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DESCRICAO

“Mutantes da estirpe HM-175 do virus da hepatite A para utilizacdo como
vacinas da hepatite A”

A presente invencdo foi realizada com apoio governamental ao abrigo de
certos acordos Collaborative Research e Development Agreements concedidos
pelo Department of Health and Human Services. O governo tem certos direitos
Na presente invencao.

Campo da invencao

A presente invencdo refere-se genericamente ao campo de composicdes
de vacina Gteis na profilaxia de hepatite A. Mais especificamente, a invencao
proporciona um novo virus vivo de hepatite A (HAV), e HAV recombinantes e
quiméricos, cujos genomas sio modificados a partir do genoma da sua estirpe
progenitora HM-175 para os proporcionar com a capacidade de se propagarem
em células MRC-5 e reterem a atenuacéo apropriada para utilizagdo como

vacinas vivas em humanos e outros primatas.

Antecedentes da Invencio

Nos Estados Unidos, o virus da hepatite A é a causa de aproximadamente
25% de todos os casos clinicos de hepatite, montando a aproximadamente
150 000 destes casos. As populacdes com alto risco de contrair hepatite A nos
paises industrializados incluem as socialmente desfavorecidas, pessoal médico,
pessoal militar, empregados e adultos em contacto com criangas em centros de
dia, homossexuais masculinos, viciados em drogas, e viajantes a areas
endémicas.

Nos paises em desenvolvimento, virtualmente toda a populacdo &
infectada com o virus da hepatite A numa idade precoce. Muitas destas
infeccbes resultam em infecgdo subclinica e njo aparente, mas, a medida que
0s paises mclhoram as suas condigdes de higiene, a infecgdo com o virus da
hepatite A ocorre em idades progressivamente mais avancadas, resultando
numa maior proporgéo da doenca clinica. Assim, existe um aumento paradoxal
da hepatite A clinica a medida que a taxa de infeccdo global diminui. Para uma
imunizacdo bem sucedida contra a hepatite A nos Estados Unidos e em outros
paises industrializados bem como em paises em desenvolvimento, serj
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necessario vacinar toda a populacao pediatrica. Haverd uma necessidade
crescente de vacinas contra a hepatite A vacinas nestes paises no futuro

proximo.

A pesquisa relativa a vacinas de HAV focou-se em virus inactivados, ou
mortos. Contudo, na terapia de vacinas existem vdérias vantagens numa vacina
viva, em vez de uma vacina inactivada. Com uma vacina viva, pode-se utilizar
uma dosagem menor e menor nimero de doses, porque uma vacina viva replica
nos vacinados para produzir mais antigénio e pode estimular o sistema
imunitario do vacinado para gerar tanto |gA como IgM. As vacinas inactivadas,
tais como a vacina polio Salk, que estimula a produgdo apenas de lgG em
vacinados, ndo protege contra a infeccdo por virus ingeridos, apenas contra a

doenca.

Um dos principais obstaculos ao desenvolvimento de uma vacina viva
atenuada tem sido a dificuldade de adaptar o HAV a uma linha celular que
suporte o rapido crescimento viral e esteja licenciada para a producdo de
vacinas. O virus da hepatite A do tipo selvagem (HAV) cresce fracamente em

cultura celular.

As patentes U.S. 4 532 215 e 4 636 469 descrevem, respectivamente,
uma estirpe de HAV designada HM-175 inicialmente isolada de fezes humanas
de um paciente em Melbourne, Austrélia, e adaptada a passagem in vitro em
culturas de células de rim de macaco verde africano (AGMK) e métodos para a
obtencdo das mesmas por passagens em série. A patente U.S. 4 620 978
descreve uma vacina que emprega o HAV HM-175, triplamente clonado em
cultura de células AGMK e atenuado. A patente U.S. 4 894 228 descreve
HM-175 de passagem 35, que difere do HM-175 do tipo selvagem por
alteracdes nucleotidicas no genoma, é atenuado para chimpanzés, elicia
anticorpos neutralizantes no soro, e é adequado para utilizacdo como uma
vacina de HAV atenuada. Revela a sequéncia nucleotidica completa do HAV,
estirpe HM-175/7. Veja-se também B.C. Ross et &/, J. Gen. Virol.,, 70:2805-
2810 (1989); R.W. Jansen et al, Virol., 163:299-307 (1988); e Tedeschi et al,
J. Med. Virol., (no prelo). As descricdes destas patentes e artigos sdo aqui

incorporadas como referéncia.
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N. Fineschi et al, J. Hepatol., 13(4):5146-S151 (1991) descrevem um
isolado de HAV, LSH/S, que é um candidato a uma vacina inactivada. Foi
adaptado para crescer em células MRC-b dipléides humanas, uma célula
licenciada preferida para o desenvolvimento de vacinas. Este documento
compara apenas um pequena parte da sua sequéncia nucleotidica com a do

HM-175 do tipo selvagem.

Provost et al, J. Med. Virol., 20:165-175 (1986) descrevem as variantes
F e F' da estirpe CR326 do virus da hepatite A. Embora tenha sido reportada
como sendo imunogénica em voluntarios vacinados, a variante F causou
também niveis de ALT no soro anormais numa proporcéo substancial dos

individuos.

Outra publicacdo recente deste grupo de investigadores descreveu um
trabalho adicional com a variante F' [K. Midthun et a/, J. Infect. Dis., 163:735-
739 (1991)]. Observaram que a imunogenicidade do produto de vacina F'
depende da dose, r.e., uma TCiDs, de 107 evocou uma resposta de anticorpos
em 100% dos voluntdrios em 9 semanas apés imunizagdo enquanto doses
inferiores foram imunogénicas numa menor percentagem de voluntarios, e
observou-se anti-HAV 4 a 6 meses ap6s a imunizacéo. Investigadores chineses -
descreveram recentemente estudos de uma potencial vacina viva atenuada
contra a hepatite A preparada a partir da estirpe H2 de HAV [J.S. Mao et al, J.
Infect. Dis., 159:621-624 (1989)]. Doze voluntarios receberam a vacina por via

subcuténea.

Uma vacina viva atenuada contra a hepatite A vacina teria um impacto
significativo na erradicagcdo da doenca. Pode-se prever que uma vacina viva
atenuada que requeira uma purificacdo minima e nao requeira adjuvantes seria
menos onerosa do que as vacinas inactivadas contra a hepatite A

correntemente disponiveis.

Existc uma necessidade na arte de métodos e compousicbes para a

vacinac#o eficaz de humanos e animais contra a hepatite A.

Sumario da Invencao

Num aspecto, a presente invengéo proporciona um virus vivo de hepatite
A adaptado para crescer em células MRC-5. Este virus é preferivelmente
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caracterizado por atenuagdo. O virus atenuado pode ser recombinante ou
quimérico. Mais preferivelmente, o HAV & caracterizado por atenuacao
adequada para g administracdo eficaz da vacina a primatas, preferivelmente
humanos, sem inactivagdo. O HAV pode ser caracterizado por conter pelo
menos quatro de catorze nucledtidos especificos que diferem dos nucleétidos
na mesma posicdo no genoma do HAV HM175, Passagem 35 [SEQ ID NO:1],
em que pelo menos as posicées de nucleétidos 591 e 687 estio alteradas para
guanina, a 646 est4 alterada para adenina e a 669 est4 alterada para timina.

Noutro aspecto, a invengédo proporciona uma vacina Util para proteger
humanos ou outros primatas contra a hepatite A, vacina esta que contém pelo
menos um dos HAV atrds descritos adaptado para crescer em células MRC-5.
Preferivelmente, a vacina é eficaz para induzir uma resposta protectora de
anticorpos sem adjuvantes.

Em ainda outro aspecto, a invencdo proporciona um método para a
proteccdo de humanos contra a infeccdo pelo virus da hepatite A que
compreende a administragédo ao paciente humano de uma quantidade eficaz de
uma composicédo de vacina da presente invencio.

Num aspecto adicional, a invencdo proporciona um método para a
preparacdo de um HAV vivo adaptado para crescer em células MRC-5
incorporando numa &rea seleccionada do genoma de um HAV pelo menos
quatro de catorze nucledtidos especificos, em que pelo menos as posicGes de
nucledtidos 591 e 687 estio alteradas para guanina, a 646 esta alterada para
adenina e a 669 est4 alterada para timina. O genoma de HAV assim modificado
¢ HAV HM-175, Passagem 35.

Noutra concretizacdo, o HAV pode ser construido utilizando outro clone
de ADNc de HAV e inserindo os nucledtidos apropriados no sey genoma. De
acordo com este método, proporciona-se um HAV atenuado, adaptado para
MRC-56 sem necessidade de mais passagens em MRC-5 ou outras linhas

celulares de primata.

Em ainda outro aspecto, a invencdo proporciona  sequéncias
polinucleotidicas codificando os HAV recombinantes ou quiméricos atras
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descritos. Preferivelmente estas sequéncias sdo ADNc Uteis como sementes
principais para a preparacao de vacinas.

Outros aspectos e vantagens da presente invencdo estio descritos na

seguinte descricdo detalhada das suas concretizacdes preferidas.

Breve descricdo dos desenhos

A Fig. 1 é um gréfico que representa a produgio de anticorpos anti-HAV
vs. Tempo (semanas) vs. niveis de ALT e ICD para estudos com chimpanzés
com o Virus 4380 e subsequente desafio com HAV do tipo selvagem, como
descrito no Exemplo 1. Estes resultados foram obtidos de um chimpanzé que foi
infectado com o HAV atenuado no tempo O e desafiado com virus virulento na

semana 28.

A Fig. 2 é um grafico que representa a producdo de anticorpos anti-HAV
vs. tempo (semanas) vs. niveis de ALT e ICD para estudos com chimpanzés
com Virus 4380 e subsequente desafio com HAV do tipo selvagem, como
descrito no Exemplo 1. As condicdes foram as mesmas que para a Fig. 1.

A Fig. 3 é um grafico que representa a produgdo de anticorpos anti-HAV
vs. tempo (semanas) vs. niveis de ALT e ICD para estudos com chimpanzés
com Virus 4380 e subsequente desafio com HAV do tipo selvagem, como

descrito no Exemplo 1. As condi¢des foram as mesmas que para a Fig. 1.

A Fig. 4 é um grafico que representa a producdo de anticorpos anti-HAV
vs. tempo (semanas) vs. niveis de ALT e ICD para estudos com chimpanzés
com Virus 4380 e subsequente desafio com HAV do tipo selvagem, como
descrito no Exemplo 1. Estes resultados foram obtidos a partir do chimpanzé
que ndo foi infectado com o HAV atenuado, e portanto desenvolveu hepatite
apds o desafio com o virus virulento. As condigées foram as mesmas que para

a Fig. 1.

A Fig. 5 é um grafico de barras das diluicdes no ponto final de véarios dos
virus quiméricos, Virus #2, 3, 4, 5, e 6, listados na Tabela VI.
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Descricdo detalhada da invencio

A presente invencdo proporciona virus da hepatite A (HAV) adaptado
para crescer na linha celular humana semelhante a fibroblastos, MRC-5, um
substrato celular adequado para a producé@o comercial e licenciamento de
vacinas contra a hepatite A vivas atenuadas e inactivadas. Em adicdo a estes
HAV adaptados, a invengéo proporciona um método para a adaptacdo de um
HAV seleccionado para crescer nessa linha celular humana e preparacdo de um
HAV atenuado, adaptado para MRC-5, sem passagens em outras células de
primata. O HAV da presente invencdo e o método de preparacao proporcionam
também preferivelmente o HAV com suficiente atenuagao para permitir a sua
eficacia como uma vacina para humanos e animais.

Embora a arte anterior revele outras estirpes de vacina candidatas do
virus da hepatite A que foram adaptadas para crescer em fibroblastos dipldides
humanos, as alteracdes genéticas no genoma do virus necessérias e suficientes
para esta adaptacdo ndo foram caracterizadas. Assim, estas estirpes ndo podem
ser manipuladas jn vitro para assegurar um produto de vacina reprodutivel e
completamente caracterizado.

A presente invencdo baseia-se no HAV do tipo selvagem, estirpe
HM-175, que estd descrito em detalhe na arte atras citada e aqui incorporada
[Cohen et al., J. Virol, 61:50-59 (1987); SEQID NO:1 e 2]. Descrito
resumidamente, o virus HAV HM-175 infeccioso do tipo selvagem foi
previamente adaptado para crescer em células de rim de macaco verde africano
(AGMK) a 37°C. Apés 26 passagens em AGMK, o virus foi clonado trés vezes
em células AGMK por diluicdo em série, depois foi passado mais trés vezes para
proporcionar a passagem 32 (P-32). Verificou-se que P-32 estava atenuado
como descrito em R.A. Karron et al, J. Infec. Dis., 157:338-345 (1988).

O virus P-32 descrito atras foi passado mais trés vezes em AGMK, e
molecularmente clonado. O virus que foi clonado foi denominado P-35 e o clone
de comprimento completo foi referido como PHAV/7. O pHAV/7 & um clone de
ADNc infeccioso do virus que pode ser mantido num estado monoclonal e
amplificado & vontade com risco diminuido de mutacdes espontaneas. O virus
P-35 resultante cresceu bem em células de rim de macaco Rhesus fetal (FRhK)
e minimamente em células de pulmao fibroblastéides humanas (MRC-5).
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A patente U.S. 4 894 228 e Cohen et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,, USA,
84:2497-2501 (1987) proporcionam as sequéncias nucleotidicas do HAV do
tipo selvagem, estirpe HM-175 (veja-se, Fig. 1 da patente; SEQ ID NO:1 e 2) e
as diferencas nucleotidicas entre o clone pHAV/7 de HAV HM-175, Passagem
35, e a sequéncia do tipo selvagem [SEQ ID NO:1]. Assim, estes documentos,
aqui incorporados como referéncia, proporcionam a sequéncia de pHAV/7, P-35
[SEQ ID NO:1 e 2]. Os numeros de nucledtidos aqui utilizados aos quais
correspondem as mutacdes da presente invencdo (Tabelas | e VI adiante) sédo
dos numeros de nucledtidos atribuidos as posicbes da sequéncia do tipo
selvagem da Fig. 1 [SEQ ID NO:1 e 2] da patente U.S. 4 894 228 contendo as
mutacdes para P-35. Note-se que aos nucledtidos delecionados em P-35 séo
atribuidas a posicdo de nucledtido da sequéncia do tipo selvagem
[SEQ ID NO:1). Assim, por exemplo, a posicdo de nucledtido 131 representa
um nucledtido que foi delecionado entre o tipo selvagem e P-35. O ADNc de
P-35, ie., HAV/HM-175/7, estd depositadoc na American Type Culture
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, Maryland com o nimero de acesso
67495, depositado em 7 de Agosto, 1987. Um perito na arte pode
prontamente construir as sequéncias nucleotidica e de aminoacidos de P-35
utilizando a arte anterior citada.

Posteriormente, o virus P-32 adaptado a células AGMK e atenuado foi
adicionalmente manipulado para permitir que este se adaptasse a crescer em
células MRC-5, de modo a ficar disponivel para a produgdo de vacinas em larga
escala. A Passagem 32 foi duplamente clonada em placas fagicas em MRC-5
para formar a Passagem 37. A Passagem 37 foi passada uma vez em MRC-5 de
um clone seleccionado, 25-4-21. A Passagem 38 resultante foi passada trés
vezes em células MRC-b, resultando a Passagem 41, a semente principal,
designada 87J19. Esta reserva de virus semente principal foi também
denominada o virus 4380, e ¢é referida em toda a descricdo por este ultimo

nome.

O virus vivo atenuado HAV 4380, foi depositado em 4 de Abril, 1990 na
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes, Institut Pasteur, 25, rue
du Docteur Roux, 75724, Paris CEDEX 15 com o N°. de acesso |-936. Este
depésito foi realizado nos termos do Tratado de Budapeste sobre o
Reconhecimento Internacional do Depdsito de Microorganismos e ndo foi
publicamente divulgado. O HAV 4380 é uma estirpe adaptada a cultura de
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células e atenuada do virus da hepatite A, estirpe HM-175, adaptada para
crescer numa linha celular de fibroblastos humanos (MRC-5) adequada para o
desenvolvimento de vacinas por incubagdo a uma temperatura reduzida de
32.35°C. O crescimento do virus é determinado por detecgdo de antigénio viral
num ensaio seroldgico. O virus adaptado é purificado por purificacdo de placas

fagicas utilizando um método aceite (ensaio de radioimunofocagem).

Apés um total de nove passagens em células MRC-5 a temperatura
reduzida, o virus resultante foi caracterizado pelas suas caracteristicas
biolégicas em cultura celular e em duas espécies de primatas que s&o
consideradas como sendo sub-rogadas em relagdo ao homem, i.e., saguins e
chimpanzés. Veja-se, e.g., 0 Exemplo 1 adiante. Verificou-se que o virus HAV
4380 é sensivel a temperatura (i.e., apenas cresceu a temperaturas reduzidas)
em células MRC-5 mas foi ainda capaz de crescer a 37°C em células primadrias
de rim de macaco verde africano. O virus estava adicionalmente atenuado em
viruléncia, em comparacdo com o Vvirus progenitor, HM-175, P-32, quando
testado em chimpanzés e macacos saguim, espécies em que 0 virus replicou
fracamente ou nao replicou mesmo. Esta reduzida capacidade de replicacdo em
primatas foi adicionalmente confirmada em voluntarios humanos, como descrito

no Exemplo 2.

Preparou-se uma vacina inactivada candidata contra a hepatite A a partir
do HAV 4380 e demonstrou-se que era segura (i.e., ndo produzia hepatite ou
outros efeitos adversos graves) e imunogénica em humanos. Verificou-se
também que induzia producdo de anticorpos sem adjuvantes. O HAV 4380,
como existe correntemente, cresce bem num substrato celular adequado para a
producdo comercial de vacinas. Também ndo infecta seres humanos gquando
administrada por via oral ou intravenosa em doses até 107 doses infecciosas
para cultura de tecidos, mesmo quando ndo inactivado. O HAV 4380 é
adequado para utilizagdo como uma vacina viva de HAV em humanos. Contudo,
tal como indicado no Exemplo 2, cré-se que a vacina de 4380 ¢ algo
sobre-atenuada, porque n3o & infecciosa, caracteristica que reduz a sua

eficiéncia quando utilizada como uma vacina atenuada.

Para produzir outros candidatos a vacina que sao maximizados para niveis
desejados de atenuacdo e bom crescimento em células MRC-5, os inventores
identificaram alteracdes genéticas que ocorriam no genoma do virus HAV 4380
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adaptado para MRC-5 que alteravam as suas caracteristicas de crescimento e o
tornavam mais adequado para a producdo de vacinas do que o virus HM-175,
Passagem 35, relacionado, adaptado para AGMK. A identificagdo das seguintes
mutagbes nas sequéncias nucleotidicas em 4380, em comparacdo com
HM-175, Passagem 35 [Cohen et al, atrds citado; e patente U.S. 4 894 228,
Fig. 1; SEQID NO:1 e 2], permite a manipulacdo do genoma de HAV por

técnicas de engenharia genética.

Assim, o conhecimento das diferencas gendmicas entre as passagens de
HM-175 adaptado para AGMK e o 4380 mais atenuado, permite a construcéo
de virus quimérico possuindo as caracteristicas de crescimento melhoradas, /.e.,
crescimento rapido e eficiente em cultura de células MRC-5, mas com um nivel
de atenuagdo de viruléncia para espécies de primatas, incluindo o homem, que
permitirda que o virus replique eficientemente sem produzir hepatite ou outros
efeitos inconvenientes. A presente invencdo permite o desenho de um HAV
quimérico que pode alcancar as caracteristicas Optimas para um candidato a
vacina viva atenuada contra a hepatite A. Um tal virus permitird também o
desenho de candidatos preferidos a vacinas inactivadas, se desejado. A
presente invengao identifica as mutacdes que se cré terem ocorrido durante a
adaptacao ao crescimento do HAV, Passagem 32, estirpe HM-175, em células
MRC-5. Uma combinagcdo destas mutacdes é responsavel pela adaptacdo as
células MRC-5 e a sobre-atenuagao no HAV 4380. A sequéncia nucleotidica do
virus HAV 4380 adaptado para células MRC-5 foi comparada com a do virus
HM-175, passagem 35, clone 7, adaptado para AGMK. Determinaram-se as
sequéncias nucleotidicas de consenso directamente de produtos de reaccdo em
cadeia com polimerase.

Os inventores verificaram que existem pelo menos catorze diferencas de
um anico nucledtido entre a passagem 35 do virus HM-175/7 [SEQ ID NO:1] e
o virus 4380 adaptado para MRC-5, mutacdes das quais pelo menos doze
ocorreram aparentemente durante o periodo de adaptacdo da Passagem 32 do
virus da hepatite A (HAV), estirpe HM-175 [SEQ ID NO:1], ao crescimento em
células MRC-5. A Tabela | apresenta estas doze mutagdes por diferencas de
nucledtidos e as resultantes diferencas de aminoacidos (AA) diferencas, se
algumas, adquiridas pelo virus HAV 4380 adaptado para MRC-5. As outras
duas mutacOes parecem ser mutacles inversas para a sequéncia do tipo
selvagem, ou mais provavelmente, representam mutacdes que ocorreram entre
as passagens 32 e 35 em células AGMK, e que portanto representam
diferencas entre o virus P-32 biologicamente caracterizado e o virus P-35



87103
EP 0666 751 /PT

10

molecularmente clonado. Note-se que a sequéncia parcial de LSH/S de HAV de
Fineschi et al, acima citado, se sobrepSe apenas na mutacédo observada na
posicdo 5145.

Na Tabela, A representa adenina, G representa guanina, C representa
citosina, e U representa uridina ou timina; Leu representa leucina, Phe
representa fenilalanina, lle representa isoleucina, Val representa valina e Ser
representa serina.

Tabela |

Alteractes de nucledtidos que ocorrem durante a adaptacdo de HM-175 em
células MRC-5: Comparacdo com a sequéncia de HM-175/7 (P-35)

Alteracao de Regido do

Nucleétido Genoma Alteracdo de AA
591 A para G 5'nc NA

646 G para A 5" nc NA

669 C para U 5' nc NA

687 Upara G 5' nc NA

2864 U para A VP1 Sem alteracdo
3934 A para G 2B Sem alteracéo
4418 A para U 2C Leu para Phe
4643 A para U 2C Sem alteracéo
5145 A para G 3A lle para Val
5745 A para U 3C Thr para Ser
6216 U para C 3D Sem alteracéo
69208 U para C 3D Sem alteragao

Desenham-se novos candidatos a vacina de HAV introduzindo pelo menos
quatro destes nucledtidos num HAV numa posicdo de nucledtido homéloga a
posicdo de nucledtido na sequéncia gendémica do virus HM-175, Passagem 35
[SEQ ID NO:1] adaptado para AGMK, em que pelo menos as posicées de
nucledtido 591 e 687 estdo alteradas para guanina, a 646 esta alterada para
adenina e a 669 esta alterada para timina. Estes nucledtidos identificados na
Tabela | podem ser introduzidos em posicdes de nucledtido analogas e/ou
homélogas as de P-35 nas sequéncias gendmicas de outras estirpes e variantes
de HAV para produzir um HAV recombinante ou quimérico da presente
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invencdo. Com a frase "posicdo de nucledtido andloga ou homdloga"”
pretende-se designar um nucledtido num HAV que ndo o HAV HM-175,
Passagem 35 [SEQ ID NO:1] que esta presente na mesma regido viral, e.g., 2C,
3D e semelhantes, numa posicdo na regido similar & do nucleétido da Tabela |.
Por outras palavras, a posicdo de nucleétido pode diferir no nimero de posicdo
devido a delecbes em outras regibes do virus; mas um perito na arte pode

prontamente determinar a sua semelhanga funcional a posicdo de nucleétido em
HM-175, Passagem 35 [SEQ ID NO:1].

Embora estas posicdes de nucleétidos possam n&o ter os nUimeros de
posicéo de nucledtido idénticos correspondentes ao HM-175 do tipo selvagem
[SEQ ID NO:1], prevé-se que estas posicdes analogas e/ou homdlogas podem
ser prontamente identificadas para permitir que HAV que ndo derivados da
estirpe HM-175 sejam modificados para criar novos HAV de acordo com a
presente invencao.

De modo semelhante, os inventores sdo capazes de manipular o genoma
de um progenitor ou intermediario de HAV 4380 recorrendo a este
conhecimento e podem assim ‘inverter' certas mutacdes em 4380 para criar
novos virus HAV quiméricos. Um ou mais destes nucleétidos, ou vérias suas
combinagdes, podem ser incorporados, por formacdo de quimeras ou
mutagénese dirigida por oligonucleétidos, numa estirpe de HAV, mais
prontamente o clone de ADNc de HAV/HM-175/7, para produzir novos virus
vidveis que adquiriram a capacidade de crescer em células MRC-5. Outros
derivados de HAV HM-175 estdo disponiveis de American Type Culture
Collection com os nimeros de acesso na ATCC, VR 2089, VR 2090, VR 2091,
VR 2092, VR 2093, VR 2097, VR 2098, e VR 2099. Estes e outros HAV
podem ser empregues para obter derivados desejados de HAV da presente
invengdo. Uma vez que ha indicagdes de que o virus 4380 adaptado para MRC-
5 pode ser sobre-atenuado para humanos, é importante ser capaz de remover
ou introduzir mutagdes seleccionadas em HM-175. A construcdo de nove virus
quiméricos exemplificativos contendo uma ou nais destas mutagles esla

descrita em detalhe no Exemplo 3 adiante.

As técnicas mutagénicas e de engenharia genética empregues para
construir os HAV quiméricos ou recombinantes que incorporam uma ou mais
destas mutacbes sdo os convencionais e conhecidos dos peritos na arte
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[veja-se, por exemplo, Sambrook et al., Molecular Clowning. A Laboratory
Manual, 2° edicdo, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, New
York, {1989)). Outras técnicas convencionais, incluindo as reacgdes em cadeia
com polimerase e técnicas de sintese quimica, podem também ser utilizadas
para desenhar HAV de acordo com a presente invencéo. De modo semeihante,
prevé-se que possam ser realizadas mutacdes homdlogas utilizando outras

passagens com HM-175.

Os virus quiméricos e recombinantes da presente invencdo podem ser
desenhados por aplicacéo de técnicas semelhantes e seleccdo de uma ou mais
diferentes combinacdes dos nucleodtidos (mutagdes) que aparecem nas Tabelas |
e VI. Por exemplo, os dados das analises de crescimento dos virus guiméricos
do Exemplo 3 demonstram que as quatro mutacdes especificas de MRC-b na
regido néo codificante a 5' (mutagdes nas posicbes de nucledtido 591, 646,
669, e 687 de HM-175/7) e uma ou ambas as mutacdes especificas de MRC-5
na regido 2C (mutagdes nas posicdes de nucledtido 4418 e 4643 de HM-175/7)
sio desejaveis para o crescimento éptimo do virus em células MRC-5. Podem
também estar envolvidas outras mutacdes. Os HAV quiméricos especificos
exemplificativos da presente invencdo séo caracterizados pelas mutacdes no
genoma de HAV HM-175/7 que aparecem em virus designados #2 a #10 na
Tabela VI do Exemplo 3 adiante.

Os HAV da presente invencéao podem ser caracterizados pela presenca de
pelo menos quatro destes nucledtidos das Tabelas | ou VI em posigdes
genémicas andlogas dos derivados de HAV HM175, caracterizados por pelo
menos as posicoes de nucleétido 591 e 687 estarem alteradas para guanina, a

646 estar alterada para adenina e a 669 estar alterada para timina.

Prevé-se ainda que possam aparecer mutacdes adicionais em algumas
regibes do HAV que tém ainda que ser sequenciadas. As mutacbes que
aparecem na Tabela | podem ser incorporadas em qualquer combinacédo, e/ou
com outras mutacdes ainda a identificar, para construir varios HAV qguiméricos
ou recombinantes com caracteristicas desejadas para utilizacdo como vacinas
vivas de HAV.

Quimeras e virus recombinantes adicionais construidos por mutagénese

dirigida por oligonucledtidos podem ser desenhados e avaliados quanto a
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determinacédo dos efeitos individuais das mutacdes e suas combinacdes sobre o
crescimento viral em células MRC-5 e na adaptagéo ao crescimento em culturas
celulares seleccionadas. O fendtipo de atenuacdo destes virus quiméricos pode
ser avaliado em saguins ou chimpanzés por técnicas tais como as descritas
adiante no Exemplo 1 para HAV 4380.

Q30 também praporcionadas pela presente invencdo as sequéncias
polinucleotidicas que codificam os HAV da presente invencéo. Estas sequéncias
polinucleotidicas sdo preferivelmente sequéncias de ADNc, que podem formar
uma semente principal para a vacina de HAV. Uma sequéncia de ADNc da
presente invencdo compreende uma sequéncia de ADN que codifica um genoma
de um HAV seleccionado caracterizada pela presenca de um ou mais dos
nucledtidos identificados como as doze mutacbes na Tabela | em qualquer
combinacdo desejada que infira as caracteristicas desejadas ao novo HAV.
Estes ADNc podem ser obtidos por técnicas convencionais conhecidas dos
peritos na arte. Veja-se, e.g., Sambrook et al, atrés citado, e a patente U.S.
4 894 228.

Assim, a presente invencdo proporciona uma composicdo de vacina viva
atil na protecgdo contra infeccdo por HAV e um método profilactico que
acarreta a administracdo a um primata, preferivelmente um humano, de uma
quantidade eficaz de uma tal composicdo. Esta composi¢do de vacina pode
conter um ou mais dos HAV da invengédo, incluindo o HAV 4380, bem como os
HAV quiméricos e recombinantes aqui descritos. A composigdo de vacina pode
também conter misturas de dois ou mais dos HAV, se desejado.

Uma composicdo de vacina pode ser formulada para conter um
transportador ou diluente e um ou mais dos HAV da invencdo. Os
transportadores ~ farmaceuticamente aceitaveis adequados facilitam a
administracdo dos virus mas séo fisiologicamente inertes e/ou ndo prejudiciais.
Os transportadores podem ser seleccionados por um perito na arte. Os
transportadores exemplificativos incluem solucdo salina estéril, lactose,
sacarose, fosfato de calcio, gelatina, dextrina, dgar, pectina, 6leo de amendoim,
azeite, 6leo de sésamo e agua. Adicionalmente, o transportador ou diluente
pode incluir um material retardador no tempo, tal como monoestearato de
glicerol ou diestearato de glicerol, sozinhos ou com uma cera. Em adicdo,
podem-se utilizar formulagbes de polimeros de libertacéo lenta.
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Opcionalmente, a composicdo de vacina pode ainda conter conservantes,
estabilizantes quimicos, outras proteinas antigénicas, e ingredientes
farmacéuticos convencionais. Os ingredientes adequados que podem ser
utilizados numa composicdo de vacina em conjunto com o virus incluem, por
exemplo, casaminoacidos, sacarose, gelatina, vermelho de fenol, N-Z amina,
difosfato monopotassico, lactose, hidrolisado de lactalbumina, e leite seco.
Tipicamentc, os estabilizantes, adjuvantes, e conservantes, sio optimizados
para determinar a melhor formulacdo quanto a eficacia no alvo humano ou
animal. Os conservantes adequados incluem clorobutanol, sorbato de potéassio,
acido sérbico, didxido de enxofre, galato de propilo, os parabenos, etilvanilina,

glicerina, fenol, para-clorofenol.

A composicdo de vacina da presente invencdo € mais preferivelmente
produzida sem um adjuvante. Contudo, quando necessario, um ou mais dos
componentes de vacina atrds descritos podem ser misturados ou adsorvidos
com um adjuvante convencional. O adjuvante é utilizado como um irritante ndo
especifico para atrair os leucécitos ou melhorar uma resposta imunitaria. Estes
adjuvantes incluem, entre outros, éleo mineral e agua, hidréxido de aluminio,
Amphigen, Avridine, L121/esqualeno, D-lactido-polilactido/glicésido, pliois
plurénicos, dipéptido de muramilo, Bordetella morta, saponinas, e Quil A.

Alternativamente, ou em adicdo ao HAV da invencdo, espera-se que
outros agentes (teis no tratamento de infeccdo por HAV, e.g., agentes
imunoestimulantes, sejam Uteis na reducdo e na eliminacdo de sintomas da
doencas. O desenvolvimento de composicoes de vacina ou terapéuticas
contendo estes agentes esta dentro das atribuicées de um perito na arte tendo

em conta os ensinamentos da presente invencéo.

De acordo com o método da invencado, um humano ou um animal podem
ser vacinados contra infeccdo por HAV através da administracdo de uma
quantidade eficaz de uma composicéo de vacina atras descrita. Uma quantidade
eficaz é definida como a quantidade de vacina de HAV capaz de induzir
proteccdo no vacinado contra a infeccdo por HAV e/ou contra hepatite. A
vacina pode ser administrada através de qualquer via adequada. Uma tal
composicdo pode ser administrada parentericamente, preferivelmente
intramuscularmente ou subcutaneamente. Contudo, pode também ser formulada
para ser administrada por qualquer via adequada, incluindo oralmente.
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As quantidades eficazes adequadas dos HAV da presente invencao
podem ser determinadas por um perito na arte com base no nivel de resposta
imunitaria desejado. Uma tal composicdo pode ser administrada uma vez, e/ou
pode também ser administrado um reforgo. Contudo, podem ser feitos
ajustamentos a dosagem adequada pelo médico ou veterindrio assistente
dependendo da idade, sexo, peso e salde geral do paciente humano ou animal.

De modo semelhante, doses adequadas da composicdo de vacina da
invencdo podem ser prontamente determinadas por um perito na arte. A
dosagem pode ser ajustada dependendo do paciente humano ou da espécie
animal a tratar, i.e. do seu peso, idade e saude geral.

Os exemplos que se seguem ilustram os métodos preferidos para obter os
HAV da invencdo e a sua utilizacdo como composicbes de vacina. Estes

exemplos ndo se pretendem limitantes do ambito da invencao.

Exemplo 1: Teste de Vacina de HAV 4380 adaptada para MRC-56 em Saquins e

Chimpanzés
A atenuacdo de virus da hepatite A (HAV), estirpe HM-175, por

passagem em série em cultura de células foi previamente demonstrada. Apo6s
32 passagens em células AGMK primarias, o virus foi completamente atenuado
para chimpanzés e quase completamente atenuado para saguins.
Subsequentemente, de acordo com a presente invencéo, o virus foi adaptado
para crescer em células MRC-5 e novamente clonado por purificacdo de placas

fagicas.

O HAV 4380 foi preparado a partir do lote 87JI9 de voluntarios,
passagem de nivel 41 da estirpe HM-175 de HAV que foi derivada dos niveis de
passagem previamente caracterizados do virus que foram também preparados
na forma de bancos de voluntarios. Mostrou-se que dois destes bancos de
passagens anteriores eram atenuados para chimpanzés e saguins. Contudo,
nenhum deles foi administrado a voluntarios porque se reconheceu que células
primarias de rim de macaco verde africano, o substrato para esses bancos de
voluntarios, ndo estariam disponiveis em quantidades suficientes para produzir
uma vacina economicamente viavel. Portanto, o virus foi adaptado para células
MRC-5 e adicionalmente submetido a passagem para preparar o lote 87419 de
voluntérios ou HAV 4380.
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A finalidade desta experiéncia é testar o nivel de atenuacdo deste virus
para saguins e chimpanzés, antes dos ensaios de fase | em voluntarios. O
lote 87J19 foi testado quanto a seguranca e imunogenicidade em quatro
chimpanzés e quatro saguins Saguinus mystax. Dois saguins adicionais serviram
como controlos nao inoculados. Os chimpanzés utilizados neste estudo foram
criados e crescidos em cativeiro; os saguins eram animais selvagens
capturados. Administrou-se um inéculo de 10% TCIDg, de vacina candidata do
lote 87J19, intravenosamente, a cada animal. O inéculo residual foi congelado
e subsequentemente reconfirmou-se o titulo em dois laboratérios diferentes.

De acordo com o protocolo experimental, os saguins identificados pelos
nimeros ID arbitrarios 570, 572, 566 e 575 e os chimpanzés identificados
pelos nimeros ID arbitrarios 1300, 1333, 1309 e 1313 receberam um inéculo
de HAV 4380 do Clone 25-4-21, Lote 87 J 19575, 17/11/87 numa dose e via
de administragdo de diluicio de 10®/1mi/l.V. Os saguins n°s. 541 e 578
receberam um diluente numa dose e via de 1ml/I.V.

A. Infeccdo: Trés de quatro chimpanzés e um de quatro saguins, foram
infectados, como determinado pelo desenvolvimento de anti-HAV detectavel
por um radioimunoensaio comercial (HAVAB, Abbott Laboratories, Chicago, IL).
Os chimpanzés seroconverteram dez a onze semanas apéds a inoculacdo; a Gnica
seroconversao em saguim ocorreu oito semanas apos a inoculacdo. Este saguim
morreu subsequentemente na semana onze do estudo e outro saguim, ndo
infectado, morreu subsequentemente na semana catorze, mas nehuma morte
foi atribuivel ao inéculo.

Os trés chimpanzés que seroconverteram desenvolveram também IgM
anti-HAV. Dois destes, os Chimp 1309 e Chimp 1313, desenvolveram igM
anti-HAV nas semanas dez e onze, respectivamente, quando testados por
HAVAB-M standard (Abbott Laboratories, Chicago, iL) a uma diluicdo final do
soro de 1:4 000. Quando os soros foram testados a uma diluicdo de 1:40, o
Chimp 1313 e o Chimp 1333 seroconverteram nas semanas nove e cinco,
respectivamente. O teste HAVAB-M é um ensaio de Captura que utiliza IgM
anti-humana e néo foi normalizado para utilizacdo com soros de primatas menos
estreitamente relacionados com o homem do que o chimpanzé. Por esta razéo,
os saguins néo foram testados quanto a IgM anti-HAV.

EP 0666 751 /PT Fz ,r.?»wf
o i‘

—



87103
EP 0 666 751 /PT

17

B. Bioquimica: A evidéncia bioquimica de hepatite foi monitorizada
através de determinagdes semanais da alanina-aminotransferase (ALT) e de
desidrogenase isacitrica (ICD) séricas. A primeira constitui 0 meio indirecto mais
fidvel para o diagnostico da hepatite no chimpanzé e a Jdltima é
comparavelmente sensivel para a avaliagdo em saguins. Nenhum dos
chimpanzés ou dos saguins teve uma elevacao das enzimas do figado atribuivel
ao indculo. Todos os valores para os chimpanzés estavam dentro dos limites
normais. O Unico saguim infectado, o nimero 582, teve as enzimas hepaticas
normais até ao momento da sua morte. Os saguins 566, 570, e 578 tinham,
cada um, um ou mais valores de enzimas hepaticas anormais, mas os primeiros
dois destes animais nao foram infectados pelo inéculo, conforme avaliado pela

falha na seroconversao, e o terceiro era um controlo negativo nao inoculado.

Os saguins tém frequentemente valores menos estaveis das enzimas
hepaticas do que os chimpanzés, em parte porque sdo, por natureza, animais
relativamente frageis e porgque sdo capturados na selva e portanto normalmente

estao infectados com varios endo- e ecto-parasitas, incluindo microfilaria.

C. Histologia: Seccoes histolégicas preparadas a partir de bidpsias
semanais do figado em série obtidas dos chimpanzés e dos saguins foram
avaliadas segundo o cédigo para alteragdes histopatoldgicas. Embora alguns
animais tivessem uma linha de base elevada de alteracbes histopatoldgicas,
nenhum dos animais tinha evidéncia de alterac6es histopatolégicas mais graves
do que aquelas que se observaram em bidpsias antes da inoculacdo. De modo
igualmente importante, ndo existiam alteracdes alteracdes histoldgicas que
fossem temporariamente relacionadas com a seroconversdo em animais
infectados. Os dois saguins que morreram foram submetidos a avaliacdo mais
extensiva. Ambos os animais tinham evidéncia de doenca sistémica que estava
provavelmente etiologicamente relacionada com as suas mortes, mas as
alteracdes histologicas no figado foram diagnosticadas como doencga crénica, e

ndo aguda, e portanto nédo relacionada com o inéculo.

Realizou-se uma comparacado de alteracdes histopatoldégicas observadas
em chimpanzés e saguins com estes varios bancos de voluntéarios e virus do

tipo selvagem. Vejam-se as Tabelas Il e Il adiante.
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Tabela Il
HISTOPATOLOGIA: CHIMPANZES

Histopatologia do figado

Gama de
Inéculo* # Inoc. # Infectados # Gravidade* *
T.S. 4 4 4 + -3+
P-21 6 6 1 0-3+
P-32 6 6 0 0
MRC-5 4 3 0 0

* Dose : 10° - 10° IDg, IV
** Escala de 0-3 +

Tabela Il
HISTOPATHOLOGIA: SAGUINS
Histopatologia do figado

Gama de
Inéculo* # Inoc. # Infectados # Gravidade**
T.S. 4 4 4 T+ -2+
P-21 8 8 8 1+ -3+
P-32 5 5 3 0-2+
MRC-5 4 1 0 0

* Dose: 10° - 10° ID, IV
** Escalade 0-3+

O lote 87J19 parece estar mais atenuado do que outros bancos de
voluntérios ou virus do tipo selvagem, com base na infectividade e na gravidade
das alteracées histopatolégicas.

D. Imunofluorescéncia: Avaliaram-se biépsias de figado congeladas de
modo instanténeo, em série, obtidas de animais infectados, quanto a expressio
de antigénio viral, por imunofluorescéncia. Apenas um animal, o Chimp 1313,
foi sem divida, mas fracamente, positivo para o antigénio viral intra-hepatico.
Este animal foi positivo durante apenas uma semana. Estes resuftados foram

1
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comparados com os que foram obtidos no estudo anterior de outros bancos de
voluntérios e virus do tipo selvagem. Tal como observado nas Tabelas IV e V, a
replicagdo intra-hepéatica diminuiu adicionalmente tanto nos chimpanzés como
nos saguins quando comparada com o virus crescido em AGMK e o virus do
tipo selvagem.

Tabela IV
REPLICACAO VIRAL NO FIGADO:
SAGUINS (IMUNOFLUORESCENCIA)

Pico Duracéo
Inéculo* # Inoc. # Infectados Médio Média (sem.)
T.S. 4 4 2,5+ 12,2
P-21 8 8 1+ 3,5
P-32 5 5 <1+ 2,4
MRC-b 4 1 0 0

*Dose: 10% - 10° IDg, 1.V,

Tabela V
REPLICACAO VIRAL NO FIGADO:
CHIMPANZES (IMUNOFLUORESCENCIA)

Pico Duracao
Inéculo* # Inoc. # Infectados Médio Média (sem.)
T.S. 4 4 1+ 1,8
P-21 6 6 <1+ 0,5
P-32 6 6 <1+ 0,6
MRC-5 4 3 <1+ 0,3

*Dose: 10° - 10° 1Dy, I.V.

E. Protecgcdo: Embora o Unico saguim infectado no estudo tivesse
morrido, todos os quatro chimpanzés estavam disponiveis para desafio com
HAV do tipo selvagem progenitor para determinar se os niveis de anti-HAV
presentes nos animais infectados eram protectores. Consequentemente, os trés
animais infectados e um animal nédo infectado foram desafiados com

aproximadamente 10° doses infecciosas para chimpanzé da estirpe HM-175 de
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HAV do tipo selvagem (suspensdo de fezes humanas), administradas

intravenosamente (Fig. 1 a 4).

Todos os trés chimpanzés previamente infectados estavam protegidos
contra a hepatite do tipo A, conforme medido pelos valores persistentemente
normais de enzimas séricas (Fig. 1 a 3). Todos os trés animais protegidos
liveram uma resposta dc anticorpos anamnésticos ao virus de desafio,
sugerindo que havia replicacdo limitada. Em contraste, o chimpanzé nao
infectado previamente desenvolveu elevados valores de enzimas, diagnéstico de
hepatite ap6s o desafio com virus do tipo selvagem (Fig. 4). Assim, o banco de
voluntérios 87J19 produziu uma infeccdo ndo aparente em chimpanzés que
estimulou proteccdo contra o subsequente desafio com virus virulento do tipo

selvagem.

Os resultados destas porcdes da experiéncia demonstram que o banco de
voluntarios 87J19 de HAV 4380, estirpe HM-175 (adaptada para células
MRC-5) estava significativamente mais atenuado para chimpanzés e saguins do
que a sua estirpe progenitora, HAV, estirpe HM-175 (AGMK, Passagem-32). E
evidente destes estudos que o HAV 4380, estirpe HM-175 do banco de
voluntérios 87J19, é altamente atenuado para chimpanzés e saguins que s&o
sub-rogados aceites para o homem no estudo de virus da hepatite A.

Exemplo 2: Estudo clinico de voluntarios.

Neste ensaio clinico, voluntérios receberam titulos crescentes da vacina
viva atenuada de hepatite A, 4380, banco de voluntarios 87J19, que foi
previamente testada em chimpanzés e saguins como descrito no Exemplo 1.
Estes estudos pré-clinicos demonstraram que a vacina era segura, imunogeénica
e eficaz em modelos animais experimentais.

Admitiram-se voluntarios numa enfermaria isolada do United States Army
Medical Research Institute of Infectious Diseases, Fort Detrick, Maryland. Oito
voluntarios receberam a vacina viva atenuada de hepatite A (1 ml) pela via oral
e da seguinte maneira: dois receberam uma dose de 10* TCIDs,, dois uma dose
de 10° TCID,,, dois uma dose de 10° TCIDg,, e dois uma dose de 107 TCIDgo.

Seis voluntarios receberam a vacina pela via intramuscular na area deltéide e da
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seguinte maneira: 2 receberam uma dose de 10° TCID5, 2 uma dose de 10°
TCIDy, e 2 uma dose de 107 TCIDs,.

Cada voluntario permaneceu na enfermaria durante trés dias apds a
imunizacdo. Monitorizaram-se efeitos locais ou sistémicos durante o periodo de
admissdo e durante 12 semanas apds a imunizacdo. Pediu-se aos voluntérios

para voltarem aos 6 e aos 12 meses para seguimento serolégico.

Os soros foram obtidos antes da imunizacdo e uma vez por semana
durante as 12 semanas seguintes. Em voluntarios que completaram o tempo de
seguimento apropriado, obtiveram-se também soros aos 6 e aos 12 meses apés
a administracdo inicial da vacina. Testaram-se os espécimes séricos quanto a
alanina-aminotransferase (ALT) e anticorpos para a hepatite A. A ALT foi
testada com um analisador Kodak EKTA Chem 700XR (Rochester, NY}; os
valores normais eram de O a 50 Ul/mi. Os anticorpos para a hepatite A foram
testados por quatro métodos diferentes, incluindo um radioimunoensaio
comercial (HAVAB, Abbott Laboratories, N. Chicago, IL). Em segundo lugar, um
imunoensaio com ligacdo de enzimas desenvolvido por SmithKline Beecham
(SKB-ELISA), que foi mais sensivel do que o HAVAB standard, em que um nivel
>20 miliunidades internacionais (mUIl) era considerado positivo. Os soros
seleccionados foram testados por RIFIT (radioimunofocagem) quanto a
anticorpos neutralizantes para a hepatite A. Com este teste, um titulo sérico >
1:10 era considerado positivo [S.M. Lemon et a/, J. Infect. Dis., 148:1033-
1039 (1983)]. Finalmente, os soros foram testados quanto a IgM anti-HAV por
um radioimunoensaio comercial (HAVAB-M, Abbott Laboratories, N. Chicago,
IL).

Recolheram-se fezes dos voluntdrios duas a trés vezes por semana
durante as primeiras 12 semanas que foram testadas quanto a presenca de
virus da hepatite A por radioimunoensaio [R.H. Purcélula et al/, J. Imunol.,
116:349-356 (1976)] e técnicas de biologia molecular [J. Ticehurst et al, J.

Clin. Microbiol., 25:1822-1829 (1987}].

Todos os voluntdrios permaneceram sauddaveis durante o periodo de
seguimento (14 semanas a um ano). N&o houveram queixas sistémicas

imediatamente apds a imunizacdo ou durante o seguimento a longo prazo. Os
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niveis de séricos de alanina-aminotransferase permaneceram normais em todos

os 14 individuos durante o periodo de observagao.

N&o foi observado anticorpo para a hepatite A em nenhum dos oito
voluntarios que receberam a vacina por via oral ou nos dois voluntarios que
receberam a dose de 10° TCIDg, pela via intramuscular. Os quatro voluntarios
que receberam maiores doses de vacina (108 TCID,, ou 107 TCIDy,) tinham
todos anticorpo detectavel pelo ELISA da SKB logo 3 semanas apo6s a
imunizacdo. Os niveis detectdveis persistiram durante as 12 semanas de
observacdo. Soros seleccionados testados quanto a anticorpo neutralizante
tinham titulos que variavam de 1:10 a 1:40 num voluntario que tinha recebido
uma dose de 10° e 1:40 a 1:2560 num voluntario que tinha recebido uma dose
de 107 TCID,,. O ensaio HAVAB comercial detectou anti-HAV apenas num dos
voluntérios, que tinha recebido a dose de 107. A IgM anti-HAV ndo foi
detectada em nenhum dos voluntarios que tinham recebido a vacina oralmente.
Os soros de voluntarios que tinham recebido 107 TCIDg, 1.M. tinham IgM
anti-HAV detectavel.

As fezes de todos os voluntarios que receberam a vacina oral foram
negativas para o virus da hepatite A, enquanto que as de voluntarios que

tinham recebido a vacina por via intramuscular estdo a ser testadas.

Embora apenas um pequeno numero de voluntarios tenha recebido a
vacina oralmente, pareceu que a vacina ndo é imunogénica por esta via. Isto
deve-se provavelmente a sobre-atenuagdo do virus, embora devam ser
consideradas outras causas, tais como inactivacéo no tracto gastrointestinal ou
um inéculo demasiado pequeno. A vacina foi segura e imunogénica pela via
intramuscular em doses de 10° e 107 TCIDg,. A resposta de anticorpos foi
pronta: observou-se anti-HAV em 3 semanas ap6s a imunizagdo, persistiu
durante o periodo de observagéo, e ndo diminuiu em titulo. Uma tal resposta a
uma Unica inoculacdo de uma preparagéo a que faltava um adjuvante, é notavel.
Se realmente, o anti-HAV persistir durante muito tempo ap6s uma dose, as
logisticas de administrac@o deste produto seriam muito mais simples e mais
bem sucedidas do que com as vacinas actuais contra a hepatite A. A presenca
de IgM anti-HAV em voluntérios que receberam 107 TCIDg, sem evidéncia de
hepatite é sugestiva de replicacdo assintomatica do virus.
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Exemplo 3: Construcao de Virus Quiméricos

Geraram-se véarios virus quiméricos exemplificativos para avaliar o efeito
de varias das mutacdes da Tabela | num gama de hospedeiros e/ou atenuacéo
em primatas. A sequéncia do virus 4380 adaptado para MRC-6 foi obtida
utilizando reaccdo em cadeia com polimerase: transcriptase inversa {RT:PCR)
para amplificar regides do virus como ADNc antes da sequenciagéo (por isso T
em vez de U na Tabela VI adiante). Os nimeros 2-10 na Tabela VI designam
virus quimérico preparados por insercdo de mutacbes encontradas no virus
4380 adaptado para MRC-5 no clone pHAV/7 de ADNc que codifica o virus
HM-175, Passagem 35, atenuado, de Cohen et al., J. Virol., 61:3035-3039
(1987) [SEQ ID NO:1 e 2]. Mutagdes introduzidas por "quimera” significa que
uma porcdo do genoma do virus 4380 foi amplificada por RT:PCR, digerida com
enzimas de restricdo especificas e que o fragmento foi utilizado para substituir o
fragmento homélogo no clone pHAV/7 de ADNc. As mutagbes introduzidas por
mutagénese foram inseridas por mutagénese dirigida por oligonucledtidos do
clone pHAV/7 de ADNc utilizando o protocolo de mutagénese da Amersham.

Os ADNc quiméricos foram transcritos em ARN in vitro e os acidos
nucleicos (tanto ARN como ADN) foram transfectados em células FRhK-4 para
gerar virus quiméricos. A quantificacdo do crescimento do virus quimérico para
as quimeras exemplificativas foi realizada por ensaio “slot-blot”.

A Tabela VI apresenta os resultados da construgéo e teste dos nove virus
quiméricos. Tal como se utiliza na Tabela VI, definem-se os seguintes termos:
Cultura celular refere-se a virus contendo as mutacdes indicadas seleccionado
por crescimento em células MRC-5. Mutagénese refere-se a mutagénese dirigida
por oligonucleétidos dos clones de ADNc de P-35 ou HM-1 75. Um genoma viral
quimérico refere-se & construgdo de um genoma viral quimérico utilizando
porcdes do clone de ADNc de P-35 e fragmentos gerados por PCR do virus
4380 adaptado para células MRC-5. ND significa que este estudo nao foi ainda
realizado. O simbolo + refere-se a virus que apresenta algum crescimento
nesse tipo de célula. O simbolo - refere-se a virus que apresenta pouco, ou nao
apresenta, crescimento nesse tipo de célula. Os dois tipos de células empregues
para testar o crescimento dos virus quiméricos sao a linha de células
semelhantes a fibroblastos de pulmdo humano, MRC-5, e a linha de células
semelhantes a epiteliais de rim de macaco Rhesus fetal, FRhK-4. Note-se que
Virus #1 na Tabela refere-se a HAV 4380 adaptado para MRC-5. Os virus #2 a
10 sdo virus quiméricos da presente invencé&o.
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Tabela VI
Diferencas na sequéncia de Nucleétidos de virus da hepatite A adaptado para
MRC-5: Comparacéo com Virus P-35 HM-175

Diferencas de Método Crescimento de

nucledtidos de mutacao virus mutado

de P-35 HM-175 introduzida em culturas celulares
FRhK-4 MRC-5

Virus #1

(adaptado para MRC-5) Cultura celular + +

591 Apara G

646 G para A

669 Cpara T

687 T para G

2864 T para A
3196 G para A
3934 A para G
4418 A para T
4643 Apara T
5145 A para G
5745 A para T
6216 T para C
6908 T para C
7032 Cpara T

Virus #2 Quimera + +
591 A para G
646 G para A
669 Cpara T
687 T para G

Virus #3 Quimera + +
124 Cpara T

131 dpara T

132 dpara T

133 dpara T

134 d para G

1562 G para A

203-207 d para T

591 A para G

646 G para A

669 Cpara T

687 T para G

d = Base nesta posigdo delecionada em P-35 em comparagdo com o tipo

selvagem
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TABELA VI {cont)
Diferencas na sequéncia de Nucle6tidos de virus da hepatite A adaptado para
MRC-5: Comparacédo com Virus P-35 HM-175

Diferencas de Método Crescimento de
nucleotidos de mutacao virus mutado
de P-36 HM-175 introduzida em culturas celulares

FRhK-4 MRC-5

Virus #4 Quimera + +
591 A para G

646 G para A

669 Cpara T

687 T para G

4418 A para T

4643 A para T

Virus #5 Quimera + +
124 C para T

131 dpara T

132dpara T

133dpara™T

134 dpara T

152 G para A

203-207 dpara T

591 A para G

646 G para A

669 Cpara T

687 T para G

4418 A para T

4643 Apara T

d = Base nesta posicado delecionada em P-35 em comparacdo com o tipo

selvagem

A introducgdo de quatro mutagdes encontradas na regido nao codificante a
5’, nas posicOes de nucleétido 591, 646, 669, e 687 do genoma de P-35,
parece ser importante para a gama de hospedeiros de HAV em cultura celular.
Estas permitem algum crescimento do virus transfectado em células MRC-5,
mas nao sao inteiramente responsaveis pela adaptacdo em cultura de células
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MRC-5. A introducdo de duas mutagdes, nos nucleétidos 4418 e 4643 na
regido 2C do virus adaptado para MRC-5, com as mutacdes a 5' permite o
completo crescimento em células MRC-5. Assim as quatro mutagdes na regido
ndo codificante a 5’ e as duas mutacbes na regido 2C do genoma do virus
adaptado para células MRC-5 parecem actuar sinergicamente na adaptagéo

deste virus ao eficiente crescimento em células MRC-5.

Exemplo 4: Comparacédo da diluicdo_no ponto final dos virus quiméricos em
células FRhK-4 versus células MRC-5
Virus quiméricos com a composicao descrita na Tabela VI foram diluidos

em série em incrementos de dez vezes, € plaqueou-se uma aliquota igual de
cada diluicdo em células FRhK-4 e MRC-5. Apds 21 dias de incubagéo a 34,5°C
para permitir o crescimento do virus, lisaram-se as células por adicdo de uma
solucdo tampdo contendo dodecilsulfato de sédio. Extraiu-se o ARN viral com
fenol e quantificou-se por hibridacdo “slot blot” utilizando uma ribossonda
marcada com [32p] especifica para o virus da hepatite A. Uma autorradiografia
do “slot blot” obtido de células FRhK-4 e de células MRC-5 ilustra que a diluigéo
no ponto final do virus adaptado para MRC-5 foi o mesmo em ambas as linhas
de células, indicando que este virus pode crescer em qualquer das linhas de
células. Em contraste, o virus P35 HM-175 tinha uma diluicdo no ponto final de
10° em células FRhK-4 e <10" em células MRC-5, demonstrando que este
virus é incapaz de crescer cOm sucesso em células MRC-5. Como ilustra a Fig.
5, o virus #4 foi mais provavelmente o virus adaptado para MRC-5 e os virus
#2, 3 e 5 eram intermediarios. Estes resultados mostram que certas mutagdes
do virus adaptado para MRC-5 podem ser introduzidas no clone pHAV/7 de
ADNc para gerar novos virus que também adquiriram a capacidade de crescer
em células MRC-b.

Numerosas modificacbes e variagbes da presente invengdo estdo
incluidas no fasciculo acima identificado e espera-se que sejam obvias para um
perito na arte. Estas modificacdes e alteracdes as composicoes e processos da
presente invencéo créem-se abrangidos no dmbito das reivindicacdes anexas.
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TTCAAGAGGG GTCTCCGGGA ATTTCCGGAG TCCCTCTTGG AAGTCCATGG 50
TCAGGGGACT TGATACCTCA CCGCCGTTITG CCTAGGCTAT AGGCTAAATT 100
TTCCCTITCC CTTTTCCCTT TCCTATTCCC TTTGTTTTGC TTGTAAATAT 150
TAATTCOTGC AGCTTCAGGS TPCTTAAATC TGTTTCTCTA TAAGAACACT 200
CATTTTTCAC GCTTTCTGTC TPCTTTCTTC CAGGGCTCTC CCCTTECCCT 250
AGCCTCTECC CETTCCGCCC GGCGCEGETCA ACTCCATGAT TACCATGGAG 300
CTGTAGGAGT CTAAATTGGG GACACAGATG -TTTGGAACGT CACCTTGCAG 350
. TG'I:'I'AACTTG GCTTTCATGA ATCTCTITTGA 'i‘CTTCCACAA GGGGTAGGCT 400
ACGGGTGAAA CCTCTTAGGC TAATACTTICT ATGAAGAGAT GCCTTGGATA 450
GGGTAACAGC GGCGGATATT GGTGAGTTGT TAAGACAAAAR ACCATTCRAC 500
GCCGGAGGAC TGACTCTCAT CCAGTGGATG CATTGAGTGG ATTGACTGTC 550
AGGGCTGTCT TTAGGCTTAA TTCCAGACCT CTCTGTGCIT AGGGCAAACA 600
TCATTTGGCC TTAAATGGGA TTCTGTGAGA GGGGATCCCT CCATTGACAG €50
CTGGACTGTT CTTTGGGGCC TTATGTGGTG TTTGCCTCTG AGGTACTCAG 700
GCGCATTTAG GTTTTTCCTC ATTCTTAAAT AATA ATG AAC ATG TCT AGA 749

Met Asn Met Ser Arg
1 -3

CAA GGT ATT TTC CAG ACT GTT GGG AGT GGT CIT GAC CAC ATC 791

—_— Gln Gly Ile Phe Gln Thr Val Gly Ser Gly Leu Asp His Ile
10 15
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CTG
Leu
20

GTT
val

GTG
val

CAG
Gln

AAG
Lys

GAT
Asp
90

e
Leu

CAA

TCT
Ser

GAT
Asp
35

GAT
Asp

GTT
Val

AAG
Lys

TG
TEp

GAT
Asp
105

GGG

€ln Gly

GAA
Glu

GGA
Gly

ATT
Ile

TTG
Leu

TCT ATA

Ser
160

Ile

TGC AAT

Cys

Asn
175

TAQ ACA

Tyr

Thr

TTG GCA GAC

Leu

AGG
Arg

Gln
50

GAA
qu

ACT
Thr

CTT
Leu

GTG
val

TTG
Leu
120

CARA
Gln

ATC
Ile

GCA
Ala

ATT
Ile

AGA
Arg
190

Ala

ACT
Thr

TcrT
Ser

CCT
Pro

CAG
Gln

ACT
Thr

GTG
vVal

TTG
Leu

GTT
Val
135

TGT
Cys

TCA
Ser

AAC
Asn

GGCT

Asp

GCA
Ala

TCA
Ser

TTG
Leu

GGA
Gly
80

ACA
Thr

AAA
Lys

AGA
Arg

CAG
Gln

GCT
Ala
150

TTG
Leu

AAT
Asn

GCT

ATT
Ile
25

GTG
Val

GTT
val

AGA
Arg

GAG
Glu

CAT
His
a5

TTA
Leu

TAC
Tyr

ATA
Ile

ATG
Met
ACT
Thr
165
GTG
Val

TAC

Gly Ala Tyr

GAG
Glu

Acr
Thr
40

CAT
His

ACC
Thr

Lys

GCT

Ala

TTA
Leu
1190

CAT
His

AAC
Asn

GTIT
val

GIT
val

GTT
Val
180

CAC
His

GAA
Gla

GGT
Gly

ACA
Thr
55

TCT
Ser

Phe

Leu

TAC
Tyr

ACA
Thr
125

cCcT
Pro

CcCT
Pro

TAT

AGA
Arg

Phe
195

30

GAG
Glu

GCT
Ala

GCT
Ala

GIT
Val
70

TTC
Phe

Phe

AAT
Asn

TAT
Tyr

ACA
Thr
140

GGT
Gly

ccT
Pro

ATA
Ile

Lys

CAA
Gln

TCcT
Ser

GAG
Glu

GAT

TTG

85
CAT
His

GAG
Glu

GCa
Ala

cCcT
Pro

GAC
Asp
155

CAT
His

AAG
Lys

GAT
Asp

ATG
Met
30

TAT"

GTT
val

Lys

ATT
Ile

Glu
100

CAG
Gln

AGA
Arg

TTC
Phe

CAG
Gln

GGT
Gly
170

GTT
val

CCA
Preo

ATT
Ile

Phe
45

GGA
Gly

cce
Pro

CAT
His

GTT
val

T
Phe
115

TTT
Phe

CAA
Gln

AGC
Ser

TTG
Leu

CCA
Pro
185

CAA
Gln

Gln

ACT
Thr

TCa
Ser

GGT
Gly

TCT
Ser

GCA
Ala

GCT
Ala

GGC
Gly
130

CAG
Gln

TAT
Tyr

TCA
Ser

T
Ser

CAC
His

TCA
Ser
75

GCA
Ala

Lys

cTT
Val

ATT
Ile

GGG
Gly
145

GGT
Gly

TTA AAT

Leu

TTT
Phe

TAC

Tyr
200

Asn

ATT
Ile

CCA
Pro

833

875

917

959

1001

1043

1085

1127

1169

1211

1253

1295

1337
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GTT
val

GGG
Gly
AGA
230
ACA
Thr

AAT
Asn

ATG
Met

TCC
Ser

ACA
Thr
300

TCA
Ser

cca
Pro

TGT
Cys

TGG
Trp

Lys
370

CAA
Gln
245
GTG
val

TCT
Ser

CAG
Gln

Ser

GAC
318
TAT
Tyr

ATA
Ile

AGA

TAT
Tyr

GARA
Glu

GGa
Gly

ACA
Thr

ATG
Met

GTG
val
260

TTT
Phe

GGT
Gly

ATT
Ile

TCA
Ser

Phe
330

ACT
Thr

GGA
Gly

CAT
His

TTG
Leu
205

ACT
Thr

GAT
Asp

ATG
Met

AAT
Asn

GCT
Ala
278

GGT
Gly

CCA
Pro

GTT
val

TTC
Phe

GCT
Ala
345

GAT
Asp

TCA
Ser

ACA
Thr

TCA
Ser
220

Leu

AGA
Arg

Leu

Leu

Gly
250

ACT
Thr

GGT
Gly

Gln

TTG
Leu

Leu

360

GGT
Gly

ATT
Tle

Ger
Ala

GAG
Glu
235

AAT
Asn

TCA
Ser

GAT
Asp

ATC
Ile

TG
Lew
305

Gln

ATG
Met

GCT
Ala

GTC
Val

AGA
Arg
375

AGA
Arg

TAT
Tyr

TG
Leu

Glu
250

AAT
Asn

CAG
Gln

Lys

GCT
Ala

Gln
320

ACA

TCT
Sar

7T
Phe

TTA
Leu

GTT
Val

ACT
Thr

CAT
His

TTT
Phe
TAT
265
GAA
Glu

ATT
Ile

GCT
Ala

ATT
Ile

AAT
Asn
335

ATT
Ile

GAT
Asp

CTG
Leu

31

TGG
Trp
210

TCA
Ser

GGA
Gly

AGG
Arg

Glu

GAT
Asp
280

ACT
Thr

cAG
Gln

Lys

ACG
Thr

TGT
Cys
350

TTT
Pha

TTT
Fhe

TCA
Ser

CTC
Leu
225

TTa
Leu

GTC
vVal

GAT
Asp

el

CAT
His
295

FPhe

GTT
Val

AAT
Asn

CAG
Gln

CAx
Gln
365

TGT
Cys

GAA
Glu

AAT
Asn

ACT
Thr
240

AGT
Ser

TTA
Leu

GTT
val

cCT
Pro

ACT
Thr

255

GCA
Ala

Lys

Phe

CCA
Pro
310

ATT
Ile

CcCT
Pro

ATG
Mat

GTT
Val

Phe
380

AGA

TcT
Ser

ACT
Thr

TT?

.Pha

CCA
Pro
325

GAC
Asp

TTT
Phe

Phe

GTT
Val

AAT
aAsn

TTA
Leu

Leu

ACT
Thr

GCA
Ala
270

GAT
Asp

ACT
Thr

AAT
Asn

GTT
val

CAA
Gln
340

TGT
Cys

cce
Pro

cCcT
Pro

ATT
Ile
215

GCT
Ala

Ser

GAG
Glu

226
Lys

CCG
Pro
288

TGG
Irp

GCT
Ala

GAC
Asp

Lys

Phe
355

ACC
Thx

GGC
Gly

1421

1463

. 1505

1547

1589

1631

1873

1715

1757

1799

1841

1883
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AAT
Asn

ACT
Thr

TCA
ser

TAC
™I

GAG
Glu
440

AGA

AAT
Asn

Leu

TCT
Ser

CCA
Pro
510

GGA
Gly

GCA
Ala

GCA
Ala

GAG
Glu
385

ACT
Thr

ACT
Thr

AGA
Arg

TAC
Y

TTG
Leu
455

GTT

CTA
Leu

GCeT
Ala
400
TT6
Leu

CTG
val

ACT
Thr

ACC

TAT

val Tyr

TAT
Tyr

GGA
Gly

GAT
Acp

Lys
525

[olayy
¥ro

AAG
Lys

470
CAT
His

GGT
Gly

cce
Pro

GCT
Ala

GTG
val
540

Lys

ATA
Ile

cer
Pro

AGA
Arg
415

AAC
Asn

lelaled
Ala

TCT
Sexr

Leu

GCT
Ala
485

Phe

cGln

AAC
Asn

GGA
Gly

GTA
val
555

GAT
Asp

TGT
cys

TIT
Phe

AGG
Arg
430

ATT
Ile

cCT
Pro

TCA
Ser

ATG
Met

TCA
Ser
500

GTT
Val

AGA
Arg

GCT
Ala

ccT
Pro

GTT
val

GCA
Ala

CGT

TAT

GGG
Gly
445

TCT
Ser

GCA
Ala

GAT

TCT
Ser
390

GTIA
val

GTT
val

ACA
Thr

AAG
Lys

AAC
Asn
460

ATT
Ile

GTT

Asp Val

ACA
Thr

GGT
Gly
515

Gly

ATC
Ile

GAG
Glu

ACA
Thr

ATA
Ile

Lys
530

ACA
Thr
ACA
Thr

GGA
Gly

ATG
Met
405

cce
Pro

BAG
Lys

Leu

GIT
Val

AAC
Asn
475

ACT
Thr

GTT
val

ACA

ATG
Met

ACA
Thr
545

Phe

32

ATC
Ile

GAT
hsp
GG
420
TCA

Ser

ATT
Ile

GCT
Ala

TG
Leu

AcCa
Thr
490
TCT
Ser

Acc

GAT
Asp

ATT
Ile

ccT
Pro
560

ACA

ATT
Ile

ATT
Ile

GCA
Ala
435

GTG
val

TCC
Ser

GAR
Glu

Gln

ACA
Thr
505

ATG
Met

GTT
val

GAG
Glu

GAA
Glu

TTA
Leu

ACA

TCT
Ser

CAT
His
TAT
450
CAT

His

TGT
Cys

GTT
Val

GAA
Glu

Lys
520

TCA
Ser

GAT
Asp

Leu

AAG
Lys
395

GGa
Gly

GAC
Asp

CAG
Gln

TGT
Cys

GTC
val
465

Phe

GGA
Gly

CAG
Gln

GAT
Asp

GGA
Gly
535

CChA
Pro

Lys

CAA
Gln

GTG
val
410

ACT
Thr

Lys

TAT

AGA
Arg

GCT
Ala
480

GAT
Asp

AAT
Asn

TTG
Leu

GTA
val

GTT
val
550

ceT
Pro

GCA
Ala

CAG

Gln

ccr
Pro
425

GGT
Gly

AAC
Asn

GTIG
val

CcCT
Pro

GAT
Asp
495

GTT
val

Lys

Gln

TTA
Leu

GGA
Gly
565

1567

2009

2051

2093

2135

2177

2219

2261

2303

2345

.2387

2429
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GAA
Glu

ATG
Met
580

AAT
Asn

TCT
Ser

TTC
Phe

ATT
Ile

TTC
Phe
650

MAG
iys

GCT
Ala

AGA
Arg

cTG
Leu

GTT
val
720

Leu

TCC
Ser

GGA
Gly

AAT
Asn
535

AAT
aAsn

AAC
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TTG GAT CTT GAA GAA ATT GCT GCC AAT TCT AAG GAT TTT CCT 3563

Leu Asp Leu Glu Glu Ile Ala Ala Asn Ser Lys Asp Fhe Pro
930 835 940

AAC ATG TCT GAA ACG GAT TTG TIGT TTC TIG CTG CAT TGG TTA 3605
Asn Met Ser Glu Thr Asp Leu Cys Phe Leu Leu His Trp Leu
945 . 950 955

AAT CCA AAG AAA ATT AAT TTA GCA GAT AGA ATG CIT GGA TTG 3647
asn Pro Lys Lys Ile Asn Leu Ala Asp Arg Met Leu Gly Leu )
960 965 270 “

TCT GGA GTT CAG GAA ATT AAA GAA CAR GGT GTT GGA TTA ATA 3689
Ser Cly Val Gln Glu Ile Lys Glu Gln Gly Val Gly Leu Ile
: 975 980 985

GCA GAG TGT AGA ACT TTC TTA GAT TCT ATT GCT GGA ACT TTA 3731
Ala Glu Cys Arg Thr Phe Leu Asp Ser Ile Ala Gly Thr Leu
280 995

AAA TCT ATG ATG TTT GGA TTT CAT CAT TCT GTG ACT GTT GAA 3773
Lys Ser Met Met Phe Gly Phe His His Ser Val Thr Val Glu
1000 1005 1010

ATT ATA AAC ACT GTG CTC TGT TTT GTT AAG AGT GGA ATT TTG 3815
Ile Ile Asn Thr Val Leu Cys Phe Val Lys Sexr Gly Ile Leu
1015 1020 1025

CTT TAT GTA ATA CAA CAA TTG AAT CAG GAT GAA CAT TCT CAC 3857
feu Tyr Val Ile Gln Gln Leu Asn Gln Asp Glu His Ser His
- 1030 1035 1040

ATA ATT GGT TTG TTG AGA GTC ATG AAT TAT GCA GAT ATT GGT 3899
Tle Ile Gly Leu Leu Arg Val Met Asn Tyr Ala Asp Ile Gly
1045 1050 1055

TGT TCA GTT ATT TCA TGT GGC AAA GTT TTT TCC AAA ATG CTG 3941
Cys Ser Val Ile Ser Cys Gly Lys Val Phe Ser Lys Met Leu
1060 1065

GAA ACA GTC TTT AAT TGG CAA ATG GAC TCC AGA ATG ATG GAG 3983
Glu Thr Val Phe Asn Trp Gln Met Asp Ser Arg Met Met Glu
1070 1075 1080

TTA AGG ACT CAG AGT TTT TCC AAC TGG TTA AGA GAT ATT TGT 4025
Leu Arg Thr Gln Ser Phe Ser Asn Trp Leu Arg Asp Ile Cys
1085 1080 1095

TCT GGG ATC ACC ATT TTT AAA AAC TTC AAG GAT GCA ATT TAT 4067
Ser Gly Ile Thr Ile Phe Lys Asn Phe Lys Asp Ala Ile Tyr
1100 1105 1110
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TGG CTT TAT ACA AAA TTA AAG GAC TTT TAT GAA GTG AAT TAT 4109
Trp Leu Tyr Thr Lys Leu Lys Asp Phe Tyr Glu Val Asn Tyr
1115 1120 1125

GGC ARG AAG AAG GAC ATT TTA AAT ATT CTT AAA GAT AAC CAA 4151
Gly Lys Lys Lys Rsp Ile leu Asn Ile Leu Lys Asp Asn Gln
1130 1135

CAA AAA ATA GAG AAA GCC ATT GAG GAA GCC GAT GAA TTT TGC 4193
Gln Lys Ile Glu Lyg Ala Ile Glu Glu Ala Asp Glu Phe Cys
1140 y 1145 1150

ATT TTG CAA ATC CAA GAT GTG GAA AAA TTT GAA CAG TAT CAG 4235
Tle Teu Gln Ile Gln Asp Val Glu Lys Phe Glu Gln Tyr Gln
1155 1160 1165

AAA GGG GTT GAC TTG ATA CAR AAA TTG AGA ACT GTT CAT TCA 4277
Lys Gly Val Asp Leu Ile Gln Lys Leu Arg Thr Val His Ser :
1170 1175 1180

ATG GCT CAG GTT GAT CCA AAT TTA ATG GIT CAT TTG TCA CCT 4319
Met Ala Gln Val Asp Pro Asn Leu Met Val His Leu Ser Pro
1185 1190 1195

TTGC AGA GAT TGT ATA GCA AGA GTT CAT CAG EKAA CTT ARA RAAC 4361
Leu Arg Asp Cys Ile Ala Arg Val His Gln Lys Leu Lys aAsn
1200 1205

eTT GCGA TCT ATA AAT CA(} GCA ATG GTA ACG AGA TGT GAG CCA 4403
Lelr Gly Ser Ile Asn Glm Ala Met Val Thr Arg Cys Glu Pro
1210 . 1215 1220

GTT CTT TGT TAT TTA TAT GGC AAA AGA GGG GGA GGA AAG AGC 4445
val Val Cys Tyr Leu Tyr Gly Lys Arg Gly Gly Gly Lys Ser
1225 1230 1235

TTA ACA TCA ATT GCA TTG GCA ACC AAA ATT TGT AAA CAT TAT 4487
feu Thr Ser Ile Ala Leu Ala Thr Lys Ile Cys Lys His Tyr
1240 1245 1250

GGT GTT GAG CCT GAA AAG AAT ATC TAT ACT AAA CCT GTG GCT 4529
Gly Val Glu Pro Glu Lys Asn Ile Tyr Thr Lys Pro Val Ala
1255 1260 1265

TCA GAT TAC TGG GAT GGA TAT AGT GGA CAAR TTA GTT TGC ATC . 4571

Ser Asp Tyr Trp Asp Gly Tyr Sexr Gly Gln Leu Va) Cys Ile
1270 1275

ATT GAT GAT ATT GGC CAA AAC ACA ACA GAT GAG GAT TGG TCA 4613
Ile Asp Asp Ile Gly Gln Asn Thr Thr Asp Glu Asp Trp Ser
1280 1285 1290
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GAT TTT TGT CAG
Asp Phe Cys Gln
1295

TTA GTG
Leu Val

37

TCh GGA TGT CCA
Ser Gly Cys Pro
1300

ATG AGA TTA AAC
Met Arg Leu Asn
1305

4655

ATG GCC TCT CTT GAG GAG AAG GGT AGG CAT TTT TCT TCT CCT
Met Ala Ser ILeu Glu Glu Lys Gly Arg His Phe Ser Ser Pro
1310 1315 1320

4697

TTT ATA ATA GCA ACT TCA AAT TGG TCA AAT CCA AGT CCA AAA
Phe Ile Ile Ala Thr Ser Asn Trp Ser Asn Pro Ser Pro Lys
1325 1330 1335

4739

ACA GTT TAT GTT AAG GAA GCA ATT GAC CGC AGA CTC CAT TTC
Thr val Tyr Val Lys Glu Ala Ile Asp Arg Arg Leu His Phe
1340 1345

4781

AAG GTT GAA GTT AAA CCT GCT TCA TTT TTC AAA AAT CCT CAC
Lys val Glu Val Lys Pro Ala Ser Phe Phe Lys Asn Pro His
1350 1355 1360

4823

AAT GAT ATG TTG AAT GTT AAT TTA GCT AAA ACA AAT GAT GCA
Asn Asp Met Leu Asn Val Asn Leu Ala Lys Thr Asn Asp Ala
1365 1376 1375

4865

ATC AAA GAT ATG TCT TGT GTT GAT TTG ATA ATG GAT GGA CAT
Ile Lys Asp Met Ser Cys Val Asp Leu Ile Met asp Gly His
1380 1385 1390

4907

AAT GTT TCA TTG ATG GAT TTG CTC AGT TCT TTA GTC ATG ACA
Asp val Ser Leu Met Asp Leu Leu Sexr Ser Leu Val Met -
- 1395 1400 . J5

4949

GTT GAA ATT AGA AAA CAA AAC ATG ACT GAA TTC ATG GAG TTG
val Glu Ile Arg Lys Gln Asn Met Thr Glu Phe Met Glu Leu
1410 1415

4991

TEG TCT CAG GGA ATT TCA GAT GAT GAT AAT GAT AGT GCA GTA
Trp Ser Gln Gly Ile Ser Asp Asp Asp Asn Asp Ser Ala Val
1420 1425 1430

5033

GOT GAG TIT TTC CAG TCT TIT CCA TCT GGT GAA CCA TCG AAC 5075
Ala Glu Phe Phe Gln Ser Phe Pro Ser Gly Glu Pro Ser Asn

1435 1440 1445

TCT AAA TTA TCT GGC TTT TTC CAA TCT GIT ACT AAT CAC AAG
Ser Lys Leu Ser Gly Phe Phe Gln Ser val Thr Asn His Lys
1450 1455 1460

5117

TGG GTT GCT GTG GGA GCT GCA GTT GGC ATT CTT GGA GTG CTC
Trp val Ala Val Gly Ala Rla val Gly Ile Leu Gly Val Leu
1465 1470 1475

5159
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GTT GGA GGA TGG TTT GTG TAT AAG CAT TTC TCC CGC AAA GAG 5201
val Gly Gly Trp Phe Val Tyr Lys His Phe Ser Arg Lys Glu
1480 1485

GAG GAA CCA ATC CCA GCT GAA GGG GTA TAT CAT GGT GTA ACT 5243
Glu Glu Pro Ile Pro Ala Glu Gly Val Tyr His Gly Val Thr
1490 1495 1500

AAG CCC AAG CAA GTG ATT AAA TTA GAT GCA GAT CCA GTA GAA 5285
Lys Pro Lys Gln Val Ile Lys Leu Asp Ala Asp Pro Val Glu
1505 1510 1515

TCT CAG TCA ACT TTG GAA ATA GCA GGA CTG GTT AGG AAG BAC 5327
Ser Gln Ser Thr Leu Glu Ile Ala Gly Leu Val Arg Lys Asn
1520 1525 1530

TTG GTT CAG TIT GGA GTT GGA GAG AAG AAT GGA TGT GTG AGA 5369
Leu Val Gln Phe Gly Val Gly Glu Lys Asn Gly Cys Val Arg
1535 1540 1545

TGG GTT ATG AAT GCC TTG GGA GTG AAA GAT GAT TGG CTG CTT 5411
Trp Val Met Asn Ala Leu Gly Val Lys Asp Asp Trp Leu Leu
1550 1555

GTG CCT TCC CAT GCT TAT AAA TTT GAG AAR GAT TAT GAA ATG 5453
Val Pro Ser His Ala Tyr Lys Phe Glu Lys Asp Tyr Glu Met
1560 1565 1570 :

ATG GAG TTT TAT TTT AAT AGA GGT GGA ACT TAC TAT TCA ATT 5495
¥et. Glu Phe Tyr Phe Asn Arg Gly Gly Thr Tyr Tyr Ser Ile
~ 1575 1580 1585

TCA GCT GGT AAT GTT GTT ATT CAA TCT TTG GAT GTG GGA TIC 5537
Ser Ala Gly Asn Val Val Ile Gln Ser Leu Asp Val Gly Phe
1590 1595 1600

CAG GAT GTT GTT CIG ATG AAG GIT CCT ACA ATT CCT AAG TTT 5579
Gln Asp Val Val Leu Met Lys Val Pro Thr Ile Pro Lys Phe
1605 1610 1615

AGA GAT ATT ACT CAG CAT TTT ATT AAG AAA GGG GAT GTG CCT 5621
Arg Asp Ile Thr Gln His Phe Ile Lys Lys Gly Asp val Pro
1620 1625

AGA GCT TTG AAT CGC CTG GCA ACA TTA GTG ACA ACT GTA AAT - 5663
Arg Ala Leu Asn Arg Leu Ala Thr Leu val Thr Thr val Asn
1630 1635 1640

GGA ACC CCT ATG TTA ATT TCT GAG GGC CCA CTA AAG ATG GAA 5705
Gly Thr Pro Met Leu Ile Ser Glu Gly Pro Leu Lys Met Glu
1645 1650 1655
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GAG AAA GCT ACT TAT GTT CAT
Glu Lys Ala Thr Tyr Val His
1660

ARG AAA AAT GAT
Lys Lys Asn Asp
1665

GGT
Gly

ACA ACA
Thr Thr
1670

5747

TTA ACT GTG GAT CAG
Leu Thr Val Asp Gln
1675

GCA TGG AGA GGA
Ala Trp Arg Gly
1680

GTT GAT
Val Asp

A2A
Lys

GGC GAA
Gly Glu
1685

5789

ATG TGT GGT

Met Cys Gly
1690

GGG
Gly

GCC TTG GTT
adla Leu Val
1695

TCA
Ser

GGT CTT
Gly Leu

CcCT
Pro

GGA
Gly

TCG
ser

AAT
Asn

$831

ATA
Ile

AAT
Asn

GCA ATC
Ala Ile
1705

CAA TCT
Gln Ser
1700

CAG
Gln

TTG
Leu

GGC ATC
Gly Ile

CAT GTIT
His Val
1710

GCT
Ala

GGA
Gly

5873

ATT
Ile

CTT
Leu

GGA
Gly

AAT TCA
Asn Ser
1715

GTT
val

GCA AAA
Ala Lys
1720

TTG GTT
Leu Val

ACT
Thr

CAA GAA
Gln Glu
1725

ATG
Met

5915

AAG
Lys

TTC
Phe

CAA AAT ATT
Gln Asn Ile
1730

GAT
Asp

AAA ATT GAA AGT
Lys Ile Glu Ser
1735

CAG
Gln

AGA ATT ATG
Arg Ile Met
1740

5857

CAG
Gln

ARA
Lys

GAG TTT ACT
Glu Phe Thr
1745

GTC
val

GTG
val

TGT TCA ATG AAT
Cys Ser Met Asn
1750

GTG
Val

TCC AAA
Ser Lys
1755

5999

ACG
Thro

cTT
Leu

TTT AGA AAG AGT
Phe Arg Lys Ser
1760

©CC ATT TAT
Pro Ile Tyr

CAT CAC
His His
1765

AYT
Ile

GAT
Asp

AAA
Lys

6041

ACC ATG
Thr Met
1770

ATT AAT
Ile Asn

CAA ATT GAT CCA
Glu Ile Asp Pro
1785

CCT ATT GTA GAA
Pro Ile Val Glu
1800

TTT TAT CAA AAT
Phe Tyr Gln Asn
1815

GAT TTT TTA GAT

TTT
Phe

ATG
Met

GAA
Glu

AAA
Lys

cTT

CCT GCA GCT ATG
Pro Ala Ala Met
1775

GCT GTG ATG TTA

¢cce TTT TCT
Pro Phe Ser
1780

TCT AAGC TAT

AAA
Lys

GCT
Ala

TCA TTA

Ala

CCA
Pro

ATA
Ile

GAT

Asp Phe Leu Asp Leu Asp
1830

val Met Leu
1790

Ser

GAG GAT TAT
Glu Asp Tyr
1805

AAA
Lys

GTG GGT AAG ACT
Val Gly Lys Thr
1820

ATG GCC ATT ACA
Met Ala Ile Thr
1835

Lys

GAG
Glu

CAG
Gln

GGG
Gly

Tyr Ser Leu

1795

GCT TCA ATT
Ala Ser Ile
1810

TTA GTT GAT
Leu Val Asp
1825

GCC CCA GGA

Ala Pro Gly

6083

6125

€167

© 6209

6251
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ATT GAT GCT ATC ARC ATG GAT TCA TCT CCT GGA TIT CCT TAT-
Ile Asp Ala Ile Asn Met Asp Ser. Ser Pro Gly Phe Pro Tyr
1840 1845 1850

GTC CAG GAG AAG TTG ACC AAA AGA GAT TTA ATT TGG TTG GAT 6335
val Gln Glu Lys Leu Thr Lys Arg Asp Leu Ile Trp Leu Asp
1855 1860 1865

GAA AAT GGT TTA TTG CTG GGA GTT CAT CCA AGA TTG GCT CAG 6377
Glu Asn Gly Leu Leu Leu Gly Val His Pro Arg Leu Ala Gln
1870 1875 1880

AGA ATC TTA TTC AAT ACT GTC ATG ATG GAA AAT TGT TCT GAT 6415
Arg Ile Leu Phe Asn Thr Val Met Met Glu Ash Cys Ser Asp
1885 1890 1895

TTG GAT GTT GTT TTT ACA ACC TGT CCA AA2 GAT GAA TTG AGA 6461
Leu Asp Val Val Phe Thr Thr Cys Pro Lys Asp Glu Len Arg

. 1900 1905

CCA TTA GAG AAA GTG TTG GAA TCA AAA ACA AGA GCT ATT GAT 6503
Proe Leu Glu Lys Val Leu Glu Ser Lys Thr Arg Ala Ile Asp
1910 1915 1920

GCT TGT CCT CTG GAT TAC TCA ATT TTG TGC CGA ATG TAT TGG 6545
Ala Cys Pro Leu Asp Tyr Ser Ile Leu Cys Arg Met Tyr Trp
1925 1930 1935

GGT CCA GCT ATT AGT TAT TTT CAT TTG AAT CCA GGT TTC CAT 6587
€ly- Pro Ala Ile Ser Tyr Phe His Leu Asn Pro Gly Phe His
- 1940 1945 1950

ACA GGT GTT GCT ATT GGC ATA GAT CCT GAT AGA CAG TGG GAT 6629
Thr Gly Val Ala Ile Gly Ile Asp Pro Asp Arg Gln Trp Asp
1955 1960 1965

— GAA TTA TTT AAA ACA ATG ATA AGA TTC GGA GAT GTT GGT CTT 6671
Glu Leu Phe Lys Thr Met Ile Arg Phe Gly Asp Val Gly Leu

. 1970 1975

GAT TTA GAT TTC TCT GCT TTT GAT GCT AGT CIT AGT CCA TIT 6713
Asp Leu Asp Phe Ser Ala Phe Asp Ala Ser Len Ser Pro Phe
1980 1985 1990

ATG ATT AGA GAA GCA GGT AGA ATC ATG AGT GAA CTA TCT GGA 6755
Met Ile Arg Glu Ala Gly Arg Ile Met Ser Glu Leu Ser Gly
1995 2000 2005

ACT CCA TCC CAT TTT GGC ACA GCT CTT ATC AAT ACT ATC ATT 6787

Thr Pro Ser His Phe Gly Thr Ala Leu Jle Asn Thr Ile Ile
2010 2015 2020
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TAT TCC AAG CAT TTG CTG TAT AAC TGT TGT TAC CAT GTC TGT 6839
Tyr Ser Lys His Leu Leu Tyr Asn Cys Cys TyT His val Cys
2025 2030 2035

GGT TCA ATG CCC TCT GGG TCT CCT TGT ACA GCT TTG CTA AAT 6881
Gly Ser Met Pro Ser Gly Ser Pro Cys Thr Ala Leu Leu Asn
2040 2045

TCA ATT ATT AAT AAT GTC AAT TTG TAT TAT GTG TTT TCC AAG 6923
Ser Ile Ile Asn Asn Val Asn Leu Tyr Tyr Val Phe Ser lLys
2050 2055 2060

ATA TTT GGA AAG TCT CCA GIT TTC TTT TGT CAG GCT TTG AAG 6965
Ile Phe Gly Lys Ser Pro Val Phe Phe Cys Gln Ala Leu Lys
2065 2070 2075

ATT CTC TGT TAT GGA GAT GAT GTT TTA ATA GTT TTC TCT CGA 7007
Ile Leu Cys Tyr Gly Asp Asp Val Leu Ile Val Phe Ser Arg
2080 2085 2090

GAT GTT CAGC ATT GAT AAT CTT GAT TTG ATT GGA CAR AAA AIT 7049
Asp Val Gln Ile Asp Asn Leu Asp Leu Tle Gly Gln Lys Ile
2095 2100 2105.

GTA GAT GAG TTT AAG AAR CTT GGC ATG ACA GCT ACT TCT GCT 7091
val Asp Glu Phe Lys Lys Leu Gly Met Thr Ala Thr Ser Ala
2110 2115

_GAC AAG AAT GTA CCT CAG CTG AAA €CA GIT TCG GAA TT6 ACT 7133
4sp Lys Asn Val Pro Glm Leu Lys Fro Val Ser Glu Leu Thr
2120 : 2125 2130

TPT OTC AAA AGA TCT TTC AAT TTG GTA GAG GAT AGA ATT AGA 7175
Phe Leu Lys Arg Ser Phe Asn Leu Val Glu Asp Arg Ile Arg
2135 2140 2145

CCT CCA ATT TCG GAA AAA ACA ATT TGG TCT TTA ATA GCA TGG 7217
Pro Ala Ile Ser Glu Lys Thr Ile Trp Ser Leu Ile Ala Trp
2150 2155 2160

CAG AGA AGT AAC GCT GAG TTT GAG CAG AAT TTA GAA ART GCT 7259
Gln Arg Ser Asn Ala Glu Phe Glu Gln Asn Leu Glu Asn Ala .
2165 2170 2175

CAG TGG TTT GCT TTT ATG CAT GGC TAT GAG TTT TAT CAG AAA ~ 7301
Gln Trp Pbe Ala Phe Met His Gly Tyr Glu Phe Tyr Gln Lys
2180 2185

TPT TAT TAT TTT GIT CAG TCC TGT TTG GAG AAA GAG ATG ATA 7343
Phe Tyr Tyr Phe Val Gln Ser Cys Leu Glu Lys Glu Met Ile
2180 21985 2200
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GAA TAC AGA CTT AAA TCT TAT GAT TGG TGG AGA ATG AGA TTT
Glu Tyr Arg Leu Lys Ser Tyr Asp Trp Trp Arg Met Arg Phe
2205 2210 2215
TAT GAC CAG TGT TTC ATT TGT GAC CIT TCA TGATTTGITIT
Tyr Asp Gln Cys Phe Ile Cys Asp Leu Ser
2220 2225
AAACAAATTT TCTTAAAATT TCTGAGGTTT GTTTATTTCT TTTATCAGTA
AATAAAAAAA AAAAAAAA
(2) INFORMACAO PARA SEQ ID NO:2:

(i) CARACTERISTICAS DA SEQUENCIA:
(A) COMPRIMENTO: 2227 aminoicidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA: SEQ ID NO:2:
Met Asn Met Ser Arg Gln Gly Ile Phe Gln Thr Val Gly Ser
1 5 10

Asp His Ile Leu Ser Leu Ala Asp Ide Glu Glu Glu Gln Met
20 25 30

Ser Val Asp Arg Thr Ala Val Thr Gly Ala Ser Tyr Phe Thr
35 40 45

Asp Gln Ser Ser Val His Thr Ala Glu Val Gly Ser His Gln
50 55 60 -

Pro Leu Arg Thr Ser Val Asp Lys Pro Gly Ser Lys Lys Thr
65 70 75

Glu Lys Phe Phe Leu Ile His Ser Ala Asp Trp Leu Thr Thr
85 90

Leu Phe His Glu val Ala Lys Leu Asp Val Val Lys Leu Leu
100 105 110

Glu G1ln Phe Ala Val Gln Gly Leu Leu Arg Tyr His Thr Tyr
115 120 125

Phe Gly Ile Glu Ile Gln Val Gln Ile Asn Pro Thr Pro Phe
i3o0 135 140

7425

7475

7493

Gly Leu
15

Ile Gln

Ser Val
val Glu
Gln Gly

80

His Ala
95

Tyr Asn
Ala Arg

Gln Gln
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Gly Gly
145

Ile Ala

Asn Asn

Tyr His

val Trp
210

Leu Asn
225

Pro Leu
Glu Asn
Ser Phe

Gly Gly
290

Leu Ala
305

Ile Lys

Asn Pro

Phe Cys

370

Glu Leu
385

Pro Cys

Leu

ser

val

Phe

195

Ser

Val

Ser

val

Ala

275

Ile

Ala

val

Asp

Phe

55

Ile

Ala

Ile Cys
leu Thr

165

val Arg
180

Lys Asp
Glu Leu
Leu Ala
Thr Gln

245

Val Asn
260

Leu Asp
Lys Ile
Gln Phe
Ile Pro

325

Gln Lys
340

Trp Arg
Hie Ser

Asp Val

Val Met
4085

Ala

150

val

Ile

Pro

Asn

230

Meat

Leu

Gln

Pro
310

Val
Cys
Gly
Gly
Ser

390

Asp

Met
Tyr
Lys
Gln
Ile
215
Phe
Met
Ser
Glu
His
285
FPhe
Asp
Ile
Asp
Arg
375

Gly

Ile

43

val Pro Gly Asp Gln

Pro

val

Tyr
200
Gly
Thr

Arg

His
Pro
185

Pro

Asp

Asn Tyr

Asp
280
Phe

Asn

Pro

Leu
360
Leu

Ile

Thr

Ala

TYC

Gly
170
Phe
val
Gly
Leu
Glu
250
Glu
Lys
Thr

Ser

Phe

330

Ala
345
Val
Leu

Thr

Gly

Leu

Phe

Phe

Len

Val
410

155

Leu

Ile

Thr
Glu
235
Phe
Asp
Ser
Trp
Asp
315
Phe

Ala

Asp

Lys
395

Gln

Leu

Tyx
Glu
Ser
220
Leu
Arg
Ala
Asp
Thr
300
Ser
Gln
Ser
Phe
Phe
380

Gln

Ser

Ser
Asn
Thr
Leu
205
Ala
His
val
Arg
Pro
285
Ser
val
Net
Ile
Gln
365
Val

Ala

Thr

Tyr

cys

Arg
190

Gly
Ser
Ala
270
Ser
Ile
Gly
Thr
Cys
350
val
Pro

Thr

Leu

Gly
Asn
175

cly

Ile

Leu
Thr
255
Lys
Gln
Pro
Cln
Asn
335
Gln
Phe
Gly
Thr

Arg
415

Ser
160
Ile
Ala
Arg
Ser
Thr
240
Thr
Met
Gly
Thr
Gln
320
Met
Pro
Asn
Ala

400

Phe



87103
EP 0666 751 /PT

Arg
Lys
val
Val

465

Pro

Gly
Thr
545

Glu

Ser

Phe
625
Ala
Val

Lys

val Pro Trp

Ser

Tyr
450
Arg
Leu
Gly
val
Lys
530

Ile

Leu

- LyS

Asn
Pro
610
Gln
Thr

Asp

Thr

Ala
435

Cys

Val

Phe
Gly
515
Met
Glu
Lys
Phe
Asn
595
Pro
Leu
Asp

Thr

Ala
675

420

His
Tyr
Asn
His
Ser
500
Ile
Asp
Asp
Pro
Met
580

Lys

His

val

Pro
660

Leu

lle
Gln
Asn
Val
Ala
485
ThY
Thxr
Val
Pro
Gly
565
Gly
Glu
Gly

Arg

Asp
6545

Sex

Lys

Arg

470

Met

Thr

Ser
Val
8§50
Glu
Arg
Tyr
Leu
Gly

630

Gly

Asp
Gly
Leu
455
Leu
Asp
val
Met
Gly
535
Leu
Ser
Ser
Thr
Pro
615

Pro

Met

Trp Val Glu

Gly Ala Val

Thr

Glu
440

Ser
val
Ser
Lys
520
Vval
2la
Arg
His
Phe
600
Ser
Leu
Ala

Lys

Arg
680

Pro
425

Tyr

Ser

Ala

Thr

505

Asp

Gln

Lys

His

FPhe

585
Pro

Asp
Trp
Glu

665

Phe

Tyr

Thr

Pro

Ile

490

Glu

Leu

Ala

Lys

Thr

570

Leu

Ile

Leu
Phe
650

Ser

Asn

Arg
Ala
sSer
Asn
475
Gln

Gln

Lys

val
555

Ser

Arg

635

Ala

Val
Tle
Asn
460
Leu
Val
Asn
Gly
val
540
Pro

Asp

Thr

620
Ile

Leu

Arg

Asn
Gly
445
val
Glu
Gly
Val
Lys
525
Gly
Glu
His
Phe
Ser
605
Phe
Ile
Val

Ser

Arg
685

Arg
430
Lys
Ala
Cys
Asp
PTro
510

Ala

Ala

Met
Thr
590
Ser
Phe
Ile

Gly

Tle
670

Leu
Ser
Phe
Asp
495
ASp
Asn
Ile
Phe
Ser
575
Phe

Thr

Asn

Leu
655

Aép

Gly

Thr
Ile
His
Ala
480
Ser

Pro

Arg

Pro
560
Ile

Asn

Ser

Gly
640

Ala

Tyr

Asn
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Ile
Ala
705
Ser
Ser
Ala
Arg
Glu
785

Lys

Glu

Ile
Arg
B€S5
Glu
Glu
Lys

Met

Met
845

Gin
690

Leu

Pro
Ile
770
Glu
Glu
Glu
Phe
Mat
B50
ATg
Met
Lys
Phe
Leu

930

Ser

Ile

Asp

Gln

Leu
755
Ala
Asp
Leu
Leu
Ser

835

Lys

Phe

Asp
Irp
Thr
915

Asp

Glu

Arg
Gly
Ile
Leu
740
Asn
Ala
Lys
Arg
Ser
820
Gln
Phe
Gly
Ala
Thr
900
Ser

Leu

Thr

leu
Leu
Ala
725
Ser
Ser
Gly
Arg
Leu
805
Asn
Ala
Ser
Phe
Gly
885
Glu
Asn

Glu

Asp

Pro Trp Tyr

Gly
710
Asn
val
Asn

Asp

Phe

695

Asp
Tyr
Thr
Ala
Leu

775

Glu

790

Glu
Glu
Lys
Trp
Ser
870
val
Met

Lys

Glu

val
val
Ile
Arg
855
Leu
Leu

Lys

Tyr

Lys
Asn
Glu
Met
760
Glu
Ser
Gly
Leu
Ser
840
Gly
Ala
Thr

Asp

Trp
820

45

Ser Tyr Leu Tyr

Thr Asp
His Sser
730

Gln Ser
745

Leu Ser

Ser Sser

His Ile

Lys Gln
810

Pro Pro
825

Leu Phe

Vval Thr

Ala Gly

Gly Arg
890

Asp Lys
905

Ser Lys

Ile Ala Ala Asn

935

Leu Cys Phe Leu Leu

950

Ser
715
Asp
Glu
Thr
Vval
Glu
795

Arg

Pro

Ala
Arg
875
Leu
Ile
val

Ser

His
955

700

Thr
Glu
Phe
Glu
Asp
780
cys
Leu
Arg
Thr
Asp
860
Ser
Ile
val
Asn
Lys

940

Trp

Ala

Phe

Ser
765
Asp
Arg
Lys
Lys
Gla
845
Thr
val
Arg

Ser

Phe
925

Asp

Leu

val
Gly
Leu
Fhe
750
Met
Pro
Lys
Tyr
Met
830
Glu
Arg
Trp
Leu
Leu
210
Pro

Phe

Asn

Ser
Leu
Ser
735
Pro
Met
Brg
Pro
Ala
815
Lys
His
Ala
Thr
Asn
885
Ile
His
Fro

Pro

Gly
val
720
Phe

Arg

Ser

800
Gln

Gly
Glu
Leu
Leu
880
Asp
Glu
Gly

Asn

Lys
860
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Lys Ile Asn
Ile Lys Glu
Asp Ser Ile

995

Ser Val Thr
1010

Gly Ile Leu
1025

His Ile Ile

Ser Val Ile

Phe Asn Txp
. 1075

Phe Ser Asn
1090

Leu Ala Asp Arg Met Leu Gly Leu Ser Gly Val Gln Glu
965 370 975

Gln Gly Val Gly Leu Ile Ala Glu Cys Arg Thr Phe Leu
980 985 990

Ala Gly Thr Leu Lys Ser Met Met Phe Gly Phe His His
1000 1005

val Glu Ile Ile Asn Thr Val Leu Cys Phe Val Lys Ser
1015 1020

Leu Tyr Vval Ile Gln Gln Leu Asn Gln Asp Glu His Ser
1030 1035 1040

Gly Leu Leu Arg Val Met Asn Tyr Ala Asp Ile Gly Cys
1045 1050 1055

Ser Cys Gly lys Val Phe Ser lLys Met Leu Glu Thr Val
1060 1065 1070

Gln Met Asp Ser Arg Met Met Glu Leu Arg Thr Gln Ser
1080 1085

Trp Leu Arg Asp Ile Cys Ser Gly Ile Thr Yle Phe Lys
1095 1100

Asn Phe Lys Asp Ala Ile Tyr Trp Leu Tyr Thr Lys Leu Lys Asp Phe

1105
Tyr Glu Vval

Asp Asn Gln

Cys Ile Leu
1155

Gly Val Asp
1170

1110 1115 1120

Asn Tyr Gly Lys Lys Lys Asp Ile Leu asn Ile Leu Lys
1125 1130 1135

Gln Lys Ile Glu Lys Ala Ile Glu Glu Ala Asp Glu Phe
1140 1145 1150

Gln Ile Gln Asp Val Glu Lys Phe Glu Gln Tyr Gln Lys
1160 1165

Leu Ile Gln Lys Yeu Arg Thr Val His Ser Met Ala Gln
1175 1180

Val Asp Pro Asn Leu Met Val His Leu Ser Pro Leu Arg Asp Cys Ile

1185

Ala Arg Val

1190 1195 1200

His Gln Lys Leu Lys Aen Leu Gly Ser Ile Asn Gln Ala
1205 1210 1215

Met Val Thr Arg Cys Glu Pro Val Val Cys Tyr Leu Tyr Gly Lys Arg

1220 1225 1220
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Gly Gly G6ly ﬂys Ser Leu Thr
5

123

Lys His Tyr Gly Val Glu
1250

47
Ser Ile Ala Leu Ala Thr lys Ile Cys
1240 1245

Pro Glu Lys Asn Ile Tyr Thr Lys Pro Val
1255 1260

Gln Leu Val Cys Ile Ile

Ala Ser Asp Tyr Trp Asp Gly Tyr Ser Gly
1265 1270 1275 1280
Asp Asp Ile Gly Gln

Asn Thr Thr Asp Glu Asp Trp Ser Asp Phe Cys
1285 1

290 1295

Gln Leu Val Ser Gly Cys Pro Met Arg Leu Asn Met Ala Ser Leu Glu
1300 1305 1310

Glu Lys Gly Arg His Phe Ser Ser Pro Phe Ile Ile Ala Thr Ser Asn
1315 1320 1325

Trp Ser Asn Pro Ser Pro Lys Thr Val Tyr val Lys Glu Ala Ile Asp
1330 1335 1340

Arg Arg Leu His Phe Lys Val Glu Val Lys Pro Ala Ser Phe Phe
1345 1350 1355

Lys
1360

Asn Pro His Asn Asp Met Leu Asn Val Asn Leu Ala Lys Thr Asn Asp
1365 1370 1375
Ala Ile Lys Asp Met Ser Cys Val Asp Leu Ile Met Asp Gly His Asn
1380 1385 . 1390

val Ser Leu Met Asp Leu Leu Ser Ser Leu Val Met Thr val Glu Ile
1395 1400 1405

Trp Ser Gln Gly Ile
1420

Arg Lys Gln Asn Met Thr Glu Phe Met Glu Leu
1410 1415

Phe
1440

Ser Asp Asp Asp Asn Asp Ser Ala Val Ala Glu Phe Phe Gln Ser
1425 1430 1435

Pro Ser Gly Glu Pro Ser Asn Ser Lys Leu Ser Gly Phe Phe Gln Ser
1445 1450 1455

val Thr Asn His Lys Trp Val Ala Val Gly Ala Ala Val Gly Ile lLeu
1460 1465 1470

Phe Val Tyr Lys His Phe Ser Arg Lys
1480 1485

Gly Vel Leu Val Gly Gly Txp
) 1475

Glu Glu Glu Pro Ile Pro Ala Glu Gly Val Tyr His Gly Val Thr Lys
1490 1495 1500
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Pro Lys Gln Val Ile Lys Leu Asp Ala Asp Pro Val Glu Ser Gln Ser
1505 1510 1515 1520

Thr Leu Glu Ile Ala Gly Leu Val Arg Lys Asn Leu Val Gln Phe Gly
152% 1530 1535

Vval Gly Glu Lys Asn Gly Cys Val arg Trp Val Met Asn Ala Leu Gly
1540 1545 1550

Val Lys Asp Asp Trp Leu Leu Val Pro Ser His Ala Tyr Lys Phe Glu
1565 1560 1565

Lys ASp Tyr Glu Met Met Glu Phe Tyr Phe Asn Arg Gly Gly Thr Tyr
1575 1580

Tyr Ser Ile Ser Ala Gly Asn Val Val Ile Gln Ser Leu Asp Val Gly
1585 1590 1595 1600

Phe Gln Asp Val Val Leu Met Lys Val Pro Thr lle Pro Lys Phe Arg
1605 1610 1615

Asp Ile Thr Gln Kis Phe Ile Lys Lys Gly Asp Val Pro Arg Ala Leu
1620 625 1620

Asn Arg Leu Ala Thr Leu Val Thr Thr Val Asn Gly Thr Pro Met Leu
1635 1640 1645

Ile Ser Glu Gly Pro Leu Lys Met Glu Glu Lys Ala Thr Tyr Val His
1650 1655 16560

Lys Lys Asn Asp Gly Thr Thr Val Asp Leu Thr Val Asp Gln Ala Trp
1665 1670 1675 1680

Arg Gly Lys Gly Glu Gly Leu Pro Gly Met Cys Gly Gly Ala Leu Val
1685 1690 1695

Ser Ser Asn GLn Ser Ile Gln Asn Ala Ile Leu Gly Ile His Val Ala
1700 1705 1710

Gly Gly Asn Ser Ile Leu Val Ala Lys Leu Val.Thr Gln Glu Met Phe
1715 1720 ’ 1725

Gln Asn Ile Asp Lys Lys I_.e Glu Ser Gln Arg Ile Met Lys Val Glu
1730 1735 1740

Phe Thr Gln Cys Ser Mat Asn Val Val Ser Lys Thr Leu Phe Arg Lys
1745 1750 1755 1760

Ser Pro Ile Tyr His His Ile Asp Lys Thr Met Ile Asn Phe Pro Ala
1765 1770 1778
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Ala Met Pro Phe Ser Lys Ala Glu Ile Asp Pro Met Ala Val Met Leu
1780 1785 1790

Ser Lys Tyr Ser Leu Pro Ile Val Glu Glu Pro Glu Asp Tyr Lys Glu
1795 1800 1805

Ala Ser Ile Phe Tyr Gln Asn Lys Ile Val Gly Lys Thr &ln Leu Val
1810 1815 1820

Asp Asp Phe Leu Asp Leu Asp Met Ala Ile Thr Gly Ala Pro Gly Ile
1825 1830 1838 1840

Asp Ala Ile Asn Met Asp Ser Ser Pro Gly Phe Pro Tyr Val Gln Glu
1845 1850 1855

Lys Leu Thr Lys Arg Asp Leu Ile Trp Leu Asp Glu Asn Gly Leu Leu
1860 1865 1870

Leu Gly Val His Pro Arg Leu Ala Gln Arg Ile Leu Phe Asn Thr Val
1875 1880 1885

Met Met Glu Asn Cys Ser Asp Leu Asp Val Val Phe Thr Thr Cys Pro
1850 1898 1900

Lys Asp Glu Leu Arg Pro Leu Glu Lys Val Leu Glu Ser Lys Thr Arg
1905 1910 1815 1320

Ala Ile Asp Ala Cys Pro Leu Asp Tyr Ser Ile Leu Cys Arg Met Tyr
1925 1930 19835

Trp Gly Pro Ala 1le Ser Tyr Phe His Leu Asn Pro Gly Phe His Thr
1940 1945 1850

Gly Val Ala Ile Gly Ile Asp Pro Asp Arg Gln Trp Asp Glu Leu Phe
1955 1960 1965

Lys Thr Met Ile Arg Phe Gly Asp Val Gly Leu Asp Leu Asp Phe Ser
1970 1975 1980

Ala Phe Asp Ala Ser Leu Ser Pro Phe Met Ile Arg Glu Ala Gly Arg
1985 1990 1995 2000

Ile Met Ser Glu Leu Ser Gly Thr Pro Ser His Phe Gly Thr Ala Leu
2005 2010 2015

Ile Asn Thr Ile Ile Tyr Sar Lys His Leu Leu Tyr Asnh Cys Cys Tyr
2020 2025 2030

His Val Cys Gly Ser Met Pro Ser Gly Ser Pro Cys Thr Ala Leu Leu
2035 2040 2045




~ Tyr Gly Asp Asp val
2
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Asn Ser Ile Ile Asn Asn Val Asn Leu Tyr Tyr Val Phe Ser Lys Ile
2050 2055 2060

pPhe Gly Lys Ser Pro Val Phe FPhe Cys Gln Ala Leu Lys Ile Leu Cys
2065 2070 2075 2080

Leu Ile Val Phe Ser Arg Asp Val Gln Ile Asp

085 20390 2085

Asn Leu Asp Leu Ile Gly &ln Lys Ile Val Asp Glu Phe Lys Lys Leu
2100 2105 2110

Gly Met Thr Ala Thr Ser Ala Asp Lys Asn Val Pro Glmn Leu Lys Pro
2115 2120 2125

val Ser Glu Leu Thr Phe leu Lys Arg Ser Phe Asn Leu Val Glu Asp
2130 2135 2140

Arg Ile Arg Pro Ala lle Ser Glu Lys Thr Ile Trp Ser Leu Ile Ala
2145 2150 2155 2160

Trp Gln Arg Ser Asn Ala Glu Phe Glu Gln Asn Leu Glu Asn Ala Gln
2165 2170 2178

Trp Phe Ala Phe Met His Gly Tyr Glu Phe Tyr Gln Lys Phe Tyr Tyr
2180 2185 2190
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REIVINDICACOES

1. Mutante da estirpe HM-175 do virus da hepatite A, possuindo 0 ADN
de SEQ ID NO:1, em que pelo menos as posicoes de nucleotido 591 e 687
estdo alteradas para guanina, a 646 esta alterada para adenina e a 669 esta

alterada para timina.

2. Mutante de acordo com a reivindicagdo 1 em que adicionalmente 0s

nucleotidos nas posicoes 4418 e 4643 estdo alteradas para timina.

3. Mutante de acordo com a reivindicagdo 1 e 2, em que pelo menos as
posi¢des de nucledtido 3934 e 5145 estéo alteradas para guanina, a 5745 esta
alterada para timina e a 6908 esta alterada para citosina.

4. Mutante de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 3
possuindo as caracteristicas de identificacao da estirpe HAV 4380, depositada
no CNCM com o nimero de acesso 1-936.

5. Estirpe HAV 4380 de acordo com a reivindicagdo 4 adaptada para
crescer na linha celular de fibroblastos humanos, MRC-5, por incubacdo de
32°C a 35°C, e capaz de crescer a 37°C em células priméarias de rim de macaco

verde africano (células AGMK).

6. Vacina de virus da hepatite A compreendendo um mutante de acordo
com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 5.

7. Método de preparacéo de um mutante da estirpe HM-175 do virus da
hepatite A possuindo 0 ADN de SEQ ID NO:1, compreendendo O passo de
modificacdo da referida estirpe do virus da hepatite A, em que pelo menos as
posicdes de nucleétido 591 e 687 no ADN de SEQ ID NO:1 estdo alteradas
para guanina, a 646 esta alterada para adenina e a 669 estd alterada para

timina.

8. Método de acordo com a reivindicagdo 7. em que adicionalmente os

nuclestidos nas posigdes 4418 e 4643 estdo alteradas para timina.
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7 ou 8, em gue pelo menos as

9. Método de acordo com a reivindicacao
stio alteradas para guanina, a 5745 estd

posicdes de nucledtido 3934 e 5145 e
e a 6908 esta alterada para citosina.

alterada para timina
0. Utilizacdo de um mutante do virus HAV de acordo com qualquer uma
para a imunizagéo de

1
das reivindicagdes 1 a 5 para a preparacdo de uma vacina

um humano ou primata contra a hepatite A.
ula de acido nucleico que codifica o mutante de acordo com

11. Moléc
qualquer uma das reivindicacoes 1 a 5.

Lisboa, o4+l Lot
SMITHKLINE BEECHAM BIOLOGICALS S.A. e GOVERNMENT

OF THE UNITED STATES OF AMERICA representado pelo

Por
THE SECR. OF THE DEPT. OF HEALTH AND HUMAN

SERVICES AND HIS SUCCESSORS
- O AGENTE OFICIAL -

9-° ANT
AQ‘ Of pr, Ind.

1200195 Lisgo,

SNIO -
D Jo
A CUNHA FERRE;%?

Rua gas Floreg, 74.4.0
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FIG. D

CELULAS FRhK
CELULAS MRC-5

11105-
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Dilui¢éio no ponto final de virus
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| Representa a sequéncia nucleotidica de P41
MRC-5

[} Representa a sequéncia nucleotidica de P35
AGMK

{T] Representaa sequéncia nucleotidica de
HM-175 do tipo selvagem
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