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“COMPOSICAO, METODOS PARA PREPARAR UM VIRUS DE
INFLUENZA E UM VEICULO DE LIBERACAO DE GENES, E, VIRUS”
Referéncia cruzada a pedidos relacionados

[0001] O presente pedido reivindica o beneficio sob 35 U.S.C. § 119
(e) de dato de deposito do pedido US numero de série 60/473.798, depositado
em 28 de maio de 2003, cuja descri¢ao € aqui incorporada por referéncia.
Declaracao de Direitos Governamentais

[0002] Esta invencdo foi feita com uma bolsa do Governo dos Estados
Unidos da América (bolsa AI-47446 do National Institute of Allergy and
Infectious Diseases Public Health Service). O Governo tem determinados
direitos sobre esta invencao.

Antecedente da Invencao

[0003] Virus de RNA de sentido negativo sdo classificados em sete
familias (Rhabdoviridae, Paramyxoviridae, Filoviridae, Bornaviridae,
Orthomyxoviridae, Bunyaviridae, € Arenaviridae) que incluem patégenos
humanos comuns, como virus sincicial respiratorio, virus de influenza, virus
de sarampo, e virus Ebola, assim como virus de animais com impacto
econdmico grande em industrias de aves e gado (por exemplo virus de doenca
de Newcastle e virus de Rinderpest). As primeiras quatro familias sao
caracterizadas por genomas nao segmentados, enquanto as ultimas trés tem
genomas compostos de seis a oito, trés ou dois segmentos de RNA de sentido
negativo, respectivamente. O aspecto comum de virus de RNA de sentido
negativo € a polaridade negativa e, assim, nao € infeccioso sozinho. A fim de
iniciar a transcricdo e replicacao viral, o VRNA precisa ser transcrito em um
cRNA ou mRNA de sentido mais, respectivamente, pelo complexo de
polimerase viral e a nucleo-proteina; ou virus de influenza A, o complexo de
polimerase viral € composto de trés proteinas de polimerase PB2, PB1 e PA.

Durante a replicagdo viral, cRNA serve como um gabarito para a sintese de
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novas moléculas de VRNA. Para todos os virus de RNA de filamento
negativo, as regides de ndo codificacio em ambos os términos 5’ € 3’ do
VRNA e cRNA sdo criticos para a transcri¢ao e replicacdo do genoma viral.
Diferentes de transcritos de mRNA viral ou celular, tanto cRNA como vVRNA
ndo sao nem terminados na extremidade 5’ nem poliadenilados na prépria
extremidade 3’.

[0004] As funcdes bésicas de muitas proteinas virais foram elucidadas
bioquimicamente e/ou no contexto da infeccdo viral. No entanto, sistemas
genéticos reversos aumentaram dramaticamente o conhecimento dos
requerentes sobre virus de RNA ndo segmentos e segmentados de filamento
negativo com relagdo a sua replicacdo viral e patogenicidade, assim como o
desenvolvimento de vacinas de virus atenuados vivos. A genética reversa,
como o termo € usado em virologia molecular, é definida como a geragao de
virus possuindo um genoma derivado de cDNAs clonados (para um estudo,
ver Neumann et al., 2002).

[0005] A fim de iniciar a replicagdo viral de virus de RNA de
filamento negativo, VRNA(s) ou cRNA(s) devem ser co-expressados com o
complexo de polimerase e a nucleo-proteina. O virus da raiva foi o primeiro
virus RNA de sentido negativo, nao segmentado, que foi gerado
completamente a partir de cDNA clonado: Schnell et al. (1994) geraram virus
da raiva recombinante por co-transfeccio de uma construcio de cDNA
codificando o cRNA de comprimento completo e construgdes de expressao de
proteina para as proteinas L, P e N, todas sob o controle de promotor de T7
RNA polimerase. A infec¢ao com virus de vacinia recombinante, que proveu
a T7 RNA polimerase, resultou na geracao de virus de raiva infeccioso. Neste
sistema de T7 polimerase, a transcricdo primaria de cRNA de comprimento
completo sob o controle de T7 RNA polimerase resultou em um transcrito de
cRNA nao terminado. No entanto, trés nucleotideos de guanidina, que

formam a sequéncia de iniciacdo Otima para T7 RNA polimerase, foram
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fixados na extremidade 5°. A fim de criar uma extremidade 3’ auténtica do
transcrito de cRNA, que € essencial para um ciclo infectivo produtivo, a
sequéncia de ribozima delta de hepatite (HDVRz) foi usada para uma
clivagem autocatalitica exata na extremidade 3’ do transcrito de cRNA.

[0006] Desde o relatorio inicial por Schnell et al. (1994), os sistemas
genéticos reversos usando técnicas similares levaram a geracdo de muitos
virus de RNA de filamento negativo ndo segmentados (Conzelmann, 1996;
Conzelmann, 1998; Conzelmann et al., 1996; Marriott et al., 1999; Munoz et
al., 2000; Nagai, 1999; Neumann et al., 2002; Roberts et al., 1998; Rose,
1996). Os aperfeicoamentos do procedimento de resgate original incluiam a
expressao de T7 RNA polimerase a partir de linhagens de células
transfectadas de modo estavel (Radecke et al., 1996) ou de plasmideos de
expressdo de proteina (Lawson et al., 1995), ou procedimentos de choque
térmico para aumentar as eficacias de resgate (Parks et al., 1999). Com base
no sistema de T7 polimerase, Bridgen e Elliott (1996) criaram o virus
Bunyamwera (familia Bunyaviridae) a partir de cDNAs clonados e
demonstraram a possibilidade de gerar artificialmente um virus RNA sentido
negativo segmentado pelo sistema de T7 polimerase.

[0007] Em 1999, uma técnica de genética reversa a base de plasmideo
foi gerada com base em RNA polimerase I celular para a geracdo de virus de
influenza A segmentado a partir de cDNAs clonados (Fodor et al., 1999;
Neumann e Kawaoka, 1999). RNA polimerase I, uma enzima nuclear,
sintetiza RNA ribossomico que, como o RNA de virus de influenza, nio
contém capa 5’ ou estruturas polyA 3’. A transcricdo de RNA polimerase I de
uma constru¢do contendo um cDNA viral de influenza, flanqueado por
promotor de RNA polimerase I e sequéncias de terminador, resultou em
sintese de VRNA de influenza (Fodor et al., 1999; Neumann e Kawaoka,
1999; Neumann e Kawaoka, 2001; Pekosz et al., 1999). O sistema foi

altamente eficiente, produzindo mais que 10® particulas de virus infeccioso
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por ml de sobrenadante de células transfectadas com plasmideos 48 horas
apos a transfeccao.

[0008] O que € necessario € um método para preparar ortomixovirus
de titulo elevado como virus de influenza A, completamente a partir de
cDNAs clonados.

Sumario da Invencao

[0009] A invencao prové€ uma molécula de acido nucleico isolada e/ou
purificada (polinucleotideo) codificando pelo menos uma das proteinas de
titulo elevado, por exemplo titulos maiores do que 10°/ml, por exemplo
maiores do que 10'° /ml, virus de influenza, ou uma por¢do do mesmo, ou o
complemento da molécula de acido nucleico. Em uma forma de realizagdo, a
molécula de 4cido nucleico isolada e/ou purificada codifica HA, NA, PBI,
PB2, PA, NP, M ou NS, ou uma por¢ao do mesmo, tendo substancialmente a
mesma atividade como um polipeptideo correspondente codificado por uma
dentre SEQ ID NO: 1-8. Como usado aqui, ‘“‘substancialmente a mesma
atividade”, inclui uma atividade que € cerca de 0,1%, 1%, 10%, 30%, 50%,
90%, por exemplo, até 100% ou mais, ou o nivel de proteina detectavel que €
cerca de 80%, 90% ou mais, a atividade ou nivel de proteina,
respectivamente, do polipeptideo de comprimento completo correspondente.
Em uma forma de realizacdo, a molécula de acido nucleico isolada e/ou
purificada codifica um polipeptideo que € substancialmente 0 mesmo que, por
exemplo, tendo pelo menos 80%, por exemplo, 90%, 92%, 95%, 97% ou
99%,de identidade de sequéncia de aminodcido contigua para um polipeptideo
codificado por uma dentre SEQ ID NO: 1-8. Em uma forma de realizagdo, a
molécula de 4cido nucleico isolada e/ou purificada compreende uma
sequéncia de nucleotideo que € substancialmente igual que, por exemplo
tendo pelo menos 50%, por exemplo, 60%, 70%, 80% ou 90% ou mais de
identidade de sequéncia de 4cido nucleico contiguo para, uma dentre SEQ ID

NO: 1-8, ou o complemento da mesma, € em uma forma de realizagdo,

Peticdo 870200108905, de 28/08/2020, pag. 11/77



5757

também codifica um polipeptideo tendo pelo menos 80%, por exemplo, 90%,
92%, 95%, 97% ou 99%, de identidade de sequéncia de aminodcido contigua,
para um polipeptideo codificado por uma dentre SEQ ID NO: 1-8. Em uma
forma de realizacdo, a molécula de acido nucleico isolada e/ou purificada
codifica um polipeptideo com uma ou mais, por exemplo 2, 5, 10, 15, 20 ou
mais, substituicdes de aminodcidos conservativos, por exemplo substituicdao
conservativas de até 10% ou 20% dos residuos, com relagdio a um
polipeptideo codificado por uma dentre SEQ ID NO: 1-8. “As substituicoes
de aminodcido conservativas se referem a inter-permutabilidade dos residuos
tendo cadeias laterais similares. Por exemplo, um grupo de aminodacidos tendo
cadeias laterais alifaticas € glicina, alanina, valina, leucina, e isoleucina; um
grupo de aminodcidos tendo cadeias laterais hidroxila alifaticas € serina e
treonina; um grupo de aminodcidos tendo cadeias laterais contendo amida é
asparagina e glutamina; um grupo de aminodcidos tendo cadeias laterais
aromaticas € fenilalanina, tirosina e triptofano; um grupo de aminoéacidos
tendo cadeias laterais basicas € lisina, arginina e histidina; € um grupo de
aminodcidos tendo cadeia lateral contendo enxofre € cisteina € metionina. Os
grupos de substituicdo de aminodcido conservativos, preferidos, sdo: valina-
leucina-isoleucina, fenilalanina- tirosina, lisina- arginina; alanina- valina;
glutamico- aspartico; e asparagina- glutamina.

[00010] Em outra forma de realizacdo, a molécula de acido nucleico
isolada e/ou purificada da invencao ou o complemento da mesma, hibridiza
para um dentre SEQ ID NO: 1-8, ou o complemento da mesma, sob condi¢des
de baixa estringéncia, estringéncia moderada ou estringentes. Por exemplo, as
seguintes condi¢des podem ser empregadas: 7% de sulfato dodecil de sodio
(SDS), 0,5 M de NaPOy4, 1 mM de EDTA a 50 °C com lavagem em 2X SSC,
0,1% de SDS a 50 °C (estringéncia baixa), mais desejavel em 7% de sulfato
dodecil de sddio (SDS), 0,5 M de NaPO4, 1 mM de EDTA a 50 °C com
lavagem em 1X de SSC, 0,1% de SDS a 50 °C (estringéncia moderada), mais
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desejdvel ainda em 7% de sulfato dodecil de sédio (SDS), 0,5 M de NaPOQOy, 1
mM de EDTA a 50 °C com lavagem em 0,5% SSC, 0,1% de SDS a 50 °C
(estringente), preferivelmente em 7% de sulfato dodecil de s6dio (SDA), 0,5
M de NaPOy4, 1 mM de EDTA a 50 °C com lavagem em 0,1X SSC, 0,1% de
SDS a 50 °C (mas estringente), mais preferivelmente em 7% de sulfato
dodecil de sddio (SDS), 0,5 M de NaPO4, 1 mM de EDTA a 50 °C com
lavagem em 0,1X SSC, 0,1% de SDS a 65 °C (muito estringente). Em uma
forma de realizacdo, a molécula de acido nucleico da invencdo codifica um
polipeptideo que € substancialmente o mesmo como, por exemplo, tendo pelo
menos 50%, por exemplo, 60%, 70%, 80% ou 90% ou mais de identidade de
sequéncia de 4cido nucleico contigua para uma dentre SEQ ID NO: 1-8, e
preferivelmente tem substancialmente a mesma atividade como um
polipeptideo de comprimento completo correspondente codificado por uma
dentre SEQ ID NO: 1-8.

[00011] A molécula de 4dcido nucleico da invengao pode ser empregada
para expressar proteinas de influenza, para preparar genes quiméricos, por
exemplo, com outros genes virais incluindo genes de virus de influenza, e/ou
para preparar virus recombinantes. Assim, a invencdo também prové
polipeptideos isolados, virus recombinantes e células hospedeiras contactadas
com as moléculas de acido nucleico ou virus recombinante da inveng¢ao.
[00012] A inveng¢do também prové pelo menos um dos seguintes
vetores isolados e/ou purificados: um vetor compreendendo um promotor
ligado de modo operativo a um cDNA de PA de virus influenza para uma
sequéncia de terminagdo de transcri¢do; um vetor compreendendo um
promotor ligado de modo operativo a um cDNA de PB1 de virus influenza
ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcricdo, um vetor
compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de PB2
de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcri¢do, um

vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de
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HA de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcri¢do,
um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA
de NP de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de
transcri¢do, um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo
a um cDNA de NA de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminagao
de transcricdo, um vetor compreendendo um promotor ligado de modo
operativo a um cDNA de M de virus influenza ligado a uma sequéncia de
terminacdo de transcri¢do, um vetor compreendendo um promotor ligado de
modo operativo a um cDNA de virus de influenza NS ligado a uma sequéncia
de terminacdo de transcricdo, em que pelo menos um vetor compreende
sequéncias codificando HA, NA, PB1, PB2, PA, NP, M, NS, ou uma porcao
das mesmas, tendo substancialmente a mesma atividade que um polipeptideo
correspondente codificado por uma dente SEQ ID NO: 1-8, por exemplo uma
sequéncia codificando um polipeptideo com pelo menos 80% de identidade de
aminodcido para um polipeptideo codificado por uma dentre SEQ ID NO: 1-
8. Opcionalmente, dois vetores podem ser empregados em vez do vetor
compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de M de
virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcri¢do, por
exemplo um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a
um cDNA de virus de influenza M1 ligado a uma sequéncia de terminacdo de
transcricdo, € um vetor compreendendo um promotor ligado de modo
operativo a um cDNA de virus de influenza M2 ligado a uma sequéncia de
terminacao de transcricao.

[00013] A inveng¢do prové vetores isolados e purificados ou
plasmideos, que expressam ou codificam proteinas de virus de influenza, ou
expressam ou codificam VRNA de influenza, tanto VRNA nativo como
recombinante. Preferivelmente, os vetores compreendendo cDNA de
influenza, por exemplo influenza A (por exemplo qualquer gene de influenza

A incluindo qualquer um dos subtipos 15 HA ou 9 NA), B ou C DNA (ver
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capitulos 45 e 46 de Fields Virology (Fields et al. (eds.), Lippincott-Raven
Publ. Philadelphia, PA (1996), que sdo especificamente incorporados aqui por
referéncia), apesar de ser visado que o(s) gene(s) de qualquer organismo pode
ser empregado nos vetores ou métodos da invencdo. O cDNA pode estar em
orientacdo sentido ou anti-sentido com relacdo ao promotor. Assim, um vetor
da invenc¢ao pode codificar uma proteina de virus de influenza (sentido) ou
VRNA (anti-sentido). Qualquer promotor apropriado ou sequéncia de
terminacao de transcricdo pode ser empregado para expressar uma proteina ou
peptideo, por exemplo uma proteina viral ou peptideo, uma proteina ou
peptideo de um patégeno nao viral, ou uma proteina ou peptideo terapéutico.

[00014] A inveng¢do prové uma composicdo compreendendo uma
pluralidade de vetores de virus de influenza da invencdo. Em uma forma de
realizacdo da invengdo, a composicdo compreende: a) pelo menos dois
vetores selecionados dentre um vetor compreendendo um promotor ligado de
modo operativo a um cDNA de PA de virus influenza ligado a uma sequéncia
de terminacdo de transcri¢ao, um vetor compreendendo um promotor ligado
de modo operativo a um cDNA de PB1 de virus influenza ligado a uma
sequéncia de terminagdo de transcricio, um vetor compreendendo um
promotor ligado de modo operativo a um cDNA de PB2 de virus influenza
ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcricdo, um vetor
compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de HA
de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcri¢do, um
vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de
NP de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcri¢ao,
um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA
de NA de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de
transcri¢do, um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo
a um cDNA de M de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminag¢ao de

transcricdo, € um vetor compreendendo um promotor ligado de modo
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operativo a um cDNA de virus de influenza NS ligado a uma sequéncia de
terminacdo de transcri¢do, em que pelo menos um vetor compreende um
promotor ligado de modo operativo a uma molécula de 4cido nucleico da
invencdo ligado a uma sequéncia de terminagdo de transcri¢do, € b) pelo
menos dois vetores selecionados dentre um vetor codificando PA de virus
influenza, um vetor codificando PB1 de virus influenza, um vetor codificando
PB2 de virus influenza, e um vetor codificando NP de virus influenza.
Opcionalmente, os vetores de b) incluem um ou mais vetores codificando NP,
NS, M, por exemplo M1 e M2, HA ou NA. Preferivelmente, os vetores
codificando proteinas virais ainda compreendem uma sequéncia de
terminacao de transcricao.

[00015] Em outra forma de realizacdo, a composi¢do compreende a)
pelo menos dois vetores selecionados dentre um vetor compreendendo um
promotor ligado de modo operativo a um cDNA de PA de virus influenza
ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcricdo; um vetor
compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de PB1
de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcri¢do, um
vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de
PB2 de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcri¢ao,
um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA
de HA de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de
transcri¢do, um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo
a um cDNA de NP de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacao
de transcricdo, um vetor compreendendo um promotor ligado de modo
operativo a um cDNA de NA de virus influenza e NB ligado a uma sequéncia
de terminacdo de transcri¢ao, um vetor compreendendo um promotor ligado
de modo operativo a um cDNA de M de virus influenza ligado a uma
sequéncia de terminagdo de transcrigdo, um vetor compreendendo um ligado

de modo operativo a um cDNA de virus de influenza NS ligado a uma
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sequéncia de terminacdo de transcricdo, € um vetor compreendendo um
promotor ligado de modo operativo a um cDNA de virus de influenza BM2
ligado de modo operativo a uma sequéncia de transcri¢do, em que pelo menos
um vetor compreende um promotor ligado de modo operativo a uma molécula
de acido nucleico da invenc¢ao ligado a uma sequéncia de terminagdo de
transcricdo, € b) pelo menos dois vetores selecionados dentre um vetor
codificando PA de virus influenza, um vetor codificando PB1 de virus
influenza, um vetor codificando PB2 de virus influenza, e um vetor
codificando NP de virus influenza. Opcionalmente, os vetores de b) incluem
um ou mais vetores codificando NP, NS, M, HA ou NA. Preferivelmente, os
vetores codificando as proteinas virais ainda compreendem uma sequéncia de
terminacao de transcricao.

[00016] Uma composi¢ao da invengdao também pode compreender um
gene ou uma matriz de interesse, por exemplo um gene estranho codificando
um peptideo ou proteina imunogénico utilizavel como uma vacina. Assim,
outra forma de realizacdo da invencdo compreende uma composi¢ao da
invencdo como acima mencionado em que um dos vetores € substituido com,
ou a composi¢ao ainda compreende, um vetor compreendendo um promotor
ligado a sequéncias de virus de influenza 5° opcionalmente incluindo
sequéncias de codificagdo de virus de influenza 5° ou uma porcao das
mesmas, ligadas a uma sequéncia de acido nucleico desejada por exemplo um
cDNA desejado, ligado a sequéncias de virus de influenza 3’ opcionalmente
incluindo sequéncias de codificacdo de virus de influenza 3’ ou uma por¢ao
das mesmas, ligadas a uma sequéncia de terminacdo de transcri¢do.
Preferivelmente, a sequéncia de acido nucleico desejada como cDNA estd em
uma orientacdo anti-sentido. A introdug¢ido desta composicdo a uma célula
hospedeira permissiva para replicagao de virus resulta em virus recombinante
compreendendo VRNA correspondendo a sequéncias do vetor. O promotor em

tal vetor para a producao de vVRNA pode ser um promotor de RNA polimerase
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I, um promotor de RNA polimerase II, um promotor de RNA polimerase III,
um promotor T7, e um promotor T3, e opcionalmente o vetor compreende
uma sequéncia de terminacdo de transcricdo como uma sequéncia de
terminacao de transcricdo de RNA polimerase I, uma sequéncia de terminagao
de transcricido de RNA polimerase II, uma sequéncia de terminacdo de
transcricdo de RNA polimerase III, ou uma ribozima. Em uma forma de
realizacdo, o vetor compreendendo a sequéncia de 4cido nucleico desejada
compreende um cDNA de interesse. O cDNA de interesse, seja em um vetor
para VRNA ou producdo de proteina, pode codificar um epitopo imunogénico,
como um epitopo utilizdvel em uma terapia ou vacina para cancer, ou um
peptideo ou polipeptideo utilizavel em terapia de genes. Quando se prepara o
virus, o vetor ou plasmideo compreendendo o gene ou cDNA de interesse
pode substituir por um vetor ou plasmideo para um gene viral de influenza ou
pode ser além de vetores ou plasmideos para todos os genes de virus de
influenza.

[00017] Uma pluralidade de vetores da inven¢do pode ser fisicamente
ligada ou cada vetor pode estar presente em um plasmideo individual ou
outros, por exemplo, veiculo de liberacdo de 4cido nucleico, linear.

[00018] O promotor ou sequéncia de terminac¢ao de transcricdo em um
VRNA ou vetor de expressao de proteina viral pode ser igual ou diferente com
relacdo ao promotor ou qualquer outro vetor. Preferivelmente, o vetor ou
plasmideo que expressa VRNA de influenza compreende um promotor
apropriado para expressdo em pelo menos uma célula hospedeira particular,
por exemplo células hospedeiras de aves ou mamiferos, como células de
caninos, felinos, equinos, bovinos, ovinos, ou primatas, incluindo células de
humanos, ou preferivelmente para expressao em mais de um hospedeiro.
[00019] Em uma forma de realizagdo, um ou mais vetores para a
producdo de VRNA compreendem um promotor incluindo, mas ndo sdo

limitados a promotor de RNA polimerase I, por exemplo um promotor de
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RNA polimerase I, um promotor de RNA polimerase II, um promotor de
RNA polimerase III, um promotor T7, ou um promotor T3. As sequéncias de
terminacado de transcri¢do preferidas para os vetores VRNA incluem, mas nao
sdo limitadas a sequéncia de terminacgao de transcri¢do de RNA polimerase I,
sequéncia de terminacao de transcricdo de RNA polimerase II, sequéncia de
terminacdo de transcricdo de RNA polimerase III ou uma ribozima. As
ribozimas dentro do escopo da invenc¢do incluem, mas ndo sdo limitadas a
ribozimas de tetrahimena, RNAse P, ribozimas de cabeca de martelo,
ribozimas hairpin, ribozima de hepatite, assim como ribozimas sintéticas.

[00020] Em uma forma de realizacdo, pelo menos um vetor para vVRNA
compreende um promotor de RNA polimerase II ligado a uma sequéncia de
ribozimas ligada a sequéncias de codificacdo viral ligadas a outras sequéncias
de ribozimas, opcionalmente ligadas a uma sequéncia de terminacdo de
transcricdo de RNA polimerase II. Em uma forma de realizacdo, pelo menos 2
e preferivelmente mais, por exemplo 3, 4, 5, 6, 7 ou 8, vetores para a
producdo de VRNA compreendem um promotor de RNA polimerase II, uma
primeira sequéncia de ribozimas, que € 5° para uma sequéncia
correspondendo a sequéncias virais incluindo sequéncias de codificagdo viral,
que € 5’ para uma segunda sequéncia de ribozimas, que € 5’ para uma
sequéncia de terminagao de transcricdo. Cada promotor de RNA polimerase 11
em cada vetor de vVRNA pode ser igual ou diferente que o promotor de RNA
polimerase II em qualquer outro vetor vVRNA. Similarmente, cada sequéncia
de ribozimas em cada vetor de VRNA pode ser igual ou diferente que as
sequéncias de ribozimas em qualquer outro vetor de VRNA. Em uma forma de
realizagdo, as sequéncias de ribozimas em um Unico vetor ndo sdo iguais.

[00021] A invenc¢do também prové um método para preparar virus de
influenza. O método compreende contatar uma célula com uma pluralidade de
vetores da invenc¢do, por exemplo de modo sequencial ou simultineo, por

exemplo empregando uma composi¢cdo da invengdo em uma quantidade
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eficaz para dar virus de influenza infeccioso. A invencao também inclui isolar
o virus de uma célula contactada com a composicdo. Assim, a inven¢ao ainda
prové virus isolado, assim como uma célula hospedeira contactada com a
composi¢ao ou virus da inven¢do. Em outra forma de realizacdo, a invencdo
inclui contactar a célula com um ou mais vetores, ou vetores de produgao de
proteina ou VRNA, antes de outros vetores, ou vetores VRNA ou de producgado
de proteina.

[00022] O método da invencdo permite uma facil manipulacao de virus
de influenza, por exemplo pela introducdo de atenuacdo de mutacdes no
genoma viral. Além disso, porque os virus de influenza induzem uma
imunidade celular e humoral forte, a invencdo aumenta muito estes virus
como vetores de vacina, particularmente em vista da disponibilidade de
variantes naturais do virus, que podem ser empregados sequencialmente
permitindo o uso repetitivo para terapia de genes.

[00023] Os métodos de produgcdo de virus aqui descritos, que nao
requerem infec¢ao de virus auxiliar, sdo utilizaveis em estudos de mutagénese
viral, e na produc¢ao de vacinas (por exemplo para AIDS, influenza, hepatite
B, hepatite C, rhinovirus, filovirus, maldria, herpes, e febre aftosa), e vetores
de terapia de genes (por exemplo para cancer, AIDS, adenosina desaminase,
distrofia muscular, deficiéncia de ornitina transcarbamilase, e tumores do
sistema nervoso central. Assim, um virus para uso em terapia médica (por
exemplo para uma vacina ou terapia de genes) € provido.

[00024] A invengdo também prové um método para imunizar um
individuo contra um patoégeno, por exemplo uma bactéria, virus, um parasita,
ou um tumor maligno. O método compreende a administracdo ao individuo de
uma quantidade de pelo menos um virus isolado da invenc¢do, opcionalmente
em combinacdo com um adjuvante, eficaz para imunizar o individuo. O virus
compreende VRNA compreendendo um polipeptideo codificado pelo

patdégeno ou um polipeptideo especifico para tumor.
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[00025] Também é provido um método para aumentar ou elevar a
expressao de uma proteina endégena em um mamifero tendo uma indicagdo
ou doencga caracterizada por uma quantidade diminuida ou uma falta de uma
proteina endégena. O método compreende a administracdo ao mamifero de
uma quantidade de um virus isolado da invencado eficaz para aumentar ou
elevar a quantidade de proteina enddégena no mamifero. Preferivelmente, o
mamifero € um humano.

Breve Descricao dos Desenhos

[00026] Figura 1. Diagrama esquematico de sistemas genéticos
reversos estabelecidos. No processo de transfec¢ao de RNP (A), proteinas NP
e polimerase purificadas sio montadas em RNPs com o uso de vRNA
sintetizado in vitro. As células sdo transfectadas em RNPs, seguido por
infeccdo com virus auxiliar. No método de RNA polimerase I (B), um
plasmideo contendo o promotor de RNA polimerase I, um cDNA codificando
o VRNA a ser resgatado, e o terminador de RNA polimerase I € transfectado
nas células. A transcricao intracelular por RNA polimerase I dd vRNA
sintético, que € embalado em particulas de virus de progénie quando da
infec¢do com o virus auxiliar. Com ambos os métodos, virus transfectantes
(isto é, os contendo RNA derivado de cDNAs clonados), sao selecionados da
populacdo de virus auxiliar.

[00027] Figura 2. Diagrama esquemadtico de geracdo de construgdes de
RNA polimerase I. cDNAs derivados de virus de influenza foram
amplificados por PCR, digeridos com BsmBI e clonados nos sitios de BsmBI
do vetor pHH21. (E. Hoffmann, tese de Ph. D., Jutus, Liebig- University,
Giessen, Alemanha), que contém o promotor de RNA polimerase I humano e
o terminador de RNA polimerase I de camundongo (T). O nucleotideo
timidina a montante da sequéncia de terminador (*T) representa a
extremidade 3° do RNA viral de influenza. As sequéncias de virus de

influenza A sdo mostradas em letras de face negrito (SEQ ID NO: 29-40).
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[00028] Figura 3. O método de genética reversa proposto para gerar
virus RNA de sentido negativo segmentado. Os plasmideos contendo o
promotor de RNA polimerase I um cDNA de cada um dos oito segmentos de
RNA viral, e o terminador de RNA polimerase I sdo transfectados em células
junto com plasmideos de expressdo de proteina. Apesar de virus infecciosos
poderem ser gerados com plasmideos expressando PA, PB1, PB2 e NP, a
expressao de todas as proteinas estruturais restantes (mostradas em paréntese)
aumenta a eficacia de producao de virus dependendo do virus gerado.

[00029] Figura 4. Titulo de vérios virus de influenza.

Descri¢ao detalhada da invengao

Defini¢oes

[00030] Com usado aqui, os termos °‘isolado e/ou purificado” se
referem a preparacdo isolamento e/ou purificacdo in vitro de um vetor,
plasmideo ou virus da invenc¢do, de modo que ele ndo estd associado com
substancias in vivo, ou € substancialmente purificado a partir de substancias
in vitro. Uma preparacao de virus isolada € geralmente obtida pela cultura in
vitro e propagacao e € substancialmente isento de outros agentes infecciosos.
[00031] Como usado, ‘“‘substancialmente isento” significa abaixo do
nivel de deteccdo para um agente infeccioso particular usando métodos de
deteccao padrOes para este agente.

[00032] Um virus “recombinante” € um que foi manipulado in vitro,
por exemplo usando técnica de DNA recombinante, para introduzir mudancas
no genoma viral.

[00033] Como usado, o termo ‘“acido nucleico recombinante” ou
“sequéncia de DNA recombinante ou segmento” se refere a um 4cido
nucleico, por exemplo a DNA, que foi derivado ou isolado de uma fonte, que
pode ser subsequentemente quimicamente alterado in vitro, de modo que sua
sequéncia nao € de ocorréncia natural, ou corresponde a sequéncias de

ocorréncia natural que ndo estdo posicionadas como elas derivam estar
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posicionadas no genoma nativo. Um exemplo de DNA ‘derivado” de uma
fonte, deve ser uma sequéncia de DNA que € identificada como um fragmento
utilizdvel, e que € entdo quimicamente sintetizado em uma forma
essencialmente pura. Um exemplos deste DNA “isolado” de uma fonte seria
uma sequéncia de DNA utilizavel que € excisada ou removida da referida
fonte por meios quimicos, por exemplo pelo uso de endonucleases de
restricdo, de modo que pode ser ainda manipulado, por exemplo amplificado,
para uso na invengao, pela metodologia de engenharia genética.

Replicacao de virus de influenza

[00034] O virus de influenza A possui um genoma de oito RNAs virais
de sentido negativo, filamento unico, (VRNASs) que codificam um total de dez
proteinas. O ciclo de vida do virus de influenza comeca com a ligacdo de
receptores contendo hemaglutinina (HA) para 4cido sidlico sobre a superficie
da célula hospedeira, seguido por endocitose mediada por receptor. O pH
baixo em endossomas tardios aciona uma mudanc¢a conformacional em HA,
assim expondo o N-término da subunidade HA?2 (o assim chamado peptideo
de fusdo). O peptideo de fusdo inicia a fusdo da membrana viral e
endossomal, e os complexos de proteina de matriz (M1) e RNP sao liberados
no citoplasma. RNPs consistem de nucleo-proteina (NP), que encapsida
VRNA, e o complexo de polimerase viral, que € formado pelas proteinas PA,
PB1 e PB2. RNPs sdo transportados para o nucleo, onde a transcrigdo e a
replicacdo ocorrem. O complexo de RNA polimerase catalisa trés diferentes
reacoes: sintese de um mRNA com uma capa 5’ e estrutura poly A 3’, de um
RNA complementar de comprimento completo, (cRNA), e de VvRNA
gendmico, usando o cDNA como gabarito. vVRNAs recentemente sintetizados,
NP e proteinas polimerase, sdo entdo montados nos RNPs, exportados do
nucleo, e transportados para a membrana de plasma, onde a formagio de
brotos de particulas de virus de progé€nie ocorre. A proteina neuraminidase

(NA) desempenha um papel crucial tardio em infec¢ao por remogao de acido
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sidlico de sialiloligossacarideos, assim liberando virions recentemente
montados da superficie da célula e evitando a auto-agregacao das particulas
virais. Apesar da montagem de virus envolver interacdes proteina -proteina e
proteina — vRNA, a natureza destas interacoes € muito desconhecida.

[00035] Apesar dos virus de influenza B e C serem similares de modo
estrutural e funcional, para o virus de influenza A, existem algumas
diferencas. Por exemplo, o virus de influenza B ndo tem uma proteina M2
com atividade de canal de ions. similarmente, o virus de influenza C nao tem
uma proteina M2 com atividade de canal de ions. NO entanto, a proteina CM1
provavelmente tem esta atividade. A atividade de uma proteina de canal de
ions pode ser medida por métodos bem conhecidos dos versados na arte, ver,
por exemplo, Holsinger et al. (1994) e WO 01/79273.

Linhagens de células e virus de influenza que podem ser usados na presente

invencao

[00036] De acordo com a presente invenc¢do, qualquer célula que
suporte uma replicacdo eficaz de virus de influenza pode ser empregada na
invencdo, incluindo células mutantes que expressam niveis reduzidos ou
diminuidos de um ou mais 4cidos sidlicos que sdo receptores para o virus de
influenza. Os virus obtidos pelos métodos podem ser feitos em um virus
reagrupante.

[00037] Preferivelmente, as células sdo linhagens de células continuas
certificadas pela WHO, ou certificaveis. As exigéncias para certificar estas
linhagens de células incluem caracterizacdo com relacdo a pelo menos um
dentre genealogia, caracteristicas de crescimento, marcadores imunoldgicos,
tumorigenicidade, susceptibilidade de virus, e condi¢des de armazenamento,
assim como por testes em animais, ovos e cultura de células. Esta
caracterizacdo € usada para confirmar que as células sdo livres de agentes
adventicios detectaveis. Em alguns paises, a cariologia também pode ser

requerida. Além disso, a tumorigenicidade € preferivelmente testada em
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células que estdo no mesmo nivel de passagem que as usadas para producgdo
de vacinas. O virus € preferivelmente purificado por um método que foi
mostrado como dando resultados consistentes, antes de ser inativado ou
atenuado para producdo de vacina (ver, por exemplo, World Health
Organization, 1982).

[00038] Prefere-se estabelecer uma caracterizacdo completa das
linhagens de células a serem usadas, de modo que testes apropriados para
pureza do produto final podem ser incluidos. Os dados que podem ser usados
para a caracterizacao de uma célula a ser usada na presente inveng¢ao incluem
(a) informagcdo de sua origem, derivacdo, e historia de passagem, (b)
informacdo sobre seu crescimento e caracteristicas morfologicas, (c)
resultados de testes de agentes adventicios, (d) aspectos distintos, como
padrdes bioquimicos, imunoldgicos, e citogenéticos, que permitem que as
células sejam claramente reconhecidas dentre outras linhagens de células, e
(e) resultados de testes para tumorigenicidade. Preferivelmente, o nivel de
passagem ou duplicacdo de populacido, da célula hospedeira deve ser tao
baixo como possivel.

[00039] Prefere-se que o virus produzido na célula seja altamente
purificado antes da formulacao da terapia de gene ou vacina. Geralmente, os
procedimentos de purificagdo irdo resultar em remoc¢ao extensiva de DNA
celular, outros componentes celulares, e agentes adventicios. Os
procedimentos que extensivamente degradam ou desnaturam o DNA podem
ser também usados. Ver, por exemplo, Mizrahi, 1990.

Vacinas

[00040] Uma vacina da inven¢do pode compreender proteinas
imunogénicas incluindo glicoproteinas de qualquer patégeno, por exemplo
uma proteina imunogénica de um ou mais dentre bactérias, virus, leveduras
ou fungos. Assim, em uma forma de realizacdo, o virus de influenza da

invencdo pode ser de vetores de vacina para virus de influenza ou outros
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patégenos virais incluindo, mas nao sdo limitados a lentivirus, como HIV,
virus de hepatite B, virus de hepatite C, virus de herpes, como CMV ou HSv,
ou virus de febre aftosa.

[00041] Uma vacina de virion completa € concentrada por
ultrafiltracdo e entdo purificada por centrifugacdo zonal ou por cromatografia.
Ele € inativado antes ou apoés purificacdo usando formalina ou beta-
propiolactona, por exemplo.

[00042] Uma vacina de subunidade compreende glicoproteinas
purificadas. Esta vacina pode ser assim preparada: usar suspensdo viral
fragmentada por tratamento com detergente, os antigenos de superficie sdo
purificados, por ultra-centrifugacdo por exemplo. As vacinas de subunidade
assim contém principalmente proteina HA, e também NA. O detergente usado
pode ser catidnico, por exemplo, como brometo de hexadecil trimetil amdnio
(Bachmeyer, 1975), um detergente anidnico como deoxicolato de amodnio
(Laver & Webster, 1976); ou um detergente ndo 10nico como que
comercializado sob o nome TRITON XI100. A hemaglutinina pode ser
também 1isolada apds tratamento dos virions com uma protease como
bromelina, entio purificada por um método como descrito por Grand e Skehel
(1972).

[00043] Uma vacina dividida compreende virions que foram
submetidos a tratamento com agentes que dissolvem lipideos. Uma vacina
dividida pode ser preparada como: uma suspensio aquosa de virus purificado
obtido como acima, inativado ou nao, € tratado sob agitacdo, por solventes de
lipideos como éter etilico ou cloroférmio, associados com detergentes. A
dissolucdo dos lipideos de envelope viral resulta em fragmentacdo das
particulas virais. A fase aquosa é recuperada contendo a vacina dividida,
constituida principalmente por hemaglutinina € neuraminidase com outro
meio de lipideo original removido, € o nucleo ou seus produtos de

degradacdo. Entdo, as particulas infecciosas residuais sao inativadas se isto ja
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nao foi feito.

[00044] Vacinas inativadas — As vacinas inativadas de virus de

influenza da invenc¢do sdo providas por inativagdo do virus replicado da
invencdo usando métodos conhecidos como, mas ndao sdo limitados a
tratamento com formalina ou B-propiolactona. Os tipos de vacinas inativadas
que podem ser usados na inven¢do pode incluir vacinas de virus completo
(WV) ou vacinas de sub-virions (SV) (divididas). A vacina WV contém virus
inativados, intactos, enquanto a vacina SV contém virus purificados rompidos
com detergentes que solubilizam o envelope viral contendo lipideo, seguido
por inativagao quimica de virus residual.

[00045] Além disso, as vacinas que podem ser usadas incluem as
contendo as proteinas de superficie NA e HA isoladas, que sdo referidas como
vacinas de subunidade ou antigeno de superficie. Em geral, as respostas a
vacina de antigeno de superficie ¢ SV (isto é, HA ou NA purificado), sdo
similares. Uma vacina WV inativada experimental contendo um antigeno NA
imunologicamente relacionado para o virus epidémico e um HA ndo
relacionado parecem ser menos eficazes do que as vacinas convencionais
(Ogra et al., 1977). As vacinas inativadas contendo ambos os antigenos de
superficie relevantes sao preferidas.

[00046] Vacinas de virus atenuado vivo. Vacinas de virus de influenza

atenuado vivo, também podem ser usadas para evitar ou tratar infeccao por
virus de influenza, de acordo com as etapas de métodos conhecidos. A
atenuacgdo € preferivelmente obtida em uma etapa tnica por transferéncia de
genes atenuados de um virus doador atenuado a um isolado replicado ou um
virus reagrupante de acordo com os métodos conhecidos (ver, por exemplo,
Murphy, 1993). Porque a resisténcia a virus de influenza A € mediada pelo
desenvolvimento de resposta imune as glicoproteinas HA e Na, os genes
codificando par estes antigenos de superficie devem vir de virus reagrupantes

ou isolados clinicos de elevado crescimento. Os genes atenuados sao
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derivados de parental atenuado. Nesta abordagem, os genes que conferem
atenuacao preferivelmente ndo codificam para as glico-proteinas HA e NA.
De outra forma, estes genes nao podem ser transferidos para reagrupantes
contendo os antigenos de superficie do isolado de virus clinico.

[00047] Muitos virus doadores foram avaliados por sua capacidade de
atenuar de modo reprodutivel os virus de influenza. Como um exemplo nao
limitativo, o virus doador adaptado (ca) de resfriado A/Ann Arbor (AA) 6/60
(H2N2) pode ser usado para producdo de vacina atenuada (ver, por exemplo,
Edwards, 1994; Murphy, 1993). Adicionalmente, vacinas de virus
reagrupantes atenuadas, vivas, podem ser geradas por casamento do virus
doador de ca com um virus replicado virulento da invengdo. A progénie
reagrupante € entdo selecionada a 25 °C, (limitativa a replicagdo de virus
virulento), na presenca de um antisoro H2N2, que inibe a replicacdo dos virus
contendo os antigenos de superficie do virus doador de ca A/AA/ 6/60
(H2N2).

[00048] Uma grande série de reagrupantes HIN1 e H3N2 foi avaliada
em humanos e verificou-se ser satisfatoria: (a) infecciosa, (b) atenuada para
criangas soro-negativas e adultos iniciados imunologicamente, (c)
imunogénica e (d) geneticamente estdvel. A 1munogenicidade dos
reagrupantes de ca estd em paralelo com seu nivel de replicacdo. Assim, a
aquisicao dos seis genes transferiveis do virus doador de ca por virus de tipo
selvagem novos atenuou de modo reprodutivel estes virus para uso na
vacinagao de adultos susceptiveis e criancas.

[00049] Outras mutagdes atenuantes podem ser introduzidas em genes
de virus de influenza por mutagenese dirigida ao sitio para resgatar virus
infecciosos contendo estes genes mutantes. As mutacdes atenuantes podem
ser introduzidas em regioes de ndo codificacio do genoma, assim com em
regides de codificacdo. Estas mutacOes atenuantes também podem ser

introduzidas em genes diferentes de HA ou NA, por exemplo, o gene de
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polimerase PB2 (Subbarao et al., 1993). Assim, novos virus doadores podem
ser também gerados contendo mutacdoes atenuantes introduzidas por
mutagenese dirigida ao sitio, e estes novos virus doadores podem ser usados
na reducdo de reagrupantes atenuados vivos candidatos a vacina HINI e
H3N2 em um modo andlogo ao descrito acima para o virus doador de ca
A/AA/6/60. Similarmente, outras cepas doadoras atenuadas apropriadas e
conhecidas podem ser reagrupadas com virus de influenza da invencdo para
obter vacinas atenuadas apropriadas para uso na vacinacdo de mamiferos
(Enami et al., 1990; Muster et al., 1991; Subbarao et al., 1993).

[00050] Prefere-se que estes virus atenuados mantenham os genes do
virus que codificam determinantes antigénicos substancialmente similares aos
dos isolados clinicos originais. Isto € porque o fim da vacina atenuada €
prover substancialmente a mesma antigenicidade como o isolado clinico
original do virus enquanto, a0 mesmo tempo, faltando infectividade ao grau
que a vacina causa uma mudanca minima de indu¢do de uma condi¢do
patogénica séria no mamifero vacinado.

[00051] O virus pode assim ser atenuado ou inativado, formulado e
administrado, de acordo com métodos conhecidos, como uma vacina para
induzir uma resposta imune em um animal, por exemplo um mamifero. Os
métodos sao bem conhecidos dos versados na arte para a determinacao de ser
estas vacinas atenuadas ou inativadas mantiveram uma antigenicidade similar
a do isolado clinico ou cepa de crescimento elevado derivada dai. Estes
métodos conhecidos incluem o uso de anti-soros ou anticorpos para eliminar
virus expressando determinantes antigénicos do virus doador, sele¢cdo quimica
(por exemplo amantadina ou rimantidina), atividade de HA e NA, e inibi¢ao;
e triagem de DNA (como hibridizacdo de sonda ou PCR), para confirmar que
os genes doadores codificando os determinantes antigénicos (por exemplo
genes HA ou NA) ndo estdo presentes nos virus atenuados. Ver, por exemplo,

Robertson et al., 1988; Kilbourne, 1969; Aymard-Henry et al., 1985;
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Robertson et al., 1992.

Composicoes farmacéuticas

[00052] As composi¢oes farmac€uticas da presente invengao,
apropriadas para inoculacdo ou para administracdo oral ou parenteral,
compreendem virus de influenza atenuados ou inativados, opcionalmente
ainda compreendendo solucdes aquosas ou ndo aquosas estéreis, suspensao, €
emulsdes. As composi¢coes podem ainda compreender agentes auxiliares ou
excipientes, como bem conhecido na arte. Ver, por exemplo, Berkow et al.,

1987; Avery's Drug Treatment, 1987; Osol, 1980; Katzung, 1992. A

composi¢cado da invencdo € geralmente apresentada na forma de doses
individuais (doses unicas).

[00053] As vacinas convencionais geralmente contém cerca de 0,1 a
200 ug, preferivelmente 10 a 15 pug, de hemaglutinina de cada uma das cepas
que entram em sua composi¢ao. A vacina formando o componente principal
da composi¢do de vacina da invencdo pode compreender um virus de tipo A,
B ou C, ou qualquer combina¢do dos mesmos, por exemplo, pelo menos dois
dos trés tipos, pelo menos dois de diferentes subtipos, pelo menos dois do
mesmo tipo, pelo menos dois do mesmo sub-tipo, ou isolado(s) ou
reagrupante(s) diferentes. O virus de influenza humano tipo A inclui HINI,
H2N2 e H3N2.

[00054] As preparagdes para administracdo parenteral incluem
solugdes aquosas ou ndo aquosas estéreis, suspensdes e/ou emulsdes, que
podem conter agentes auxiliares ou excipientes bem conhecidos na arte. Os
exemplos de solventes ndo aquosos sdo propileno glicol, polietileno glicol,
Oleos vegetais como azeite de oliva, e ésteres orginicos injetaveis, como
oleato de etila. Os veiculos ou curativos oclusivos podem ser usados para
aumentar a permeabilidade da pele e melhorar a absorcdao de antigeno. As
formas de dosagem liquidas para administracdo oral podem geralmente

compreender uma solu¢do de lipossoma contendo a forma de dosagem
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liquida. As formas apropriadas para suspensdo de lipossomas incluem
emulsoes, suspensoes, solugdes, xaropes, € elixires contendo diluentes inertes
comumente usados na arte, como dgua purificada. Além dos diluentes inertes,
estas composicoes também podem incluir adjuvantes, agentes umectantes,
agentes emulsificantes e agentes de suspensiao, ou adogantes, aromatizantes
ou agentes perfumantes. Ver, por exemplo, Berkow et al., 1992; Avery's,
1987; Osol, 1980; e Katzung, 1992.

[00055] Quando uma composi¢dao da presente invencdo € usada para
administracdo a um individuo, ela pode ainda compreender sais, tampoes,
adjuvantes, ou outras substancias que sdo desejaveis para melhorar a eficicia
da composi¢ao. Para vacinas, adjuvantes, substancias que podem aumentar
uma resposta imune especifica, podem ser usados. Normalmente, o adjuvante
e a composicdo sdo misturados antes da apresentacdo ao sistema imune, ou
apresentados em separado, mas no mesmo sitio do organismo sendo
imunizado. Os exemplos de materiais apropriados para uso em composi¢oes
de vacina sao providos em Osol (1980).

[00056] Heterogeneidade em uma vacina pode ser provida por
misturacdo de virus de influenza replicados para pelo menos duas cepas de
virus de influenza, como 2-50 cepas ou qualquer faixa ou valor na mesma. As
cepas de virus de influenza A ou B tendo uma composi¢do antig€nica
moderna sdo preferidas. De acordo com a presente inven¢ao, vacinas podem
ser providas para variagdes em uma unica cepa de um virus de influenza,
usando técnicas bem conhecidas na arte.

[00057] Uma composi¢do farmacéutica de acordo com a presente
invencdo pode ainda ou adicionalmente compreender pelo menos um
composto quimio-terapéutico, por exemplo para terapia de genes,
imunossupressores, agentes anti-inflamatérios, ou melhoradores imunes, e
para vacinas, quimio-terapéuticos incluindo, mas nao limitados a gama

globulina, amantadina, guanidina, hidroxibenzimidazol, interferon-a,
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interferon-f3, interferon-y, fator alfa de necrose de tumor, tiossmicarbarzonas,
metisazona, rifampina, ribavirina, um andlogo de pirimidina, um anélogo de
purina, foscarnet, acido fosfonoacético, aciclovir, dideoxinucleosideos, um
inibidor de protease, ou ganciclovir. Ver, por exemplo, Katzung (1992), as
referéncias citadas nas paginas 798 - 800 e 680 - 681, respectivamente.
[00058] A composi¢dao também pode conter quantidades varidveis
porém pequenas de formaldeido isento de endotoxina, € conservantes, que
foram verificados como seguros € nao contribuindo para efeitos indesejaveis
no organismo ao qual a composi¢ao € administrada.

Fins farmacéuticos

[00059] A administragdo da composi¢do (ou o antisoro que ela elicita)
pode ser ou para um fim “profilatico” ou “terapéutico”. Quando provida de
modo profilatico, as composicdes da invencdo que sdao vacinas sao
administradas antes de qualquer sintoma de uma infeccdo por patégeno se
manifestar. A administracdo profildtica a composi¢cdo serve para evitar ou
atenuar qualquer infeccdo subsequente. Quando dada de modo profilatico, as
composi¢oes de terapia de gene da invenc¢do, sdo dadas antes que qualquer
sintoma de uma doenca se torne manifestado. A administracdo profilatica da
composi¢ao serve para evitar ou atenuar um ou mais sintomas associados com
a doenca.

[00060] Quando administrada de modo terap€utico, uma vacina viral
atenuada ou inativada € dada quando da detec¢ao de um sintoma de infeccao
real. A administracdo terapéutica do composto(s) serve para atenuar qualquer
infeccdo real. Ver, por exemplo, Berkow et al., 1992; Avery, 1987; e
Katzung, 1992. Quando terapeuticamente administrada, uma composi¢do de
terapia de genes € administrada quando da deteccdo de um sintoma ou
indicacdo da doenca. A administracdo terapéutica do (s) composto(s) serve
para atenuar um sintoma ou indica¢ao desta doenca.

[00061] Assim, uma composicdo de vacina atenuada ou inativada da
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presente invencdo pode ser assim provida ou antes do inicio de infec¢ao (de
modo a evitar ou atenuar uma infec¢ao antecipada), ou apds o inicio de uma
infec¢do real. Similarmente, para terapia de genes, a composi¢ao pode ser
provida antes de qualquer sintoma de um disturbio ou doenca ser manifestado
ou apds um ou mais sintomas serem detectados.

[00062] Afirma-se que uma composicdo € “farmacologicamente
aceitavel” se sua administracdo pode ser tolerada por um paciente recipiente.
Afirma-se que este agente € administrado em uma “quantidade
terapeuticamente eficaz” se a quantidade administrada for fisiologicamente
significante. Uma composi¢cdo da presente invencdo € fisiologicamente
significante se sua presencga resultar em uma mudanca detectavel na fisiologia
de um paciente recipiente, por exemplo melhora de pelo menos uma resposta
imune celular ou humoral secundéria ou primdria contra, pelo menos, uma
cepa de um virus de influenza infeccioso.

[00063] A “protecdao” provida ndo precisa ser absoluta, isto €, a
infeccao por influenza ndo precisa ser totalmente evitada ou erradicada, se se
obtiver uma melhora significante estatisticamente comparada com uma
populacdo de controle ou conjunto de pacientes. A protecdo pode ser limitada
a mitigar a severidade ou rapidez do inicio dos sintomas da infec¢ao por virus
de influenza.

Administracao farmacéutica

[00064] Uma composicdo da presente invencdo pode conferir
resisténcia a um ou mais patdégenos, por exemplo uma ou mais cepas de virus
de influenza, ou por imunizagdo passiva ou imunizac¢ao ativa. Em imunizagao
ativa, uma composi¢ao de vacina viva atenuada ou inativada é administrada
de modo profilatico a um hospedeiro (por exemplo um mamifero) e a resposta
imune do hospedeiro a administracdo protege contra infec¢do e/ou doenca.
Para imunizacdo passiva, o anti-soro elicitado pode ser recuperado e

administrado para um recipiente que se suspeita tenha uma infeccdo causada
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por, pelo menos, uma cepa de virus de influenza. Uma composi¢ao de terapia
de genes da presente inven¢ao pode dar niveis profilaticos ou terapéuticos do
produto de gene desejado por imunizagdo ativa.

[00065] Em uma forma de realizacdo, a vacina é administrada a um
mamifero do sexo feminino (em ou antes da gravidez ou parto), sob condi¢des
de tempo e quantidade suficiente para causar a producdo de uma resposta
imune que serve para proteger a pessoa € o feto ou o recém-nascido (via
incorporacdo passiva dos anticorpos através da placenta ou no leite da mae).
[00066] A presente invencdo assim inclui métodos para evitar ou
atenuar uma doencga ou disturbio, por exemplo uma infec¢do por, pelo menos,
uma cepa de patogeno. Como usado aqui, afirma-se que uma vacina evita ou
atenua uma doenca se sua administracdo resultar ou na atenuagdo total ou
parcial (isto é, supressdo) de um sintoma ou condi¢do da doenca, ou na
imunidade total ou parcial do individuo a doenca. Como usado aqui, uma
composi¢ao de terapia de genes € dita como evitando ou atenuando uma
doenca se esta administracdo resultar ou na atenuacgdo total ou parcial (isto €,
supressdo) de um sintoma ou condicdo da doenca, ou na imunidade total ou
parcial do individuo a doenca.

[00067] Pelo menos um virus de influenza atenuado ou inativado, ou
composi¢cado do mesmo, da presente invencdo pode ser administrado por
qualquer meio que obtém os fins pretendidos, usando uma composi¢cdao
farmacéutica como previamente descrito.

[00068] Por exemplo, a administracdo desta composi¢cao pode ser por
varias vias parenterais como vias subcutanea, intravenosa, intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intranasal, oral ou transdérmica. A
administracdo parenteral pode ser por injecdo de bolo ou por perfusdo gradual
com o tempo. Um modo preferido de usar uma composicdo farmacéutica da
presente invencdo € por aplicacdo intramuscular ou subcutanea, Ver, por

exemplo, Berkow et al., 1992; Avery, 1987; e Katzung, 1992.
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[00069] Um regime tipico para evitar, suprimir ou tratar uma patologia
relacionada com virus de influenza, compreende a administracio de uma
quantidade eficaz de uma composicdo de vacina como aqui descrito,
administrada como um tratamento unico, ou repetida como dosagens de
reforco ou de melhora, durante um periodo de até e incluindo entre uma
semana e cerca de 24 meses, ou qualquer faixa ou valor entre 0s mesmos.
[00070] De acordo com presente inven¢do, uma “quantidade eficaz” de
uma composicdo é uma que € suficiente para obter um efeito bioldgico
desejado. Entende-se que a dosagem eficaz serd dependente da idade, sexo,
saude, e peso do recipiente, tipo de tratamento concorrente, se presente,
frequéncia do tratamento e a natureza do efeito desejado. As faixas de doses
eficazes dadas abaixo ndo se destinam a limitar a invencdo e representam
faixas de doses preferidas. No entanto, a dosagem mais preferida serd
adequada ao individuo individual, como € entendido e determinavel por um
versado na arte. Ver, por exemplo, Berkow et al., 1992; Avery's, 1987; e
Katsung, 1992.

[00071] A dosagem de vacina de virus atenuado para um organismo
adulto de mamifero (por exemplo humano) ou ave pode ser de cerca de 10° —
107 unidades formadoras de placas (PFU)/ kg, ou qualquer faixa ou valor ai.
A dose de vacina inativada pode estar na faixa de cerca de 0,1 a 200, por
exemplo 50 pg de proteina de hemaglutinina. NO entanto, a dosagem deve ser
uma quantidade segura e eficaz como determinado por métodos
convencionais, usando vacinas existentes como um ponto de partida.

[00072] A dosagem de HA imuno-reativo em cada dose de vacina de
virus replicado pode ser padronizada para conter uma quantidade apropriada,
por exemplo 1-50 pg ou qualquer faixa ou valor ai, ou a quantidade
recomendada pelo US Public Health Service (PHS), que € geralmente de 15
lLg, por componente para criangas acima de 3 anos de idade, e 7,5 ug por

componente para criangas mais velhas < 3 anos de idade. A quantidade de NA
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também pode ser padronizada, no entanto, esta glico-proteina pode ser 1abil
durante a purificacdo e armazenamento do processador (Kendal et al., 1980).
Cada dose de 0,5 ml de vacina preferivelmente contém aproximadamente 1-
50 bilhdes de particulas de virus, e preferivelmente 10 bilhdes de particulas.
[00073] A invengdo sera ainda descrita pelos seguintes exemplos.
Exemplo 1

Materiais e Métodos

[00074] Células e virus. Células de rim embridonico humano 293T e

células de rim canino Madin-Darby (MDCK) foram mantidas em meio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com soro de bezerro
fetal a 10% e em meio de Eagle modificado (MEM) contendo 5% de soro de
bezerro recém-nascido, respectivamente. Todas células foram mantidas a 37
°C em 5% de CO,. Virus de influenza A/WSN/33 (HIN1) e A/PR/8/34
(HIN1) foram propagadas em ovos de 10 dias.

[00075] Construcdo de plasmideos. Para gerar constru¢des de RNA
polimerase I cDNAs clonados derivados de A/WSN/33 ou A/PR/8/34 RNA

viral foram introduzidos entre as sequéncias de promotor e terminador de
RNA polimerase I. Brevemente, os cDNAs clonados foram amplificados por
PCR com iniciadores contendo sitios BsmBI, digeridos com BsmBI, e
clonados no sitio BsmBI do vetor pHH21 que contém o promotor de RNA
polimerase I humano e o terminador de RNA polimerase I de camundongo,
separados por sitios BsmBI (figura 2). Os genes PB2, PB1, PA, HA, NP, NA,
M, e NS da cepa A/WSN/33 foram amplificados por PCR pelo uso dos
seguintes plasmideos: pSCWPB2, pGW-PB1, e pSCWPA (todos obtidos de
Dr. Debi Nayak at the University of California Los Angeles), e pWHI17,
pWNP152, pT3WNAI1S5 (Castrucci et al., 1992), pGT3WM, e pWNSI,
respectivamente. O gene PB1 de virus de influenza A/PR/8/34 foi amplificado
por usar pcDNA774 (PB1) (Perez et al., 1998) como um gabarito. Ver Figura

6 para sequéncias de iniciadores. Para assegurar que os genes eram isentos de
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mutacoes indesejadas, os fragmentos derivados de PCR foram sequéncias
com um auto-sequenciador (Applied Biosystem Inc., CA, USA) de acordo
com o protocolo recomendado pelo fabricante. Os cDNAs codificando os
genes HA, NP, NA, e M1 de virus A/WSN/33 foram clonados como descrito
(Huddleston et al., 1982) e subclonados no vetor de expressdao eucariotico
pCAGGS/MCS (controlado pelo promotor B-actina de galinha) (Niwa et al.,
1991), resultando em pEWSN-HA, pCAGGS-WSN-NPO-14, pCAGGS-
WNAIS, e pCAGGS-WSN-M1-2/1, respectivamente. Os genes M2 e NS2 de
virus A/PR/8/34 foram amplificados por PCR e clonados em pCAGGS/MCS,
dando pEP24c e pCA-NS2. Finalmente, pcDNA774(PB1), pcDNA762(PB2),
e pcDNA787(PA) foram usados para expressar as proteinas PB2, PB1, e PA
sob controle do promotor de citomegalovirus (Perez et al., 1998).

[00076] Geracao de particulas de influenza infecciosas. Células 293T

(1 x 10% foram transferidas com um maximo de 17 plasmideos em
quantidades diferentes com uso de Trans IT LT-1 (Panvera, Madison,
Wisconsin) de acordo com as instru¢cdes dos fabricantes. Brevemente, DNA e
reagente de transfec¢do foram misturados (2 wl Trans IT-LT-1 por pug de
DNA), incubados em temperatura ambiente durante 45 minutos e adicionados
nas cé€lulas. Seis horas depois, a mistura de reagente de transfeccdo de DNA
foi substituida por Opti-MEM (Gibco/BRL, Gaithersburg, Maryland)
contendo 0,3% de albumina de soro bovino e 0,01% de soro de bezerro fetal.
Em diferentes tempos apds a transfeccdo, os virus foram coletados do
sobrenadante e titulados em células MDCK. Porque o virus auxiliar nao foi
requerido por este procedimento, os virus transfectantes recuperados foram
analisados sem purificagcdo de placa.

[00077] Determinacdo da percentagem de virus produzindo células

transfectadas com plasmideo. Vinte e quatro horas apds a transfeccdo, as

células 293T foram dispersadas com 0,02% de EDTA em células tnicas. A

suspensdo de célula foi entdo diluida 10 vezes e transferida para
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monocamadas confluentes de células MDCK em placas de 24 cavidades. Os
virus foram detectados pelo teste de hemaglutinacao.

[00078] Teste de imuno-colora¢do. Nove horas apds a infeccdo com o

virus de influenza, células foram lavadas duas vezes com solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) e fixadas com 3,7% de paraformaldeido (em
PBS) durante 20 minutos em temperatura ambiente. A seguir, elas foram
tratadas com 0,1% de Triton X-100 e processadas como descrito por
Neumann et al. (1997).

Resultados

[00079] Geracao de virus infecciosos por expressao acionada por

plasmideo de segmentos de RNA viral, tr€s subunidades de polimerase e

proteina NP. Apesar da transfeccdo de células com uma mistura de RNPs
extraida de virions purificados resultar em particulas de influenza infecciosas,
esta estratégia nao é provavelmente eficaz quando usada com oito diferentes
RNPs gerados in vitro. Para produzir virus de influenza infecciosos
completamente a partir de cDNAs, oito RNPs virais foram gerados in vivo.
Assim, plasmideos foram preparados que contém cDNAs para os RNAs virais
de comprimento completo do virus A/WSN/33, flanqueados pelo promotor de
RNA polimerase I humano e o terminador de RNA polimerase I de
camundongo. Em principio, a transfec¢ao destes oito plasmideos em células
eucarioticas deve resultar na sintese de todos os outros VRNAs de influenza.
As proteinas PB2, PB1, PA e NP, geradas por co-transfec¢cao de plasmideos
de expressdo de proteina, devem entdo se reunir a0 VRNAs em vRNPs
funcionais que sao replicados e transcritos, por fim formando virus de
influenza infecciosos (figura 3). 1 x 106 293T células foram transfectadas
com plasmideos de expressao de proteina (1 pg de pcDNA762(PB2), 1 ug de
pcDNA774 (PB1), 0,1 ug de pcDNA787 (PA), e 1 ug de pCAGGS-WSN-
NPO/14) e 1 ug de cada dos seguintes plasmideos de RNA polimerase I
(pPolI-WSN-PB2, pPoll-WSN-PB1, pPoll-WSN-PA, pPoll-WSN-HA,
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pPolI-WSN-NP, pPoll-WSN-NA, pPoll-WSN-M, e pPollI-WSN-NS). A
decisdo para usar uma quantidade reduzida de pcDNA787(PA) foi baseada
nas observacdes prévias (Mena et al., 1996), e dados nas condicdes Gtimas
para a geracdo de particulas semelhantes a virus (VLPs) (dados ndo
mostrados). 24 h apos a transfeccao de células 293T, 7 x 103 pfu de virus por
ml foram verificados no sobrenadante (experiéncia 1, tabela 1), demonstrado,
pela primeira vez, a capacidade de genética reversa de produzir virus de
influenza A completamente a partir de plasmideos.

Tabela 1. Conjuntos de plasmideos usados para produzir virus de influenza

de cDNA* clonado

plasmideos de RNA Experiéncia
polimerase I para:t
2 3 4 5 6 7 8
PB1 + + - - - - - -
PR8-PB1 - - + + + + + +
PB2 + + + + + + + +
PA + + + + + + + +
HA + + + + + + + +
NP + + + + + + + +
NA + + + + + + + +
M + + + + + + + +
NS + + + + + + + +
plasmideos de
expressdo de proteina
para:
PB1 + + + + + + +
PB2 + + + + + + - +
PA + + + + + + - +
NP + + + + + + + -
HA - + - + + + + +
NA - + - + + + + +
M1 - + - + + + + +
M2 - + - + + + + +
NS2 - + - + + + + +
titulo de virus (pfu/ml) | 7 x 7x 1x 3x 0 0 0 0
103 103 103 104

* células 293T foram transferidas com os plasmideos indicados. Vinte e
quatro (experiéncias 1 e 2) ou quarenta e oito horas (experiéncias 3 - 8)
depois, o titulo viral no sobrenadante foi determinado em células MDCK.

T salvo indicado em contrario, plasmideos foram construidos com cDNAs

representando os RNAs de virus A/WSN/33.
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[00080] A eficacia de producao de virus de influenza com co-expressao
de todas as proteinas estruturais virais. Apesar da expressao de proteinas de
polimerase e NP viral ser suficiente para a geracdo acionada por plasmideos
de virus de influenza, foi possivel que a eficicia fosse melhorada. Em estudos
anteriores, a expressao de todas as proteinas estruturais de virus de influenza
(PB2, PBI1, PA, HA, NP, NA, MI, M2, e NS2) resultou em VLPs que
continham um VRNA artificial codificando um gene cloranfenicol-
acetiltransferase reporter (Mena et al., 1996). Assim, a disponibilidade de
complemento completo de proteinas estruturais, em vez de somente as
requeridas para a replicacdo e transcricio de RNA viral, pode melhorar a
eficicia de producao de virus. Para isto, as células 293T foram transfectadas
com quantidades 6timas de plasmideos de expressao de proteina viral (como
julgado por producdo de VLP, dados ndo publicados): 1 ug de
pcDNA762(PB2) e pcDNA774(PB1); 0,1 ug de pcDNA787(PA); 1 ng de
pEWSN-HA, pCAGGS-WSN-NP0/14, e pCAGGS-WNAI15; 2 ug de
pCAGGS-WSN-M1-2/1; 0,3 ug de pCA-NS2; e 0,03 ug de pEP24c (para
M2), junto com 1 pug de cada plasmideo de RNA polimerase I (experi€ncia 2,
tabela 1). Um segundo conjunto de células foi transfectado com o mesmo
conjunto de plasmideos de RNA polimerase I, exceto o gene PB1, para o qual
pPolI-PR/8/34/PB1 foi substituido em um esfor¢co para gerar um virus
reagrupante, junto com plasmideos expressando apenas PA, PB1, PB2, e NP
(experiéncia 3, Tabela 1) ou os expressando todas as proteinas estruturais de
influenza (experiéncia 4, tabela 1). Os rendimentos de virus WSN ndo
diferem de modo aprecidvel em 24 h (experiéncias 1 e 2, tabela 1) ou em 36
horas (dados nao mostrados) apds a transfeccao. No entanto, um aumento
maior do que 10 vezes em rendimentos do virus com PR/ 8/34- PB1 foi
verificado quando todas as proteinas estruturais de virus de influenza foram
providas (experiéncias 3 e 4, tabela 1). As controles negativos, que faltavam

um dos plasmideos para a expressao de PA, PB1, PB2, de proteinas NP, ndo
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deu qualquer virus (experiéncias 5-8, tabela 1). Assim, dependendo do virus
gerado, a expressao de todas as proteinas estruturais de virus de Influenza A
melhorou de modo aprecidvel a eficacia do método de genética reversa.
[00081] A seguir, a cinética da producao de virus ap0s transfeccao de
células foi determinada usando o conjunto de plasmideos usados para gerar
um virus com o gene A/PR/8/34-PB1. Em duas das trés experiéncias, um
virus foi primeiro detectado a 24 h apés a transfeccao. O titulo medido em um
momento, > 103 pfu/ml, tinha aumentado a > 106 pfu/ ml) em 48 h apds
transfeccdo (tabela 2). Para avaliar a porcentagem de células transfectadas
com plasmideo que estavam produzindo virus, células 293T foram tratadas
com EDTA (0,02%) a 24 h ap6s transfeccdo para dispersar as células, e entdao
realizadas limitando estudos de dilui¢do. Nesta experiéncia, ndo foi verificado
virus livre no sobrenadante de cultura neste ponto de tempo. Os resultados
indicaram que 1 em 103,3 células estavam gerando particulas de virus
infeccioso.

Tabela 2 — Cinética de produgdo de virus apds a transfeccdo de plasmideos

em células 293T*

Horas apds Titulos de virus em sobrenadante de cultura (pfu/ml)
transfeccao de Experiéncia

plasmideo 1 2 2
6 0 ND ND
12 0 ND 0
18 0 ND 0
24 0 2x 10° 6x 10°
30 ND 5x10* 9x 10*
36 6x 10° >1x10° 7x 10°
42 ND >1x 10° 5x 10°
48 8 x 10* >1x 10° 1x 10’

* células 293T foram com oito plasmideos de RNA polimerase I codificando
genes de virus A/WSN/33 com a excecdo de gene PB1, que € derivado de
virus A/PR/8/34 e nove plasmideos de expressdao de proteina como descrito
no texto. Em pontos de tempo diferentes, os requerentes titularam virus no
sobrenadante de cultura em células MDCK. ND = nao realizado.

[00082] A recuperacdo de virus de influenza contendo o epitopo FLAG
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na proteina NA. Para verificar que o novo sistema de genética reversa
permitiu a introdu¢do de mutacdes no genoma de virus de influenza A, um
virus contendo um epitopo FLAg (Castrucci et al., 1992) na proteina NA foi
gerado. Células 293T foram transfectadas com plasmideo de RNA polimerase
I (pPolI-WSN-NA/FL79) que continham um cDNA codificando tanto a
proteina NA como um epitopo FLAG no fundo da cabeca da proteina, junto
com os plasmideos de expressdo de proteina € RNA polimerase 1. Para
confirmar que o virus recuperado (PR8-WSN-FL79) de fato expressou a
proteina NA-FLAG, os testes de imuno-coloragdo de células infectadas com
os virus de tipo selvagem PR8-WSN-FL79 ou A/WSN/33 foram realizados.
Um anticorpo monoclonal para o epitopo FLAG detectou células infectadas
com PR8-WSN-FL79, mas nao as infectadas com o virus de tipo selvagem. A
recuperacao do virus PR8-WSN-FL79 foi tao eficaz como a de virus de tipo
selvagem nao etiquetado (dados nao mostrados). Estes resultados indicam que
0 novo sistema de genética reversa permite que se introduza mutacoes no
genoma do virus de influenza A.

[00083] Geragao de virus de influenza infeccioso contendo mutagdes
no gene PA. Para produzir virus possuindo muta¢des no gene PA, duas
mutacOes silentes foram introduzidas criando novas sequéncias de
reconhecimento para endonucleases de restricdo (Bsp120I na posicdo 846 e
pvull na posicdao 1284 de mRNA). Previamente, ndo foi possivel modificar
este gene por genética reversa, devido a falta de um sistema de selecdo
confiavel. Os virus transfectantes, PA-T846C e PA-A1284, foram
recuperados. Os virus transfectantes recuperados foram biologicamente
clonados por duas diluigdes limitativas consecutivas. Para verificar que os
virus recuperados foram de fato transfectantes com mutacdes no gene PA,
cDNA de o gene PA foi obtido por PCR de transcriptase reversa. Os virus
PA-T846C e PA-A1284C tinham as mutacdes esperadas dentro do gene PA,

como demonstrado pela presenca de sitios de restricdo recentemente
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introduzidos. PCR das mesmas amostras virais € iniciadores sem a etapa de
transfeccdo reversa falharem de produzir quaisquer produtos (dados ndo
mostrados), indicando que o cDNA de PA foi de fato originado de vRNA em
vez do plasmideo usado para gerar os virus. Estes resultados ilustram como
virus com genes mudados podem ser produzidos e recuperados sem o uso de
virus auxiliares.

Discussao

[00084] O sistema de genética reverso descrito aqui permite que se
produza, de modo eficaz, virus de influenza A completamente a partir de
cDNAs clonados. Bridgen e Elliott (1996) também usaram genética reversa
para gerar um virus Bunyamwera (familia Bunyaviridae), mas ele contém
somente trés segmentos de RNA de sentido negativo, e a eficicia de sua
producgdo foi baixa, 10? pfu/ 107 células. Apesar dos rendimentos de virus
diferirem dentre as experiéncias, consistentemente > 10° pfu/ 106 células
foram observados para virus de influenza, que continha oito segmentos.
Existem vdérias explicacOes para a elevada eficicia de sistema de genética
reversa descrito acima. Em vez de produzir RNPs in vitro (Luytjes et al.,
1989), RNPs foram gerados in vivo através de sintese intracelular de vVRNAs
usando RNA polimerase I e através de expressdo acionada por plasmideo das
proteinas de polimerase viral e NP. Também, o uso de 293 T células, que
foram prontamente transfectadas com plasmideos (Goto et al.,, 1997),
assegurou que uma grande populacdo de células recebeu todos os plasmideos
necessarios para a producdo de virus. Além disso, o numero grande de
transcritos produzidos por RNA polimerase I, que estd dentre as enzimas mais
abundantemente expressadas em células em cultura, provavelmente contribuiu
para a eficacia global do sistema. Estes aspectos levam a um numero
correspondentemente abundante de transcritos de VRNA e quantidades
alequeadas de proteina viral para encapsidacao de vVRNA, formagao de RNPs

no nucleo, e exportacao destes complexos para a membrana da célula, onde
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novos virus sao reunidos e liberados.

[00085] Os sistemas de genética reversa previamente estabelecidos
(Enami et al., 1990; Neumann et al., 1994; Luytjes et al., 1989; Pleschka et
al., 1996) requerem infeccdo de virus auxiliar e, assim, métodos de selecao
que permitem que um numero pequeno de transfectantes seja recuperado
dentre um vasto numero de virus auxiliares. Estas estratégias foram
empregadas para gerar virus de influenza que possuem um dos seguintes
genes derivados de cDNA: PB2 (Subbarao et al., 1993), HA (Enami et al.,
1991: Horimoto et al., 1994), NP (Li et al., 1995), NA (Enami et al., 1990), M
(Castrucci et al., 1995; Yasuda et al., 1994), e NS (Enami et al., 1991). A
maior parte dos métodos de selecdo, exceto para os aplicaveis aos genes HA e
NA, se baseiam na temperatura do crescimento, restricio da faixa de
hospedeiro, ou sensibilidade a droga, assim limitando a utilidade de genética
reversa para a andlise funcional dos produtos de genes. Mesmo com os genes
HA e NA, para os quais sistemas de selecdo acionados por anticorpo
confiavel disponiveis, € dificil produzir virus com defeitos de crescimento
proeminentes. Em contraste, o sistema de genética reversa descrito aqui nao
requer virus auxiliar e permite gerar transfectantes com mutagdes em qualquer
segmento de gene ou com defeitos de crescimento severos. Tendo a
tecnologia para introduzir qualquer mutacdo viavel no genoma de virus de
influenza possibilita aos investigadores se dirigir a um nimero de aspectos
antigos, como a natureza das sequéncias regulatérias em regides nao
traduzidas do genoma viral, relagOes de estrutura- fun¢ao de proteinas virais,
e a base molecular de restri¢ao de faixa de hospedeiro e patogenicidade viral.
[00086] Apesar das vacinas de influenza inativadas serem disponiveis,
sua eficacia € sub-Otima devido, em parte, a sua capacidade limitada de
elicitar respostas de c€lulas T citotoxicas e IgA local. As experiéncias clinicas
de vacinas de influenza vivas adaptadas a resfriados agora em

desenvolvimento sugerem que estas vacinas sao atenuadas de modo 6timo, de
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modo que elas ndo irdo causar sintomas de influenza, mas irdo ainda induzir
uma imunidade protetora (Keitel & Piedra, 1998). No entanto, os resultados
preliminares indicam que estas vacinas de virus vivo ndo serdo mais eficazes
de modo significante do que as melhores vacinas inativadas (estudado em
Keitel & Piedra, 1998), deixando espaco para outra melhora. Uma
possibilidade seria a modificacdo de vacina adaptada a resfriados com sistema
de genética reversa acima mencionado. Alternativamente, pode-se iniciar com
o uso de genética reversa para produzir uma cepa de influenza A “mestre”
com mutacoes atenuantes multiplas nos genes que codificam proteinas
internas. A aplicagdo mais intrigante do sistema de genética reversa descrito
aqui pode ser na produ¢ao rapida de vacinas de virus vivo atenuadas em casos
de um suspei¢do de pandemias envolvendo novos subtipos HA ou NA de
virus de influenza.

[00087] Este novo sistema de genética reversa ird provavelmente
melhorar o uso de virus de influenza como vetores de vacina. Os virus podem
ser engenheirados para expressar proteinas estranhas ou epitopos
imunogénicos além das proteinas virais de influenza. Pode-se, por exemplo,
gerar virus com proteinas estranhas como um nono segmento (Enami et al.,
1991) e usar os mesmos como vacinas vivas. Nao somente os virus de
influenza estimulam respostas imunes humorais € mediadas por células fortes,
mas também eles ddao uma ampla rede de proteinas HA e NA de superficie de
virion (por exemplo 15 subtipos de HA e 9 de NA e suas variantes
epidémicas), permitindo imunizacao repetida da mesma populacdo alvo.
[00088] Os VLPs de influenza possuindo um vRNA artificial
codificando um gene reporter foram produzidos por expressdao de proteinas
estruturais virais € VRNA com o sistema de polimerase T7 de vacinia (Mena
et al., 1996). Usando genética reversa, pode-se agora gerar VLPs contendo
VRNAs que codificam proteinas requeridas para a transcri¢do e replicagio de

vVRNA (isto é, PA, PB1, PB2, e NP), assim como VRNAs codificando
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proteinas de interesse. Estes VLps devem ser veiculos de distribuicdo de
genes utilizaveis. Como € importante, sua falta de genes codificando proteinas
estruturais virais deve assegurar que os virus infecciosos nao serao produzidos
apos a terapia com gene VLP. Porque o genoma do virus de influenza nado €
integrado no cromossomo do hospedeiro, o sistema VLP deve ser apropriado
para terapia de genes em situagOes requerendo somente transducdo a prazo
curto de cé€lulas (por exemplo para tratamento de cancer). Em contraste com
os vetores de adenovirus (Kovesdi et al., 1997), VLPs de influenza devem
conter tanto as variantes HA como NA, permitindo o tratamento repetido de
populacdes alvo.

[00089] A familia Orthomyxoviridae compreende virus de influenza A,
B, e C, assim como o Thogotovirus recentemente classificado. A estratégia
para gear virus de influenza A infecciosos completamente a partir de cDNAs
clonados descritos aqui deve ser aplicar a qualquer orthomyxovirus, e talvez a
outros virus de RNA de sentido negativo segmentados também (por exemplo,
Bunyaviridae, Arenaviridae). A capacidade de manipular o genoma viral sem
limitagOes técnicas tem implica¢des profundas para o estudo de ciclos de vida
virais e sua regulacdo, a funcdo de proteinas virais € 0s mecanismos
moleculares de patogenicidade viral.

Exemplo 2

[00090] Para desenvolver um sistema de genética reversa para
influenza A/ Puerto Rico/8/34, RNA viral foi extraido de fluido alantéico de
A/Puerto Rico/8/24 (HIN1), variante de cultivo superior Madison (PR8HG),
usando kit RNeasy Mini (Qiagen) de acordo com as instrugdes dos
fabricantes. CDNA foi sintetizado usando MMLV-RTase (Promega) e
iniciador Unil2. Os cDNAs foram amplificados durante a noite por PCR
usando o seguinte:

Conjuntos de iniciador

PB1: Ba PBI-1 e PBI-1735R (fragmento frontal) ¢ PB1-903 e Ba-PBI1-
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2341R (fragmento de fundo)

Ba-PBl-1 CACACACGGTCTCCGGGAGCGAAAGCAGGCA (SEQ
D NO:9)
173PB1-1735R  GGGTTTGTATTTGTGTGTCACC (SEQ ID NO:10)

233PB1-903 CCAGGACACTGAAATTTCTITTCAC (SEQ ID NO:11)
Ba-PB1-2341R
CACACAGGTCTCCTATTAGTAGAAACAAGGCATTT (SEQ ID
NO:12)

PB2: Ba PB2-1 e B2 1260R (fragmento frontal) e WSN PB2 seq-2 e Ba-PB2-

2341R (fragmento de fundo)

Ba-PB2-1 CACACAGGTCTCCGGGAGCGAAAGCAGGTC (SEQ
1D NO:13)

B21260R CACACACGTCTCCATCATACAATCCTCTTG (SEQ ID
NO:14)

WSN PB2 seq-2 CTCCTCTGATGGTGGCATAC (SEQ ID NO:15)
Ba-PB2-2341R )
CACACAGGTCTCCTATTAGTAGAAACAAGGTCGTTT (SEQ ID
NO:16)

PA:
Bm-PA-1 CACACACGTCTCCGGGAGCGAAAGCAGGTAC (SEQ
IDNO:17)
Bm-PA-2233R
CACACACGTCTCCTATTAGTAGAAACAAGGTACTT (SEQ ID
NO:18)

Bm-HA-1: CACACACGTCTCCGGGAGCAAAAGCAGGGG (SEQ ID
NO:19)

Bm-N5-800R.
CACACACGTCTCCTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT (SEQ ID
NO:20) -

Bm-NP-1 CACACACGTCTCCGGGAGCAAAAGCAGGGTA (SEQ
ID NO:21)
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Bm-NF-1565R
CACACACGTCTCCTATTAGTAGAAACAAGGGTATTTTT (SEQ ID
NO:22)
MA:
Ba-NA-1: CACACAGGTCTCCGGGAGCAAAAGCAGGAGT (SEQ
ID NO:23)
Ba-NA-1413R:
CACACAGGTCTGGTATTAGTAGAAACAAGGAGTTTTTT (SEQ
ID MNO:24) .
M:
Bm-M-1 CACACACGTCTCCGGGAGCAAAAGCAGGTAG (SEQ
ID NO:235)
Bm-M-1027R
CACACACGTCTCCTATTAGTAGAAACAAGGTAGTTTTT (SEQ ID
NO:26)
N5:
Bm-NS-1 CACACACGTCTCCGGGAGCAAAAGCAGGGTG (SEQ
ID NO:27)
Bm-N5-890R
CACACACGTCTCCTATTAGTAGAAACAAGGGTGTTTT (SEQ ID
N(O:28)
DNA polimerase: DNA polimerase nativo pfu (Stratagene)
[00091] Os produtos PCR foram separados por gel de eletroforese e

extraidos de gel agarose usando um kit de extracao de gel (Qiagen). Os genes
extraidos foram ligados em vetor cego pT7blue (Novagen), usando um kit de
ligagdo Takara var. II (Takara). Apés 5 horas, os genes ligados foram
transformados em JM109 (genes PB2, M, e NS) ou DH5alfa (PA, PB1, e NP).
Seis colOnias para cada gene foram cultivadas em TB durante 8 horas. Os
plasmideos foram extraidos de cultura de bactéria, e quatro clones por gene
foram sequenciados.

[00092] Os genes PA, NP, M, e NS em pT7Blue foram excisados por
enzima Bsm BI (New England Biolabs). O gene PB1 foi excisados por Bsa |
(New England Biolabs). Os genes excisados foram ligados durante a noite
com vetor pPolIR que contém promotor de RNA polimerase I humano e o
terminado de RNA polimerase I de camundongo que tinham sido digeridos
com Bsm BI. O fragmento frontal do gene PB2 em pT7Blue foi excisado por
Bsr GI (New England Biolabs) e Bam HI (Roche), e o fragmento de fundo foi
excisado por Bsr GI (New England Biolabs) e Spe I (Roche). Os fragmentos
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excisados foram misturados e digeridos por Bsa I. Apos 6 horas, os genes
digeridos foram purificados usando um kit de purificacio PCR (Qiagen) e
ligados durante a noite entre os sitios Bsm BI do vetor pPolIR.

[00093] Os genes PB1, PA, NP, M, e NS-pPolIR ligados foram usados
para transformar JM109 (genes M e NS) ou DH5alfa (genes PB1, PA e NP)
durante a noite. As colOnias de bactéria transformadas foram cultivadas em
LB durante a noite. O PB2-pPolIR ligado foi usado para transformar JM109
durante a noite.

[00094] Os plasmideos foram extraidos de culturas bacterianas e
insertos de genes foram confirmados por digestdo da enzima. As colOnias de
bactérias transformadas por PB2-PolIR foram cultivadas em LB durante 8
horas. Os plasmideos foram entdo extraidos e a inser¢cio do gene foi
confirmada pela digestdo da enzima. Todos as construcoes pPoll foram
sequenciadas para assegurar que elas ndo continham mutagdes indesejadas.
[00095] As construgdes pPolIR para PRSHG foram transfectadas em
células de rim embrionico humano 293T com constru¢oes A/WSN/33(WSN)-
HA e NA, A/Hong Kong/483/97(HK)-HAavir e NA, ou A/Kawasaki/O1
(Kawasaki)-HA e NA Poll e quatro constru¢des de expressdo de proteina
para as proteinas de polimerase € NP de A/WNS/33. Os sobrenadantes de
células 293T transfectadas foram diluidos em série (ndo diluidos a 107) e
infectados em cavidades alantdicas de ovos de galinha embrionados com 9
dias de idade. Os fluidos alantéicos dos ovos infectados foram coletados e

seus titulos virais testados por teste HA (tabela 3).
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Tabela 3

Virus possuindo Titulo de HA (HAU/ml) de fluido alantéico de ovos inoculados

genes PRS junto com os sobrenadantes 293T diluidos a:

com os seguintes | nao diluido | 10! | 102 | 102 | 104 | 10° | 10 | 107

genes HA e NA
WSN-HA NA <1 <l ]1200] <1 <1 <1 <1 <1
HK-HAavir NA 100 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
Kawasaki-HA <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1
NA
[00096] Amostras positivas para HA (virus com WSN-HA a 102 e

virus com HK-HAavir NA em nio diluido) foram diluidos em série de 10 a
10® e 100 ul de cada dilui¢io foram infectados em ovos de galinha
embrionados. Os fluidos alantdicos de ovos infectados foram coletados e seus
titulos virais testados por teste HA (Tabela 4). A dose infecciosa de ovos a

50% (EIDsy) de A/Puerto Rico /8/34 (HINI1) preparado a partir dos

plasmideos foi de 10'%%/ ml, e o titulo de HA foi 1:3200.

[00097] Um virus recombinante tendo os genes HA e NA de A/Hong
Kong/213/2003 (H5N1) e o restante dos genes de virus de influenza tipo A de
PR8HG foi preparado. O titulo do virus recombinante foi de 10'*%” EIDso/ml,

e o titulo HA foi 1:1600.
Tabela 4

Virus possuindo genes PR8

titulo HA (HAU/ ml) em cada diluicao

junto com os seguintes genes | 10-2 10-3 | 10-4 | 10-5 | 10-6 | 10-7 | 10-8
HA e NA

WSN-HA NA 160 40 40 320 40 640 <1

HK-HAavir NA 400 800 | 400 | 400 | 400 | 800 <1
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Sequéncias de genes PRS:
PA

AGCGAAAGCA GGTACTGATC CAAAATGGAA GATTTTGTGC
GACAATGCTT

CAATCCGATG ATTGTCGAGC TTGCGGAAAA AACAATGAAA
GAGTATGGGG

AGGACCTGAA AATCGAAACA AACAAATTTG CAGCAATATG
CACTCACTTG '
GAAGTATGCT TCATGTATTC AGATTTTCAC TTCATCAATG
AGCAAGGCGA

GTCAATAATC GTAGAACTTG GTGATCCAAA TGCACTTTTG
AAGCACAGAT

TTGAAATAAT CGAGGGAAGA GATCGCACAA TGGCCTGGAC
AGTAGTAAAC

AGTATTTGCA ACACTACAGG GGCTGAGAAA CCAAAGTTIC
TACCAGATTT

GTATGATTAC AAGGAGAATA GATTCATCGA AATTGGAGTA
ACAAGGAGAG

AAGTTCACAT ATACTATCTG GAAAAGGCCA ATAAAATTAA
ATCTGAGAAA

ACACACATCC ACATTTTCTC GTTCACTGGG GAAGAAATGG
CCACAAAGGC

AGACTACACT CTCGATGAAG MﬁGGﬁGGGC TAGGATCAAA
ACCAGACTAT

TCACCATAAG ACAAGAAATG GCC&GCAG&G GCCTCTGGGA
TICCTTTCGT

CAGTCCGAGA GAGGAGAAGA GACAATTGAA GAAAGGTTTG
AAATCACAGG

AACAATGCGC AAGCTTGCCG ACCAAAGTCT CCCGCCGAAC
TTCTCCAGCC

TTGAAAATTT TAGAGCCTAT GTGGATGGAT TCGAACCGAA
CGGCTACATT

GAGGGCAAGC TGTCTCAAAT GTCCAAAGAA GTAAATGCTA
GAATTGAACC

TTTTTTGAAA ACAACACCAC GACCACTTAG ACTTCCGAAT
GGGCCTCCCT

GTTCTCAGCG GTCCAAATTC CTGC-‘I‘GATGG &TGCCTTAAA
ATTAAGCATT

GAGGACCCAA GTCATGAAGG ﬁGAGGGMT& CCGCTATATG
ATGCAATCAA

ATGCATGAGA ACATTCTTTG GATGGAAGGA ACCCAATGTT
GTTAAACCAC

ACGAAAAGGG AATAAATCCA AATTATCTTC TGTCATGGAA
GCAAGTACTG

GCAGAACTGC AGGACATTGA GAATGAGGAG AAAATTCCAA
AGACTAAAAA
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TATGAAGAAA ACAAGTCAGC TAAAGTGGGC ACTTGGTGAG
AACATGGCAC

CAGAAAAGGT AGACTTTGAC GACTGTAAAG ATGTAGGTGA
TITGAAGCAA

TATGATAGTG ATGAACCAGA ATTGAGGTCG CTTGCAAGTT

GGATTCAGAA

TGAGTTTAAC AAGGCATGCG AACTGACAGA TTCAAGCTGG
ATAGAGCTCG

ATGAGATTGG AGAAGATGTG GCTCCAATTG AACACATTGC

AAGCATGAGA

AGGAATTATT TCACATCAGA GGTGTCTCAC TGCAGAGCCA

CAGAATACAT

AATGAAGGGA GTGTACATCA ATACTGCCTT GCTTAATGCA

TCTTGTGCAG

CAATGGATGA TTTCCAATTA ATTCCAATGA TAAGCAAGTG

TAGAACTAAG

GAGGGAAGGC GAAAGACCAA CTTGTATGGT TTCATCATAA
AAGGAAGATC

CCACTTAAGG AATGACACCG ACGTGGTAAA CTTTGTGAGC

ATGGAGTTIT

CTCTCACTGA CCCAAGACTT GAACCACATA AATGGGAGAA
GTACTGTGTT

CTTGAGATAG GAGATATGCT TATAAGAAGT GCCATAGGCC
AGGTTTCAAG

GCCCATGTTC TTGTATGTGA GAACAAATGG AACCTCAAAA

ATTAAAATGA

AATGGGGAAT GGAGATGAGG CGTTGCCTCC TCCAGTCACT

TCAACAAATT

GAGAGTATGA TTGAAGCTGA GTCCTCTGTC AAAGAGAAAG
ACATGACCAA

AGAGTTCTTT GAGAACAAAT CAGAAACATG GCCCATTGGA
GAGTCCCCCA

AAGGAGTGGA GGAAAGTTCC ATTGGGAAGG TCTGCAGGAC
TTTATTAGCA

AAGTCGGTAT TCAACAGCTT GTATGCATCT CCACAACTAG
AAGGATTTTC

AGCTGAATCA AGAAAACTGC TTCTTATCGT TCAGGCTCTT
AGGGACAACC

TGGAACCTGG GACCTTTGAT CTTGGGGGGC TATATGAAGC
AATTGAGGAG

TGCCTGATTA ATGATCCCTG GGTTTTGCTT AATGCTTCTT
GGTTCAACTC

CTTCCTTACA CATGCATTGA GTTAGTTGTG GCAGTGCTAC
TATTTGCTAT

CCATACTGTC CAAAAAAGTA CCTTGTTTCT ACT

(SEQ ID NO:1)
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PB1

AGCGAAAGCA GGCAAACCAT TTGAATGGAT GTCAATCCGA
CCTTACTTTT CTTAAAAGTG CCAGCACAAA ATGCTATAAG

CACAACTTTC
CCTTATACTG GAGACCCTCC TTACAGCCAT GGGACAGGAA
CAGGATACAC
CATGGATACT GTCAACAGGA CACATCAGTA CTCAGAAAAG
GGAAGATGGA
CAACAAACAC CGAAACTGGA GCACCGCAAC TCAACCCGAT
TGATGGGCCA
CTGCCAGAAG ACAATGAACC AAGTGGTTAT GCCCAAACAG
ATTGTGTATT
GGAGGCGATG GCTTTCCTTG AGGAATCCCA TCCTGGTATT
TTTGAAAACT
CGTGTATTGA AACGATGGAG GTTGTTCAGC AAACACGAGT
AGACAAGCTG
ACACAAGGCC GACAGACCTA TGACTGGACT CTAAATAGAA
ACCAACCTGC
TGCAACAGCA TTGGCCAACA CAATAGAAGT GTTCAGATCA
AATGGCCTCA
CGGCCAATGA GTCTGGAAGG CTCATAGACT TCCTTAAGGA
TGTAATGGAG
TCAATGAACA AAGAAGAAAT GGGGATCACA ACTCATTTTC
AGAGAAAGAG
ACGGGTGAGA GACAATATGA CTAAGAAAAT GATAACACAG
AGAACAATGG '
GTAAAAAGAA GCAGAGATTG AACAAAAGGA GTTATCTAAT
TAGAGCATTG
ACCCTGAACA CAATGACCAA AGATGCTGAG AGAGGGAAGC
TAAAACGGAG
AGCAATTGCA ACCCCAGGGA TGCAAATAAG GGGGTTTGTA
TACTTTGTTG
AGACACTGGC AAGGAGTATA TGTGAGAAAC TTGAACAATC
AGGGTTGCCA
GTTGGAGGCA ATGAGAAGAA AGCAAAGTTG GCAAATGTTG
TAAGGAAGAT
GATGACCAAT TCTCAGGACA CCGAACTTTC TTTCACCATC
ACTGGAGATA
ACACCAAATG GAACGAAAAT CAGAATCCTC GGATGTTTIT
GGCCATGATC
ACATATATGA CCAGAAATCA GCCCGAATGG TTCAGAAATG
TTCTAAGTAT
TGCTCCAATA ATGTTCTCAA ACAAAATGGC GAGACTGGGA
AAAGGGTATA '
TGTTTGAGAG CAAGAGTATG AAACTTAGAA CTCAAATACC
TGCAGAAATG
CTAGCAAGCA TCGATTTGAA ATATTTCAAT GATTCAACAA
GAAAGAAGAT
TGAAAAAATC CGACCGCTCT TAATAGAGGG GACTGCATCA
TTGAGCCCTG
GAATGATGAT GGGCATGTTC AATATGTTAA GCACTGTATT
AGGCGTCTCC

ATCCTGAATC TTGGACAAAA GAGATACACC AAGACTACTT
ACTGGTGGGA
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ATGAAGGGAT TCAAGCCGGA GTCGACAGGT TTTATCGAAC

CTGTAAGCTA
CTTGGAATCA ATATGAGCAA GAAAAAGTCT TACATAAACA
GAACAGGTAC
ATTTGAATTC ACAAGTTTTT TCTATCGTTA TGGGTTTGTT
GCCAATTTCA
GCATGGAGCT TCCCAGTTTT GGGGTGTCTG GGATCAACGA
GTCAGCGGAC
ATGAGTATTG GAGTTACTGT CATCAAAAAC AATATGATAA
ACAATGATCT
TGGTCCAGCA ACAGCTCAAA TGGCCCTTCA GTTGTTCATC
AAAGATTACA
GGTACACGTA CCGATGCCAT ATAGGTGACA CACAAATACA
AACCCGAAGA _
TCATTTGAAA TAAAGAAACT GTGGGAGCAA ACCCGTTCCA
AAGCTGGACT
GCTGGTCTCC GACGGAGGCC CAAATTTATA CAACATTAGA
AATCTCCACA
TTCCTGAAGT CTGCCTAAAA TGGGAATTGA TGGATGAGGA
TTACCAGGGG
CGTTTATGCA ACCCACTGAA CCCATTTGTC AGCCATAAAG
AAATTGAATC
AATGAACAAT GCAGTGATGA TGCCAGCACA TGGTCCAGCC
AAAAACATGG
AGTATGATGC TGTTGCAACA ACACACTCCT GGATCCCCAA
AAGAAATCGA
TCCATCTTGA ATACAAGTCA AAGAGGAGTA CTTGAGGATG
AACAAATGTA
CCAAAGGTGC TGCAATTTAT TTGAAAAATT CTTCCCCAGC
AGTTCATACA
GAAGACCAGT CGGGATATCC AGTATGGTGG AGGCTATGGT
TTCCAGAGCC
CGAATTGATG CACGGATTGA TTTCGAATCT GGAAGGATAA
AGAAAGAAGA
GTTCACTGAG ATCATGAAGA TCTGTTCCAC CATTGAAGAG
CTCAGACGGC
AAAAATAGTG AATTTAGCTT GTCCTTCATG AAAAAATGCC
TTGTTTCTAC
T
(SEQ ID NO:2)
PB2
AGCGAAAGCA GGTCAATTAT ATTCAATATG GAAAGAATAA
AAGAACTACG
AAATCTAATG TCGCAGTCTC GCACCCGCGA GATACTCACA
AAAACCACCG
TGGACCATAT GGCCATAATC AAGAAGTACA CATCAGGAAG
ACAGGAGAAG
AACCCAGCAC TTAGGATGAA ATGGATGATG GCAATGAAAT
ATCCAATTAC
AGCAGACAAG AGGATAACGG AAATGATTCC TGAGAGAAAT
GAGCAAGGAC

AAACTTTATG GAGTAAAATG AATGATGCCG GATCAGACCG
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AGTGATGGTA

TCACCTCTGG CTGTGACATG GTGGAATAGG AATGGACCAA
TAACAAATAC

AGTTCATTAT CCAAAAATCT ACAAAACTTA TTTTGAAAGA
GTCGAAAGGC

TAAAGCATGG AACCTTTGGC CCTGTCCATT TTAGAAACCA
AGTCAAAATA

CGTCGGAGAG TTGACATAAA TCCTGGTCAT GCAGATCTCA
GTGCCAAGGA

GGCACAGGAT GTAATCATGG AAGTTGTTTT CCCTAACGAA
GTGGGAGCCA

GGATACTAAC ATCGGAATCG CAACTAACGA TAACCAAAGA
GAAGAAAGAA

GAACTCCAGG ATTGCAAAAT TTCTCCTTTG ATGGTTGCAT
ACATGTTGGA

GAGAGAACTG GTCCGCAAAA CGAGATTCCT CCCAGTGGCT
GGTGGAACAA

GCAGTGTGTA CATTGAAGTG TTGCATTTGA CTCAAGGAAC
ATGCTGGGAA

CAGATGTATA CTCCAGGAGG GGAAGTGAGG AATGATGATG
TTGATCAAAG

CTTGATTATT GCTGCTAGGA ACATAGTGAG AAGAGCTGCA
GTATCAGCAG

ATCCACTAGC ATCTTTATTG GAGATGTGCC ACAGCACACA
GATTGGTGGA

ATTAGGATGG TAGACATCCT TAGGCAGAAC CCAACAGAAG
AGCAAGCCGT

GGATATATGC AAGGCTGCAA TGGGACTGAG AATTAGCTCA
TCCTTCAGTT

TTGGTGGATT CACATTTAAG AGAACAAGCG GATCATCAGT
CAAGAGAGAG

GAAGAGGTGC TTACGGGCAA TCTTCAAACA TTGAAGATAA
GAGTGCATGA

GGGATATGAA GAGTTCACAA TGGTTGGGAG AAGAGCAACA
GCCATACTCA

GAAAAGCAAC CAGGAGATTG ATTCAGCTGA TAGTGAGTGG
GAGAGACGAA

CAGTCGATTG CCGAAGCAAT AATTGTGGCC ATGGTATTTT
CACAAGAGGA

TTGTATGATA AAAGCAGTCA GAGGTGATCT GAATTTCGTC
AATAGGGOGA

ATCAACGATT GAATCCTATG CATCAACTTT TAAGACATTT
TCAGAAGGAT

GCGAAAGTGC TTTTTCAAAA TTGGGGAGTT GAACCTATCG
ACAATGTGAT

GGGAATGATT GGGATATTGC CCGACATGAC TCCAAGCATC
GAGATGTCAA :

TGAGAGGAGT GAGAATCAGC AAAATGGGTG TAGATGAGTA
CTCCAGCACG

GAGAGGGTAG TGGTGAGCAT TGACCGTTTT TTGAGAATCC
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GGGACCAACG

AGGAAATGTA CTACTGTCTC CCGAGGAGGT CAGTGAAACA
CAGGGAACAG

AGAAACTGAC AATAACTTAC TCATCGTCAA TGATGTGGGA
GATTAATGGT

CCTGAATCAG TGTTGGTCAA TACCTATCAA TGGATCATCA
GAAACTGGGA

AACTGTTAAA ATTCAGTGGT CCCAGAACCC TACAATGCTA
TACAATAAAA

TGGAATTTGA ACCATTTCAG TCTTTAGTAC CTAAGGCCAT
TAGAGGCCAA

TACAGTGGGT TTGTAAGAAC TCTGTTCCAA CAAATGAGGG
ATGTGCTTIGG

GACATTTGAT ACCGCACAGA TAATAAAACT TCTTCCCTTC
GCAGCCGCTC

CACCAAAGCA AAGTAGAATG CAGTTCTCCT CATTTACTGT
GAATGTGAGG

GGATCAGGAA TGAGAATACT TGTAAGGGGC AATTCTCCTG
TATTCAACTA

TAACAAGGCC ACGAAGAGAC TCACAGTTCT CGGAAAGGAT
GCTGGCACTT

TAACTGAAGA CCCAGATGAA GGCACAGCTG GAGTGGAGTC
CGCTGTTCIG

AGGGGATTCC TCATTCTGGG CAAAGAAGAC AAGAGATATG

GGCCAGCACT

AAGCATCAAT GAACTGAGCA ACCTTGCGAA AGGAGAGAAG
GCTAATGTGC

TAATTGGGCA AGGAGACGTG GTGTTGGTAA TGAAACGGAA

ACGGGACTCT

AGCATACTTA CTGACAGCCA GACAGOGACC AAAAGAATTC

GGATGGCCAT

CAATTAGTGT CGAATAGTTT AAAAACGACC TTGTTTCTAC T
(SEQ ID NO:3) '

NE

AGCAAAAGCA GGGTAGATAA TCACTCACTG AGTGACATCA
AAATCATGGC GTCTCAAGGC ACCAAACGAT CTTACGAACA

GATGGAGACT
GATGGAGAAC GCCAGAATGC CACTGAAATC AGAGCATCCG

TCGGAAAAAT
GATTGGTGGA ATTGGACGAT TCTACATCCA AATGTGCACC

GAACTCAAAC
TCAGTGATTA TGAGGGACGG TTGATCCAAA ACAGCTTAAC

AATAGAGAGA
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ATGGTGCTCT CTGCTTTTGA CGAAAGGAGA AATAAATACC
TTGAAGAACA

TCCCAGTGCG GGGAAAGATC CTAAGAAAAC TGGAGGACCT
ATATACAGGA

GAGTAAACGG AAAGTGGATG AGAGAACTCA TCCTTTATGA
CAAAGAAGAA

ATAAGGCGAA TCTGGCGCCA AGCTAATAAT GGTGACGATG
CAACGGCTGG

TCTGACTCAC ATGATGATCT GGCATTCCAA TTTGAATGAT
GCAACTTATC

AGAGGACAAG AGCTCTTGTT CGCACCGGAA TGGATCCCAG
GATGTGCTCT

CTGATGCAAG GTTCAACTCT CCCTAGGAGG TCTGGAGCCG
CAGGTGCTGC

AGTCAAAGGA GTTGGAACAA TGGTGATGGA ATTGGTCAGA
ATGATCAAAC

GTGGGATCAA TGATCGGAAC TTCTGGAGGG GTGAGAATGG
ACGAAAAACA

AGAATTGCTT ATGAAAGAAT GTGCAACATT CTCAAAGGGA
AATTTCAAAC

TGCTGCACAA AAAGCAATGA TGGATCAAGT GAGAGAGAGC
CGGAACCCAG

GGAATGCTGA GTTCGAAGAT CTCACTTTTC TAGCACGGTC
TGCACTCATA

TTGAGAGGGT CGGTTGCTCA CAAGTCCTGC CTGCCTGCCT
GTGTGTATGG

ACCTGCCGTA GCCAGTGGGT ACGACTTTGA AAGGGAGGGA
TACTCTCTAG

TCGGAATAGA CCCTTTCAGA CTGCTTCAAA ACAGCCAAGT
GTACAGCCTA

ATCAGACCAA ATGAGAATCC AGCACACAAG AGTCAACTGG
TGTGGATGGC

ATGCCATTCT GCCGCATTTG AAGATCTAAG AGTATTAAGC
TTCATCAAAG

GGACGAAGGT GCTCCCAAGA GGGAAGCTTT CCACTAGAGG
AGTTCAAATT

GCTTCCAATG AAAATATGGA GACTATGGAA TCAAGTACAC
TTGAACTGAG

AAGCAGGTAC TGGGCCATAA GGACCAGAAG TGGAGGAAAC
ACCAATCAAC

AGAGGGCATC TGCGGGCCAA ATCAGCATAC AACCTACGTT
CTCAGTACAG

AGAAATCTCC CTTTTGACAG AACAACCATT ATGGCAGCAT
TCAATGGGAA

TACAGAGGGG AGAACATCTG ACATGAGGAC CGAAATCATA
AGGATGATGG

AAAGTGCAAG ACCAGAAGAT GTGTCTITCC AGGGGCGGGG
AGTCTTCGAG .
CTCTCGGACG AAAAGGCAGC GAGCCCGATC GTGCCTTCCT
TTGACATGAG

TAATGAAGGA TCTTATTTCT TCGGAGACAA TGCAGAGGAG
TACGACAATT

AAAGAAAAAT ACCCTTGTTT CTACT

(SEQ ID NO:4)
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M

AGCAAAAGCA GGTAGATATT GAAAGATGAG TCTTCTAACC
GAGGTCGAAA '

CGTACGTACT CTCTATCATC CCGTCAGGCC CCCTCAAAGC
CGAGATCGCA

CAGAGACTTG AAGATGTCTT TGCAGGGAAG AACACCGATC
TTGAGGTTCT

CATGGAATGG CTAAAGACAA GACCAATCCT GTCACCTCTG
ACTAAGGGGA

TTTTAGGATT TGTGTTCACG CTCACCGTGC CCAGTGAGCG
AGGACTGCAG

CGTAGACGCT TTGTCCAAAA TGCCCTTAAT GGGAACGGGG
ATCCAAATAA

CATGGACAAA GCAGTTAAAC TGTATAGGAA GCTCAAGAGG
GAGATAACAT

TCCATGGGGC CAAAGAAATC TCACTCAGTT ATTCTGCTGG
TGCACTTGCC

AGTTGTATGG GCCTCATATA CAACAGGATG GGGGCTGTGA
CCACTGAAGT

GGCATTTGGC CTGGTATGTG CAACCTGTGA ACAGATTGCT
GACTCCCAGU

ATCGGTCTCA TAGGCAAATG GTGACAACAA CCAATCCACT
AATCAGACAT

GAGAACAGAA TGGTTTTAGC CAGCACTACA GCTAAGGCTA
TGGAGCAAAT

GGCTGGATCG AGTGAGCAAG CAGCAGAGGC CATGGAGGTT
GCTAGTCAGG

CTAGACAAAT GGTGCAAGCG ATGAGAACCA TTGGGACTCA
TCCTAGCTCC

AGTGCTGGTC TGAAAAATGA TCTTCTTGAA AATTTGCAGG
CCTATCAGAA

ACGAATGGGG GTGCAGATGC AACGGTTCAA GTGATCCTCT
CACTATTGCC

GCAAATATCA TTGGGATCTT GCACTTGACA TTGTGGATTC
TTGATCGTCT

TTTTTTCAAA TGCATTTACC GTCGCTTTAA ATACGGACTG
AAAGGAGGGC

CTTCTACGGA AGGAGTGCCA AAGTCTATGA GGGAAGAATA
TCGAAAGGAA

CAGCAGAGTG CTGTGGATGC TGACGATGGT CATTTTGTCA
GCATAGAGCT

GGAGTAAAAA ACTACCTTGT TTCTACT

(SEQ ID NO:5)
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NS
AGCAAAAGCA GGGTGACAAA AACATAATGG ATCCAAACAC
TGTGTCAAGC
TTTCAGGTAG ATTGCTTTCT TTGGCATGTC CGCAAACGAG
TTGCAGACCA .
AGAACTAGGC GATGCCCCAT TCCTTGATCG GCTTCGCCGA
GATCAGAAAT
CCCTAAGAGG AAGGGGCAGT ACTCTCGGTC TGGACATCAA
GACAGCCACA
CGTGCTGGAA AGCAGATAGT GGAGCGGATT CTGAAAGAAG
AATCCGATGA
GGCACTTAAA ATGACCATGG CCTCTGTACC TGCGTCGCGT
TACCTAACTG
ACATGACTCT TGAGGAAATG TCAAGGGACT GGTCCATGCT
CATACCCAAG
CAGAAAGTGG CAGGCCCTCT TTGTATCAGA ATGGACCAGG
CGATCATGGA
TAAGAACATC ATACTGAAAG CGAACTTCAG TGTGATTTTT
GACCGGCTGG
AGACTCTAAT ATTGCTAAGG GCTTTCACCG AAGAGGGAGC
AATTGTTGGC
GAAATTTCAC CATTGCCTTC TCTTCCAGGA CATACTGCTG
AGGATGTCAA -
AAATGCAGTT GGAGTCCTCA TCGGAGGACT TGAATGGAAT
GATAACACAG
TTCGAGTCTC TGAAACTCTA CAGAGATTCG CTTGGAGAAG
CAGTAATGAG
AATGGGAGAC CTCCACTCAC TCCAAAACAG AAACGAGAAA
TGGCGGGAAC
AATTAGGTCA GAAGTTTGAA GAAATAAGAT GGTTGATTGA
AGAAGTGAGA
CACAAACTGA AGATAACAGA GAATAGTTTT GAGCAAATAA
CATTTATGCA
AGCCTTACAT CTATTGCTTG AAGTGGAGCA AGAGATAAGA
ACTTTCTCGT
TTCAGCTTAT TTAGTACTAA AAAACACCCT TGTTTCTACT
(SEQ ID NO:6)
HA

AGCAAAAGCAGGGGAAAATAAAAACAACCAAAATGAAGGCAAACCT
ACTGGTCCTGTTATGTGCACTTGCAGCTGCAGAT
GCAGACACAATATGTATAGGCTACCATGCGAACAATTCAACCGACAC
TGTTGACACAGTACTCGAGAAGAATGTGACAGT
GACACACTCTGTTAACCTGCTCGAAGACAGCCACAACGGAAAACTAT
GTAGATTAAAAGGAATAGCCCCACTACAATTGG
GGAAATGTAACATCGCOGGATGGCTCTTGGGAAACCCAGAATGCGAC
CCACTGCTTCCAGTGAGATCATGGTCCTACATT
GTAGAAACACCAAACTCTGAGAATGGAATATGTTATCCAGGAGATTT
CATCGACTATGAGGAGCTGAGGGAGCAATTGAG
CTCAGTGTCATCATTCGAAAGATTCGAAATATTTCCCAAAGAAAGCT
CATGGCCCAACCACAACACAAACGGAGTAACGG
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CAGCATGCTCCCATGAGGGGAAAAGCAGTTTTTACAGAAATTTGCTA
TGGCTGACGGAGAAGGAGGGCTCATACCCAAAG
CTGAAAAATTCTTATGTGAACAAAAAAGGGAAAGAAGTCCTTGTACT
GTGGGGTATTCATCACCCGCCTAACAGTAAGGA
ACAACAGAATCTCTATCAGAATGAAAATGCTTATGTCTCTGTAGTGA
CTTCAAATTATAACAGGAGATTTACCCCGGAAA
TAGCAGAAAGACCCAAAGTAAGAGATCAAGCTGGGAGGATGAACTA
TTACTGGACCTTGCTAAAACCCGGAGACACAATA
ATATTTGAGGCAAATGGAAATCTAATAGCACCAATGTATGCTTTCGC
ACTGAGTAGAGGCTTTGGGTCCGGCATCATCAC

CTCAAACGCAT CMTGCATGHGTGTMCAEGAAGTGTCMACACCUC
TGGGAGCTATAAACAGCAGTCTCCCTTACCAGA
ATATACACCCAGTCACAATAGGAGAGTGCCCAAAATACGTCAGGAGT
GCCAAATTGAGGATGGTTACAGGACTAAGGAAC
ATTCCGTCCATTCAATCCAGAGGTCTATTTGGAGCCATTGCCGGTTTT
ATTGAAGGGGGATGGACTGGAATGATAGATGG
ATGGTATGGTTATCATCATCAGAATGAACAGGGATCAGGCTATGCAG
CGGATCAAAAAAGCACACAAAATGCCATTAACG
GGATTACAAACAAGGTGAACACTGTTATCGAGAAAATGAACATTCAA
TTCACAGCTGTGGGTAAAGAATTCAACAAATTA
GAAAAAAGGATGGAAAATTTAAATAAAAAAGTTGATGATGGATTTCT
GGACATTTGGACATATAATGCAGAATTGTTAGT
TCTACTGGAAAATGAAAGGACTCTGGATTTCCATGACTCAAATGTGA
 AGAATCTGTATGAGAAAGTAAAAAGCCAATTAA
AGAATAATGCCAAAGAAATCGGAAATGGATGTTTTGAGTTCTACCAC
AAGTGTGACAATGAATGCATGGAAAGTGTAAGA

AATGGGACTTATGATTATCCCAAATATTCAGAAGAGTCAAAGTTGAA
CAGGGAAAAGGTAGATGGAGTGAAATTGGAATC
AATGGGGATCTATCAGATTCTGGCGATCTACTCAACTGTCGCCAGTTC
ACTGGTGCTTTTGGTCTCCCTGGGGGCAATCA
GTTTCTGGATGTGTTCTAATGGATCTTTGCAGTGCAGAATATGCATCT
GAGATTAGAATTTCAGAGATATGAGGAAAAMNAC

ACCCTTGTTTCTACT (SEQ ID NO:T)

NA

AGCAAAAGCAGGGGTTTAAAATGAATCCAAATCAGAAAATAATAAC
CATTGGATCAATCTGTCTGGTAGTCGGACTAATT
AGCCTAATATTGCAAATAGGGAATATAATCTCAATATGGATTAGCCA
TTCAATTCAAACTGGAAGTCAAAACCATACTGG
AATATGCAACCAAAACATCATTACCTATAAAAATAGCACCTGGGTAA
AGGACACAACTTCAGTGATATTAACCGGCAATT
CATCTCTTTGTCCCATCCGTGGGTGGGCTATATACAGCAAAGACAAT
AGCATAAGAATTGGTTCCAAAGGAGACGTTTTT
GTCATAAGAGAGCCCTTTATTTCATGTTCTCACTTGGAATGCAGGACC
TTTTTTCTGACCCAAGGTGCCTTACTGAATGA
CAAGCATTCAAGTGGGACTGTTAAGGACAGAAGCCCTTATAGGGCCT
TAATGAGCTGCCCTGTCGGTGAAGCTCCGTCCC
CGTACAATTCAAGATTTGAATCGGTTGCTTGGTCAGCAAGTGCATGTC
ATGATGGCATGGGCTGGCTAACAATCGGAATT
TCAGGTCCAGATAATGGAGCAGTGGCTGTATTAAAATACAACGGCAT
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AATAACTGAAACCATAAAAAGTTGGAGGAAGAA
AATATTGAGGACACAAGAGTCTGAATGTGCCTGTGTAAATGGTTCAT
GTTTTACTATAATGACTGATGGCCCGAGTGATG
GGCTGGCCTCGTACAAAATTTTCAAGATCGAAAAGGGGAAGGTTACT
AAATCAATAGAGTTGAATGCACCTAATTCTCAC
TATGAGGAATGTTCCTGTTACCCTGATACCGGCAAAGTGATGTGTGT
GTGCAGAGACAATTGGCATGGTTCGAACCGGCC
ATGGGTGTCTTTCGATCAAAACCTGGATTATCAAATAGGATACATCT
GCAGTGGGGTTTTCGGTGACAACCCGCGTCCCG
AAGATGGAACAGGCAGCTGTGGTCCAGTGTATGTTGATGGAGCAAAC
GGAGTAAAGGGATTTTCATATAGGTATGGTAAT
GGTGTTTGGATAGGAAGGACCAAAAGTCACAGTTCCAGACATGGGTT
TGAGATGATTTGGGATCCTAATGGATGGACAGA
GACTGATAGTAAGTTCTCTGTGAGGCAAGATGTTGTGGCAATGACTG
ATTGGTCAGGGTATAGCGGAAGTTTCGTTICAAC
ATCCTGAGCTGACAGGGCTAGACTGTATGAGGCCGTGCTTCTGGGTT
GAATTAATCAGGGGACGACCTAAAGAAAAAACA '
ATCTGGACTAGTGCGAGCAGCATTTCTTTTTGTGGCGTGAATAGTGAT
ACTGTAGATTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGA
GTTGCCATTCAGCATTGACAAGTAGTCTGTTCAAAAAACTCCTTIGTTT
CTACT (SEQ ID NO:8)

Exemplo 3

[00098] Virus de influenza A/Hong Kong/213/2003 (H5N1, HK213)
replica sistemicamente em galinhas, causando infec¢ao letal. Além disso, este
virus € letal para embrides de galinha. Assim, apesar de suas proteinas de
superficie serem altamente relacionadas para os virus de influenza de aves
patogénicos atualmente em circulagdo, HK213 ndo pode ser usado como uma
cepa de vacina, pois as tentativas para o seu cultivo em ovos de galinha
embrionados resulta na producdo de fluido alantdico de baixa qualidade.
Além disso, o uso deste virus altamente virulento na produgio de vacinas nao
¢ seguro para trabalhadores encarregados da vacina. Para testar a
possibilidade de usar A/PR/8/34 como uma cepa de vacina mestre, o sitio de
clivagem do gene de hemaglutinina (HA) de HK213 (contendo aminoédcidos
basicos multiplos) foi mudado de um fendtipo virulento para avirulento (de
RERRRKKR (SEQ ID NO: 9) a —TETR). Um virus contendo o gene HA
mudado produziu uma infeccdo localizada, ndo letal, em galinhas. Além
disso, o virus mudado foi ndo letal para embrides de galinha. Assim, o
crescimento de virus mudado em ovos embrionados deu fluido alantéico de
alta qualidade, e nesta forma atenuada, o virus é seguro para produtores de

vacinas.
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[00099] Um virus recombinante contendo os genes neuraminidase
(NA) e HA mudado de HK213, e todos os genes restantes de virus A/PR/8/34
(HIN1, HG-PRS) de alto titulo (exemplo 2) que cresce 10 vezes melhor do
que outras cepas A/PR/8/34 PR8 em ovos (10'° EIDsy/ml; titulo HA:1:8.000),
foi gerado em ovos de galinha embrionados. Este virus recombinante, que
expressa proteinas de superficie relacionadas com o virus de influenza aviario
atualmente em circulacdo, cresceu em titulos elevados em ovos de galinha
embrionados (figura 4). Assim, a substitui¢cao de genes HA e NA de HG-PRS8
com os de uma cepa atualmente em circulacdo de virus de influenza resultou
em uma cepa de vacina que pode ser produzida com seguranga, € demonstra o
uso de PR8- HG como uma cepa de vacina mestre.
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[000100] Todas publicagdes, patentes e pedidos de patentes sao
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variados de modo considerdvel sem sair dos principios basicos da invencao.
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REIVINDICACOES

I. Composi¢cdo para a producdo de virus recombinante
reagrupante de titulo elevado compreendendo uma pluralidade de vetores de

virus influenza, caracterizada pelo fato de que compreende:

a) vetores para producdo de VRNA compreendendo um vetor
compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de PA de
virus influenza ligado a uma sequéncia de terminagao de transcri¢ao, um vetor
compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de PB1
de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcri¢ao, um
vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de
PB2 de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo da transcri¢ao,
um vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA
de HA de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo da
transcri¢do, um vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado
a um cDNA de NP de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacao
de transcricdo, um vetor compreendendo um promotor operacionalmente
ligado a um cDNA de NA de virus influenza ligado a uma sequéncia de
terminacdo de transcricdo, um vetor compreendendo um promotor
operacionalmente ligado a um cDNA de M de virus influenza ligado a uma
sequéncia de terminacdo de transcri¢do € um (vetor compreendendo um
promotor operacionalmente ligado a um cDNA de NS de virus influenza
ligado a uma sequéncia de terminagao de transcri¢ao, em que o cDNA de PB1
inclui a SEQ ID NO: 2 e suas sequéncias degeneradas que codificam o
mesmo polipeptideo tendo a SEQ ID NO: 42, em que o cDNA de PB2 inclui a
SEQ ID NO: 3 e suas sequéncias degeneradas que codificam o mesmo
polipeptideo tendo a SEQ ID NO: 43, em que o cDNA de PA inclui a SEQ ID
NO: 1 e suas sequéncias degeneradas que codificam o mesmo polipeptideo
tendo a SEQ ID NO: 41, em que o cDNA de NP inclui a SEQ ID NO: 4 e suas

sequéncias degeneradas que codificam o mesmopolipeptideo tendo a SEQ ID
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NO: 44, em que o cDNA de M inclui a SEQ ID NO: 5 e suas sequéncias
degeneradas que codificam o mesmo polipeptideo tendo as SEQ ID NOs: 45 e
46, em que o cDNA de NS inclui a SEQ ID NO: 6 e suas sequéncias
degeneradas que codificam o mesmo polipeptideo tendo as SEQ ID NOs: 47 e
48, em que o cDNA de NA € derivado de um isolado de influenza diferente de
PRS8, em que o cDNA de HA é um H5 HA e em que os vetores de a)
compreendem um promotor de RNA polimerase I e um terminador de RNA
polimerase I; e

b) vetores para produ¢do de mRNA compreendendo um vetor
compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um segmento de
DNA que codifica PA de virus influenza, um vetor compreendendo um
promotor operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica PB1
de virus influenza, um vetor compreendendo um promotor operacionalmente
ligado a um segmento de DNA codificando PB2 de virus influenza, € um
vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um segmento
de DNA que codifica NP de virus influenza.

2. Composi¢ao de acordo com a reivindica¢do 1, caracterizada

pelo fato de que os vetores de b) incluem ainda um vetor compreendendo um
promotor operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica HA
de virus da influenza, um vetor compreendendo um promotor
operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica NA de virus da
influenza; um vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado a
um segmento de DNA que codifica M1 de virus influenza, um vetor
compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um segmento de
DNA que codifica M2 de virus influenza; ou um vetor compreendendo um
promotor operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica NS2
de virus influenza.

3. Composic¢do de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada

pelo fato de que o promotor de RNA polimerase I € um promotor de RNA
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polimerase I humano.

4. Composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que todos os vetores de a) compreendem um promotor de RNA
polimerase II.

5. Composig¢ao de acordo com a reivindica¢do 1, caracterizada

pelo fato de que cada vetor de a) estd em um plasmideo separado.

6. Composi¢ao de acordo com a reivindica¢do 1, caracterizada

pelo fato de que cada vetor de b) estd em um plasmideo separado.

7. Composi¢ao de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de cada um dos vetores de b) ainda compreende uma sequéncia de
terminacao de transcricao de RNA.
8. Composi¢do de acordo com a reivindicacdo 8 ou 9, ainda

caracterizada pelo fato de compreender um vetor compreendendo um

promotor ligado a sequéncias de virus de influenza 5° compreendendo
sequéncias de nao codificagdo de virus de influenza 5’ ligadas a um cDNA de
interesse ligado a sequéncias de virus de influenza 3’ compreendendo
sequéncias de ndo codificacdo de virus de influenza 3’ ligadas a uma
sequéncia de terminacgdo de transcrigao.

9. Composi¢do de acordo com a reivindicacao 8, caracterizada

pelo fato de que o cDNA de interesse estd na orientacdo senso.
10. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 8,

caracterizada pelo fato de que o cDNA de interesse estd na orientagao anti-

senso.
I1. Composi¢io de acordo com a reivindicagdo 8,

caracterizada pelo fato de que o cDNA de interesse compreende uma matriz

de leitura aberta codificando um polipeptideo ou peptideo imunogénico de um
patdégeno ou um peptideo ou polipeptideo terapéutico.
12. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que o cDNA de interesse compreende um quadro de
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leitura aberto codificando um polipeptideo ou peptideo imunogénico de um
patdgeno.
13. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que o cDNA de H5 HA é um mutante H5 com um

local de clivagem avirulento.
14. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que o cDNA de interesse compreende um quadro de

leitura aberto que codifica um polipeptideo ou peptideo terapéutico.

15. Método para preparar virus de influenza, caracterizado

pelo fato de que compreende: contatar uma cé€lula in vitro com a composi¢ao
como definida na reivindicacdo 1 em uma quantidade eficaz para produzir
virus de influenza infeccioso.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 15, caracterizado

pelo fato de ainda compreender isolar o virus.
17. Método para preparar um veiculo de liberacdo de genes,

caracterizado pelo fato de que compreende: contatar células in vitro com a

composi¢cao como definida em qualquer uma das reivindicacoes 8 a 11 em
uma quantidade eficaz para produzir virus de influenza compreendendo as
sequéncias correspondentes ao cDNA de interesse, e isolar o virus.

18. Método para preparar virus de influenza, caracterizado

pelo fato de que compreende contatar uma célula in vitro com um vetor para
producao de vRNA compreendendo um promotor ligado de modo operativo a
um cDNA de PA de virus influenza, ligado a uma sequéncia de terminacgdo de
transcri¢do, um vetor para producdo de vRNA compreendendo um promotor
ligado de modo operativo a um cDNA de PB1 de virus influenza ligado a uma
sequéncia de terminagdo de transcricio, um vetor compreendendo um
promotor ligado de modo operativo a um cDNA de PB2 de virus influenza
ligado a uma sequéncia de terminagao de transcricdo, um vetor para producao

de VRNA compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um
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cDNA de HA de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminagao de
transcri¢do, um vetor para producdo de vRNA compreendendo um promotor
ligado de modo operativo a um cDNA de NP de virus influenza ligado a uma
sequéncia de terminagdo de transcricdo, um vetor para producdo de VRNA
compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de NA
de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcri¢do, um
vetor para producdao de VRNA compreendendo um promotor ligado de modo
operativo a um cDNA de M de virus influenza ligado a uma sequéncia de
terminacao de transcricdo, um vetor para producdo de vRNA compreendendo
um promotor ligado de modo operativo a um cDNA de NS de virus de
influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcri¢do, um vetor para
producdo de vVRNA compreendendo um promotor ligado de modo operativo
segmento de DNA codificando PA de virus influenza, um vetor para producao
de VRNA compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um
segmento de DNA codificando PB1 de virus influenza, um vetor para
producao de vRNA compreendendo um promotor ligado de modo operativo a
um segmento de DNA codificando PB2 de virus influenza, e um vetor para
producao de vRNA compreendendo um promotor ligado de modo operativo a
um segmento de DNA codificando NP de virus influenza, de modo a produzir
virus infeccioso reagrupante, em que o cDNA de PB1 inclui a SEQ ID NO: 2
e suas sequéncias degeneradas que codificam o mesmo polipeptideo tendo a
SEQ ID NO:42, em que o cDNA de PB2 inclui a SEQ ID NO: 3 e suas
sequéncias degeneradas que codificam o mesmo polipeptideo tendo a SEQ ID
NO: 43, em que o cDNA de PA inclui a SEQ ID NO: 1 e suas sequéncias
degeneradas que codificam o mesmo polipeptideo tendo a SEQ ID NO: 41,
em que o cDNA de NP inclui a SEQ ID NO: 4 e suas sequéncias degeneradas
que codificam o mesmo polipeptideo tendo a SEQ ID NO: 44, em que o
cDNA de M inclui a SEQ ID NO: 5 e suas sequéncias degeneradas que
codificam o mesmo polipeptideo tendo as SEQ ID NOs: 45 e 46, em que o
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cDNA de NS inclui a SEQ ID NO: 6 e suas sequéncias degeneradas que
codificam o mesmo polipeptideo tendo as SEQ ID NOs: 47 e 48, em que o
cDNA de NA € derivado de um isolado de influenza diferente de PR8, em que
o cDNA de HA é um HS HA e em que os vetores para a produ¢ao de vVRNA
compreendem um promotor de RNA polimerase I e um terminador de RNA
polimerase .

19. Método de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado

pelo fato de ainda compreender um vetor compreendendo um promotor ligado
de modo operativo a um segmento de DNA codificando HA de virus
influenza, um vetor compreendendo um promotor ligado de modo operativo a
um segmento de DNA codificando um NA de virus influenza, um vetor
compreendendo um promotor ligado de modo operativo a um segmento de
DNA codificando virus de influenza M1, um vetor compreendendo um
promotor ligado de modo operativo a um segmento de DNA codificando virus
de influenza M2, e um vetor compreendendo um promotor ligado de modo
operativo a um segmento de DNA codificando virus de influenza NS2.

20. Método de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizado

pelo fato de ainda compreender um vetor compreendendo um promotor ligado
a sequéncias de virus de influenza 5° compreendendo sequéncias 5’ nao
codificantes de virus de influenza ligadas a um cDNA de interesse ou um
fragmento do mesmo ligado a sequéncias 3’ de virus de influenza
compreendendo sequéncias 3° nao codificantes de virus de influenza ligadas
a uma sequéncia de terminagao de transcrig¢ao.

21. Método de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado

pelo fato de que o cDNA de interesse compreende uma matriz de leitura
aberta codificando um polipeptideo ou peptideo imunogénico de um patdgeno
ou um polipeptideo ou peptideo terapéutico.

22. Método de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado

pelo fato de que o cDNA de interesse estd na orientagdo senso.
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23. Método de acordo com a reivindicagdo 20, caracterizado

pelo fato de que o cDNA de interesse estd na orientagdao anti-senso.

24. Método de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizado

pelo fato de que compreende ainda isolar o virus.

25. Método de acordo com a reivindicacdo 18, caracterizado

pelo fato de que o cDNA de interesse compreende um quadro de leitura
aberto que codifica um polipeptideo ou peptideo imunogénico de um

patdgeno.

26. Método de acordo com a reivindicagdo 18, caracterizado
pelo fato de que o cDNA de interesse compreende um quadro de leitura
aberto que codifica um polipeptideo ou peptideo terapéutico.

27. Método de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

15, 17 ou 18, caracterizado pelo fato de que o cDNA de H5 HA é um mutante

HS5 com um local de clivagem avirulento.

28. Método de acordo com a reivindicagdo 27, caracterizado

pelo fato de que o titulo do reagrupante é pelo menos 10'° EIDso/mL.

29. Virus, caracterizado pelo fato de ser obtido pelo método de

acordo com qualquer uma das reivindicagdes 15 a 28.
30. Composi¢do para a producdo de virus recombinante
reagrupante de titulo elevado compreendendo uma pluralidade de vetores de

virus influenza, caracterizado pelo fato de que compreende:

a) vetores para producdo de VRNA compreendendo um vetor
compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de PA de
virus influenza ligado a uma sequéncia de terminagao de transcri¢ao, um vetor
compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de PB1
de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcri¢do, um
vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de
PB2 de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo da transcri¢ao,

um vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA
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de HA de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo da
transcri¢do, um vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado
a um cDNA de NP de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacao
de transcricdo, um vetor compreendendo um promotor operacionalmente
ligado a um cDNA de NA de virus influenza ligado a uma sequéncia de
terminacdo de transcricdo, um vetor compreendendo um promotor
operacionalmente ligado a um cDNA de M de virus influenza ligado a uma
sequéncia de terminacdo de transcricdo € um vetor compreendendo um
promotor operacionalmente ligado a um cDNA de NS do virus da influenza
ligado a uma sequéncia de terminagdo de transcri¢ao, em que o cDNA de PB1
inclui a SEQ ID NO: 2 e suas sequéncias degeneradas que codificam o
mesmo polipeptideo tendo a SEQ ID NO: 42, em que o cDNA de PB2 inclui a
SEQ ID NO: 3 e suas sequéncias degeneradas que codificam o mesmo
polipeptideo tendo a SEQ ID NO: 43, em que o cDNA de PA inclui a SEQ ID
NO: 1 e suas sequéncias degeneradas que codificam o mesmo polipeptideo
tendo a SEQ ID NO: 41, em que o cDNA de NP inclui a SEQ ID NO: 4 e suas
sequéncias degenereadas que codificam o mesmo polipeptideo tendo a SEQ
ID NO: 44, em que o cDNA de M inclui a SEQ ID NO: 5 e suas sequéncias
degeneradas que codificam o mesmo polipeptideo tendo as SEQ ID NOs: 45 e
46, em que o cDNA de NS inclui a SEQ ID NO: 6 e suas sequéncias
degeneradas que codificam um polipeptideo tendo as SEQ ID NOs: 47 e 48,
em que o cDNA de NA e o cDNA de HA sdo derivados de um isolado de
influenza diferente de PRS; e

b) vetores para produ¢do de mRNA compreendendo um vetor
compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um segmento de
DNA que codifica o PA de virus influenza, um vetor compreendendo um
promotor operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica a
PB1 de virus influenza, um vetor compreendendo um promotor

operacionalmente ligado a um segmento de DNA codificar a PB2 de virus
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influenza, ou um vetor compreendendo um promotor operacionalmente ligado
a um segmento de DNA que codifica a NP de virus influenza; em que as
sequéncias nos vetores para a producdo de vRNA sdo aquelas para um virus
influenza recombinante.

31. Método para preparar virus de influenza, caracterizado

pelo fato de que compreende contatar uma célula com um vetor para produgao
de vVRNA compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA
de PA de virus influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de
transcri¢do, um vetor para producdo de vRNA compreendendo um promotor
operacionalmente ligado a um cDNA de PB1 de virus influenza ligado a uma
sequéncia de terminacdo de transcricdo, um vetor para producdo de VRNA
compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de PB2
de virus de influenza ligado a uma sequéncia de terminacdo de transcricao,
um vetor para producdo de VRNA compreendendo um promotor
operacionalmente ligado a um cDNA de HA de virus influenza ligado a um
sequéncia de terminagdo da transcricdo, um vetor para producdo de VRNA
compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de NP de
virus influenza ligado a uma sequéncia de terminagao da transcri¢ao, um vetor
para producdo de vRNA compreendendo um promotor operacionalmente
ligado a um cDNA de NA de virus influenza ligado a uma sequéncia de
terminacdo da transcricdo, um vetor para producdo de vRNA compreendendo
uma operagao de promotor ligado a um cDNA de M de virus influenza ligado
a uma sequéncia de terminagcdo da transcricdo, um vetor para producdo de
VRNA compreendendo um promotor operacionalmente ligado a um cDNA de
NS de virus influenza vinculado a uma sequéncia de terminacdo da
transcri¢do, um vetor para producao de mRNA compreendendo um promotor
operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica PA de virus
influenza, um vetor para produ¢cdo de mRNA compreendendo um promotor

operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica PB1 de virus

Peticao 870200156469, de 14/12/2020, pag. 30/33



10/ 11

de influenza, um vetor para producdo de mRNA compreendendo um
promotor operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica PB2
de virus de influenza e um vetor para mRNA producdo compreendendo um
promotor operacionalmente ligado a um segmento de DNA que codifica NP
de virus influenza, de modo a produzir virus recombinante infeccioso, em que
o cDNA de PB1 inclui a SEQ ID NO: 2 e suas sequéncias degeneradas que
codificam o mesmo polipeptideo tendo a SEQ ID NO: 42, em que o cDNA de
PB2 inclui a SEQ ID NO: 3 e suas sequéncias degeneradas que codificam o
mesmo polipeptideo tendo a SEQ ID NO: 43, em que o cDNA de PA inclui a
SEQ ID NO: 1 e suas sequéncias degeneradas que codificam o mesmo
polipeptideo tendo a SEQ ID NO: 41, em que o cDNA de NP inclui a SEQ ID
NO: 4 e suas sequéncias degeneradas que codificam o mesmo polipeptideo
tendo a SEQ ID NO: 44, em que o cDNA de M inclui a SEQ ID NO: 5 e suas
sequéncias degeneradas que codificam o mesmo polipeptideo tendo as SEQ
ID NOs: 45 e 46, em que o cDNA de NS inclui a SEQ ID NO: 6 e suas
sequéncias que codificam o mesmo polipeptideo tendo as SEQ ID NOs: 47 e
48, em que o cDNA de NA e o cDNA de HA sdo derivados de um isolado de

influenza diferente de PRS.

32. Virus, caracterizado pelo fato de que € obtido pelo método
como definido na reivindicagao 31.
33. Composi¢cdo de acordo com a reivindicagdo 30,

caracterizada pelo fato de que o promotor da RNA polimerase I € um

promotor da RNA polimerase I humana.

34. Método para preparar virus de influenza, caracterizado

pelo fato de que compreende: contatar uma cé€lula in vitro com a composi¢ao
como definida na reivindica¢do 30, em uma quantidade eficaz para produzir o
virus influenza infeccioso.

35. Composi¢do de acordo com a reivindicagdo 30,

caracterizada pelo fato de compreender ainda um vetor compreendendo um
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promotor ligado a sequéncias 5' de virus influenza compreendendo sequéncias
nado codificadoras 5' do virus da influenza ligadas a um cDNA de interesse
ligado a sequéncias 3' de virus influenza compreendendo sequéncias 3' ndo
codificadoras do virus influenza vinculadas a uma transcricdo sequéncia de
terminacao.

36. Método para preparar um veiculo de liberacdo de genes,

caracterizado pelo fato de que compreende: contatar células in vitrro com uma

composi¢cao como definida na reivindicagdo 35, em uma quantidade eficaz
para produzir virus influenza compreendendo sequéncias correspondentes ao

cDNA de interesse e isolando o virus.
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