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Descrig8o referente & patente de
inveng8o de THE WELLCOIE FOUNDATION
LIMITED, britfnica, industrial e
comercial, com sede em 183-193
Fuston Road, London NW1l, Inglaterra,
(inventores: Martin John Page e Brian
Colin Rodgers, residentes na Ingia-
terrz), para "PROCESS0 Paki A PREPA-
RAGEO DE VECTORES DE BACULOVIRUSH,

Descricdo

A presente invengflo diz respeito a vectores ae
transferéncia de baculovirus e a sua utilizagBo.

Tem—-se utilizedo o sistema de vectores de baculo-
virus para eXpressar genes procariéticos e eucaridticos. 4
expressfo destes genes & controlada pelo promotor de poliearina
ge um baculovirus, em particular do virus de voliedrose nuclear
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Autogrepha californica (AcliPV), Os genes estranhos sfo expressos

em c€lulas de insectos em cultura, as guais sfo infectadas com
baculovirus recombinantes incorporando o gene estranho.

A Tim de se obter um baculovirus recombinante,
utiliza—se um vector de transferéncia de baculovirus. Este vec—
tor contém o promotor de poliedrina. Proporciona—se o ADN de
haculovirus adjacente ao gene de poliedrina. O resto do vector
¢ normalmente formado por ADN de um plasmfdeo bacteriano. Inse-
re—se um gene estranho no vector de transferéncia a jusante do
promotor de poliedrina de modo & que a sua expresso seja regu-

lada por este promotor.

C€lulas de insectos susceptiveis a infecgHo por
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vaculovirus s8o ent®o co-transfectadas pelo vector de transfe-
réncia contendo o gene estranho e um baculovirus. Normelmente

utilizam—se culturas de células de Spodoptera frugiperda. Ocorre

entSo uma recombineacBo homdloga envolvendo o ADN viral no vector

jde tyansferfncia a montante e a jusante do gene estranho € o ADN\
gcorrespondente do baculovirus. O gene estranhko e o seu promotor
de poliedrina s¥o, portanto, transferidos para o baculovirus. O
baculovfrus recombinante &€ cultivado para expressar o gene estra
nhoe.

H4 dois tipos de vectores de transfer@ncia de
baculovirus. Em primeiro lugar, hé vectores de transfer@nciaz que
cont®m um local de restrigfo no qual se pode clonar um gene es-—
trenho 2 jusante do cod®o de infcio de poliedrina ATG para tradu
¢Ho. Estes vectores de transfer@ncia d%o como resultado protef-
nas de fusHo nas quais o produto do gene estranho se encontra
| fundido a uma porglo N-terminel do peptfdeo de poliedrina.
| Em segundo lugar, hd vectores de transferéncia
cujo guia 5! n8o traduzido do gene de poliedrina termina antes

do codfo de traducgfo ATG natural para poliedrina e & entHo pro-—

porcionado um locsal de restric8o. Um vector de transferéncia

(e

como este € pAc373 no qual o guia 5! n8o traduzido acaba 6 bases

a montante do ATG de poliedrina natural. Genes clonados no local
de restricBo sfo expressos COmo protefnas maduras se contiverem
um ATG seguido por um quadro de leitura livre que codifigue para
o produto desejadoo

De acordo com a presente invengPfo, € proporcionado
um vector de transferéncia de baculovfirus gue contém um local de
restricfo no gual se pode clonar um gene estranho a uma curta
distfncia a jusante da extremidade N-terminal do corpo do gene
de poliedrina e no gual o codfo de infcio ae traducfo ATG
naturel para o gene de poliedrina n#o & fornecido, de tal modo
cue & sequénecia que codifica para a poliedrina N-terminal antes
do local de restrigfo & conservada mas nfo € capaz de ser tradu-
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No vector de transferéncia do baculovirus da

presente inven¢fo €, vportanto, proporcionada uma sequéncia nfo-

—codificante em substitui¢Zo do cod8o de tradugfZo ATG natural
pars poliedrina. O corpo K-terminal da sequéncia de codificacgo
de poliedrina no é agora traduzido mas desempenrha o papel de
uma sequéncia guia aumentada. ¥, portanto, proporcionado um
vector de transferncia de baculovirus alternativo dtil, con-
servando a informacfo da sequéncia de ADN, o que pode ser bené-
fico para expressfo de protefnas maduras, atribufvel ao corpo
N-terminal da sequéncia de codifica¢Ho de poliedrina. Chegémos
& conclusfio de que um gene estranho proporcionado com um codfo
de infcio de traducfBo ATG pode ser expresso em elevados rendi- |
mentos quando clonado no local de restricZo do vector de trans-—
fer®ncia. Constitui uma vantagem o facto de gque o produto expreé
so n8o estd na forma de uma protefna de fus#o incorporando
4cidos eminados residuais de poliedrina N-terminal.

¥ proporcionado um local de resitrig8o no vector de
transferfncia de baculovirus a jusante e a uma curta dist@ncia
da extremidade N—terminal do corpo do gene de poliedrina. O

local de restrigfo pode ser proporcionado apds as primeiras 24

a 50 bases, por exemplo apds as primeiras 27 a 39 bases, da

regifio N-terminal do gene de poliedrina. De prefer€nciz, o loce
¢ proporcionado aproximadamente apds as primeiras 3% bases. Por
exemplo, pode ser inserido um adaptador BamHl.

0 codfo de infcio de tradu¢fo de poliedrina ATG
natural € alterado para informe¢Bo nZo-codificante. O codZo de
infcio pode ser substitufdo por gualquer outro conjunto de trés
nucledtidos. De preferdncia hé uma dnicz mudanga de base no
codfio ATG naturel, de modo especialmente preferido na terceira
vase do codfo. O codfio ATG pode, portanto, ser alterado pera
ATk, ATT ou especialmente ATC. Assim, a expressfo 4o corpo
N-terminzl do gene de poliedrina nZo ocorrers mas, em vez disso,
comecard no primeiro ATG encontrado dentro de uma sequéncia E

introduzida no local de restrigZo. Deste modo, a informag¢Zo da
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gene estranho.

| pAc36C 5
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sequéncia de ADN presente dentro do corpo N-terminal do préprio

gene de poliedrina pode contribuir para expressao elevada de um

Um vector de transferéncia preferido & o plasmideo

%pAc36C. Este plasmfdeo foi construfdo a partir do vector de

transferéncia pAc360 (Summers and Smith, 1987, "A Manual of ;
Methods for Baculovirus vectors and Insect cell culture proce-[
dure" (Um Manual de M&todos para Vectores de Baculovfrus e Pro-
cedimento de cultura de células de Insectos)) por mutagénese
dirigida, na qual o coddo de tradugao ATG para poliedrina den-
tro de pAc360 foi convertido para ATC.

PAc360
TATAAAT ATG CCG GAT TAT TCA TAC CGT CCC ACC ATC GGG (Bam H1)
Corpo W-terminal traduzido de gene de poliedrina

TATAAAT ATC CCG GAT TAT TCA TAC CGT CCC ACC ATC GGG (Bam H1).

De acordo com a presente invengao, pode-se cons-
‘truir um vector de transferéncia de baculovirus por mutagdo pa-
ra uma sequéncia nfo-codificante do coddo de infcio de tradugido
ATG natural para poliedrina de um vector de transferéncia de

baculovirus no qual se proporciona a uma curta disténcia a ju-

|

sante da extremidade N-terminal do corpo do gene de poliedrina

um local de restrigado em que se pode clonar um gene estranho.
Isto & normalmente conseguido através de mutagénese dirigida
para determinado local. Uma mutamgdo, de preferéncia uma muta-

g8o pontual, pode ser introduzida usando um oligonucledtido sin;

'tético compreendendo a sequéncia desejada.

I
i Un baculovirus recombinante incorporando um gene

estranho deriva do vector de transferéncia por:

(a) clonagem de um gene estranho contendo um codao
de infcio de tradugdo no vector de transferéncia de daculovirus
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no local de restrig8o proporcionado; e

(v) co-transfectando células de insectos susceptf-
veis a infecg¢8o por ba ulovirus com o vector de transferncia de!
baculovfrus recombinante da fase (a) e com ADN de baculovirus dei
tipo selvagem intacto.

0 gene estranho € clonado no vector de transferén-—
cia de baculovirus na fase (a) de modo a estar sob o comando de
transcri¢Bo do promotor de poliedrina. Normalmente, co-trans-
fectam—se na fase (b) células da linha de células de insectos

de Spodoptera frugiperda. A seguir a uma recombinagfo homéloga,

o gene estranho e porgdes adjacentes de ADN viral sZo trensferi-
dos para o baculovirus AcNPV, Seleccionam-se, por exemplo por
anflise de placa, e purificam—se os baculovirus recombinantes.

A fim de obter o produto codificado pelo gene
estranho, infectam—se células susceptfveis a infecg¢Ho por bacu-
lovirus com o haculovfrus recombinante e cultivam—-se. De novo,
utilizam—se normalmente células da linha de células de insectos

de Spodoptera frugiperda. Uma vez que o gene estranho estd sob

o comando de transcrigfo do promotor de poliedrine, ¢ possivel
conseguir elevados rendimentos do produto do gene.

Qualquer gene estrenho, procaridtico ouw eucarid-
tico, pode ser expresso desta forma. Por exemplo, pode-se
expressar uma forma madura intracelular de interfer8o—gama huma=
no ou da protefna precoce imediata de citomegalovirus. Expressé—
mos igualmente com Sucesso proteinas quiméricas constitufdas
essencialmente por:

(i) na extremidade N-terminal da protefna quimé-
rica, uma sequ@ncia de sinal do precursor 20s principais enti-

genes de superffcie merozéitos (PMMSA) de P, falciparumsi

(1i) opcionalmente, pelo menos um epftopo da
protefna do circumsporozdito (CSP) de P. falciparum; e
(iii) um fragmento C—terminal do FPMMSA de P, fal-

ciparum com ou sem a sequéncia de fixa¢8o C—terminal.
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Podem—-se proporcioner, entre estes componentes,

pequenas sequéncias de ligec8o de mais de 30 resfduos de Zcidos

sminados. Estas protefnas quiméricas, dteis como vacinas, foram

expressas com a configuragfo correcta. O(s) epftopo(s) CSP (ii)

compunha(m)—se de prefer8ncia de desde 3 a 50, por exemplo desde

16 a 30, repeticBes da sequlncia tetrapeptfdica Asn-ila—Asn—Iro.
Os seguintes exemplos ilustram a invengHo. Nos

desenhos que 0S acompannam:

A Figura 1 mostra os genes Pil{SA e CSP, as porg¢les
deles empregues nos exemplos e os adaptadores sintéticos empre-—
gues nos exemplos. Os seguintes locais de restrig8o estfZo mar-
cedos: A-AluIl, B-BamHl, H-HindIII, P-PstI, T-1thIIil e X-Xholl.
nAn representa a sequéncia de fixacHo. "S" representa a sequén-—

cia de sinale.

4 Pigura 2 mosira os genes estruturais empregues
na obitencfo dos vectores de transferfncia recombinantes e cacda

baculovirus recombinante dos Exemplos 2 e 3.

4 Pirura 3 mostra as cutorediografias produzidsas

ig
35 o
por marcacfo por  S-metionina no Exemplo 5.

4 Pigura 4 mostra os resultados da coloragéo por
Azul de Coomassie no Zxemplo Se

A Figura % mostrz os resultados da coloragfo por

Azul de Coomassie no Lxemplo 6.

Exemplo 1: Construgfo de vector de transier@ncia phc36C

0 vector de transferé&ncia phc36C foi derivedo do
pAc360 (Summers and Smith, 1987, n4 Mznual of Methods for baculo
virus vectors and insect cell culture procedures") por mutagéne-—
se dirigida usando "kits" obiidos de Anglian Biotech e Amersham
International. Subclonou-se um ADNc de 852 pb para interferfo
gama humano sob & forma de um fragmento BamHl no local Bamll de
pAc360, A partir deste subclonou-se no locsl Smal de IM13K19

(inglisn Biotech) um fragmento Dral de 1 kb, o qual se estende
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desde cerca de 700 pb a montante do codfo de tradugfo AIG de
poliedrina até 300 pb dentro da extremidade 5' da insergEo de
ADNe do interfer8o gama. Usou-se a forma XF da construgfo para
confirmar a ligagBo e derivou—se o molde de cadeisa dnica e

mutou—se com o fragmento de 19 bases:
GAATAATCCGGGATATITA
0 G sublinhado teve o efeito de converter o ALG
do codfo de traducfo de poliedrina em ATC. A mutag8o foi con-
firmeda por sequenciacgHo de ADN e usou-se um fragmento EcoRV-
~BamH1l de 1%6 pb contendo a mutag8o para substituir o mesmo
fragmento em pAc360 pelo fragmento mutado para obter o phe36C

por derivacfo.

Exemplo 2: Construg8o de vectores de transferéncia recombinantes

derivados de pAc36C

0 vector de itrensferfncia recombinante pS42 foi
construfdo em trés fases. Em primeiro lugar preparou-se phc36C42
por clonagem do fragmento XnoII/BglIi de 1,46 kb de pPfcl028
(Holder et al., Nature, 317, 270-273, 1985) no local BamHl de
phc36C, Em segundo luger, um fragmento de 120 pares de bases da
lextremidade N-terminal de PMMSA foi cortado de pPfc1C17 (Holder
et alo, 1985) por digestfo com HindIII e Alul. Este fragmento
contém um guia curto de 12 pares de bases, um codfo de infcio de
traducdo, o peptfdeo de sinal PMESA de 18 dcidos aminados e 15
£oidos aminados adicionais da extremidade N-terminal de PIMMSA,
Este fragmento foi subclonzdo em pUCY digerido com HindIII e

HindII e foi seguidamente cortado sob a forma de um fragmento

| HindIII/Bamdl, tendo o local BamHl sido proporcionado pelo poli-

adaptador pUCY, Na Tfase final de clonagem, este fragmento BamHl/
/HindIII de 120 pares de bases fol clonado no local singular
BamH1l de p36~C42 com um adaptador HindIII/BamHl de 10 pares de
bases sintético, o qual colocou igualmente a fusfo no guadro de

leitura correcto. O adaptador & apresentado na Figura 1. O gene




'pP42 por substitui¢fo do fragmento menor BamHl1/Pstl de pP42 com

incorporado em pS42 sob a regulag8o do promotor de poliedrina é
apresentado na Figura 2.

Construfu-se um segundo vector de transferéncia
recombinante pSC,-42 por ligaglo de trés fragmentos: o Iragmento
BamH1/Pstl de 1,5 kb usado para construgZo de pPC,g42, um frag-
mento Xhol/BamHl de 2,2 kb e um fragmento Xhol/Pstl de T kb
cortado a partir de pS42 por digestHo com Pstl e Xhol e digestéo
parcial com BamHl. O vector pPCQ642 foi construfdo como se segue:
(1) construfu-se um vector de transfer&ncia recombinante pP42
por convers®o do local HindIII de pPfel028 em BgIII por digestEo
com HindIII, alinhamento das extremidades com polimerase de
Klenow e ligacBo de adsptadores Bglll. Por digestHo com Xholl
obteve—se um fragmento XhoIl/Bglll de 1,46 kb o gual se clonou
no locel BamHl singular de pAc360, obtendo—se uma fusfo em
quadro dos primeiros 10 4cidos aminados de poliedrina com os
293 4cidos aminados da extremidade C—terminal de PMMSA. O gene
incorporado em pP42 encontra-se apresentado na Figura 2. Este
gene estd sob a regulagfo do promotor de poliedrina.

(i1) Para construir o vector pPC,. 42, clonaram—se 26 cdpias da

repeti¢8o do tetrepeptideo CSP na jungHo de poliedrina/PIMMSA de

um fragmento de 1,15 kb obtido por digestZo com Pstl e digestZo
parcial com BamHl do vector bacteriano de expressio p750/CSPa/
/P195 (EP-4=0250261).

Outros dois vectores recombinantes de transferén-—
cia foram construfdos com um oligonucledtido sintético a fim de
evitar a expressfio da sequéncie de fixegZo C-terminal de FIIMSA.
Estas consirucBes com a seguénecia de fixagHo suprimide pS424ah e
p50264ZAA, foram feitas pela construcfo de um sdeptador FPstl de
26 pares de bases sintético contendo codfes de paragem de tra-
ducgBo bidireccional em todos os guadros de leitura. Este adapta-
Gor estd apresentado na Figura l. Clonou—se o adaptador no local
Pstl singular de pP42 e de p502642 logo a montante das presumi-
veis sequéncias de fixagHo & membrana. Os genes em pS42AA e em

pSCogd20A s0b & regulagfo 4o promotor de poliedrina estfo apre-

-8 = el Ur\iG\NA/l;é

st

v



. T — T C
P e e o
‘ e e e ST R

B

sentados na figura 2.

Todas as fases de clonegem foram levadas a cabo
usando processos normeis (Maniatis et al, "lolecular Cloning: A
Leboratory kanuzl", New York: Cold Spring Harbor Laboratory,
1982), Analisou—-se a correccHo da ligagfo e da orientagfo dos
fragmentos por mapeamento pormenorizado da restrigZo por enzi-
mas. Os plasmfdeos usados para transfeccfo foram purificados a
partir de culturas bacterianas por centrifugagfo com gradiente

de cloreto de césio.

Exemplo 3: ReprodugZo de virus recombinantes

Cultivaram—se células (IPLB 5f 21) de Spodoptera
frugiperde (sf) (Vaughn et al, In vitro, 13, 213-217, 1977) em
culturas de suspensfo a 22°C ou 2700 em meio TC10C (Flow Labs)
acrescentado com 10% de soro fetal de bovino (Gibco). Propagou-—
—se AcHPV (estirpe E2) em células Sf cultivadas a 27°C em cul=—
turas de suspensfo. Geraram—se virus recombinantes contenao as

sequéncias de gene de P, falciparum, zpresentadas na Figura 24

por cotransfecgfio de uma porporcHo molar de 20:1 dos vectores
de transTer@ncia recombinantes preparados no Exemplo 2 com ADN
de AcHPV purificado a partir de culturas de virus extracelula-
res (ECV) em c4lulas S5f. O método de purificagdo do 4D de
AoNPV foi conforme descrito (Summers e Smith, 1987) excepto
gquanto ao facto de as culturas serem infectadas a2 1 pIu por
c&lula e recolhidas apds 6 dias e de a fase de gradiente de
sacarose ter sido omitida. A cotransfecgfo foi conforme descrito
(Summers e Smith, 1987, método 1),

Seleccionaram—se as LBCV resultantes para icdentifi-—
caclo de recombinantes por andlise de placa trés dias apds a
transfecclo. Foram levadas & cabo andlises de placas essencial-
mente conforme descrito (Brown e Faulkener, J. Gen. Virol., ég,
261-364, 1977) usando diluigles em série dos sobrenadantes da
cultura de transfecgfo. Apds coloragfio por vermelho neutro,
seleccionaram—se visualmente as placas recombinantes potenciais

quanto 3 aus@ncia de poliedros, retomaram—se em 0,5 nl de meio

—-9—
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éde cultura e purificaram—-se por inoculag8es em placa repetidase
Tevou—-se & efeito um aumento de escela de culturas de virus
recombinantes a partir de placas ou de culturas em monocamadas
e cultivarem—se em grande escala en suspensf8o ou em culturas em
garrafes cilfndricas. O virus recombinante obtido é spresentado

na Figura 2.

Exemplo 4: anflise de Protefnas de Células Infectadas com oS

V{rus Recombinantes

Os v{rus recombinantes potenciais geredos no

Exemplo 3 foram inicialmente analisedos no que respeita a expres

sf%o0 de sequéncies de P. falciparum por anflise de mancha. Reto-

maram—se as plecas negativas em relagfo 2 poliedrina em 0,5 ml
de meio de cultura e deixaram-—se propagar durante, pelo menos,
uma hora. Usaram—se 100 pl desta cultura para infecter 2 X 105
c&lulas numa cépsula de Petri de 35 mm e incubou-se & tempera-—
tura smbiente durante uma hora. O indculo foi em seguida subs=
titufdo por 1 ml de meio de cultura e as placas foram seguida-—
mente incubadas durante tr8s ou quatro dias a 27 C Lavarsm—se
em seguida 2s c€lulas uma vez em solugfo salina com tamp8o de
fosfato (PBS) e separaram-se poT centrifugacfo. Lisaram—se o0s
agregados de céiulas em sulfato de dodecilo e sédio a 1% (SDS)
e aplicaram—se sobre filtros de nitrocelulose sob vicuo usando
um aparelho de mancha.

Pars deteccBo de protefnas segregadas, o meio foi
sutstitufdo por 0,5 ml de meio isento de soro tré&s dias depois
da infec¢Ho e aplicaram—se directamente 100 pl & nitrocelulose

apds incubago durante vinte e quatro horas a 27 %¢, Sonderam—se

os filtros com um anti-sorc policional de coelho incitado contra

PMMSA nativo seguido de um anticorpo IgG anti-coelho (Sigma)
conjugado com fosfatase alcalina. A ligacHo dos anticorpos foi
jetectada com um substracto cromogénico.

Para andlise mais pormenorizada de lisados celu-

lares e de sobrenadantes de cultura, utilizou-se electroforese

- 10 -




| de gel SDS/poliacrilamida (PAGE) sob condigSes redutoras e

|nfo-redutoras seguida por coloragfo com Azul de Coomassie ou

por anélise de mancha de Vestern utilizando uma série de anti-

| soros especfficos e monoclonais. Estes anti-soros eram dois

anti-soros policlonais de coelho, um (Pas PHNSA) incitado contra
PMMSA nativo, e o outro (Pas NANP) incitado contra um peptfdeo
sintético correspondendo & repetigHo tetrapeptfdica (NANP) de
CSP, ligados a albumina dé soro de bovino, e vérios anticorpos
monoclonais de rato incitados contra PMMSA nativo e reconhecendo
ep{topes sensiveis a reduc¢Ho conformacional na extremidade C ter
minal (Mab 111.4, Mab 117.2 e Mad 111.2

A an#lise de manche indicou gque produtos antigéni-
cos reconnecidos por Fas PMISA eram expressos pelos virus recom—
binantes vS42 e vSC,-42 em células Sf infectadas. ds cédlulas in-
fectadas com vS42 produziram uma nove protefna que nfo era vis{-
vel em geis coloridos por Azul de Coomessie, mas cue foi facil-
mente detectada em menclia de Western como sendo uma protefna de
36 a 38 kd eparecendo sob a formz de trés bandas distintas reco-
nhecidas por ras PMMSA e mais significativamente por Mab 11l.4
sob condicSes nfHo-redutoras. as células infectadas com vSCU,-42
produziram igualmente uma nova prote{na de cerca de 50 kd, que
migrava tambdm sob a forma de tré€s vandas pouco espagadas. &
protefna de 50 k@ era clarsmente visfvel por coloragfo de
Coomassie a nfveis de expressfo semelhizentes aos verificados para
o produto de vP42, e era fortemente reconhecida por Pas PLISA,
Pas NAIIP, Mab 111.4, HMab 111.2 e liab 117.2. Como se esperava,
os znti-soros monocloneis reconheciam a proteina apenas sob
condic8es nfo redutoras e o reconhecimento de amcos por Pas
PIISA era mais forie com a protefna n¥o-reduzida. Ambos os
produtos recombinantes eram insoldveis em Wonidet F40 (NP40),
em Rennex (RX) e em desoxicolato (DOC) mas eram soldveis em
brometo de cetil=trimetilaménio (CTAB) e em SDS. Os rendimentos
das protefnas de fusfo foram Z}ug/ml e de 10 a 20 ug/ml para
vS42 e v502642g respectivamente, '
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Para smbos os virus recombinantes vS4Z2AA e
v3C,-42A4 as anfdlises de mancha mostraram que as células e os
sobrenadantes de culturas infectudes contvinnem proautos anti-
cénicos reconhecidos por Pas PIliSa. Uma anflise por SDS/FAGE
revelou novas protefnas de 36 a 38 kd parz vS542AA e cerca de
50 kd para vSC, 4204 expressas a niveis que eram facilmente
visfveis quatro dias depois da infecg8o em geis coloridos por
Azyl de Coomassie no lisado celular (aproximadamente lazpg
em 1 x 107 células) e igualmente no sobrenadante da cultura a
niveis semelhantese.

Tanto as formas segregadas como as nHo-segregadas
des protefnas recombinantes mostravam bandas miltiplas em PAGE,
como se verificou para os produtos expressos por vS42 e por
vSC26
Mzb 111.2 e Mab 117.2, e o produto de 50 kd de v502642 foi

iguelmente reconhecido por Pas NANP. O reconhecimento pelos

42, e foram ambes reconhecidas por Pys PMMSA, Mab 111.4,

ACMs foi verificado apenas sob condigBes nfo-redutoras e o
reconhecimento por Pas PMISA foi intensificado no estado nfo-re—
duzido. Ambos os produtos recombinantes foram encontrados na
fracgHo soldvel do extracto celular e as formas segregadas foram
completamente dissolvidas. Os rendimentos das protefnas de fusfo
foram de 7,5 ug/ml e 10 ug/ml para vS42A4 e VSC264ZAA respectiva

mente.

Exemplo 5: Expressfo do Gene Precoce Imediato (IE) Principal

de Citomegalovfrus Humano (HCMV) em Diferentes Vectores de

Baculovirus

0 gene precoce imediato principal de HCMV codifice
vars uma molécula em série de 1736 nuclebtidos, compreendendo 4
ex8es e produz uma proteina de peso molecular 72 a T6 k por
SD5-PAGE. Cortou—se ADNe precoce imediato clonado em pUCQ
(ixrigg et al, 1985, Virus Research, 2 107-121) com Bam HI a
fim de libertar um fragmento contendo toda a sequéncia de codi-

ficagHo mais cerca de 145 pb de sequéncia guia nfo traduzida 5°¢

- 12 -




e 90 pb da sequéncia n¥o traduzida 3'. Este fragmento foi puri- i

ficado em gel e clonado em ADN de fosfatase dos vectores de
transferfncia de baculovirus phc373 e piAc36C digerido por ,
Bam dI.

Geraram—se recombinantes de baculovirus por

cotransfeccfo de plasmfdeo e ADN de AcNPV ce tipo selvagem em

células de Spodoptera frugiperda. Isolarsm—-se os baculovirus

recombinantes resultantes por recombinante homélogo, por selec— !
¢80 visuel para placas negativas de inclusfo e, subsegquentemente
por purifica¢fo dupla de placas.

_Analisaram-se nfveis de expressBo comparativa por i
marcag8o com Jss—metionina, SDS~FAGE, 2nélise de mancha de
Western e ELISA,

i) DMarcacgZo com 35S-—metionina: Infecteram-se
c€lulas de Spodoptera frugiperda (2 x 106 células/cépsula de
3 om) numa med.i. (multiplicidade de infecgHo) de 2 e incube-
ram-se a 2800° Apds 24 horas, enxaguaram—se as células 2 X em
PBS e marcaram—se, durante uma hora, em TC100 isento de metio-
nina contendo 20 uCi/ml de 358--metioninao Apds terem sido mar-
cadas, as células forem lavadas 3 X em PBS e anselisaram—se oS
lisados celulares totais por SDS-PAGE (106 células/pista) e
autoradiografias.

Os resultados estfo apresentados na Figura 3. ila
Figura 3 os pontos de tempo 24, 4 e +24 referem—se a uma pulsa-
¢8o inicial de 24 horss com 358—metionina seguida por persegui-
gBe de 4 e 24 horas com metionina n&o marcada. 0 ponto de tempo
48 refere-se a um betimento as 48 horas com 35S—metioninao nyn
indica células n8o infectadas.

Uma anflise densitométrica mostra os nfveis de
incorporzac¢fo de metionina em produto recombinante, 4 a 5 vezes
mais elevado com phAc36C (36C-IE) do que com phc373 (373-1E),

(ii) Coloraggo por Azul de Coomassie/SDS-PAGE: O

gel de (1) foi igualmente colorido para proteina totel usando




Azul de Coomassie. OUs resultados estfo apresentados na Figura 4.

Como se pode verificar, a gueantidade de protefna recombinente

na pista phc36C (36C-IE) & muito mais elevadaz do gue o da pista
pAc373 (373-Ik), |

Exemplo 0: Expressfo de uma forma Intracelular Madure de

Interferfio Gama Humano

Cortou—se um fragmento AvaIl-Ncol de 852 plb de
pI?N G4 (Wishi et al, J. Bicchemo. 97, 153-159, 1985) e ambas
as extremidades foram modificadas com adsptadores BamHI. Este
fragmento foi subclonado no local BamHI singular de pic36C para
gerar phe36C-11. & partir deste dltimo, o ADNe do interferZo
gama inteiro foi cortado obtendo—se um Ifragmento Sal 1-Hind III
de 2,74 kb e foi clonado nos locais homdlogos no poliadaptador
do RF M1%mpl8. Os locais Sal 1-Hind III de 2,74 kb eram do local
Sal 1 aproximademente 820 pb a montante do codfo de iniciagfo de
tradugfo ATIG transformado para ATC parea o gene de poliedrina
para o local Hind III aproximadamente 500 pb a jusante do codHo
e terminagfo de tredugfo para o gene de poliedrinz. Usou—se o
clone 13 recombinante para gerar o molde de cadeia dnico. Este

foi temperado dando um oligonucledtido de 33 bases com a sequén-—

cia:—

TACATATGGGTCCTGCATCCCGATGGTGGGACG

Este oligonucledtido foi utilizado para fundir com precisfo a
sequéncia 5! de poliedrina Ge phc36C a um codBo de infcio de
traducfio ATG, seguido da sequéncia pars a forma nfo-segreguda
madura do interferSo gama humeno. Lista overacBo estd ilustrada
abaixo, com o oligonucledtido de supressfo de 33 bases subli-

nhado =

i Extremidade
Guia de N—-terminal do corpo de gene de poliedrina
poliedrina

agora como guia ampliado
ACCTATAAAT ATCCCGGATTATTCATACCGTCCCACCATCGGG

anrid

v



Forma madura Co

R

interferfio gama

ATG CAG GAC CCa TAT GTA

Usou—-se o "kit" de mutagénese comercialisado por
fmersliam Intermesiional para levar a cabo a mutagénese de supres—
s%. Identificaram—se placas M13 recombinantes por hibridagéo
com O oligonuc}edtido de %% bases, o qual tinha sido tratado com
guinase com ( ZP)- ~ATP, Escolheram—se as placas positivas,
purificeram—se e utilizaram—se para gerar um molde de cadeia
¥nica para sequenciagBo de ADN a fim de confirmar que tinha
ocorrido a supressfo correcta. Utilizou-se a forma R de um
clone positivo para cortar um fragmento EcoRV-Nge 1 de 135 pb
contendo a supressfo. Este foi usado subseguentemente numa
ligeg8o de trés fragmentos, constitufda pelo fragmento EcoXV—
—BanH1 maior de phAc373, o fragmento EcoRV-Nde 1 de 1%5 pb acima
descrito e um fragmento Nde 1-Bam H1l de 585 pb, reconstituindo
o restante do gene de interferfio gama.

0 vector de transferfncia rccombinznte essin
gerado (chamado pl8l) foi utilizado para gerar um AcNPY recom—
binante como esté delineado no Exemplo 3. A seguir a infecg&o
de cé€lulas Sf numa m.d.is de 5 pfu por cflula, as céliulas foram
separadas 48 horas apds a infec¢fo, lavadas em tempZo de PBS,
1isadas e purificadas num gel de poliacrilamida~SDS e em seguide
coloridas com Azul de Coomassie. As pistas coloridas do gel
est8o0 apresentadas na Figura 5, sendo a pista 1: células nEo
infectadas; a pista : c€lulas infectedas com AcHPV de tipo
selvagem; a pista D células infectadas com AclPV recombinante
derivado de pl8l; e a pista 4: marczdores de peso molecular de
protefnas. Uma anélise por densitometria de exploracfo apresen-—
tou a faixa do interferfo gama humano intracelular como 14% da

protefna celular total nestas células.
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Processo para a preparacBo de um baculovirus

recombinante que incorpora um gene estranho por

(a) clonagem de um gene estranho contendo um cod&o de
infcio de traducHo num vector de transferdncia de baculovirus
num local de restrigBo a ume curta distfncia a juzante da
extremidade N-terminal do corpo do gene de poli-hedrina; e

(b) co-transfeccHo de células de insecto susceptfveis a
infecg8o por vaculovirus com o vector de transferéncia de
baculovirus formado na fase (a) e com ADN de baculovirus de tipo
selvagem intactoi |

caracterizado por o codfo natural de infcio da tradugfo ATG
para o gene da poli-hedrina nfo estar presente de tal modo que a
sequéncia N-terminal de codificag8o da poli-hedrina antes do
local de restricfo &€ conserveda mes n¥o € capaz de ser traduzida

- 28 -

Processo de acordo com a reivindicagZo 1, caracte-—
‘rizado por o local de restrigBo estar situado apds as primeiras
27 a 39 bases da regifio N-terminal do gene da poli-hedrinz.

' - 32 -

Processo de acordo com a reivindiceg¢8o 2, caracte—
rizsdo por o local de restrigfo estar situado epds as primeiras
3% baseso

- 48 -~

Processo de acordo com gualquer das reivindicagles
anteriores, caracterizado por o local de restrig8o ser um local
BamHI.

- 52 =~

Processo de acordo com quelquer das reivindicagOes
anteriores, caracterigzado por haver uma alteracfo de uma dnica
base na terceira base do codfo natural de infeio da tradugfo ATG

para o gene da poli-hedrina.

- 16 =
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Processo de acordo com a reivindiczcgBo 5,
ceracterizado vor o referido codfo ATG ter sido alter=do vurs
ATC, |

- 72 -

Processo de azcordo com qualgquer des reivindicagles

anteriores, caracterizado por o gene estranho ser um gene pro-—

caridtico.

Processo de acordo com qualguer das reivindicagles

1 a 6, ceracterizado por o gene estranho ser um gene eucaridtical
- 08 =

Processo de acordo com gusalguer das reiviandicagdes
1 2 6, caracterizado por o gene estranho ser um gene que codifi-
ca para © interfer8o gams humano, para a protefne imediata pre-
coce do citomegalovirus humano ou para ume protefnz guimérice
constitufda essencialmente por:

(i) na extremidede N-terminezl da protefna cuindricsa, ume

' sequéncia de sinal do precursor do antigene de superffcie do

merozdito meior (PaSMM) de P. falciperum,

(1i) opcionzimente, pelo menos um epftopo da proteina do

cicunsporozdito de F. falciperum, e

{1ii) um fragmento C-terminal do FASHl de F, falciparum

com ou sem & sequlncia de fixagfo C-terminal.
- 108 -

Processo de acordo com gualquer das reivindicagles

anteriores, caracterizedo por compreender aaicionalmcnte uma

fase de cultura das célules susceptiveis & infec¢fo pelo baculo-

vfrus que sfo infectadas pelo bzculovirus recombinaznte produzido

conforme descrito de modo a expressar o produto codificado pelo

gene estranho.

A requerente declara que o primeiro pedido

- 17 = BAD ORIGINAL

S




desta patente foi apresentado no Reino Unido em 6 de Nalo de

1988, sob o n? 8810808.9.

Lisboa, 26 de Agosto de 1988
4 AGENTE @FICIAL DA PROPRIEDARE INBUSTR!A

5:“ T
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nPROCESS0 PARA A PREEARAQKO DE VECTORES DE BACULOVIRUS®

A invenc8o refere-se a um processo para
e preparacfo de um baculovirus recombinante gue incorpora um

gene estranho por

(a) clonagem de um gene estranho contendo um coddo de
infcio de tradugfo num vector de transfer@ncia de baculovirus
num locel de restricZo 2 uma curta distfncias a jusante da

extremidade N-terminal do corpo do gene de poli-hedrina; e

() co-trensieccHo de células de insecto suscepifveis &

infecg8o por vaculovirus com o vector de transferéncia de

baculovirus formado na fase (a) e com ADN de baculovirus de

&tipo selvagem intacto em que © codfo natural de infcio da
1traduoao LTG para o gene da poli-hedrina nfo estd presente de
‘tal modo que a sequéncia N-terminel de codificac8o da poli-
~hedrina antes do local de restric8o € conservada mas nfo &

capaz de ser traduzidea.

BAD ORIGINA;

[ SR




(£925 ) I45d
wo 0D30xi; op piduonbos 0P oossosdns 0Jod

VSIWIWNG (85 77) JIOYX NO &S0
10X01052J1PI G ©uPONDI [N wobound op JOPO{dDPY

(609 ) [ OYX WOJ (TLS)

[IPUIH 2P ouponb @u
wrobouod  wabouod niise wobouod oosny 0Jod  JOp O{dTEY
—— —— —
[¥d |91 19VODLVYOLIDOVOVLIOLLIYVYILOOV 9V 12022999 V|I1Ipu
VOO L10VVOLlO9V1IOVOLO1lVOVVYLLD 1354 JHweg |99 9931 123%
——— —— — [N—_—— e e s
wbound wabouod 1188 wobound asy by aeSs WY
(OUN{1d] :

op oupDNb P DIZUDPJOIUOD ( uopoydopoijod

wo JopoJdopoijod ou (0LOL) ou(sor) INIV
IT W1 2p 2ubznl O JTHWDg) op QUDJUOW O THWOE)

ONmM_\ oD> V'S HHd < LR s RES (EL—=)
- Op [DUIWJI]-D 2PDPIWII{XI 1HEEH jouts Sov
-Dxiy| 4 |: 101y
v8ZS £9ZS gSyy  0LOL S5 vLv 8Ly
J35d [oux 1114l T (91W)
g G
X
V] (s619) VSN [s]ve
— '

", °b14




DY3dJJO D opiwitdns 00d0xiy/56Ld op [DUIW
oJo0Ju 9Z 92 TJdIY-D IPOPIWDIAXO  JSD
wobougog ! / VVeyiedos |vvepedsd | o9gavd L HHs| op @O.wZWQD«VL\m&Q |buls
QYD JU0D opiwiudns oD30X 14
wobouqog OJ2 04y VU 2bS vvzpsd | o9govd C 18 \mwwm%@%gﬂ%vmm%m&m
d op |ODUIWIS{-D
DJ2dJJOD 04204U] . S6i >
wobougog 2 9¢os 2v923sd | n9govd V[ ) o%umkwwwu\u\%wwa\q\m%c%
D294 J0D
oJ4o0JuU s6Ld 9p JOUIWUId]-D
wobouqog 120l crs 2vsd | o9govd vl sl opopiwousixo/seid jouis
OU IUL QODJ DIdUdJ
LIRIN | S opoubag]| 21UOYI GO SihUou sutuy| 245Dt
OJNINJIS3 ~ SNJIAOINIDG| 9P JOJIIA|Ip JOJI9A

——————

PUIWIdy 5 0JudwbDuy

dSDH 0D03142dou oyuowbouy

92(4NVN)
—

KR %A MIC

N
Pty
mﬂ:..u.;f: -

b1

TOT YL TIouX

dSD  0LIOZOYOdS3-
-WNDYID OJ VNIFLOHd

jpuis p oyuawbouy

v

G61d

v TIoyXx

1
I PUlH

yAE

S| VSWINd

OLIOZOMI W

JIDI4H3IdNS 30 IN3IDILNY FA HOSHNDIHd




Fig.3.

373—IE 36C—IE AcNPV
S ,A\

24 +4 +24 48 24 48

-®

U r24 +4 +24 48

-

<« poliedrina




lHeK-
94K-

67K-

Fig.4.

373-IE

45K- .. ,

30K-

,___J;_ﬂ .
U 24 28 48hp.i

HE

36C-IE
/_—A_ﬂ
24 28 48hp.i.



Rrpaai ey Ly e LI

vy

™

e rem e ST TS

et —

%




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

