e o ADN foi eluido em 50 pl de Tris-
HC1 10 mM, pH 8,5. A concentracdo de ADN foi avaliada através
da medicdo da DOy¢y da amostra, sendo entdo ajustada a 50
ng/ul. Utilizou-se 1 pl de plasmideo por cada procedimento de

clonagem.

Submeteu-se 10 ug do vetor plasmidico a digestdo dupla com 50
unidades de cada enzima de restricdo num volume de reacdo de
200 ul e na presenca do tampdo apropriado, durante um periodo
de incubacdo de 12 horas a 37°C. O produto de digestdo foi
carregado sobre um gel de agarose a 1,0% e a banda
correspondente ao vetor digerido foi purificada wusando o
QIAquick Gel Extraction Kit da Qiagen. O ADN foi eluido em 50
ul de Tris-HC1 10 mM, pH 8,5. A concentracdo de ADN foi
avaliada por medicdo da DOjgonn da amostra, sendo esta
concentracdo ajustada a 50 npg/pl. Utilizou-se 1 ul de

plasmideo por cada procedimento de clonagem.

Clonagem

Para alguns ORFs, os fragmentos correspondentes a cada ORF,
previamente digeridos e purificados, foram ligados em pET22b
bem como em pGEX-KG. Num volume final de 20 ul, o procedimento
de ligacdo efetuou-se com uma razdo molar fragmento/vetor de
3:1 e utilizando 0,5 ul de ADN ligase NEB T4 (400
unidades/ul), na presenca do tampdo fornecido pelo fabricante.
A reacdo foi incubada a temperatura ambiente durante 3 horas.
Em algumas experiéncias, a ligacdo foi realizada utilizando o
"Rapid Ligation Kit",da Boehringer, de acordo com as

indicacdes do fabricante.

De modo a introduzir o plasmideo recombinante numa estirpe
adequada, 100 upl de células competentes de E. coli DH5 foram
incubadas com a solucdo de reacdo de ligase em gelo durante 40

minutos, seguindo-se uma incubacdo a 37°C durante 3 minutos, e
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seguidamente, apds a adicdo de 800 ul de caldo LB, uma nova
incubacdo a 37°C durante 20 minutos. As células foram entdo
centrifugadas a velocidade maxima num microcentrifuga
Eppendorf e ressuspensas em aproximadamente 200 ul do
sobrenadante. A suspensdo foi entdo plaqueada em LB-ampicilina

(100 mg/ml).

A detecdo dos clones recombinantes foi realizada recolhendo 5
coldénias escolhidas ao acaso, as quais foram cultivadas por um
periodo de 12 horas a 37°C em 2 ml (clones pGEX ou pTC) ou em
5ml (clones pET) de caldo LB + ampicilina a 100 upg/ml. Foi
entdo preparado um pellet das células e o ADN foi extraido
utilizando o QlAprep Spin Miniprep Kit da Qiagen, de acordo
com as indicacdes do fabricante, até ser atingido um volume
final de 30 qul. 5 pul de cada T“miniprep” individual
(aproximadamente 1g) foram digeridos com Ndel/Xhol ou com
BamHI/Xhol e todo o produto de digestdo foi entdo carregado
num gel de agarose a 1-1,5% (dependendo do tamanho esperado
para o fragmento inserido), em paralelo com o marcador de peso
molecular (ADN de cadeia dupla de 1 Kb, GIBCO). A detecdo dos
clones positivos foi realizada com base no tamanho correto do

fragmento inserido.

Para outros ORFs, o fragmento correspondente a cada ORF,
previamente digerido e purificado, foi ligado ao pET21lb+ e ao
PGEX-KG. Foi usada uma razdo molar fragmento/vetor de 3:1 num
volume final de 20 pl, incluindo 0,5 pl de ADN ligase T4 (400
unidades/nl, NEB) e tampéao de ligacéo fornecido pelo
fabricante. A reacdo foi efetuada a temperatura ambiente
durante 3 horas. Em algumas experiéncias, a ligacdo foi
efetuada usando o “Rapid Ligation Kit” da Boehringer segundo o

protocolo do fabricante.
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O plasmideo recombinante foi transformado em 100 pl de células
competentes de E. coli DH5 ou HB101l por incubacdo da solugédo
de reacdo da ligase e da bactéria durante 40 minutos em gelo,
seguindo-se um passo a 37°C durante 3 minutos. Este passo foi
seguido pela adicdo de 800 pl de caldo LB e por uma incubacédo
a 37°C durante 20 minutos. As células foram centrifugadas a
velocidade méxima numa microcentrifuga Eppendorf, sendo
ressuspensas em aproximadamente 200 pl do sobrenadante e

plaqueadas em agar LB-ampicilina (100 mg/ml) .

A pesquisa de clones recombinantes foi efetuada cultivando 5
coldénias selecionadas ao acaso durante 12 horas a 37°C em 2,0
ml (clones de pGEX-KG) ou 5,0 ml (clones de pET) de caldo LB +
100 pg/ml de ampicilina. Preparou-se um pellet das células e o
ADN plasmidico foi extraido usando o kit QIAprep Spin Miniprep
da Qiagen, seguindo as instrucdes do fabricante.
Aproximadamente 1 pg de cada miniprep individual foi digerido
com as enzimas de restricdo apropriadas e o produto de
digestdo foi carregado sobre um gel de agarose a 1-1,5%
(dependendo da dimensdo esperada para o fragmento inserido),
em paralelo com o marcador de peso molecular (cadeia dupla de
ADN de 1 kb, GIBCO). Os clones positivos foram selecionados

com base na dimensdo do fragmento inserido.

Os ORFs foram clonados no plasmideo pGEX-His através de
digestdo dupla do produto de PCR e de ligacdo ao vetor
digerido de modo similar. Apds a clonagem, os plasmideos
recombinantes foram transformados na célula hospedeira E. coli
W3110. Os clones individuais foram cultivados durante 12 horas

a 37°C em caldo LB com 50 pg/ml de ampicilina.

Alguns ORFs podem ser clonados no vetor pGEX-HIS utilizando os

locais de clonagem para EcoRI-PstlI, ou EcoRI-Sall, ou Sall-
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Pstl. Apds a clonagem, os plasmideos recombinantes podem ser

introduzidos na célula hospedeira E.coli W3110.

Expressdo

Cada ORF clonado no vetor de expressdo pode entdo ser
transformado na estirpe adequada a expressdo do produto
proteico recombinante. Utilizou-se 1 ul de cada construgéo
para transformar 30 ul de E.coli BL21 (vetor pGEX), E.coli TOP
10 (vetor pTRC) ou E.coli BL21-DE3 (vetor pET), de acordo com
o0 acima descrito. No caso do vetor pGEX-His, foi utilizada a
mesma estirpe de E.coli (W3110) quer para a clonagem inicial
quer para a expressdo. As coldnias recombinantes isoladas
foram inoculadas em 2ml de LB+Amp (100 ng/ml), tendo sido
incubadas a 37°C por um periodo de 12 horas, e seguidamente
diluidas a 1:30 em 20 ml de LB+Amp (100 pg/ml), em frascos de
incubacdo com capacidade de 100 ml, tendo sido assegurado que
a DOgyp desta diluicgdo inicial se encontrava entre 0,1 e 0,15.
Os frascos foram incubados a 30°C em agitadores giratdérios de
banho de 4gua até que a DO indicasse um crescimento
exponencial adegquado para a inducdo da expressdo (0,4-0,8 de
DO para os vetores pET e pTRC; 0,8-1 de DO para os vetores
PGEX e pGEX-His). A expressdo de proteinas nos vetores pET,
PTRC e pGEX-His foi induzida por adigdo de IPTG 1mM, enqgquanto
no caso do sistema pGEX a concentracdo final de IPTG foi de
0,2 mM. Apbds um periodo de incubacdo de 3 horas a 30°C, a
concentracdo final da amostra foi verificada por determinacéo
da DO. Para a avaliacdo da expressdo, 1lml de cada amostra foi
recolhido e centrifugado em microcentrifuga, sendo o pellet
resultante ressuspenso em PBS e analisado por SDS-PAGE a 12%
corado por azul de Coomassie. Toda a amostra foi centrifugada
a 6000g e o pellet foi ressuspenso em PBS para utilizacéo

subsequente.
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Purificacdo em larga escala de proteinas de fusdo com GST

Para alguns ORFs, cultivou-se uma Unica coldénia durante 12
horas a 37°C numa placa de agar LB + Amp. As bactérias foram
inoculadas em 20 ml de meio liquido LB + Amp num agitador de
banho de 4&dgua e cultivadas durante 12 horas. As bactérias
foram diluidas a 1:30 em 600 ml de meio fresco e foram
cultivadas a temperatura Otima (20-37°C) até uma DOssy de 0, 8-
1. A expressdo das proteinas foi induzida com IPTG 0,2mM,
seguindo-se um periodo de incubacdo de 3 horas. A cultura foi
centrifugada a 8000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi rejeitado e

0 pellet de bactérias foi ressuspenso em 7,5 ml de PBS frio.

As células foram lisadas ©por sonicacdo em gelo com um
sonicador Branson B-15 durante 30 segundos a 40W, sendo entéo
congeladas e descongeladas por duas vezes e novamente

centrifugadas. O sobrenadante foi recolhido e misturado com

150ul de resina de Glutationa-Sefarose 4B (Pharmacia)
(previamente lavada com PBS), sendo entdo incubado a
temperatura ambiente durante 30 minutos. A amostra foi

centrifugada a 700g durante 5 minutos a 4°C. A resina foi
lavada por duas vezes com 10 ml de PBS frio durante 10
minutos, ressuspensa em 1ml de PBS frio, e carregada numa
coluna descartéavel. A resina foi lavada por duas vezes com 2
ml de PBS frio até que o eluido atingisse uma DOjgo de 0,02-
0,06. A proteina de fusdo com GST foi eluida pela adicdo de
700ul de tampdo de eluicdo de Glutationa frio (glutationa
reduzida 10mM, Tris-HC1l 50mM) e foram recolhidas fraccbdes até
que a DOjgo atingisse 0,1. Carregou-se um volume de 21ul de
cada fracdo num gel de SDS a 12%, utilizando como padrdes os
padrdes de peso molecular para SDS-PAGE de larga gama da
Biorad (M1) (200, 116,25 , 97,4 , 66,2 , 45, 31, 21,5 , 14,4 ,
6,5 kDa) ou o Amersham Rainbow Marker (M") (220, 66, 46, 30,
21,5 , 14,3 kDa). Dado gue o peso molecular de GST & de 26kDa,
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este valor tem de ser adicionado ao PM de cada proteina de

fusdo com GST.

Para outros ORFs, para cada clone a ser purificado como uma
proteina de fusdo com GST, uma sb coldénia foi recolhida e
colocada em cultura durante 12 horas a 37°C numa placa de agar
LB/Amp (100 pg/ml). Uma coldénia isolada desta placa foi
inoculada em 20 ml de meio liquido LB/Amp (100 npg/ml) e
colocada em cultura durante 12 h a 37°C com agitacdo. A
cultura de 12 h foi diluida a 1:30 em 600 ml de meio liquido
LB/Amp (100 pg/ml) e foi deixada em cultura a temperatura
6tima (20-37°C) até que a DOssgum atingisse 0,6-0,8. A expressdo
de proteina recombinante foi induzida pela adicdo de IPTG
(concentracdo final 0,2 mM), e a cultura foi incubada por um
periodo adicional de 3 horas. As bactérias foram recolhidas

por centrifugacdo a 8000xg durante 15 min a 4°C.

O pellet de bactérias foi ressuspenso em 7,5 ml de PBS frio.
As células foram lisadas por sonicacdo em gelo por gquatro
vezes durante 30 segundos a 40W usando um sonicador Branson
450, sendo entdo centrifugadas a 13000xg durante 30 min a 4°C.
O sobrenadante foi recolhido e misturado com 150ul de resina
de Glutationa-Sefarose 4B (Pharmacia), previamente equilibrada
com PBS, sendo entdo incubado a temperatura ambiente durante
30 minutos com agitacdo suave. O lote de preparacdo foi
centrifugado a 700xg durante 5 minutos a 4°C e o sobrenadante
foi rejeitado. A resina foi lavada por duas vezes (por lote)
com 10 ml de PBS frio durante 10 minutos, ressuspensa em 1 ml
de PBS frio, e carregada numa coluna descartédvel. Prosseguiu-
se a lavagem da resina com PBS frio até que o eluido atingisse
uma DOsgpnm de 0,02-0,01. A proteina de fusdo com GST foi
eluida pela adicdo de 700ul de tampdo de eluicdo de glutationa
frio (glutationa reduzida 10mM, Tris-HC1 50mM, pH 8,0), e

foram recolhidas fraccdes até que a DOzgonm do eluido indicou
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ter sido obtida toda a proteina recombinante. Foram analisadas
aliquotas de 20 ul de cada fracdo de eluicdo por SDS-PAGE
usando um gel a 12%. A massa molecular das ©proteinas
purificadas foi determinada wutilizando os padrdes de peso
molecular de larga gama da Biorad (M1) (200, 116, 97,4, 66,2,
45,0, 31,0, 21,5, 14,4 , 6,5 kDa) ou o Amersham Rainbow Marker
(M") (220, 66,2 , 46,0 , 30,0 , 21,5 , 14,3 kDa). Os pesos
moleculares das proteinas de fus&o com GST sdo uma combinacédo
da proteina GST de 26 kDa e do seu parceiro de fusdo. As
concentracdes de proteina foram estimadas usando o ensaio de

Bradford.

Purificacdo a larga escala de proteinas de fusdo com His

soluveis

Para alguns ORFs, cultivou-se uma unica coldénia durante 12
horas a 37°C numa placa de agar LB + Amp. As bactérias foram
inoculadas em 20 ml de meio ligquido de LB + Amp e incubadas
durante 12 horas num agitador de banho de &gua. As bactérias
foram diluidas a 1:30 em 600 ml de meio fresco e foram
cultivadas a temperatura Otima (20-37°C) até uma DOssg de 0, 6-
0,8. A expressdo das proteinas foi induzida com IPTG 1mM,
seguindo-se um periodo de incubacdo adicional de 3 horas. A
cultura foi centrifugada a 8000 rpm a 4°C, o sobrenadante foi
rejeitado e o pellet de bactérias foi ressuspenso em 7,5 ml de
tampdo de imidazol 10 mM frio (NaCl 300 mM, tampdo fosfato 50
mM, imidazol 10 mM, pH 8). As células foram 1lisadas por
sonicacdo em gelo com um sonicador Branson B-15 durante 30
segundos a 40W, sendo entdo congeladas e descongeladas por
duas vezes e novamente centrifugadas. O sobrenadante foi
recolhido e misturado com 150pl de resina de Ni?" (Pharmacia)
(previamente lavada com tampdo de imidazol 10 mM), sendo entédo
incubado a temperatura ambiente, com agitacdo suave, durante
30 minutos. A amostra foi centrifugada a 700g durante 5

minutos a 4°C. A resina foi lavada por duas vezes com 10 ml de
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tampdo de imidazol 10 mM frio durante 10 minutos, ressuspensa
em Iml de tampdo de imidazol 10 mM frio, e carregada numa
coluna descartédvel. A resina foi lavada a 4°C com 2 ml de
tampdo de imidazol 10 mM frio até que o eluido atingisse uma
DOyg0 de 0,02-0,06. A resina foi lavada com 2 ml de tampdo de
imidazol 20 mM frio (NaCl 300 mM, tampdo fosfato 50 mM,
imidazol 20 mM, pH 8) até que o eluido atingisse uma DOggy de
0,02-0,06. A proteina de fusdo com His foi eluida pela adicéo
de 700ul de tampdo de imidazol 250 mM frio (NaCl 300 mM,
tampdo fosfato 50 mM, imidazol 250 mM, ©pH 8) e foram
recolhidas fracdes até que a DO,y atingisse 0,1. Carregou-se

um volume de 21ul de cada fracdo num gel de SDS a 12%.

Purificacdo a larga escala de proteinas de fusdo com His

insoluveis

Cultivou-se uma uUnica coldénia durante 12 horas a 37°C numa
placa de agar LB + Amp. As bactérias foram inoculadas em 20 ml
de meio liquido LB + Amp num agitador de banho de &agua e
cultivadas durante 12 horas. As bactérias foram diluidas a
1:30 em 600 ml de meio fresco e foram cultivadas a temperatura
6tima (37°C) até uma DOssy de 0,6-0,8. A expressdo das
proteinas foi induzida por adicdo de IPTG 1mM, seguindo-se um
periodo de incubacdo adicional de 3 horas. A cultura foi
centrifugada a 8000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi rejeitado e
o pellet de bactérias foi ressuspenso em 7,5 ml de tampdo B
(ureia 8 M, Tris-HC1l 10 mM, tampdo fosfato 100 mM, pH 8,8). As
células foram lisadas por sonicacdo em gelo com um sonicador
Branson B-15 durante 30 segundos a 40W, sendo entdo congeladas
e descongeladas por duas vezes e novamente centrifugadas. O
sobrenadante foi armazenado a -20°C, tendo os pellets sido
ressuspensos em 2 ml de tampdo de guanidina (cloridrato de
guanidina 6M, tampdo fosfato 100 mM, Tris-HC1l 10 mM, pH 7,5) e
tratados num homogeneizador durante 10 ciclos. O produto foi

entdo centrifugado a 13000 zrpm durante 40 minutos. O
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sobrenadante foi misturado com 150pl de resina de Ni‘*
(Pharmacia) (previamente lavada com tampdo B), sendo entéo
incubado & temperatura ambiente, com agitacdo suave, durante
30 minutos. A amostra foi <centrifugada a 700g durante 5
minutos a 4°C. A resina foi lavada por duas vezes com 10 ml de
tampdo B durante 10 minutos, ressuspensa em 1lml de tampdo B, e
carregada numa coluna descartdvel. A resina foi lavada a
temperatura ambiente com 2 ml de tampdo B até que o eluido
atingisse uma DOjygy de 0,02-0,06. A resina foi lavada com 2 ml
de tampdo C (ureia 8M, Tris-HC1l 10 mM, tampdo fosfato 100 mM,
pH 6,3) até que o eluido atingisse uma DO,gy de 0,02-0,06. A
proteina de fusdo com His foi eluida pela adicdo de 700ul de
tampdo de eluicdo (ureia 8M, Tris-HC1 10 mM, tampdo fosfato
100 mM, pH 4,5) e foram recolhidas fracdes até que a DOygg
atingisse 0,1. Carregou-se um volume de 21ul de cada fracéo

num gel de SDS a 12%.

Purificacdo de proteinas de fusdo com His

Para cada clone a ser purificado como uma proteina de fuséo
com His, uma sé coldénia fol recolhida e colocada em cultura
durante 12 horas a 37°C numa placa de agar LB/Amp (100 pg/ml).
Uma coldénia isolada desta placa foi inoculada em 20 ml de meio
liquido LB/Amp (100 pg/ml) e colocada em cultura durante 12 h
a 37°C com agitacdo. A cultura de 12 h foi diluida a 1:30 em
600 ml de meio liquido LB/Amp (100 npg/ml) e foi deixada em
cultura a temperatura O6tima (20-37°C) até que a DOssonm
atingisse 0,6-0,8. A expressdo de proteina recombinante foi
induzida pela adicdo de IPTG (concentracdo final 1,0 mM), e a
cultura foi incubada por um periodo adicional de 3 horas. As
bactérias foram recolhidas por centrifugacdo a 8000xg durante

15 min a 4°C.

O pellet de bactérias foi ressuspenso em 7,5 ml de (i) tampédo

A frio (NaCl 300 mM, tampdo fosfato 50 mM, imidazol 10 mM, pH
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8,0) para as proteinas soluveis ou (ii) tampdo B (ureia 8 M,
Tris-HC1 10 mM, tampdo fosfato 100 mM, pH 8,8) para as
proteinas insoltveis. As células foram lisadas por sonicagéo
em gelo por quatro vezes durante 30 segundos a 40W usando um
sonicador Branson 450, sendo entdo centrifugadas a 13000xg
durante 30 min a 4°C. Para as proteinas insoltveis, os pellets
foram ressuspensos em 2,0 ml de tampdo C (cloridrato de
guanidina 6 M, tampdo fosfato 100 mM, Tris-HC1l 10 mM, pH 7,5)
e tratados com um homogeneizador Dounce durante 10 ciclos. O
homogenato foi centrifugado a 13000xg durante 40 min e o

sobrenadante foili reservado.

Os sobrenadantes das preparacdes de proteinas sollveis e das
de proteinas insoluveis foram misturados com 150ul de resina
de Ni?" (Pharmacia) (previamente equilibrada com tampdo A ou
com tampdo B, segundo apropriado), sendo entdo incubados a
temperatura ambiente, com agitacdo suave, durante 30 minutos.
A resina usada foi a Chelating Sepharose Fast Flow
(Pharmacia), preparada de acordo com o protocolo do
fabricante. O 1lote de preparacdo foi centrifugado a 700xg
durante 5 min a 4°C e o sobrenadante foi rejeitado. A resina
foi lavada por duas vezes (por lote) com 10 ml de tampdo A ou
de tampdo B durante 10 min, ressuspensa em 1,0 ml de tampdo A
ou B e carregada sobre uma coluna descartédvel. Prosseguiu-se a
lavagem da resina com (i) tampdo A a 4°C ou (ii) tampdo B a
temperatura ambiente, até que o eluido atingisse uma DOjgonn de
0,02-0,01. A resina foi ainda lavada com (i) tampdo C frio
(NaCl 300 mM, tampdo fosfato 50 mM, imidazol 20 mM, pH 8,0) ou
(ii) tampdo D (ureia 8M, Tris-HC1l 10 mM, tampdo fosfato 100
mM, pH 6,3) até que o eluido atingisse uma DOygpmm de 0,02-0,01.
A proteina de fusdo com His foi eluida pela adicdo de 700ul de
(i) tampdo de eluicdo A frio (NaCl 300 mM, tampdo fosfato 50
mM, imidazol 250 mM, pH 8,0) ou (ii) tampdo de eluicdo B
(ureia 8M, Tris-HC1 10 mM, tampdo fosfato 100 mM, pH 4,5) e

98



foram recolhidas fracdes até que a DOsgonn do eluido indicasse
ter sido obtida toda a proteina recombinante. Foram analisadas
aliquotas de 20 npl de cada fracdo de eluicdo por SDS-PAGE
usando um gel a 12%. As concentracdes de proteina foram

estimadas usando o ensaio de Bradford.

Renaturacdo de proteinas de fusdo com His

Nos casos em que foi necessdria a desnaturacdo para
solubilizar as proteinas, foi utilizado um  passo de
renaturacdo antes da imunizacédo. Adicionou-se glicerol as
fracdes desnaturadas acima obtidas para proporcionar uma
concentracdo final de 10% (v/v). As proteinas foram diluidas
até 200 upg/ml recorrendo ao tampdo de didlise I (glicerol 10%
(v/v), arginina 0,5M, tampdo fosfato 50mM, glutationa reduzida
5,0mM, glutationa oxidada 0,5mM, ureia 2M, pH 8.8) e foram
submetidas a didlise contra o mesmo tampdo a 4°C durante 12-14
horas. As proteinas foram novamente submetidas a diélise
contra o tampdo de didlise II (glicerol 10% (v/v), arginina
0, 5M, tampédo fosfato 50mM, glutationa reduzida 5, 0mM,
glutationa oxidada 0,5mM, pH 8.8) durante 12-14 horas a 4°C.

Alternativamente, adicionou-se glicerol a 10% as proteinas
desnaturadas. As proteinas foram entdo diluidas até 20 ug/ml
recorrendo ao tampdo de didlise I (glicerol a 10%, arginina
0,5M, tampdo fosfato 50mM, glutationa reduzida 5mM, glutationa
oxidada 0,5mM, ureia 2M, pH 8.8) e foram submetidas a diédlise
contra o mesmo tampdo a 4°C durante 12-14 horas. As proteinas
foram novamente dialisadas contra o tampdo de diédlise 1II
(glicerol a 10%, arginina 0, 5M, tampéo fosfato 50mM,
glutationa reduzida 5mM, glutationa oxidada O0,5mM, pH 8.8)
durante 12-14 horas a 4°C.

A concentracdo de proteina foi determinada através da seguinte

férmulac:
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Proteina (mg/ml) = (1,55 x DOag) - (0,76 x DOzo)

Purificacdo de proteinas

Para analisar a solubilidade, os pellets obtidos a partir de
3,0 ml das culturas foram ressuspensos em 500 pl de tampdo M1
(PBS, pH 7,2). Adicionou-se 25 nl de lisozima (10 mg/ml) e as
bactérias foram incubadas durante 15 min a 4°C. As células
foram lisadas por sonicacdo em gelo por quatro vezes durante
30 segundos a 40W usando um sonicador Branson 450, sendo entéo
centrifugadas a 13000xg durante 30 min a 4°C. O sobrenadante
foi recolhido e o pellet foi ressuspenso em tampdo M2 [ureia 8
M, NaCl 0,5 M, imidazol 20 mM e NaH,PO, 0,1 M], sendo entédo
incubado durante 3 a 4 horas a 4°C. Apds centrifugacdo, o
sobrenadante foi recolhido e o pellet foi ressuspenso em
tampdo M3 [cloridrato de guanidinio © M, NaCl 0,5 M, imidazol
20 mM e NaH,PO; 0,1 M] durante 12 h a 4°C. Os sobrenadantes de
todos o0s passos foram analisados por SDS-PAGE. Verificou-se
que algumas das proteinas sdo sollveis em PBS e que outras
necessitam de ureia ou de cloridrato de guanidinio para a

solubilizacéo.

Para efetuar purificacdes a escala preparativa, foram
induzidas culturas de 500 ml e as proteinas de fusdo foram
solubilizadas em tampdo M1, M2 ou M3 usando o procedimento
acima descrito. 0Os extratos em bruto foram carregados sobre
uma coluna de superfluxo Ni-NTA (Qiagen) equilibrada com
tampdo M1, M2 ou M3, dependendo do tampdo de solubilizacéo
utilizado. O material n&o ligado foi eluido por lavagem da
coluna com o mesmo tampdo. A proteina de fusdo recombinante
foi eluida com o tampdo correspondente contendo imidazol 500
mM, sendo entdo dialisada contra o mesmo tampdo na auséncia de

imidazol.

100



Imunizacdo de ratinhos

Utilizaram-se 20ug de cada proteina purificada para imunizar
ratinhos por wvia intraperitoneal. No caso de alguns ORFs,
imunizaram-se ratinhos Balb-C utilizando Al (OH)z como adjuvante
aos dias 1, 21 e 42, e as respostas d1munitérias foram
monitorizadas em amostras recolhidas ao dia 56. Para outros
ORFs, imunizaram-se ratinhos CDl1 wusando o mesmo protocolo.
Alternativamente, misturou-se 20 ng de cada proteina
purificada com adjuvante de Freund e usou-se esta mistura para
imunizar ratinhos CDl por via intraperitoneal. Para muitas das
proteinas, a imunizacdo foi efetuada aos dias 1, 21 e 35, e a
resposta imunitédria foi monitorizada nas amostras recolhidas
aos dias 34 e 49. Para algumas ©proteinas, a terceira
imunizacdo foi efetuada ao dia 28, e ndo ao dia 35, e a
resposta imunitdria foi medida aos dias 20 e 42, e ndo aos

dias 34 e 49.

Ensaio ELISA (andlise de soros)

A estirpe acapsulada M7 de MenB foi semeada em placas de agar
de chocolate e incubada durante 12 horas a 37°C. As coldnias
de bactérias foram recolhidas das placas de agar utilizando
uma zaragatoa de dracon esterilizada, sendo entdo inoculadas
em 7 ml de Caldo de Mueller-Hinton (Difco) contendo 0,25% de
Glucose. O crescimento das bactérias foi monitorizado a cada
30 minutos seguindo a DOgyy. As bactérias foram deixadas em
crescimento até que o valor de DO atingisse valores de 0,3-
0,4. A cultura foi centrifugada durante 10 minutos a 10000
rpm. O sobrenadante foi rejeitado e as bactérias foram lavadas
uma vez com PBS, ressuspensas em PBS contendo 0.025% de
formaldeido e incubadas durante 2 horas a temperatura
ambiente, seguindo-se um periodo de incubacdo de 12 horas a
4°C com agitacdo. Adicionaram-se 100ul de células bacterianas
a cada poco de uma placa Greiner de 96 pocos, incubando-se a

placa durante 12 horas a 4°C. Os pocos foram entdo lavados por
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trés vezes com tampdo de lavagem PBT (Tween-20 a 0,1% em PBS).
Adicionaram-se entédo 200 ul de tampéo de saturacéo
(Polivinilpirrolidona 10 a 2.7% em &gua) a cada pPogco e as
placas foram incubadas durante 2 horas a 37°C. 0Os pocos foram
lavados por trés vezes com PBT. Adicionaram-se 200 pl de soros
diluidos (tampdo de diluicdo: BSA a 1%, Tween-20 a 0,1%, NaN; a
0,1% em PBS) a cada poco e as placas foram incubadas durante
90 minutos a 37°C. 0Os pocos foram lavados trés vezes com PBT.
Adicionaram-se a cada poco 100 upl de soro de coelho anti-
ratinho conjugado com HRP (Dako) diluido a 1:2000 em tampé&do de
diluicdo, e as placas foram incubadas durante 90 minutos a
37°C. 0Os pocos foram lavados trés vezes com tampdo de PBT.
Adicionaram-se 100 ul de tampdo de substrato para HRP (25 ml
de tampdo de citrato pH 5, 10 mg of O-fenildiamina e 10 ul de
H,0,) a cada poco e as placas foram deixadas a temperatura
ambiente durante 20 minutos. Adicionaram-se 100 ul de H,S0, a
cada poco e mediu-se a DOgg. O teste ELISA foi considerado
positivo quando se encontraram DO 2,5 vezes superiores as

determinadas com o0s respetivos soros de pré-imunizacéio.

Alternativamente, a estirpe acapsulada M7 de MenB foi semeada
em placas de agar de chocolate e incubada durante 12 horas a
37°C. As coldénias de bactérias foram recolhidas das placas de
agar utilizando uma =zaragatoa de dracon esterilizada, sendo
inoculadas em Caldo de Mueller-Hinton (Difco) contendo 0,25%
de Glucose. O crescimento das bactérias foi monitorizado a
cada 30 minutos seguindo a DOgyp. As bactérias foram deixadas
em crescimento até que o valor de DO atingisse valores de
0,3-0,4. A cultura foi centrifugada durante 10 minutos a
10000 rpm. O sobrenadante foi rejeitado e as bactérias foram
lavadas uma vez com PBS, ressuspensas em PBS contendo 0,025%
de formaldeido e incubadas durante 1 hora a 37°C, seguindo-se
um periodo de incubacdo de 12 horas a 4°C com agitacédo.

Adicionaram-se 100ul de células bacterianas a cada poc¢o de uma
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placa Greiner de 96 pocos, incubando-se a placa durante 12
horas a 4°C. 0Os pocos foram entdo lavados por trés vezes com
tampdo de lavagem PBT (Tween-20 a 0,1% em PBS). Adicionaram-se
entdo 200 ul de tampdo de saturacdo (Polivinilpirrolidona 10 a
2,7% em &gua) a cada poco e as placas foram incubadas durante
2 horas a 37°C. Os pocos foram lavados por trés vezes com PRBT.
Adicionaram-se 200 ul de soros diluidos (tampdo de diluicéo:
BSA a 1%, Tween-20 a 0,1%, NaN3 a 0,1% em PBS) a cada pogco e as
placas foram incubadas durante 2 horas a 37°C. 0Os pocos foram
lavados trés vezes com PBT. Adicionaram-se a cada poco 100 ul
de soro de coelho anti-ratinho conjugado com HRP (Dako)
diluido a 1:2000 em tampdo de diluicdo, e as placas foram
incubadas durante 90 minutos a 37°C. 0s pocos foram lavados
trés vezes com tampdo de PBT. Adicionaram-se 100 ul de tampéo
de substrato para HRP (25 ml de tampdo de citrato pH 5, 10 mg
of O-fenildiamina e 10 ul de Hy;0,) a cada poco e as placas
foram deixadas a temperatura ambiente durante 20 minutos.
Adicionaram-se 100 pl de H,S0, a 12,5% a cada poco e mediu-se a
DOg9p. Os titulos de ELISA foram arbitrariamente calculados
como correspondendo a diluicdo de soro que forneceu um valor
de DOsgp superior em 0,4 relativamente ao valor do soro pré-
imune. O ensaio ELISA foi considerado positivo quando a

diluicdo de soro com DOsgp de 0,4 foi superior a 1:400.

Ensaio de Ligacdo e FACScan para Bactérias

A estirpe acapsulada M7 de MenB foi semeada em placas de agar
de chocolate e incubada durante 12 horas a 37°C. As coldnias
de bactérias foram recolhidas das placas de agar utilizando
uma =zaragatoa de dracon esterilizada, sendo entdo inoculadas
em 4 tubos, cada um contendo 8 ml de Caldo de Mueller-Hinton
(Difco) contendo 0,25% de glucose. O crescimento das bactérias
foi monitorizado a cada 30 minutos seguindo a DOgyo. As
bactérias foram deixadas em crescimento até que o valor de DO

atingisse valores de 0,35-0,5. A cultura foi centrifugada
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durante 10 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante foi rejeitado e
o pellet foi ressuspenso em tampdo de blogqueio (BSA a 1% em
PBS, NaN; a 0,4%) e centrifugado durante 5 minutos a 4000 rpm.
As células foram ressuspensas em tampdo de bloqueio até se
verificar uma DOgyp de 0,07. Adicionaram-se 100ul de células
bacterianas a cada poco de uma placa Costar de 96 pocos.
Adicionaram-se 100ul de soro diluido (1:100, 1:200, 1:400 em
tampdo de bloqueio) a cada poco e as placas foram incubadas
durante 2 horas a 4°C. As células foram centrifugadas durante
5 minutos a 4000 rpm, tendo o sobrenadante sido aspirado; as
células foram lavadas por adicdo de 200ul de tampdo de
blogqueio a cada poc¢o. Adicionaram-se a cada poco 100 ul de
F(ab), de cabra anti-ratinho conjugado com R-Ficoeritrina,
diluido a 1:100, e as placas foram incubadas durante 1 hora a
4°C. As células foram submetidas a centrifugacdo a 4000rpm
durante 5 minutos e lavadas por adicdo de 200ul de tampdo de
bloqueio a cada poco. O sobrenadante foi aspirado e as células
foram ressuspensas em 200ul/poco de PBS, 0,25% de formaldeido.
As amostras foram transferidas para tubos de FACScan e lidas.
As configuracdes do FACScan (poténcia de laser, 15 mW) foram

FL2 on; Limiar FSC-H: 92; Voltagem FSC PMT: E 01; SSC PMT:
474; Ganhos de Amp. 6.1; FL-2 PMT: 586; valores de

compensacdo: 0.

Preparacbes de OMV

As bactérias foram deixadas em cultura durante um periodo de
12 horas em 5 placas de GC, sendo entdo recolhidas com uma
ansa e ressuspensas em 10 ml de Tris-HCl1l 20mM. Efetuou-se uma
inativacdo por calor a 56°C durante 30 minutos e as bactérias
foram lisadas por sonicacdo em gelo durante 10 minutos (50%
ciclo, 50% rendimento). As células que permaneceram inteiras
foram removidas por centrifugacdo a 5000g durante 10 minutos e
a fracdo total de membranas celulares foi recuperada por

centrifugacdo a 50000g durante 75 minutos. Para extrair as
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proteinas de membrana citoplasmética a partir do extracto
bruto das membranas externas, a fracdo fol ressuspensa na
totalidade em Sarkosyl (Sigma) a 2% e incubada a temperatura
ambiente durante 20 minutos. A suspensdo foi centrifugada a
10000g durante 10 minutos para remover agregados e 0O
sobrenadante foi de novo centrifugado a 50000g durante 75
minutos para produzir pellets de membranas externas. As
membranas externas foram ressuspensas em Tris-HC1 10mM, pH8 e
a concentracdo das proteinas foi medida através de um ensaio

Bio-Rad para proteinas utilizando BSA como padréo.

Preparacdo de Extratos Integrais

As bactérias foram cultivadas durante 12 horas numa placa de
GC, sendo entdo recolhidas com uma ansa e ressuspensas em 1 ml
deTris- HCl1l 20mM. A inativacdo por calor foi realizada a 56°C

durante 30 minutos.

Western Blot

As proteinas purificadas (500ng/aplicacdo), as vesiculas de
membranas externas (5 ug) e o0s extractos totais de células
(25ug) derivados da estirpe 2996 de MenB foram carregados
sobre um gel de SDS-poliacrilamida a 12% e transferidos para
uma membrana de nitrocelulose. A transferéncia foi realizada
durante 2 horas a 150mA a 4°C, num tampdo de transferéncia
(0,3 % de base Tris, 1,44 % glicina, metanol a 20% (v/v)). A
membrana foi saturada por incubacdo durante 12 horas a 4°C em
tampdo de saturacdo (10% leite desnatado, Triton X100 a 0,1%
em PBS). A membrana foi lavada por duas vezes com tampdo de
lavagem (3% leite desnatado, Triton X100 a 0,1% em PBS) e
incubada por um periodo de duas horas a 37°C com soro de
ratinho diluido a 1:200 em tampdo de lavagem. A membrana foi
lavada por duas vezes e incubada durante 90 minutos com uma
diluicdo a de 1:2000 de Ig anti-ratinho marcada com peroxidase

de rébano. A membrana foi lavada por duas vezes com Triton
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X100 a 0,1% em PBS e foi revelada com o Opti-4CN Substrate Kit
da Bio-Rad. A reacdo foi interrompida através da adicdo de

agua.

Ensaio Bactericida

As estirpes MC58 e 2996 foram cultivadas em placas de agar de
chocolate durante 12 horas a 37°C. Foram recolhidas das placas
de agar 5 a 7 coldbénias, as quais foram usadas para inocular 7
ml de Caldo de Mueller-Hinton. A suspensdo foi incubada num
agitador Nutator a 37°C e foi deixada em crescimento até que o
valor de DOgyy atingisse wvalores de 0,5-0,8. A cultura foi
dividida em aliquotas para tubos esterilizados Eppendorf de
1,5ml e centrifugada durante 20 minutos numa microcentrifuga a
velocidade méxima. O pellet foi lavado uma vez em tampdo de
Gey (Gibco) e ressuspenso no mesmo tampdo até se obter uma
DOgyy de 0,5, sendo entdo diluido a 1:20000 em tampdo de Gey e

armazenado a 25°C.

Adicionaram-se 50ul de tampdo de Gey com 1% BSA a cada um dos
96 pocos de uma placa de cultura de tecidos. Adicionaram-se a
cada poco 25ul de soro de ratinho diluido (1:100; tampdo de
diluicdo: tampdo de Gey/BSA a 0,2%), tendo a placa sido
incubada de seguida a 4°C. Adicionaram-se 25ul da suspensdo de
bactérias acima descrita a cada poco. Adicionaram-se a cada
poco 25ul de complemento de coelhinho inativado pelo calor
(banho de &4gua a 56°C durante 30 minutos) ou de complemento
normal de coelhinho (nd&o inativado). Imediatamente apds a
adicdo do complemento de coelhinho, foram semeados 22ul de
cada amostra/poco em placas de agar de Mueller-Hinton (tempo
0). A placa de 96 pocos foi incubada durante 1 hora a 37°C com
rotacdo; seguidamente 22ul de cada amostra/poco foram semeados
em placas de agar Mueller-Hinton (tempo 1h). Depois de um
periodo de incubacdo de 12 horas, as coldnias correspondentes

ao tempo 0 e ao tempo 1h foram contadas.
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EXEMPLO 1
Utilizando os procedimentos acima descritos,
iniciadores

reacdo em cadeia por polimerase

oligonucleotidicos

ORFs segundo indicado:

Tabela 1: Oligonucledétidos usados na PCR para o Exemplo 2

que se

(PCR)

seguem no

ensaio

foram usados os

de

, de modo a clonar os

953

Reverse CCCGCTCGAG-TTTAGAACCGCATTTGCC
Forward CGCGGATCCCATATG-GCCACCTACAAAGTGGAC

Xhol

BamHI-Ndel

A seguinte

sequéncia

N.gonorrhoeae <SEQ ID 2915>:

g953.8aq
1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

ATGAAAARAA
CTCCGCCACC
TCGACCACTT
GGTTCCGTCG
CATTCCCGTC
TGARATCCGC
GTTTCCACCA
CAACCTGACC
AATTCAACTG
GACTTCAGCA
TAACGCCGGT
CAARACAATA

TCATCTTCGC
TACARAGTGG
CAACACCAGC
AGTTCGATCA
GCCARCCTGC
CGACATCTTC
AATTCAACTT
ATGCGCGGCA
CTACCAAARGC
CCACCATCGA
ATGACCARAAR
A

Isto corresponde a sequéncia

953.ng>:

g953 .pep
1

51
101
151

A  seguinte

N.meningitidis

parcial

de

CGCGCTCGCA
ACGAATATCA
ACCAACGTCG
AGCAAARCGC
ARAGCGGTTC
GATGCCGCTC
CAACGGCAAA
AMARCCGCCCC
CCGATGGCGG
CCGCACCAAA
ACGTCCGCAT

de aminodcidos <SEQ ID 2916;

ADN

foi

GCGGCAGCCG TCGGCACTGC
CGCCAACGTC CGTTTCGCCA
GCGGTTTTTA CGGTCTGACC
GACGGCAAAA TCGACATCAC
GCAACCCTTC ACCGGCCACC
AATATCCGGA CATCCGCTTC
AAACTTGTTT CCGTTGACGG
CGTCAAACTC AAAGCCGAAA
AAACCGAAGT TTGCGGCGGC
TGGGGCGTGG ACTACCTCGT
CGACATCCAA ATCGAAGCTG

identificada

MEKIIFAALA AARVGTASAT YKVDEYHANV RFAIDHFNTS TNVGGFYGLT

GSVEFDQAKR DGKIDITIPV ANLQSGSQPF TGHLKSADIF DAAQYPDIRF
VSTKENFNGK KLVSVDGNLT MRGKTAPVKL KAEKFNCYQS PMAETEVCGG
DFSTTIDRTK WGVDYLVNAG MTRNVRIDIQ IEAAKQ*

sequéncia

<SEQ ID 2917>:

parcial

de
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m953, seq
1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

Isto corresponde a sequéncia

ATGAAAADAA
CTCCGCCGCC
CCATCGACCA
ACCGGTTCCG
CACCATCCCC
ACCTGAAATC
TTTGTTTCCA
CGGCAACCTG
AARAAATTCAA
GGCGACTTCA
CGTTAACGTT
CAGCCARACA

TCATCTTCGC
ACCTACAAAG
TTTCAACACC
TCGAGTTCGA
ATTGCCAACC
AGCCGACATC
CCARATTCAA
ACCATGCACG
CTGCTACCAA
GCACCACCAT
GGTATGACCA
ATAA

CGCACTCGCA
TGGACGRATA
AGCACCAACG
CCAAGCARAA
TGCAAAGCGG
TTCGATGCCG
CTTCAACGGC
GCAARACCGC
AGCCCGATGG
CGACCGCACC
AAAGCGTCCG

de aminodcidos <SEQ ID 2918;

GCCcGeeaeea
TCACGCCAAC
TCGGCGGTTT
CGCGACGGTA
TTCGCAACAC
CCCARTATCC
ARAADRCTGG
CCCCGTCAAA
AGARAACCGA
AAATGGGGCA
CATCGACATC

TCAGTACTGC
GCCCGTTTCG
TTACGGTCTG
AAATCGACAT
TTTACCGACC
GGACATCCGC
TTTCCGTTGA
CTCAAAGCCG
AGTTTGTGGC
TGGACTACCT
CAAATCGAGG

953>:
m853.pep
1 MKKIIFAALA AAAISTASAA TYKVDEYHAN ARFAIDHFNT STNVGGFYGL
51 TGSVEFDOAK RDGKIDITIP IANLQSGSQOH FTDHLKSADI FDAAQYPDIR
101 FVSTKFNFNG KKLVSVDGNL TMHGKTAPVK LKAEKFNCYQ SPMEKTEVCG
151 GDFSTTIDRT KWGMDYLVNV GMTKSVRIDI QIEAAKQ*
A andlise por computador desta sequéncia de aminoéacidos
forneceu os seguintes resultados: Homologia com um ORF
previsto de Neisseria gonorrhoeae ORF 953 mostra 93% de
identidade sobre 187 aa sobreposto com o ORF previsto (ORF
953) de N. gonorrhoeae.
m953/g953 93.0% identity in 187 aa overlap
10 20 30 40 50 60
m953 . pep MKKIIFAALAAAAISTASAATYKVDEYHANARFAIDHFNTSTNVGGFYGLTGSVEFDOAK
FPEVECLORI R s bR PO b b ety et
g953 MKKIIFAALAARAVGTASA-TYKVDEYHANVREAIDHFNTSTNVGGFYGLTGSVEFDOAK
10 20 30 40 50
70 BO 30 100 110 120
m953 ., pep RDGKIDITIPIANLQSGSQHFTDHLKSADIFDAAQYPDIRFVSTKFNFNGKKLVSVDGNL
RN RN NN N A N R RN R R R AR AR R RN R RN RRARRRRRRR AR
g953 RDGKIDITIPVANLQOSGSQPFTGHLKSADIFDAAQYPDIRFVSTKFNFNGKKLVSVDGNL
60 70 80 90 100 110
130 140 150 160 170 180
m953.pep TMHGKTAPVKLKAEKFNCYQSPMEKTEVCGGDFSTTI DRTKWGMDYLVNVGMTKSVRIDY
RN RN R AR R R RN AR R RN R RN RN R R R A R A RN R NN R AN
g953 TMRGKTAPVKLKAEKFNCYQSPMAETEVCGGDFSTTI DRTKWGVDYLVNAGMTKNVRIDI
120 130 140 150 160 170
m353.pep QIEAAKQOX
PELLETE
g953 QIEAAKQX
180
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A

N.meningitidis

a953.

351
401
451
501
551

seguinte

seq
1
51
101
151
201
251
301

ATGAAAAARA
CTCCGCCGCC
CTATCGACCA
ACCGGTTCCG
CACCATCCCC
ACCTGABATC
TTTGTTTCCA

sequéncia

TCATCATCGC
ACCTACAARG
TTTCAACACC
TTGAGTITCGA
GTTGCCAACC
AGCCGACATC
CCAAATTCAR

parcial

de

<SEQ ID 2919>:

CGCGCTCGCA
TGGACGABTA
AGCACCAACG
CCAAGCARAA
TGCAAAGCGG
TTCGATGCCG
CTTCAACGGC

ADN

foi

GCAGCCGCCA
TCACGCCAAC
TCGGCGGTTT
CGCGACGGTA
TTCGCAACAC
CCCAATATCC
AAARAACTGG

identificada

TCGGCACTGC
GCCCGTTTCT
TTACGGTCTG
AAATCGACAT
TTTACCGACC
GGACATCCGC
TTTCCGTTGA

CGGCAACCTG ACCATGCACG GCAAAACCGC CCCCGTCAAA CTCARAGCCG
AAAAATTCAA CTGCTACCAAR AGCCCGATGT TGARAACCGA AGTTTGCGGC
GGCGACTTCA GCACCACCAT CGACCGCACC AARATGGGGCA TGGACTACCT
CGTTAACGTT GGTATGACCA AAAGCGTCCG CATCGACATC CAAMATCGAGG
CAGCCAAACA ATAA

Isto corresponde a sequéncia de aminoadcidos <SEQ ID 2920;

953.a>:

a%53.pep
1

A

51
101
151

andlise

forneceu

MKKIITAALA AAAYGTASAA TYKVDEYHAN ARFSIDHFNT STNVGGFYGL

TGSVEFDQOAK RDGKIDITIP VANLQOSGSQH FTDHELKSADI FDAAQYPDIR
FVSTKFNFNG KKLVSVDGNL TMHGKTAPVK LKAEKFNCYQ SPMLKTEVCG
GDFSTTIDRT KWGMDYLVNV GMTKSVRIDI QIEAAKQ*

por

oS

seguintes

computador

resultados:

desta

sequéncia

de

Homologia

aminodci

com um

em

ORF

dos

ORF

previsto de N.meningitidis ORF 953 mostra 97,3%

sobre 187 aa sobreposto com o ORF previsto

meningitidis.
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a953/m853 97.3% identity in 187 aa overlap

10 20 30 40 50 60
a953.pep MKKIIIAALAAAAIGTASAATYKVDEYHANARESIDHENTSTNVGGFYGLTGSVEFDQAK
R R RN R R R NN R R RN RN NN R A R RN RN AR R AR RN AR AR AR
m953 MKKIIFAALAAAAISTASAATYKVDEYHANARFAIDHFNTSTNVGGFYGLTGSVEFDQAK
10 20 30 40 50 60
70 1y 90 100 110 120
ad%33.pep RDGKIDITIPVANLQSGSQHFTDHLKSADIFDAAQYPDIRFVSTKFNFNGKKLYVSVDGNL
AR AR A R R R R R R R R AR RN RN RN A R A RN AR RN AR
m953 RDGKIDITIPIANLQSGSQHFTDHLKSADIFDAAQYPDIRFVSTKFNFNGKKLVSVDGNL
70 80 920 100 110 120
130 140 150 160 170 180
a953.pep TMHGKTAPVKLKAEKFNCYQSPMLKTEVCGGDFSTTIDRTKWGMDY LVNVGMTKSVRIDI
SRR AN AR R A N RN R R AR RN RN RN R R AR R AR R AN
m953 TMHGKTAPVKLKAEKFNCYQSPMEKTEVCGGDEFSTTIDRTKWGMDYLVNVGMTKSVRIDI
130 140 150 160 170 180
a953.pep QIEAAKOX
INERRR RN
m953 QIEAAKQOX

Os exemplos mencionados pretendem ilustrar e nédo limitar a

invencéo.
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REIVINDICACOES

Composicdo compreendendo uma proteina isolada compreendendo:
(i) uma sequéncia de aminoadcidos selecionada a partir do
grupo que consiste nas SEQ IDs 2918, 2916 e 2920; ou (ii)
uma sequéncia de aminoacidos que tem 90% ou mais de
identidade de sequéncia com uma sequéncia de aminoéacidos
selecionada a partir do grupo gque consiste nas SEQ IDs 2918,

2916 e 2920.

Composicédo da reivindicacédo 1, incluindo um adjuvante.

Composicdo da reivindicacdo 2, em que o adjuvante & sais de

aluminio ou MF59.

Anticorpo que se liga especificamente a uma sequéncia de
aminodcidos selecionada a partir do grupo gque consiste nas

SEQ IDs 2918, 2916 e 2920.

Molécula de 4cido nucleico que codifica uma proteina, tal

como definido na reivindicacdo 1.

Molécula de &cido nucleico de acordo com a reivindicacdo 5,
que compreende uma sequéncia de nucledtidos selecionada a

partir do grupo que consiste nas SEQ IDs 2917, 2915 e 2919.

Molécula de &acido nucleico compreendendo uma sequéncia de
nucledétidos complementar a uma molécula de acido nucleico de

acordo com a reivindicacdo 5 ou reivindicacédo 6.

Vetor compreendendo a molécula de &cido nucleico de qualquer

uma das reivindicacdes 5 a 7.

Vetor de acordo com a reivindicacdo 8, que & um vetor de

expressdo.

111



10. Célula hospedeira transformada com o vetor de acordo com a

reivindicacdo 8 ou a reivindicacdo 9.

11. Processo para a producdo de uma proteina, tal como definido
na reivindicacdo 1, compreendendo o passo de cultivar uma
célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 10 sob

condic¢des que induzem a expressido da proteina.

12. Utilizacdo de uma proteina como definido na reivindicacédo 1
no fabrico de um medicamento para o tratamento ou prevencao

de infecdo causada por bactérias Neisseria.
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