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(67) Resumo: METODO PARA PREPARAGAO DE UMA VACINA
DE AIV FEITA DE PLANTA E A REFERIDA VACINA. A presente
invencéao refere-se a vacinas para influenza e particularmente vacinas
para influenza da ave (AlV). A invengdo inclui métodos para
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Relatério Descritivo da Patente de Invencéo para "VACINA PA-
RA INFLUENZA DA AVE E METODOS DE USO".
REFERENCIA CRUZADA A PEDIDO RELACIONADO

O presente pedido reivindica o beneficio do Pedido Provisério
U.S. N2 de Série 60/793.804 depositado em 21 de abril de 2006, cuja descri-
¢éo é aqui incorporada a titulo de referéncia em sua totalidade, incluindo
todas as figurés, tabelas e sequéncias de aminoacido ou acido nucléico.
Antecedentes da Invencéo

Exames recentes de sequéncias publicadas para hemaglutinina
(HA) de cepas H5N1 Vietnam indicam que essas cepas altamente patogéni-
cas sao mais variaveis do que previamente observado. Seria entdo inespe-
rado que vacinas com menos do que 90% de homologia com cepas de pro-
vocagao fossem eficazes no controle de sintomas ou reduzissem espalha-
mento.

Foi avaliado pela requerente o registro publico de sequéncias de
aminodcido completas e verificado que a homologia de sequéncia do frag-
mento HA1 da proteina viral hemaglutinina (HA) em sorotipo H5 seja 100 a
83% homologa a Cepa Turkey Wiscosin 68 no nivel de aminoéacido. Publica-
¢Oes recentes de Swayne e outros (Vet. Micro, 2000, 74:165-172) mostraram
que uma vacina para AlV baseada em HA vetorizada com fow/ pox era ca-
paz de prevenir infeccdo em um experimento de provocagdo heterotipico
com cepas de AlV que continham HA1 com 87% ou mais de homologia de
aminoacido conforme comparado com a vacina de imunizacdo. Os autores
concluem "Que vacinas com menos do que 90% de homologia para o patd-
geno HA1 vdo mais provavelmente resultar em reducdo inconsistente em
provocagao por Al ou espalhamento do virus no campo a partir do trato res-
piratério”.

Breve Sumario da Invencéo

A presente invengdo prové um método de inducdao de uma res-
posta imunoprotetora contra uma cepa de Virus Influenza da Ave (AlV) em
um animal ou ser humano que compreenda:

a) expressao em uma célula de planta de uma sequéncia de Aci
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do nucléico compreendendo polipeptidio de regido variavel HA1 conhecido
que tem entre cerca de 70% a cerca de 90% de homologia para um polipep-
tidio de regido variavel HA1 da cepa de provocacio;

b) preparagcdo de uma composicdo de vacina usando o polipep-
tidio de regiéo variavel HA1 conhecido expresso na dita célula de planta, e;

¢) administracdo da dita composi¢gao de vacina a um animal ou
ser humano de modo que uma resposta imunoprotetora seja induzida no dito
animal ou ser humano.

A invengdo prové ainda vetores, células hospedeiras e novas
composi¢des de vacina para pratica dos métodos acima mencionados. Tais
composigoes de vacina compreendem sequéncias de polipeptidio de HA1
conhecidas, produzidas por planta, que provéem imunidade protetora abaixo
do nivel de homologia de 90% comparado com uma cepa de provocacgio
quando administradas a um animal ou ser humano.

Breve Descricido das Sequéncias

A proteina HA da influenza da ave de seqUéncia
A/Turkey/Wiscosin/68 de influenza é mostrada abaixo. Esta proteina HA con-
tém 568 aminoéacidos e exibe 5 dominios distintos incluindo: um peptideo de
sinal (1-16 aminoacidos); a regido principal variavel de fragmento H1 (ami-
noacidos 17-323 [também referida aqui como HA1]); a regido de base cons-
tante de fragmento H2 (aminoacidos 324-527); o dominio de transmembrana
(aminoacidos 528-557); e o fragmento de lipideo tioéster intracelular (amino-
acidos 558-568).

A sequéncia de comprimento integral e fragmentos acima identi-
ficados é mostrada abaixo:

A proteina HA de influenza da ave de comprimento completo (SEQ ID N2:1):
MERIVIALAIISVVKGDQICIGYHANNSTKQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKEHN
GKLCSLKGVRPLILKDCSVAGWLLGNPMCDEFLNVPEWSYIVEKDNPTNGL
CYPGDFNDYEELKYLMSNTNHFEKIQIIPRNSWSNHDASSGVSSACPYNGR
SSFFRNVVWLIKKSNAYPTIKRTYNNTNVEDLLILWGIHHPNDAAEQTELYQ
NSNTYVSVGTSTLNQRSIPEIATRPKVNGQSGRIEFFWTILRPNDAISFESN
GNFIAPEYAYKIVKKGDSAIMRSELEYGNCDTKCQTPVGAINSSMPFHNVH
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PLTIGECPKYVKSDKLVLATGLRNVPQRETRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDG
WYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGITNKVNSIIDKMNTQFEAVGKEFN
NLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSYVKNLYDKV
RLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESVRNGTYDYPQYSEESRLNRE
EIDGVKLESMGTYQILSIYSTVASSLALAIMVAGLSF WMCSNGSLQCRICI;
Peptideo de sinal (SEQ ID N2:2): MERIVIALAIISVVKG;
Fragmento de regiao principal variavel de H1 (HA1) (SEQ ID N2:3):
DQICIGYHANNSTKQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKEHNGKLCSLKGVRPLILK
DCSVAGWLLGNPMCDEFLNVPEWSYIVEKDNPTNGLCYPGDFNDYEELKY
LMSNTNHFEKIQIIPRNSWSNHDASSGVSSACPYNGRSSFFRNVVWLIKKS
NAYPTIKRTYNNTNVEDLLILWGIHHPNDAAEQTELYQNSNTYVSVGTSTLN
QRSIPEIATRPKVNGQSGRIEFFWTILRPNDAISFESNGNFIAPEYAYKIVKK
GDSAIMRSELEYGNCDTKCQTPVGAINSSMPFHNVHPLTIGECPKYVKSDK
LVLATGLRNVPQRETR;
Fragmento constante de base H2 (SEQ ID N2:4):
GLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGITN
KVNSIIDKMNTQFEAVGKEFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVL
MENERTLDFHDSYVKNLYDKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMES
VRNGTYDYPQYSEESRLNREEIDGVKLESMGTY;
Ancora de transmembrana (SEQ ID N25): QILSIYSTVASSLALAIMVA-
GLSFWMCS; e
Fragmento de lipideo de tioéster intracelular (SEQ ID N2:6): NGSLQCRICI
Outra sequéncia de proteina HA de influenza da ave, A/Mallard
Duck/Pensylvania/10218/84 (H5N2; ACESSO AAF04720) é mostrada abai-
x0. A sequiéncia de comprimento integral e fragmentos identificados é mos-
trada abaixo:
A proteina HA de comprimento integral (SEQ ID N2:7):
MERIVIALAIISVVKGDQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKEHN
GKLCSLKGVRPLILKDCSVAGWLLGNPMCDEFLNVPEWSYIVEKDNPVNGL
CYPGDFNDYEELKHLMSSTNHFEKIQIIPRSSWSNHDASSGVSSACPYNGR
SSFFRNVVWLIKKNNAYPTIKRTYNNTNVEDLLILWGIHHPNDATEQTKLYQ
NSNTYVSVGTSTLNQRSIPEIATRPKVNGQSGRMEFFWTILRPNDAISFESN
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GNFIAPEYAYKIVKKGDSAIMKSELEYGNCNTKCQTPVGAINSSMPFHNVHP
LTIGECPKYVKSDKLVLATGLRNVPQRETRGLFGAIAGFIEGGWQGMVDG
WYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGITNKVNSIIDKMNTQFEVVGKEFN
NLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVLMENERTLDFHDSNVRNLYDKV
RLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECMESVRNGTYDYPQYSEESRLNRE
EIDGVKLESMGTYQILSIYSTVASSLALAIMVAGLSFWMCSNGSLQCRICI;
Peptideo de sinal (SEQ ID N2: 8): MERIVIALAIISVVKG:

Fragmento de regiao principal variavel H1 (HA1) (SEQ ID N2:9):
DQICIGYHANNSTEQVDTIMEKNVTVTHAQDILEKEHNGKLCSLKGVRPLILK
DCSVAGWLLGNPMCDEFLNVPEWSYIVEKDNPVNGLCYPGDFNDYEELKH
LMSSTNHFEKIQIPRSSWSNHDASSGVSSACPYNGRSSFFRNVVWLIKKN
NAYPTIKRTYNNTNVEDLLILWGIHHPNDATEQTKLYQNSNTYVSVGTSTLN
QRSIPEIATRPKVNGQSGRMEFFWTILRPNDAISFESNGNFIAPEYAYKIVKK
GDSAIMKSELEYGNCNTKCQTPVGAINSSMPFHNVHPLTIGECPKYVKSDK
LVLATGLRNVPQRETR; S
Fragmento constante de base H2 (SEQ ID N2:10):
GLFGAIAGFIEGGWQGMVDGWYGYHHSNEQGSGYAADKESTQKAIDGITN
KVNSIIDKMNTQFEVVGKEFNNLERRIENLNKKMEDGFLDVWTYNAELLVL
MENERTLDFHDSNVRNLYDKVRLQLRDNAKELGNGCFEFYHKCDNECME
SVRNGTY;

Ancora de transmembrana (SEQ ID N211): QILSIYSTVASSLALAIMVA-
GLSF; e

Fragmento de lipideo de tioéster intracelular (SEQ ID N2:12): NGSLQCRICI.
Descricao Detalhada da Invencéo

A expectativa por vacinas convencionais é que elas vao prover
protecao de infec¢édo de cepas de influenza que sdo 90% a 100% homélogas
comparado com as sequéncias de polipeptidio usadas para preparar as va-
cinas. No caso de vacinas feitas de planta, as propriedades inesperadas de
controle de um espectro mais amplo de cepas de influenza com homologias
entre cerca de 70% a cerca de 90% resultam na habilidade em controlar ti-
pos de influenza mais heterotipicos e melhora a eficacia da vacina.

Acredita-se que antigenos de subunidade de vacina feitos de
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planta sejam superiores a antigenos de subunidade convencionalmente pre-
parados porque eles séo integrados a matriz celular de membrana e compo-
nentes carboidrato da planta provendo uma propriedade adjuvante. O anti-
geno feito de planta vai também conter padrdes de glicosilagdo de carboidra-
to de planta unicos conforme comparado com plataformas feitas de nao-
planta.

Acredita-se ainda que tais estruturas glicano de planta contribu-
am para um espectro aumentando de protecao cruzada e o uso de antige-
nos que nao sao completamente purificados da célula de planta ou compo-
nentes de matriz de célula de planta pode ser parcialmente responsavel pela
habilidade em proteger um individuo de infecgdo por um AlIV tendo entre
cerca de 90% a cerca de 70% de homologia com o polipeptideo de HA1
descrito aqui. Como sera compreendido, qualquer porcentagem de homolo-
gia entre cerca de 70,0% e cerca de 90,0% de homologia é expressamente
compreendida pela presente invencdo. Entdo, um polipeptideo de regido
variavel HA1 conhecido pode ter pelo menos 70% e menos do que Y% de
homologia para um polipeptideo de regido variavel HA1 de cepa de provoca-
¢ao, onde Y é selecionado de 87,0%, 86,5%, 86,0%, 85,5% 85,0%, 84,5%,
84,0%, 83,5%, 83,0%, 82,5%, 82,0%, 81,5%, 81,0%, 80,5%, 80,0%, 79,5%,
79,0%, 78,5%, 78,0%, 77,5%, 77,0%, 76,5%, 76,0%, 75,5%, 75,0%, 74,5%,
74,0%, 73,5%, 73,0%, 72,5%, 72,0%, 71,5% ou 71,0%. Alternativamente, o
polipeptideo de regido variavel HA1 conhecido pode ter entre 70% e 71,0%,
71,5%, 72,0%, 72,5%, 73,0%, 73,5%, 74,0%, 74,5%, 75,0%, 75,5%, 76,0%,
76,5%, 77,0%, 77,5%, 78,0%, 78,5%, 79,0%, 79,5%, 80,0%, 80,5%, 81,0%,
81,5%, 82,0%, 82,5%, 83,0%, 83,5%, 84,0%, 84,5%, 85,0%, 85,5%, 86,0%,
86,5% ou 87,0% de homologia com um polipeptideo de regido variavel HA1
da cepa de provocagao.

Polipeptideos de HA1 de acordo com a presente invencéo po-
dem ser completamente ou parcialmente purificados de seus sistemas de
expressao conforme descrito na US 2004/0268442 e no WO 2004/098533,
ambos aqui incorporados a titulo de referéncia em sua totalidade. Entao,

polipeptideos de HA1 parcialmente purificados podem existir em uma com-
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posi¢ao que inclui varias partes ou porgdes do sistema de expressio de cé-
lula de planta onde polipeptideo foi feito. Por exemplo, onde sistemas de
expressao de planta sdo usados para a produgiao de polipeptideos de HA1,
uma composicao compreendendo o polipeptideo de HA1 purificado identifi-
cado aqui pode incluir componentes de célula de planta (por exemplo, pare-
des celulares, a matriz celular de membranas de célula de planta e carboi-
dratos, etc) ou componentes de matriz de célula de planta.

Antigenos feitos de planta recombinantes em homogenatos de
planta isolados podem conter varios constituintes de planta incluindo, mas
nao limitado a, material de parede celular, carboidratos pequenos, membra-
nas, componentes de lipideo, proteinas, acidos nucléicos bem como inter-
mediarios biossintéticos pequenos e metabdlitos secundarios. Tais prepara-
¢Oes de vacina feitas de planta estimulam uma resposta imune com titulos
geralmente mais altos do que os mesmos antigenos purificados para homo-
geneidade ou preparados em sistemas convencionais. A resposta mais alta -
inespe~rada em invocar soroconversao pelo antigeno produzido por célula de
planta enriquecido formulado, conforme comparado com o material bruto
formulado ou antigenos de vacina convencionalmente preparados, é acredi-
tada ser devido a uma apresentagao Unica do antigeno a células do sistema
imune bem como a estabilidade aperfeicoada do antigeno durante proces-
samento, formulagao e armazenamento.

O efeito sinérgico ou tipo adjuvante da matriz de planta ou com-
ponentes sobre a atividade do antigeno é uma propriedade que é unica para
a plataforma de expressao de planta. Esta propriedade aperfeicoada prové a
habilidade em administrar doses baixas de antigeno e prové melhor protecao
da provocagao de doenga.

Acredita-se que antigenos feitos de planta e matriz de célula de
planta que estao contidos dentro das preparagdes descritas aqui tenham um
efeito significante sobre as respostas imunes celular e humoral em animais
de preferencialmente ao se dirigir a células apresentando antigeno profissio-
nais (APCs). Este direcionamento preferencial acontece através da interacéo

da matriz de planta e/ou o antigeno feito de planta, especificamente antige-
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nos glicosilados de planta, diretamente com receptores de manose e recep-
tores de lectina tipo C relacionados em APCs. Essas APCs sido capazes de
processar e apresentar os antigenos a outros componentes do sistema imu-
ne através de outros receptores em sua superficie (por exemplo, complexo
de histocompatibilidade principal Classe IlI) e pode dirigir ambas respostas -
imunes humoral e mediadas por células. A proliferagiao de células auxiliares
T (Th) 1 e 2 é bastante aumentada por antigenos que podem interagir dire-
tamente com as células APC quando apresentados como parte integral da
matriz de célula de planta e/ou como antigenos glicosilados de planta. Inte-
ragdes direcionadas com essas APCs através de sua MR ou receptores de
lectina apropriados sao responsaveis pelas respostas imunes celular e hu-
moral robustas. Imunidade celular associada com imunidade de célula T
CD8" foi apenas conseguida através de vacinagdo com patdgenos atenua-
dos vivos. Esta imunidade é uma necessidade importante para o controle de
patdgenos intracelulares tal como Leshmania spp e virus (D.M. Pardoll, Nat.
Med., 1998, 4, 525-531).

As posigdes de aminoacido das regides variaveis da miriade de
polipeptideos de HA conhecidos vao diferir das posi¢des de aminodcido da
regiao e HA1 da SEQ ID N2:1 e da SEQ ID N2:7, no entanto, tais regides po-
dem ser prontamente discernidas por aqueles versados na técnica (vide, por
exemplo, De BK; Brownlee GG; Kendal AP; Shaw MW, 1988, Nucleic Acids
Res., 16, 4181-4182, incorporados aqui em sua totalidade). Em infeccéo na-
tural, HA inativada é amadurecida em HA1 e HA2 fora da célula por uma ou
mais endoproteases especificas de arginina, tipo tripsina, secretadas pelas
células epiteliais bronquiais. Uma protease identificada envolvida neste pro-
cesso ¢ triptase Clara. O grau de infecgdo no organismo hospedeiro é de-
terminado por HA. Virus influenza floresce da superficie apical de células
epiteliais polarizadas (por exemplo, células epiteliais bronquiais) para o -
men de pulmdes e sdo entdo geralmente pneumotrépicos. O fragmento de
HA1 se liga a receptores contendo &cido sidlico sobre a superficie celular,
causando a ligacao da particula de virus a célula. Ele também desempenha

um papel principal na determinacdo da restricdo e viruléncia da faixa de
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hospedeiro. O fragmento de HA1 é uma proteina de fusdo viral de classe | e
€ responsavel pela penetragdo do virus no citoplasma da célula mediando a
fusao da membrana da particula de virus endocitosado com a membrana
endossomal. pH baixo em endossomas induz uma mudanga conformacional
irreversivel em HA2, liberando o peptideo hidrofébico de fusdo. Varios trime-
ros sao requeridos para formar um poro de fusdo competente.

A expresséo "virus influenza da ave heterélogo" ou "cepa(ns) do
virus influenza da ave heterélogo" deve ser considerada como virus influen-
za da ave (ou cepas) que expressam um polipeptideo de HA1 heterélogo ou
relacionado que exibe entre cerca de 70% a cerca de 90% de homologia de
sequéncia com a sequéncia de aminoacido do antigeno de vacina de subu-
nidade feito de planta.

Para determinar a atividade de espectro que uma vacina pode
possuir para a protecdo de infeccdo por uma cepa de influenza heterotipica,
uma comparagao da homologia da sequéncia de aminoacido é realizada.
Esta analise de homologia é realizada comparando a homologia do fragmen-
to principal variavel de H1 usando a sequiéncia de aminoacido 17 a 323 atra-
vés de andlise BLAST. A andlise BLAST ¢é realizada como segue: o banco
de dados de proteina nao-redundante NCBI é baixado do site FTP
(ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/FASTA) como nr.gz em um computador rodando ou

com Linux (Red Hat Enterprise Linus 3.2) ou UNIX (Solaris 8). O arquivo que
vem compactado é descompactado com a ferramenta gunzip e é entéo for-
matado para uso com BLAST com o progfama formatdb que vem com a ins-
talacdo BLAST. Uma pesquisa blastp (versdo 2.2.4 em UNIX ou versao
2.2.13 em Linux) da seqliéncia de pesquisa versus o banco de dados nr for-
matado € realizada usando um caso local do programa BLAST ou através de
uma interface da web ou na linha de comando dependendo de se a pesquisa
retorna mais do que 500 hits significantes (limite da web) e da analise a ser
feita apés a analise BLAST. O numero de entradas de virus influenza no
banco de dados da sequéncia esta agora nos milhares de proteinas.

A analise resultante relata aquelas sequiéncias que tém uma

homologia estatisticamente significante para a sequéncia de referéncia. A
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significancia estatistica é dependente do ajuste de parametros tal como a
matriz de scoring usada e o valor esperado selecionado bem como o custo
de abrir e estender uma lacuna bem como as penalidades para falta de
combinagao. Os pardmetros usados eram os parametros default do progra-
ma BLAST.

Polipeptideos compreendendo fragmentos de HA1 conhecidos
descritos aqui podem ser também fundidos a uma ou mais sequéncias de
polipeptideo heterdlogas (por exemplo, tags que facilitam purificacdo do po-
lipeptideo da invencgéo (vide, por exemplo, Patente U.S. N2 6.342.362, aqui
incorporada a titulo de referéncia em sua totalidade; Altendorf e outros,
[1999-WWW, 2000] "Structure and Function of the F, Complex of the ATP
Synthase from Escherichia Coli," J. of Experimental Biology 203:19-28, The
Co. of Biologists, Ltd., G.B.; Baneyx [1999] "Recombinant Protein Expression
in Escherichia coli," Biotechnology 10:411-21, Elsevier Science Ltd.; Eihauer
e outros, [2001] "The FLAG® Peptide, a Versatile Fusion Tag for the Purifica-
tion of Recombinant Proteins," J. Biochem Biophys Methods 49:455-65; Jo-
nes e outros, [1995] J. Chromatography 707:3-22; Jones e outros, [1995]
"Current Trends in Molecular Recognition and Bioseparation," J. of Chroma-
tography A. 707:3-22, Elsevier Science B.V.; Margolin [2000] "Green Fluo-
rescent Protein as a Reporter for Macromolecular Localization in Bacterial
Cells," Methods 20:62-72, Academic Press; Puig e outros, [2001] "The Tan-
dem Affinity Purification (TAP) Method: A General Procedure of Protein
Complex Purification," Methods 24:218-29, Academic Press; Sassenfeld
[1990] "Engineering Proteins for Purification," TibTech 8:88-93; Sheibani
[1999] "Prokaryotic Gene Fusion Expression Systems and Their Use in S-
tructural and Functional Studies of Proteins," Prep. Biochem. & Biotechnol.
29(1):77-90, Marcel Dekker, Inc.; Skerra e outros, [1999] "Applications of a
Peptide Ligand for Streptavidin: the Strep-tag", Biomolecular Engineering
16:79-86, Elsevier Science, B.V.; Smith [1998] "Cookbook for Eukaryotic Pro-
tein Expression: Yeast, Insect, and Plant Expression Systems," The Scientist
12(22):20; Smyth e outros, [2000] "Eukaryotic Expression and Purification of
Recombinant Extracellular Matrix Proteins Carrying the Strep Il Tag", Me-
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thods in Molecular Biology, 139:49-57; Unger [1997] "Show Me the Money:
Prokaryotic Expression Vectors and Purification Systems," The Scientist
11(17):20, cada um deles é aqui incorporado a titulo de referéncia em suas
totalidades), ou tags comercialmente disponiveis de vendedores tal como
STRATAGENE (La Jolla, CA), NOVAGEN (Madison, WI), QIAGEN, Inc. (Va-
lencia, CA) ou InVitrogen (Sao Diego, CA). Por exemplo, sequéncias heteré-
logas incluem sequéncias nao-traduzidas, transcritas, que podem desempe-
nhar um papel em transcricdo e processamento de mRNA tal como ligagéao
de ribossomo e estabilidade de mRNA. As sequéncias heterélogas podem
alternativamente compreender sequiéncias de codificagcdo adicionais que
provéem funcionalidades adicionais. Entdao, uma seqiiéncia de nucleotideo
codificando um polipeptideo pode ser fundida a uma sequéncia tag, tal como
uma sequéncia codificando um peptideo que facilita a purificacdo ou detec-
¢ao do polipeptideo fundido. Em certas modalidades deste aspecto da in-
vengao, a sequéncia de aminoacido tag é um peptideo hexa-histidina, tal
como o tag provido em um vetor pQR (QIAGEN), ou em qualquer um de va-
rios vetores comercialmente disponiveis, adicionais. Por exemplo, hexa-
histidina prové a purificagdo convencional da proteina de fusdo (vide, Gentz
e outros, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA Fev; 86(3):821-4, cuja descricédo é
aqui incorporada a titulo de referéncia em sua totalidade). Os polipeptideos
da presente invengao podem ser também fundidos com o dominio constante
de imunoglobulinas (IgA, IgE, IgG, IgM), ou suas porcdes (CH1, CH2, CHS3,
quaisquer combinag¢des delas incluindo ambos dominios integrais e suas
porgoes) resultando em polipeptideos quiméricos. Essas proteinas de fusao
facilitam purificacdo, e mostram uma meia-vida aumentada in vivo. Em ou-
tras modalidades, polipeptideos de HA descritos e usados aqui podem ser
fundidos a sequéncias de polipeptideo heterélogas que tém atividade adju-
vante (um adjuvante de polipeptideo). Exemplos nao-limitantes de tais poli-
peptideos incluem proteinas de choque térmico (hsp) (vide, por exemplo,
Patente U.S. N2 6.524.825, cuja descrigdo ¢ aqui incorporada a titulo de re-
feréncia em sua totalidade).

Adjuvantes ou componentes imunoestimuladores uteis na prepa-
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racao das composi¢bes acima mencionadas incluem, e nio estao limitados
a, sais de aluminio, leos minerais, produtos micobacterianos (por exemplo,
adjuvante completo ou incompleto de Freund) ou veiculos tal como uma mis-
tura da glicosideo da planta saponina, colesterol e fosfatidilcolina que prové
um veiculo para apresentagdo de véarias cépias da proteina em uma estrutu-
ra tipo gaiola. Para propdsitos do presente pedido, um adjuvante é uma
substancia que acentua, aumenta, modera ou realga a resposta imune a um
imunégeno ou antigeno. Adjuvantes tipicamente realgam ambas respostas
imunes humoral e celular mas uma resposta aumentada a uma na auséncia
da outra qualifica para definir um adjuvante. Além disso, adjuvantes e seus
usos sao bem conhecidos dos imunologistas e séo tipicamente empregados
para realgar a resposta imune quando doses de imunogeno sdo limitadas,
quando o imunoégeno é pobremente imunogénico ou quando a via de admi-
nistrag@o € subodtima. Entéo o termo ‘quantidade adjuvante’ é aqueia quanti-
dade de adjuvante capaz de realgar a resposta imune para um dado imuné-
geno ou antigeno. A massa que iguala uma ‘quantidade adjuvante’ vai variar
e é dependente de uma variedade de fatores incluindo, mas nao limitado a,
as caracteristicas do imunégeno, a quantidade de imunégeno administrado,
a espécie do hospedeiro, a via de administragdo e os protocolos para admi-
nistragdo do imundgeno. A ‘gquantidade adjuvante’ pode ser prontamente
quantificada através de experimentagéo de rotina dado um conjunto particu-
lar de circunstancias. Isto estad bem dentro da habilidade do versado na téc-
nica e tipicamente emprega o uso de determinacdes de resposta de dose de
rotina a quantidades variaveis de imundgeno e adjuvante administrados.
Respostas sdo medidas através da determinagéo dos titulos de anticorpo no
soro ou respostas mediadas por célula criadas para o imunégeno usando
ensaios imunoabsorventes ligados a enzima, radioimunoensaios, ensaios de
hemaglutinina e similar.

Vacinag&o e vacinando sdo definidas como um meio para provi-
sao de protecao contra um patégeno através de inoculagdo de um hospedei-
ro com uma preparagao imunogénica, uma particula imunoprotetora ou uma

preparagao imunogénica de um agente patogénico, ou uma forma n3o-
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virulenta de sua parte, de modo que o sistema hospedeiro imune é estimula-
do e previne ou atenua patologia indesejada subseqtiente associada com as
reagOes do hospedeiro a exposi¢gdes subsequentes do patégeno. No caso da
presente invengao, vacinagao com as composigoes da invengdo resulta em
uma redugdo em mortalidade ou morte e/ou espalhamento viral a partir do
trato respiratério.

Administragdo ou administrar é definido como a introducdo de
uma substancia no corpo de um animal, incluindo um ser humano, e inclui
vias oral, nasal, ocular, retal, vaginal e parenteral. Composi¢cdes podem ser
administradas individualmente ou em combinacdao com outros agentes tera-
péuticos através de qualquer via de administragédo, incluindo, mas nao limi-
tado a, subcutanea (SQ), intramuscular (IM), intravenosa (1V), intraperitoneal
(IP), intradermal (ID), via a mucosa nasal, ocular ou oral (IN) ou oralmente.

A presente invengdo também prové métodos para uso de se-
guéncias de polinucleotideo isoladas, recombinantes e/ou purificadas co-
nhecidas compreendendo:

a) uma sequéncia de polinucleotideo codificando um polipepti-
deo de regiao variavel HA1 conhecido que tem entre cerca de 70% a cerca
de 90% de homologia com um polipeptideo de regido variavel HA1 de cepa
de provocagao;

b) um polinucleotideo que é complementar aos polinucleotideos
mostrados em (a);

c) um construto genético compreendendo uma sequiéncia de po-
linucleotideo conforme mostrado em (a) ou (b);

d) um vetor compreendendo um polinucleotideo ou construto
genético conforme mostrado em (a), (b) ou (c); ou

e) uma célula hospedeira compreendendo um polinucleotideo,
construto genético ou vetor conforme mostrado em (a), (b), (c) ou (d).

Os termos "sequéncia de nucleotideo", "polinucleotideo" ou "aci-
do nucléico" podem ser usados intercomutavelmente e sdo compreendidos
significar, de acordo com a presente invengao, ou um DNA de filamento du-
plo, um DNA de filamento simples ou produtos de transcricdo dos ditos
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DNAs (por exemplo, moléculas de RNA). Deve ser também compreendido
que a presente invengao nao se refere a seqiéncias de polinucleotideo em
seu ambiente natural ou estado natural. As sequéncias de acido nucléico,
polinucleotideo ou nucleotideo da invengdo podem ser isoladas, purificadas
(ou parcialmente purificadas), através de métodos de separacéo incluindo,
mas nao limitado a, cromatografia de troca de ion, cromatografia de exclu-
sao de tamanho molecular ou através de métodos de engenharia genética
tal como amplificagéo, hibridizagdo subtrativa, clonagem, subclonagem ou
sintese quimica, ou combinacdes desses métodos de engenharia genética.

Ambas homologias de proteina e acido nucléico podem ser ava-
liadas usando qualquer um de uma variedade de algoritmos de comparacgéo
de sequéncia e programas conhecidos na técnica e estdo disponiveis em
bancos de dados publicamente acessiveis (por exemplo, vide world wide
web sites: ebi.ac.uk/fasta33/index.html (European Biotechnology Institute); or
ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ (National Center for Biotechnology Information).
Tais algoritmos e programas incluem, mas n&o estdo limitados a, TBLASTN,
BLASTP, FASTA, TFASTA e CLUSTALW (Pearson e Lipman, 1988, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 85(8):2444-2448; Altschul e outros, 1990, J. Mol. Biol.,
215(3):403-410; Thompson e outros, 1994, Nucleic Acids Res., 22(2):4673-
4680; Higgins e outros,, 1996, Methods Enzymol., 266:383-402; Altschul e
outros , 1990, J. Mol. Biol., 215(3):403-410; Altschul e outros,, 1993, Nature
Genetics, 3:266-272). Comparagdes de seqliéncia séo, tipicamente, condu-
zidas usando parametros default providos pelo vendedor ou usando aqueles
parametros mostrados nas referéncias acima identificadas, que sao aqui in-
corporados a titulo de referéncia em suas totalidades.

Uma sequéncia de nucleotideo "complementar", conforme aqui
usado, geralmente se refere a uma sequéncia que surge da ligacdo de hi-
drogénio entre uma purina particular e uma pirimidina particular em molécu-
las de acido nucléico de filamento duplo (DNA-DNA, DNA-RNA ou RNA-
RNA). Os emparelhamentos especificos principais sdo guanina com citosina
e adenina com timina ou uracila. Uma sequéncia de polinucleotideo "com-

plementar" pode ser também referida como uma sequiéncia de polinucleoti-



10

15

20

25

30

14

deo de "anti-sentido” ou uma "sequéncia de anti-sentido".

Homologia de sequéncia e identidade de seqiéncia podem ser
determinadas através de estudos de hibridizagdo sob alta estringéncia, es-
tringéncia intermediaria e/ou baixa estringéncia. Quanto mais severas as
condigdes, maior a complementaridade requerida para formacgédo de duplex.
Severidade de condigbes pode ser controlada através de temperatura, con-
centragao de sonda, comprimento de sonda, resisténcia iénica, tempo e si-
milar. De preferéncia, hibridizagdo é conduzida sob condi¢des de estringén-
cia baixa, intermediaria ou alta através de técnicas bem conhecidas na area,
conforme descrito, por exemplo, em Keller, G.H., M.M. Manak (1987) DNA
Probes, Stockton Press, Nova York, NY, pp. 169-170.

Por exemplo, hibridizagdo de DNA imobilizado em Southern
blots com sondas especificas de gene marcadas com *2P pode ser realizada
através de métodos padrdo (Maniatis e outros, 1982, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nova York). Em geral,
hibridizacdo e lavagens subsequentes podem ser realizadas sob condicdes
de estringéncia intermediaria a alta que permitem a detec¢do de sequéncias
alvo com homologia para a sequéncia de polinucleotideo exemplificada. Pa-
ra sondas de gene de DNA de filamento duplo, hibridizacdo pode ser reali-
zada da noite para o dia a 20-25°C abaixo da temperatura de fusdo (T.) do
hibrido de DNA em 6X SSPE, solugdo de Denhardt 5X, SDS a 0,1%, 0,1
mg/ml de DNA desnaturado. A temperatura de fusido é descrita pela férmula
que segue (Beltz e outros, 1983, Methods of Enzymology, R. Wu, L. Gross-
man e K. Moldave, Eds. Academic Press, Nova York, 100:266-285).

T™M = 81,5°C+16,6 Log[Na'1+0,41(%G+C)-0,61(%formamida)-
600/comprimento de duplex em pares de base.

Lavagens s&o tipicamente realizadas como segue:

(1) duas vezes em temperatura ambiente por 15 minutos em
1XSSPE, SDS a 0,1% (lavagem em baixa estringéncia);

(2) uma vez em T, — 20°C por 15 minutos em 0,2X SSPE, SDS
a 0,1% (lavagem de estringéncia intermediaria).

Para sondas de oligonucleotideo, hibridizagao pode ser realiza-
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da da noite para o dia a 10-20°C abaixo da temperatura de fusdo (T,,) do
hibrido em 6X SSPE, 5X solugdo de Denhardt, SDS a 0,1%, 0,1 mg/ml de
DNA desnaturado. Tr, para sondas de oligonucleotideo pode ser determina-
da através da férmula que segue:

Tm(°C)=2(numero de pares de base T/A)+4(numero de pares de
base G/C) (Suggs e outros, 1981, ICN-UCLA Symp. Dev. Biol. Using Purified
Genes, D.D. Brown, ed., Academic Press, Nova York, 23:683-693).

As lavagens podem ser realizadas como segue:

(1) duas vezes em temperatura ambiente por 15 minutos 1X
SSPE, SDS a 0,1% (lavagem em baixa estringéncia);

(2) uma vez na temperatura de hibridizacdo por 15 minutos em
1X SSPE, SDS a 0,1% (lavagem de estringéncia intermediaria).

Em geral, sal e/ou temperatura pode ser alterada para mudar es-
tringéncia. Com um fragmento de DNA marcado >70 aproximadamente ba-

ses de comprimento, as condigdes que seguem podem ser usadas:

Baixa: 1 ou 2X SSPE, temperatura ambiente
Baixa: 1 ou 2X SSPE, 42°C

Intermediaria: 0,2X ou 1X SSPE, 65°C

Alta: 0,1X SSPE, 65°C

A titulo de outro exemplo nao-limitante, procedimentos usando
condi¢Oes de alta estringéncia podem ser também realizados como segue.
Pré-hibridizagdo de filtros contendo DNA é realizada por 8 horas da noite
para o dia a 65°C em tampao composto de 6X SSC, Tris-HCl a 50 mM
(pH=7,5), EDTA a 1 mM, PVP a 0,02%, Ficoll a 0,02%, BSA a 0,02% e 500
mg/ml de DNA de esperma de salm&o desnaturado. Filtros sdo hibridizados
por 48 horas a 65°C, a temperatura de hibridizagdo preferida, em mistura de
pré-hibridizagdo contendo 100 pug/ml de DNA de esperma de salmao desna-
turado e 5-20 x 10° cpm de sonda marcada com %P. Alternativamente, a
etapa de hibridizagdo pode ser realizada a 65°C na presenca de tampao
SSC, 1X SSC correspondendo a NaCl a 0,15M e citrato de Na a 0,05 M.
Subsequentemente, lavagens de filtro podem ser feitas a 37°C por uma hora
em uma solugéao contendo 2X SSC, PVP a 0,01%, Ficoll a 0,01% e BSA a



10

15

20

25

30

16

0,01%, seguido por uma lavagem em 0,1X SSC a 50°C por 45 minutos. Al-
ternativamente, lavagens de filtro podem ser realizadas em uma solugdo
contendo 2X SSC e SDS a 0,1% ou 0,5X SSC e SDS a 0,1% ou 0,1X SSC e
SDS a 0,1% a 68°C por intervalos de 15 minutos. Seguindo as etapas de
lavagem, as sondas de hibridizagdo sdo detectaveis através de autor-
adiografia. Outras condi¢des de alta estringéncia que podem ser usadas sao
bem conhecidas na técnica conforme citado em Sambrook e outros, 1989,
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Segunda Edigao, Cold Spring Har-
bor Press, N.Y., pp. 9.47-9.57; e Ausubel e outros, 1989, Current Protocols
in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience,
N.Y. sao incorporados aqui em sua totalidade."

Outro exemplo nao-limitante de procedimentos usando condi-
¢Oes de estringéncia intermediaria € como segue: Filtros contendo DNA sao
pre-hibridizados e entéo hibridizados em uma temperatura de 60°C na pre-
senga de um tampéo 5X SSC e sonda marcada. Subseqientemente, lava-
gens de filtro sdo realizadas em uma solugdo contendo SSC a 2X a 50°C e
as sondas hibridizadas sao detectaveis através de autoradiografia. Outras
condigbes de estringéncia intermediaria que podem ser usadas sdo bem co-
nhecidas na técnica e conforme citado em Sambrook e outros, 1989, Mole-
cular Cloning, A Laboratory Manual, Segunda Edigcdo, Cold Spring Harbor
Press, N.Y., pp. 9.47-9.57; e Ausubel e outros, 1989, Current Protocols em
Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y.
sao incorporados aqui em sua totalidade. |

Formacao de duplex e estabilidade dependem de complementa-
ridade substancial entre os dois filamentos de um hibrido e, conforme acima
mencionado, um certo grau de falta de combinacao pode ser tolerado. Deste
modo, as sequéncias de sonda da presente invengdo incluem mutagdes
(ambas simples e muiltiplas), dele¢des, insercbes das sequliéncias descritas,
e suas combinagdes, onde as ditas mutagdes, insergdes e delegdes permi-
tem formacao de hibridos estaveis com o polinucleotideo alvo de interesse.
Mutagodes, insercdes e dele¢cdes podem ser produzidas em uma dada se-

guéncia de polinucleotideo de muitas maneiras, e esses métodos sdo co-
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nhecidos de um versado na técnica. Outros métodos podem se tornar co-
nhecidos no futuro.

Sabe-se também na técnica que enzimas de restricdo podem ser
usadas para obter fragmentos funcionais das seqiiéncias de DNA objeto. Por
exemplo, exonuclease Bal31 pode ser convenientemente usada para diges-
tao de DNA limitada de tempo controlado (geralmente referida como proce-
dimentos "erase-a-base"). Vide, por exemplo, Maniatis e outros, 1982, Mole-
cular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Nova
York; Wei e outros, 1983, J. Biol. Chem., 258:13006-13512.

A presente invengdo também prové construtos genéticos com-
preendendo: a) uma sequéncia de polinucleotideo codificando um polipepti-
deo compreendendo (ou consistindo em) um polipeptideo de regido variavel
HA1 conhecido que tem entre cerca de 70% a cerca de 90% de homologia
para polipeptideo de regido variavel HA1 de cepa de provocacgéo. Construtos
genéticos da presente invengdo vao também conter elementos reguladores
adicionais tal como promotores e aumentadores e, opcionalmente, marcado-
res selecionaveis.

Tambeém dentro do escopo da presente invencdo estdo vetores
ou cassetes de expressao contendo construtos genéticos conforme aqui re-
velado e polinucleotideos codificando os polipeptideos, mostrados supra,
operavelmente ligados a elementos reguladores. Os vetores e cassetes de
expressdo podem conter seqiiéncias de controle transcripcional adicionais
também. Os vetores e cassetes de expressido podem compreender ainda
marcadores selecionaveis. O cassete de expressao pode conter pelo menos
um géne adicional, operavelmente ligado a elementos de controle, a ser co-
transformado no organismo. Alternativamente, o(s) gene(s) adicional(ais) e
elemento(s) de controle pode(m) ser provido(s) em cassetes de expressao
multiplos. Tais cassetes de expressao sdo providos com uma pluralidade de
sitios de restricdo para insergédo das sequéncias da invengéo ser sob a regu-
lagem transcripcional das regides reguladoras. O(s) cassete(s) de expressao
pode(m) adicionalmente conter genes marcadores selecionaveis operavel-
mente ligados a elementos de controle.
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O cassete de expressao vai incluir na direcao 5’-3’ de transcri-
¢ao, uma regido de iniciagao transcripcional e traducional, uma seqiiéncia de
DNA da invencao e regides de terminacéo transcripcional e traducional.
A regiao de iniciagao transcripcional, o promotor, podem ser nativos ou ana-
logos, ou estranhos ou heterélogos, para a célula hospedeiro. Adicionalmen-
te, o promotor pode ser a seqiiéncia natural ou alternativamente uma se-
quéncia sintética. Por "estranho" quer dizer a regido de iniciacdo transcrip-
cional ndo é encontrada na planta nativa na qual a regido de iniciacdo de
transcrigao € introduzida. Conforme aqui usado, um gene quimérico compre-
ende uma sequéncia de codificagao operavelmente ligada a uma regido de
iniciagao transcripcional que é heterdéloga a sequéncia de codificacéo.

Outro aspecto da invencao prové vetores para clonagem e/ou a
expressao de uma seqiiéncia de polinucleotideo ensinada aqui. Vetores da
presente invengao, incluindo vetores de vacina, podem também compreen-
der elementos necessarios para permitir expressio e/ou secrecdo das ditas
sequéncias de nucleotideo em uma dada célula hospedeiro. O vetor pode
conter um promotor, sinais para iniciagdo e para terminagdao da tradugio,
bem como regides apropriadas para regulagem de transcricdo. Em certas
modalidades, os vetores podem ser estavelmente mantidos na célula hospe-
deiro e podem, opcionalmente, conter seqiéncias de sinal direcionando a
secrecao de proteina traduzida. Esses elementos diferentes sao escolhidos
de acordo com a célula hospedeiro usada. Vetores podem integrar no ge-
noma hospedeiro ou, opcionalmente, ser vetores autonomamente replican-
tes.

A presente invengédo também prové a expressdo de um polipep-
tideo codificado por uma sequéncia de polinucleotideo revelada aqui com-
preendendo a cultura de uma célula hospedeiro transformada com um poli-
nucleotideo da presente invengdo sob condigdes que permitem a expressao
do polipeptideo e, opcionalmente, recuperacéo do polipeptideo expresso.

As sequéncias de polinucleotideo reveladas podem ser também
reguladas por uma segunda seqliéncia de acido nucléico de modo que a

proteina ou peptideo € expresso em um hospedeiro transformado com a mo-



10

15

20

25

30

19

lécula de DNA recombinante. Por exemplo, expressdao de uma proteina ou
peptideo pode ser controlada por qualquer elemento promotor/aumentador
conhecido na técnica. Promotores que podem ser usados para controlar ex-
pressao incluem, mas nao estao limitados a, o promotor CMV-IE, a regido de
promotor precoce SV40 (Bernoist e Chambon, 1981, Nature 290:304-310), o
promotor contido na repeticdo terminal de comprimento 3’ do virus sarcoma
Rous (Yamamoto e outros, 1980, Cell, 22:787-797), promotor de timidina
cinase do herpes simplex (Wagner e outros, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci.
U.S.A., 78:1441-1445), as sequéncias reguladoras do gene metalotioneina
(Brinster e outros, 1982, Nature, 296:39-42); vetores procaridticos contendo
promotores tal como o promotor B-lactamase (Villa-Kamaroff e outros, 1978,
Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 75:3727-3731) ou o promotor tac (DeBoer e
outros, 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 80:21-25); vide também "Useful
proteins from recombinant bactéria" em Scientific American, 1980, 242:74-
94); vetores de expressao de planta compreendendo a regido de promotor
de nopalina sintetase (Herrera-Estrella e outros, 1983, Nature, 303:209-213)
ou o promotor de RNA 35S do virus mosaico da couve-flor (Gardner e ou-
tros, 1981, Nucl. Acids. Res., 9:2871) e o promotor da enzima fotossintética
ribulose bifosfato carboxilase (Herrea-Estrella e outros, 1984, Nature,
310:115-120); elementos promotores de levedura ou fungos tal como o pro-
motor Gal 4, o promotor ADC (alcool desidrogenase), promotor PKG (fosfo-
glicerol cinase) e/ou o promotor de fosfatase alcalina.

Os vetores de acordo com a invengéo sdo, por exemplo, vetores
de origem de plasmideo ou viral. Em uma modalidade especifica, um vetor é
usado que compreende um promotor operavelmente ligado a uma seqiiéncia
de acido nucléico codificando proteina ou acido nucléico contido dentro das
sequéncias de polinucleotideo reveladas, uma ou mais origens de replicacdo
e, opcionalmente, um ou mais marcadores selecionaveis (por exemplo, um
gene de resisténcia a antibiético). Vetores de expressio compreendem se-
quéncias reguladoras que controlam expressio de gene, incluindo expres-
sao de gene em uma célula hospedeiro desejada. Vetores exemplares para
a expressao dos polipeptideos da invengdo incluem os vetores de plasmideo



10

15

20

25

30

20

tipo PET (Promega) ou vetores de plasmideo pBAD (Invitrogen) ou aqueles
providos nos exemplos abaixo. Ainda, os vetores de acordo com a invengéao
séo uteis para transformagdo de células hospedeiras de modo a clonar ou
expressar as sequéncias de polinucleotideo da invencéo.

Plantas Transgénicas

Polipeptideos Uteis na produgdo das composi¢des acima men-
cionadas ou protocolos de imunizagdo podem ser derivados ou obtidos de
uma célula de planta transgénica que foi geneticamente engenheirada para
expressar um polipeptideo compreendendo (ou consistindo em) polipeptideo
de regido variavel HA1 conhecido que tem entre cerca de 70% a cerca de
90% de homologia com um polipeptideo de regido variavel HA1 de cepa de
provocacgao.

Planta transgénica é aqui definida como uma cultura de célula
de planta, cepa de célula de planta, cultura de tecido de célula de planta,
planta inferior, briéfito, planta monocotiledénea, planta dicotiledénea ou sua
progénie derivada de uma célula de planta ou protoplasto transformado, on-
de o genoma da planta transformada contém DNA estrangeiro, introduzido
através de técnicas de laboratério, ndo originalmente presente em uma célu-
la de planta ndo-transgénica, nativa, da mesma espécie. Os termos "planta
transgénica" e "planta transformada" tém algumas vezes sido usados na téc-
nica como termos sindénimos para definir uma planta cujo DNA contém uma
molécula de DNA exdgena. Plantas transgénicas e plantas transformantes
incluem ainda métodos e plantas cujo genoma néo foi estavelmente trans-
formado ou que expressa transientemente um vetor viral recombinante tal
como descrito nas Patentes U.S. Niumeros 5.550.360; 5.846.795; 4.885.248;
5.173.410; 5.602.242; 5.627.060; 5.804.439; WO 05/049839; WO
03/020938; WO 02/101006; WO 02/101060; WO 02/096192; WO 02/088369;
WO 02/08386; WO 02/29068; WO 02/46440; e WO 02/068664.

Construgdo de cassetes de gene para expressdo de antigenos
imunoprotetores em plantas é prontamente realizada utilizando métodos
bem conhecidos, tal como aqueles descritos em Sambrook e outros (1989);
e Ausubel e outros (1987) Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
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and Sons, Nova York, NY. A presente invengao também inclui sequéncias de
DNA tendo homologia de seqiéncia substancial com as sequéncias revela-
das codificando antigenos imunoprotetores de modo que eles sao capazes
de ter o efeito revelado em expressdo. Conforme usado no presente pedido,
o termo "homologia de sequéncia substancial" é usado para indicar que uma
sequéncia de nucleotideo (no caso de DNA ou RNA) ou uma sequéncia de
aminoacido (no caso de uma proteina ou peptideo) exibe equivaléncia subs-
tancial, funcional ou estrutural com outra sequéncia de nucleotideo ou ami-
noacido. Quaisquer diferengas funcionais ou estruturais entre sequéncias
tendo homologia de sequéncia substancial serao minimas; isto é, elas nao
vao afetar a habilidade da seqiiéncia em funcionar conforme indicado no
presente pedido. Sequéncias que tém homologia de sequéncia substancial
com a sequéncia revelada aqui sdo geralmente variantes da sequéncia reve-
lada, tal como mutacdes, mas podem ser também sequéncias sintéticas.

Na preparagdo dos construtos da presente invengao, os varios
fragmentos de DNA podem ser manipulados, de modo a prover as sequén-
cias de DNA na orientacdo apropriada e, conforme apropriado, na estrutura
de leitura apropriada. Adaptadores ou ligantes podem ser empregados para
unir os fragmentos de DNA ou outras manipulagdes podem estar envolvidas
para prover sitios de restricdo convenientes, remogdo de DNA supérfluo,
remogéao de sitios de restricdo ou similar.

Ao realizar as vérias etapas, clonagem é empregada, de modo a
amplificar um vetor contendo o promotor/gene de interesse para introdugédo
subsequente nas células hospedeiro desejadas. Uma ampla variedade de
vetores de clonagem esta disponivel, onde o vetor de clonagem inclui um
sistema de replicagé@o funcional em E. coli e um marcador que permite sele-
cao das células transformadas. Vetores ilustrativos incluem pBR322, série
PUC, pACYC184, série Bluescript (Stratagene), etc. Entéo, a seqiiéncia po-
de ser inserida no vetor em um sitio(s) de restricdo apropriado(s), o plasmi-
deo resultante usado para transformar o hospedeiro E. coli (por exemplo,
cepas de E. coliHB101, JM101 e DH5a), a E. coli cultivada em um meio nu-

triente apropriado e as células colhidas e lisadas e o plasmideo recuperado.
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Andlise pode envolver analise de seqijéncia, analise de restricao, eletrofore-
se ou similar. Apés cada manipulagao, a sequéncia de DNA a ser usada no
construto final pode ser restrita e unida a préxima sequéncia, onde cada um
dos construtos parciais pode ser clonado nos mesmos plasmideos ou em
diferentes.

Vetores estdo disponiveis ou podem ser prontamente prepara-
dos para transformagdo de células de planta. Em geral, vetores de plasmi-
deo ou virais devem conter todas as sequéncias de controle de DNA neces-
sarias para ambos manutencao e expressao de uma sequéncia de DNA he-
teréloga em um dado hospedeiro. Tais sequéncias de controle geralmente
incluem uma sequéncia lider e uma sequéncia de DNA codificando codon de
sinal de partida traducional, um cédon de terminagao de traducdo e uma se-
quéncia de DNA codificando um sinal 3' UTR controlando processamento de
RNA mensageiro. Selegdo de elementos apropriados para otimizar expres-
sao em muitas espécies particulares é uma questdo de habilidade comum na
técnica utilizando os ensinamentos da descrigdo. Finalmente, os vetores de-
vem desejavelmente ter um gene marcador que é capaz de prover uma pro-
priedade fenotipica que permite a identificacao de células hospedeiras con-
tendo o vetor.

A atividade da sequéncia de codificacdo estranha inserida em
celulas de planta é dependente da influéncia de DNA de planta endégeno
adjacente ao inserto. Em geral, a inser¢do de genes heterdlogos parece ser
aleatoria usando qualquer técnica de transformacdo; no entanto, tecnologia
atualmente existe para produgcdo de plantas com recombinacdo especifica
de sitio de DNA em células de planta (vide WO 91/09957). Qualquer método
ou combinagao de métodos resultando na expressao da sequéncia ou se-
guéncias desejadas sob o controle do promotor é aceitavel.

A presente invencao nao é limitada a nenhum método particular
para transformagcao de células de planta. Tecnologia para introdugdo de
DNA em células de planta é bem conhecida daqueles versados na técnica.
Quatro métodos basicos para aplicagdo de DNA estranho a células de planta
foram descritos. Métodos quimicos (Graham e van der Eb, Virology,
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54(02):536-539, 1973; Zatloukal, Wagner, Cotten, Phillips, Plank, Steinlein,
Curiel, Birnstiel, Ann. N.Y. Acad. Sci., 660:136-153, 1992); Métodos fisicos
incluindo microinjecdo (Capecchi, Cell, 1980, 22(2):479-488), eletroporacdo
(Wong e Neumann, 1982, Biochim. Biophys. Res. Commun., 107(2):584-
587; Fromm, Taylor, Walbot, 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 82(17):5824-
5828; Pat. U.S. N2 5.384.253) e a pistola de gene (Johnston e Tang, 1994,
Methods Cell. Biol., 43(A):353-365; Fynan, Webster, Fuller, Haynes, Santoro,
Robinson, 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90(24):11478-11482); Métodos
virais (Clapp, 1993, Clin. Perinatol., 20(1):155-168; Lu, Xiao, Clapp, Li,
Broxmeyer, 1993, J. Exp. Med., 178(6):2089-2096; Eglitis e Anderson, 1988,
Biotechniques, 6(7):608-614; Eglitis, Kantoff, Kohn, Karson, Moen, Lothrop,
Blaese, Anderson, 1988, Avd. Exp. Med. Biol., 241:19-27); e Métodos medi-
ados por receptor (Curiel, Agarwal, Wagner, Cotten, 1991, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 88(19):8850-8854; Curiel, Wagner, Cotten, Birnstiel, Agarwal, Li,
Loechel, Hu, 1992, Hum. Gen. Ther., 3(2):147-154; Wagner e outros,, 1992,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89 (13):6099-6103).

A introdugdo de DNA em células de planta por meio de eletropo-
ragao € bem cohhecida daqueles versados na técnica. Enzimas de degrada-
¢ao de parede de célula de planta, tal como enzimas de degradagéo de pec-
tina, sdo usadas para tornar as células recipientes mais suscetiveis a trans-
formacgéo por eletroporagdo do que células ndo-tratadas. Para realizar trans-
formacéo através de eletroporagdo uma pessoa pode empregar ou tecidos
friaveis tal como uma cultura em suspens3o de células ou calos embriogéni-
cos, ou embrides imaturos ou outros tecidos organizados diretamente. E ge-
ralmente necessario parcialmente degradar as paredes celulares do material
de planta alvo para enzimas de degradagio de pectina ou ferimento mecani-
camente de uma maneira. controlada. Tal material de planta tratado esta
pronto para receber DNA estranho através de eletroporacgéo.

Outro método para aplicagdo de DNA transformante estranho a
células de planta é através de bombardeamento de microprojétil. Neste mé-
todo, microparticulas sdo revestidas com DNA estrangeiro e aplicadas a cé-

lulas através de uma forga propelente. Tais microparticulas séo tipicamente
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feitas de tungsténio, ouro, platina e metais similares. Uma vantagem de
bombardeamento por microprojétil € que nem o isolamento de protoplastos
(Cristou e outros, 1988, Plant Physiol., 87:671-674) nem a susceptibilidade a
infecgdo com Agrobacterium é requerido. Uma modalidade ilustrativa de um
método para aplicagdo de DNA em células de milho através da aceleracéo é
um Biolistic Particle Delivery System, que pode ser usado para propelir parti-
culas revestidas com DNA ou células através de uma tela em uma superficie
de filtro coberta com células de milho culturadas em suspensio. A tela dis-
persa as particulas de modo que elas nao aplicam ao recipiente células em
agregados grandes. Para bombardeamento, células em suspensdo sio de
preferéncia concentradas em filtros ou meio de cultura sélido. Alternativa-
mente, embrides imaturos ou outras células alvo podem ser dispostos em
meio de cultura sdlido. As células a serem bombardeadas s&o posicionadas
em uma distancia apropriada abaixo da placa de parada de microprojé’tilT Em
transformacdo de bombardeamento, uma pessoa pode otimizar as condi-
¢Oes de cultura de pré-bombardeamento e os pardmetros de bombardea-
mento para dar os numeros maximos de transformantes estaveis. Ambos
parametros fisicos e biolégicos para bombardeamento sdo importantes nesta
tecnologia. Fatores fisicos sao aqueles que envolvem manipulacdo precipi-
tado de DNA/microprojétil ou aqueles que afetam o véo e velocidade de
qualquer um dos microprojéteis. Fatores bioldgicos incluem todas as etapas
envolvidas em manipulagcédo de célula antes e imediatamente apdés bombar-
deamento, o0 ajuste osmoético de células élvo para ajudar a aliviar o trauma
associado com bombardeamento e também a natureza do DNA transforman-
te, tal como DNA linearizado ou plasmideos superenrolados intactos.
Transferéncia mediada por Agrobacterium é um sistema ampla-
mente aplicavel para introdugédo de DNA estranho em células de planta por-
que o DNA pode ser introduzido em tecidos de planta integral, eliminando a
necessidade de regenerar uma planta intacta de um protoplasto. O uso de
vetores de integragao de planta mediada por Agrobacterium para introduzir
DNA em células de planta € bem conhecido na técnica. Vide, por exemplo, o
meétodo descrito em Fraley e outros, 1985, Biotechnology, 3:629; Rogers e
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outros, 1987, Meth. in Enzymol., 153:253-277. Ainda, a integracdo de Ti-
DNA é um processo relativamente preciso resultando em alguns rearranjos.
A regiao de DNA a ser transferida é definida pelas sequéncias de borda, e
DNA de.intervencao é geralmente inserido no genoma da planta conforme
descrito em Spielman e outros, 1986, Mol. Gen. Genet., 205:34; Jorgensen e
outros, 1987, Mol. Gen. Genet., 207:471. _

Vetores de transformacao de Agrobacterium modernos sido ca-
pazes de replicagdo em E. coli bem como Agrobacterium, permitindo mani-
pulagdes convenientes. Além disso, avangos tecnoldgicos recentes em veto-
res para transferéncia de gene mediada por Agrobacterium melhoraram a
disposicao de genes e sitios de restricdo nos vetores para facilitar constru-
¢ao de vetores capazes de expressar varias proteinas ou polipeptideos. Re-
gides multiligantes convenientes flanqueadas por um promotor e um sitio de
poliadenilagéo para expresséo direta de genes de codificagdo de polipepti-
deo inserido sdo adequadas para presentes propdsitos. Ainda, Agrobacteri-
um contendo ambos genes Ti armados e desarmados pode ser usada para
as transformacgoes.

Transformagéo de protoplastos de planta pode ser conseguida
usando métodos baseados em precipitagdo de fostato de célcio, tratamento
com polietileno glicol, eletroporagdo e combinagdes desses tratamentos (vi-
de, por exemplo, Potrykus e outros, 1985, Mol. Gen. Genet., 199:183; Mar-
cotte e outros, 1988, Nature, 335:454). Aplicagdo desses sistemas a espé-
cies de planta diferentes depende da habilidade em regenerar a espécie par-
ticular a partir de protoplastos.

Uma vez as células de planta tendo sido transformadas, selecio-
nadas e checadas quanto a expressao de antigeno, é possivel em alguns
casos regenerar plantas férteis integrais. Isso vai depender muito da espécie
de planta escolhida. Métodos para regeneracdo de vérias espécies de planta
foram relatados na literatura e sdo bem conhecidos do versado na técnica.
Para pratica da presente invencao, é preferivel transformar cepas de célula
de planta que podem ser culturadas e melhoradas rapidamente evitando a
etapa de regeneracgdo geralmente longa. Ainda, o uso de culturas de célula
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de planta evita produgdo em campo aberto e reduz muito as chances de es-
cape de gene e contaminagao de alimento. Culturas de célula de suspensdo
de tabaco tal como NT-1 e BY-2 (An. G., 1985, Plant Physiol., 79:568-570)
sao preferidas porque essas cepas sdo particularmente adequadas para
manuseamento em cultura, sdo prontamente transformadas, produzem e-
ventos estavelmente integrados e sdo condescendentes a criopreservagio.

A cepa de célula de suspensdo de tabaco, NT-1, é adequada
para a pratica da presente invengéo. Células NT-1 foram originalmente de-
senvolvidas de Nicotiana tabacum L.cv. amarelo brilhante 2. A cepa de célu-
la NT-1 € amplamente usada e prontamente disponivel; embora qualquer
cepa de célula de suspensdo de tabaco esteja de acordo com a prética da
invengédo. Celulas NT-1 adequadas para uso nos exemplos abaixo estdo
disponiveis da American Type Culture Collection sob o nimero de acesso
ATCC N® 74840. Vide também Patente U.S. N2 6.140.075, aqui incorporada
a titulo de referéncia em sua totalidade.

Muitas técnicas e sistemas de cultura de célula de planta varian-
do de frascos agitadores em escala de laboratério a recipientes biorreatores
de multimilhares de litros foram descritos e sdo bem conhecidos na técnica
de cultura de célula de planta. Vide, por exemplo, Fischer, R. e outros, 1999,
Biotechnol. Appl. Biochem., 30, 109-112 e Doran, P., 2000, Current Opinions
in Biotechnology, 11:199-204. Apds as células de planta transformadas te-
rem sido culturadas para a massa desejada, elas sdo colhidas, gentiimente
lavadas e postas em um tampéo adequado para rompimento. Muitos tam-
poOes diferentes sdo compativeis com a presente invencdo. Em geral, o tam-
pao € uma solugéo salina tamponada isoténica aquosa no ou préximo a um
valor de pH neutro que ndo contém detergentes desagradaveis que pode ser
usada para solubilizar membranas. Tampdes preferidos incluem Solucédo
Salina Tamponada de Fosfato da Dulbecco e PBS contendo EDTA a 1 mM.

Em uma modalidade, células podem ser rompidas através de
sonificagdo. As células lavadas s@o postas em tampao em uma faixa de cer-
ca de 0,01 g/ml a cerca de 5,0 g/ml, de preferéncia na faixa de cerca de 0,1

g/ml a cerca de 0,5 g/ml (células em peso liquido lavadas por volume de
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tampao). Muitos instrumentos de sonificacdo comercialmente disponiveis
estdo de acordo com a invengdo e tempos de sonificagao variam de a partir
de cerca de 5 a cerca de 20 segundos, de preferéncia cerca de 15 a cerca
de 20 segundos. O resultante pode variar em tamanho de alguns microns a
varias centenas de microns e expde o polipeptideo de HA1 ou seus frag-
mentos imunogénicos.

Os termos "compreendendo"”, "consistindo em" e "consistindo
essencialmente em" séo definidos de acordo com seu significado padrao. Os
termos podem ser substituidos um pelo outro em todo o presente pedido a
fim de ligar o significado especifico associado com cada termo. O termo "iso-
lado" ou "biologicamente puro” refere-se a material que é substancialmente
ou essencialmente livre de componentes que normalmente acompanham o
material como € encontrado em seu estado nativo. Entdo, peptideos isolados
de acordo com a presente invengdao de preferéncia ndo contém materiais
normalmente associados com peptideos em seu ambiente in situ.

Todas as patentes, pedidos de patente e publicagdes referidos
ou citados aqui sdo incorporados a titulo de referéncia em sua totalidade,
incluindo todas as figuras e tabelas, até o ponto em que eles ndo forem in-
consistentes com os ensinamentos explicitos do presente relatério. Deve ser
compreendido que os exemplos e modalidades descritos aqui sdo para pro-
positos ilustrativos apenas e que varias modificagdes ou mudancas a sua luz
serdao sugeridas a pessoas versadas na técnica e devem ser incluidas no
espirito e escopo do presente pedido e no escopo das reivindicagoes apen-
sas. Em adig¢&o, quaisquer elementos ou limitagbes de qualquer invencdo ou
modalidade dela descrita aqui podem ser combinados com qualquer um e/ou
todos os outros elementos ou limitagbes (individualmente ou em qualquer
combinagao) ou qualquer outra invengdo ou modalidade dela descrita aqui, e
todas tais combinagbes sdo compreendidas dentro do escopo da invencédo
sem limitagdo a ela.

Embora o presente relatério descreva protecdo cruzada mais
ampla de cepas heterotipicas variaveis de influenza da ave do que vacinas

convencionalmente preparadas, a plataforma de vacina feita com planta e
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conceitos descritos aqui séo aplicaveis para controle de doenca causada por
outros patdégenos com a habilidade em variar seus determinantes antigéni-
Cos. '

Todas as patentes, pedidos de patente, pedidos provisérios e
publicagbes referidos ou citados aqui sdo incorporados a titulo de referéncia
em sua totalidade, incluindo todas as figuras e tabelas, até que ponto em
que eles ndo forem inconsistentes com os ensinamentos explicitos do pre-
sente pedido.

O que segue sao exemplos que ilustram procedimentos para
pratica da invengdo. Esses exemplos ndo devem ser considerados como
limitantes. Todas as porcentagens sdo em peso e todas as propor¢des de
mistura de solvente sdo em volume a menos que de outro modo indicado.
EXEMPLO 1 — EFICACIA PROTETORA DE H5 PRODUZIDO POR CELULA
DE PLANTA EM UMA PROVOCAGAO HETEROLOGA EM CAMUNDONGOS

Para confirmar e compreender mais a habilidade do antigeno H5
do Virus Influenza da Ave (AlV) produzido por célula de planta para proteger
contra uma provocacgao heterdloga (<90% de homologia), um estudo de va-
cinagado de murino e provocagao com AlV foi completado. O gene do antige-
no HS5 de Cepa Turkey Wisconsin 68 foi otimizado em cédon de planta,
transformado em células de planta NT-1 e cultivado de acordo substancial
com os ensinamentos da Patente US Numero 7.132.291, aqui incorporada a
titulo de referéncia em sua totalidade.

Lise de Célula

Células de planta NT-1 transformadas para expressar antigeno
H5 foram lisadas em aliquotas de 100 g (usando batedores de conta Biospec®
em gelo) em Tris a 200 mM pH 8, EDTA a 5 mM pH 8, ditiotreitol a 2 mM e
desoxicolato de Na a 2% (Doc). O lisato foi agitado da noite para o dia a 4°C
para auxiliar na extragdo de H5, entdo clarificado através de centrifugacdo
seguido por filtragem (0,45 pm) entao purificado mais conforme descrito abai-
x0. Uma porgéao foi quantificada para H5, liofilizada e armazenada a -20°C.
Cromatografia Mab

Antigeno H5 bruto purificado foi preparado a partir de células de
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planta NT-1 transformadas como segue. O lisato de célula de planta prepa-
rado acima foi diluido 4 para 1 com agua Milli-Q®, para reduzir a concentra-
¢ao de Doc para 0,5%. O lisado de célula de planta diluido foi passado em
uma coluna de afinidade Mab H5 de 125 ml equilibrada com Tris a 50 mM
pH 8. A coluna foi lavada para linha de base com Tris a 50 mM pH 8 e prote-
ina ligada foi eluida com Tris a 50 mM pH 8, NaSCN a 2 M. A proteina H5
eluida foi dialisada contra dois volumes grandes de bicarbonato de aménio
10,5 mM (um tampao volatil) antes da liofilizac&o.

Preparacao de Antigeno

1. Vacina Experimental: Torta de lisato de célula NT-1 transformada liofiliza-

da contendo aproximadamente 129,5 ug de antigeno H5 foi reidratada usan-
do 3,5 ml de agua estéril resultando em uma solugéo de estoque de lisato de
célula de planta tendo concentragdo de 37 pg/ml de solugéo de estoque de
antigeno H5 bruto. A solugao de estoque de antigeno H5 bruto foi clarificada
através de centrifugagcdo por 20 minutos a 6000 X G, entao filtrada estéril
através de um filtro de 0,22 micron. Este antigeno H5 bruto estéril foi entao
guardado para montagem de vacina experimental final.

2. Vacina Purificada: Frascos liofilizados de antigeno H5 purificado com

cromatografia Mab foram usados para preparar vacina purificada. Cada um
dos frascos liofilizados continha 500 pg de antigeno H5. Cada frasco foi rei-
dratado com 5 mi de agua estéril para dar uma concentracéo final de 100
Hg/ml. Este material ndo requereu clarificagao ou filtragem estéril e foi entdo
guardado para montagem de vacina purificada final.

3. Controle Vazio de NT-1: Controle vazio de NT-1 foi preparado usando o

mesmo procedimento que usado para vacina experimental (1) acima exceto
que células de planta NT-1 ndo-transformadas foram usadas ao invés de
células de NT-1 transformadas expressando antigeno H5.
Formulacéao

Cada uma das vacinas finais foi montada para uma concentra-
¢ao de H5 final de 26,7 ng/ml usando o procedimento que segue. Antigeno
de vacina experimental, antigeno de vacina purificada ou lisato de controle

vazio de NT-1 foi adicionado a um tubo de centrifuga de fundo cénico de 50
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mi estéril. A quantidade requerida de solugéo de estoque Quil A filtrada esté-
ril (50 mg/ml em agua estéril, Brenntag, DK) foi adicionada ao tubo para uma
concentragao final de 40 ug/dose e misturada por um minuto usando um
homogeneizador do tipo rotor estator esterilizado. A quantidade requerida de
solugao estoque de colesterol (18 mg/mi em EtOH) foi adicionada ao tubo
para uma concentracdo final de 10 ug/dose e misturada por um minuto u-
sando um homogeneizador do tipo rotor estator estéril. O volume requerido
de uma mistura previamente preparada e autoclavada de lecitina e polimero
acrilico (3:2 de lecitina:carbopol) foi adicionado para uma concentracgéo final
de 1 mg/dose e homogeneizado por um minuto. A quantidade requerida de
agua estéril foi adicionada ao tubo e misturada.

A vacina montada foi entdo assepticamente transferida para
frascos de soro esterilizados, vedada e rotulada. Os frascos de vacinas mon-
tadas foram armazenados a 4°C até que eles fossem transportados confor-
me necessario para o sitio de teste clinico.

Vacinacao

Sessenta e cinco camundongos BALB (fémeas; 5-6 semanas de
vida) foram designados a Grupo de Tratamento 1, Grupo de Tratamento 2,
Grupo de Tratamento 3 ou Grupo de Tratamento 4 conforme descrito na Ta-
bela 1. Nos Dias de Estudo 0, 14 e 21, os camundongos foram vacinados
com uma dose de 150 ul do tratamento prescrito conforme descrito na Tabe-
la 1. VacinagGes foram administradas subcutaneamente. Camundongos no
Grupo 4 nao foram vacinados. |
Analise Pés-vacinagdo

No dia 35, todos os camundongos foram mudados para uma ins-
talagcdo ABSL3 e aclimatados a nova instalagdo por 1 semana. No Dia 42,
camundongos de cada Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3 foram aleatoriamente
selecionados e exsanguinados sob sedagido. Sangue foi processado em so-
ro e armazenado a 2 -20°C para andlise soroldgica. Adicionalmente, no Dia
42, os 15 camundongos restantes de cada Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3 fo-
ram provocados com 50 uL de aproximadamente 1,5x10° de Virus Influenza
da Ave TCIDso A/Vietnam/1203/04. Os 5 camundongos no Grupo 4 foram
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provocados falsamente com Solugéo Salina Tamponada com Fosfato (PBS).
Todas as mudangas foram realizadas sob anestesia com Cetamina.

No Dia de Estudo 45, 5 animais do Grupo 1, 5 animais do Grupo
2, 5 animais do Grupo 3 e todos os camundongos do Grupo 4 (5 camundon-
gos) foram sacrificados e os pulmées e cérebros foram removidos. Pulmdes
e cerebros foram homogeneizados e testados quanto a virus viavel através
da quantificagdo de TCIDsy.

Os 10 camundongos restantes no Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3
foram monitorados quanto a sinais clinicos de doencga até o final do Dia de
Estudo 56.

Ensaios Soroldgicos

Inibicdo de hemaglutinina contra Cepa Turkey Wisconsin 68 de
AlV e neutralizacdo de soro contra A/Vietnam/1203/04 foram realizadas no
sangue coletado de camundongos nos Grupos 1 e 2 no Dia de Estudo 42.
Ensaio de Inibicao de Hemaglutinina

Ensaio sorolégico de Inibicao de Hemaglutinina (HAI) foi realiza-
do em amostras de soro coletadas no Dia 42 contra Cepa Turkey Wisconsin
68 de AlV inativada preparada em fluido alantdico. O virus inativado foi dilui-
do para dar entre 8 a 16 unidades de hemaglutininacdo (HA) por 50 ul. As
amostras de soro foram serialmente diluidas duas vezes em PBS. As amos-
tras de soro diluidas foi adicionado um volume igual de virus diluido. A mis-
tura de soro-virus foi incubada em temperatura ambiente por 60 minutos.
Uma solugdo a 1% de células de sangue vermelhas de galinha (cRBC) foi
entdo adicionada a mistura de soro-virus e incubada a 2-7°C por 24 horas.
As placas foram entdo visualmente inspecionadas quanto & hemaglutinina
(resultado positivo) ou cRBC em pélete (resultado negativo). O titulo de HAI
representa a diluicao.inversa dos soros que é capaz de inibir a habilidade do
virus em causar hemaglutinacao da cRBC.

Ensaio de Neutralizacao de Soro

Os ensaios de neutralizagdo de soro foram realizados em um
laboratdrio ABSL-3. Titulos de dose de neutralizagdo 50 (NDsg) foram deter-

minados para amostras de soro como segue. Diluicdes seriais duas vezes
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de cada amostra foram preparadas usando Meio Essencial Minimo da Eagle
(EMEM). Virus Influenza da Ave (Vietnam/1203/04) foi adicionado as amos-
tras de soro diluidas e esta mistura foi incubada a 37°C por uma hora. Pla-
cas de noventa e seis cavidades que eram pelo menos 90% confluentes com
células MDCK foram entdo enxaguadas com Solucdo Salina Equilibrada de
Hank (HBSS) e as cavidades inoculadas em quintuplicata com 100 pl de ca-
da diluigao de soro-virus. As placas foram entdo incubadas em aproximada-
mente 37°C e CO; a 5% em uma incubadora umidificada por 96 + 6 horas.
As placas foram graduadas quanto a efeitos citoldégicos (CPE) com o auxilio
de um microscépio. A diluicdo NDs, foi relatada com a diluicdo que resulta
na auséncia de CPE em 50% das cavidades inoculadas e foi calculada u-
sando o método Spearman Karber.

Titulacdo de Virus Viavel de Pulmio e Cérebro

O cérebro e pulmdes de 5 camundongos em cada Grupo 1,2 e 3
foram removidos e homogeneizados em CMF-PBS. Os homogenatos foram
separados em aliquota para tubos de centrifuga e armazenados a < -70°C.
Amostras de homogenato de cérebro e pulmao foram testadas quanto a vi-
rus viavel usando TCIDses. Pulmdes e cérebro foram removidos e congela-
dos intactos a =-70°C em 1 ml de solugdo salina tamponada com fosfato
(PBS) preparada com antibiético a 1% (Penicilina e Estreptomicina). Apds
descongelamento, os pulmdes e cérebro foram homogeneizados e as amos-
tras foram testadas quanto a virus viavel através de dose infecciosa de cultu-
ra de tecido 50 (TCIDsgs). Resumidamente, diluicdes seriais de 50 vezes de
cada amostra foram preparadas usando EMEM. Uma série de diluicdo foi
também preparada para uma amostra controle positiva (PC, uma amostra
positiva com um titulo TCIDso conhecido) e uma amostra controle negativa
(NC, conhecida ser sem virus). Placas de noventa e seis cavidades que e-
ram pelo menos 90% confluentes com células MDCK foram entdo enxagua-
das com Solugao Salina Equilibrada de Hank (HBSS) e as cavidades inocu-
ladas em quintuplicata com 100 ml de cada diluicdo de amostra. Uma série
de pelo menos 5 cavidades de controle de cultura celular (CC) foi entdo ino-
culada com 100 mi de EMEM. Séries de diluicdo para as amostras PC e NC
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foram ent&o inoculadas em quintuplicata em placas de 96 cavidades separa-
das. Ambas placas de controle positivo e negativo incluiam um minimo de 5
cavidades CC cada. As placas foram entio incubadas em aproximadamente
37°C e CO2 a 5% em uma incubadora umidificada por 96 x 6 horas. As pla-
cas foram graduadas quanto a efeitos citopatoldgicos (CPE) pro um técnico
com o auxilio de um microscépio. A fim de que o ensaio seja considerado
vélido nao poderia haver nenhuma contaminacédo e pelo menos 5 cavidades
CC em cada placa precisavam ser monocamadas confluentes saudaveis
(>80%). A TCIDs era a diluicdo que resultou em CPE em 50% das cavida-
des inoculadas e foi calculada usando o método Spearman Kérber.
Resultados

Cinco camundongos de cada Grupo 1, Grupo 2 e Grupo tiveram
sangue tirado para teste sorolégico. Os resultados soroldgicos (Inibicdo de
Hemaglutinina e Neutralizagdo de Soro) sdo apresentados na Tabela 2. To-
dos os cinco camundongos do Grupo 1 (Vacina experimental) desenvolve-
ram anticorpos contra Turkey Wisconsin 68 (homdlogos ao antigeno H5 na
vacina) conforme evidenciado por Sorologia de Inibigdo de Hemaglutinagdo
(HAI). O Titulo Médio Geométrico (GMT) do Grupo 1 era 388. Trés dos cinco
camundongos do Grupo 2 (Vacina purificada) desenvolveram titulos HAL.
O GMT do Grupo 2 foi 60,7.

Nenhum dos cinco camundongos do Grupo 3 (controle vazio de
NT-1) desenvolveu anticorpos HAI para Turkey Wisconsin 68. Trés dos cinco
camundongos do Grupo 1 (Vacina experimental) desenvolveram anticorpo
contra Vietnam/1203/04 (heterdlogo para a HA na vacina) conforme eviden-
ciado através de Sorologia de Neutralizagdo de Soro (SN). O Titulo Médio
Geomeétrico (GMT) do Grupo 1 foi 34,0. Um dos cinco camundongos do Gru-
po 2 desenvolveu um titulo SN (GMT=3,1) e nenhum dos camundongos do
Grupo 3 desenvolveu anticorpos SN para Vietnam/1203/04.

Virus influenza da ave viavel foi isolado dos pulmdes e cérebros
de 5 camundongos de cada Grupo 1, 2, 3 e 4 no Dia de Estudo 45 (3 dias
pds-provocacéo). Todos os cinco camundongos no Grupo 4 foram sacrifica-

dos conforme acima discutido e entdo ndo sido representados na Tabela 4.
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Resultados de isolamento de virus s@o apresentados na Tabela 3. Em todos
0s quatro grupos, nenhum virus viavel poderia ser isolado do tecido cerebral.
No Grupo 1 (Vacina experimental), 1 dos 5 camundongos tinha tecido pul-
monar estéril (nenhum virus poderia ser isolado). O GMT do virus viavel do
pulmdo do camundongo do Grupo 1 foi 3,31x10° TCIDs¢/mL. No camundon-
go do Grupo 2 (Vacina purificada), virus viavel poderia ser isolado de 5 dos 5
camundongos. O GMT do virus viavel dos pulmdes dos camundongbs do
Grupo 2 foi 2,19x10* TCIDs¢/ml. Camundongos no Grupo 3 (controle vazio
de NT-1) tinham mais de 1 log de virus influenza da ave viavel superior em
tecido de pulm&o aos camundongos do Grupo 1. No Grupo 3, cinco de cinco
camundongos tinham isolamentos positivos e o GMT do grupo foi 8,72x10*
TCIDs¢/ml. Os camundongos no Grupo 4 (ndo-vacinados e provocados com
PBS apenas) ndo tinham nenhum isolamento de virus de tecidos de pulmao.

Os camundongos em cada Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3 foram
clinicamente monitorados do dia da provocacgao (Dia 42) até duas semanas
pos-provocacgédo (Dia 56). A Tabela 4 prové o Dia de Morte Pés-Provocagao
para o Grupo 1, Grupo 2 e Grupo 3. Por volta do final da fase em vida do
estudo (Dia de Estudo 56; 14 dias pds-provocacdo), 100% dos camundon-
gos no Grupo 1 (Vacina experimental) tinham sobrevivido a provocacéo. No
Grupo 2 (Vacina Purificada) 10% dos camundongos sobreviveram a provo-
cacgao. No Grupo 3 (Controle vazio) 100% dos camundongos sucumbiram &
provocacao.

TABELA 1: Grupos de tratamento para vacinagéo de murino e estudo de eficacia

de provocacao

Gru- | Tratamento Ne de | Dose Provocagao
po Camun-
dongos
1 Vacina Experimental 20 150ul SC, 3 doses Sim
2 Vacina Purificada 20 150ul SC, 3 doses Sim
3 Controle Vazio de NT-1 20 150ul SC, 3 doses Sim
4 Controle Nao-vacinado 5 NA Nao Falsa
provocacao
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TABELA 2: Titulos de Inibicdo de Hemaglutinagio (HAI) e Titulos de Neutraliza¢éo
de Soro (SN) (Dia de Estudo 42)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Camun- HAI* SN** } Camun- | HAI* | SN** Camun- | HAI* SN
dongo dongo dongo **
7 512 0 1 <8 0 1 <8 0
10 256 459 3 64 0 5 <8 0
11 256 0 9 256 294 8 <8 0
13 512 283 19 1024 |0 14 <8 0
15 512 348 20 <8 0 17 <8 0
GMT 388 34,0 GMT 60,7 3,1 GMT <8 0
STD 140,2 | 208,2 | STD 433 131 STD 0 0
*para calculos de GMT de HAI <8 foi expressos como 7
** para calculos de GMT de SN 0 foi expresso como 1

TABELA 3: Isolamento de Virus Viavel de Tecido Pulmonar (TCIDs,)

Camun- Pulméao | Camun- Pulméao | Camun- | Pulméo Camun- | Pul-
dongo dongo dongo dongo mao

1 7,93x10° | 5 3,16x10* | 3 2,0x10° 1 0

6 2,0x10° |6 5,01x10* | 7 1,26x10° |2 0

14 0 7 5,01x10* § 10 7,94x10* |3 0

18 7,94x10° | 11 3,16x10* | 12 1,26x10° | 4 0

19 3,16x10* | 14 2,0x10* | 18 2,0x10* 5 0
GMT 3,31x10° | GMT 2,19x10* | GMT 8,72x10* | GMT 0

STD 3,12x10* | STD 2,01x10* | STD 6,64x10° | STD 0
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TABELA 4: Tabela de Mortalidade — Dia de Morte Pés-provocacio

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Camun- Dia da Morte Camundongo | Dia da Morte Camun- Dia da
dongo | dongo Morte
2 Sobreviveram 2 8 2 8
3 Sobreviveram 4 7 4 7
4 Sobreviveram 8 8 6 7
5 Sobreviveram 10 9 9 8
8 Sobreviveram 12 7 11 9
9 Sobreviveram 13 7 13 9
12 Sobreviveram 15 6 15 9
16 Sobreviveram 16 Sobreviveram 16 7
17 Sobreviveram 17 7 19 8
20 Sobreviveram 18 7 20 8

Deve ser compreendido que os exemplos e modalidades descritos

aqui sdo para propdositos ilustrativos apenas e que varias modificacdes ou

mudancas a sua luz serdo sugeridas a pessoa versada na técnica e devem

ser incluidas dentro do espirito e escopo do presente pedido e no escopo

das reivindicagOes apensas. Ainda, quaisquer elementos ou limitagdes de

qualquer inven¢do ou modalidade dela aqui revelada podem ser combinados

com qualquer e/ou todos os outros elementos ou limitagdes (individualmente

ou em qualgquer combinag¢ao) ou qualquer outra invengdo ou modalidade de-

la aqui descrita, e todas tais combinagdes sdo contempladas com o escopo

da invencdo sem limitagédo a ela.
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Ser Ser
290 295 300

Met Pro Phe His Asn Val His Pro Leu Thr
Pro Lys

305 310 315 320
Tyr Val Lys Ser Asp Lys Leu Val Leu Ala
Asn Val

325 330 335
Pro Gln Arg Glu Thr Arg Gly Leu Phe Gly
Phe Ile
3490 345 3590
Glu Gly Gly Trp Gln Gly Met Vval Asp Gly
His His
3855 360 365
Ser Asn Glu Gln Gly Ser Gly Tyr Ala Ala
Thr Gin
370 375 380

Lys Ala Ile Asp Gly Ile Thr Asn Lys Val
Asp Lys

385 390 395 400
Met Asn Thr Gln Phe Glu Val Val Gly Lys
Leu Gilu

405

410

50

415

Gly

Ile

Thr

Ala

Trp

Asp

Asn

Glu

Ala

Gly

Gly

Ile

Tyr

Lys

Ser

Phe

Ile

Glu

Leu

Ala

Gly

Glu

Ilie

Asn

Asn

Cys

Arg

Gly

Tyr

Ser

Ile

Asn



val

Glu

Thr

Lys

Arg Ile
Asp

420
Trp Thr
Axrg
435
Leu

Asp

vVal

450

Arg
Cys
465
Glu

Arg

Gly

Asn

Glu

Gln

Leu

Ile

Leu Gln

Phe
Phe Tyr
Asn

485
Thr Tyr
Arg

500

Glu Ile
Ile
515

Ser Ile

Met

530

Glu Asn Leu

425

Tyr Asn Ala

440

Phe His Asp

455

Leu Arg Asp

470

His Lys Cys

490

Asp Tyr Pro

505

Asp Gly Vval

520
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Asn Lys

430

Glu Leu

445

Ser Asn

460

Asn Ala

475

Asp Asn

Lys Met

Leu Val

Val Arg

Lys Glu

480

Glu Cys

495

Gln

510

Lys Leu

525

Tyr Ser Thr Val &ala

535

540

Ser Glu

Glu Ser

Ser Ser

Glu

Leu

Asn

Leu

Met

Glu

Met

Leu

Asp

Met

Leu

Gly

Glu

Serxr

Gly

Ala

Gly

Glu

Tyr

Asn

Ser

Arg

Thr

Leu

Phe

Asn

Asp

Gly

val

Leu

Tyr

Ala
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Val Ala Gly Leu Ser Phe Trp Met Cys Ser Asn Gly Ser Leu
Gln Cys
545 550 555 560

Arg Ile Cys Ile
<210> 8 ‘

<211> 16

<212> PRT

<213> Virus Influenza da Ave

<400> 8

Met Glu Arg TIle Val Ile Ala Leu Ala Ile Ile Ser Val vVval
Lys Gly

1 ) 10 15
<210> 9

<211l> 326

<212> PRT

<213> Virus Influenza da Ave

<400> 9

Asp Gln Ile Cys Ile Gly Tyr His Ala Asn Asn Ser Thr Glu
Gln val

1 5 10 15

Asp Thr Ile Met Glu Lys Asn Val Thr val Thr His Ala Gln

Asp Ile

.20 25 30
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Leu Glu Lys Glu His Asn Gly Lys
Val Arg
35 40 45
>Pro Leu Ile Leu Lys Asp Cys Ser
Gly Asn
50 55 60
Pro Met Cys Asp Glu Phe Leu Asn
Ile val
65 70 75
Glu Lys Asp Asn Pro Val Asn Gly
Phe Asn
85 90 85

Asp Tyr Glu Glu Leu Lys His Leu
Phe Glu

100 105 110
Lys Ile Gln Ile Ile Pro Arg Ser
Ala Ser

115 120 125
Ser Gly Val Ser Ser Ala Cys Pro
Phe Phe
130 135 140

Arg Asn Val Val Trp Leu Ile Lys
Thr Ile
145 150 155

Leu

val

Val

80

Leu

Met

Ser

Tyxr

Lys

Cys

Ala

Pro

Cys

Ser

Trp

Asn

Asn

160

Ser

Gly

Glu

Tyr

Ser

Ser

Gly

Asn

Leu

Trp

Trp

Pro

Thr

Asn

Axg

Ala

Lys

Leu

Ser

Gly

Asn

His

Ser

Tyr

Gly

Leu

Tyxr

Asp

His

Asp

Ser

Pro



Lys

Leu

Gly

Tyr

Asn

Gln

Ser

Ser

Arg Thr
Trp

165
Ile His
Gln

180

Ser Asn
Arg
195
Ile

Pro

Gly

210

Arg
Ile
225
Phe

Lys

Val

Tyr

Asn

Ser

Met Glu

Ser
Glu Ser
Ile

245
Lys Lys
Gly

260

Cys Asn

Ser

275

Tyr Asn Asn

170

His Pro Asn

185

Thr Tyr Val

200

Glu Ile Aala

215

Phe Phe Trp

230

Asn Gly Asn

250

Gly Asp Ser

265

Thr Lys Cys

280

235
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Thr Asn Val

175
Asp Ala Thr
190
Ser Val Gly
205
Thr Arg Pro
220

Thr Ile Leu

Phe Ile Ala

255
Ala Ile Met
270
Gln

Thr Pro

285

Glu

Glu

Thr

Lys

Arg

240

Pro

Lys

Vval

Asp

Gln

Ser

val

Pro

Glu

Sexr

Gly

Leu

Thr

Thr

Asn

Asn

Tyxr

Glu

Ala

Leu

Lys

Leu

Gly

Asp

Ala

Leu

Ile

Ile

Leu

Asn

Gln

Ala

Tyx

Glu

Asn
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Met Pro Phe His Asn Val His Pro Leu Thr Ile Gly Glu Cys
Pro Lys

290 295 300

Tyr Val Lys Ser Asp Lys Leu Val Leu Ala Thr Gly Leu Arg

Asn Val

305 310 315 320

Pro Gln Arg Glu Thr Arg

325

<210> 10

<211> 157

<212> PRT

<213> Virus Influenza da Ave

<400> 10

Gly Leu Phe Gly Ala Ile Ala Gly Phe Ile Glu Gly Gly Trp

Gln Gly

Met

Gly

Gly

Gly

Thr

Phe

50

vVal Asp
Ser

20
Tyr Ala
Ile
35
Asn Lys

Glu

Gly

Ala

40

val

55

10

Trp Tyr

25

Asp Lys

Asn Serxr

60

15

Gly Tyzr

30

Glu Ser

45

Ile Ile

His

Thr

Asp

His

Gln

Lys

Ser

Lys

Met

Asn

Ala

Asn

Glu

Ile

Thr

Gln

Asp

Gln



Val Vval

Asn Leu
65
Asn Lys
Asn Ala
Glu Leu
His Asp
10
Ser Asn
Arg Asp
115
Asn Ala
Lys Cys
130
Asp Asn

145
<210> 11

<211> 24

Gly Lys

70

Lys

85

Leu val

0

Val Arg

Lys Glu

13

Glu Cys Met Glu Ser Val Arg Asn Gly Thr Tyr

150

<212> PRT

Met'

Glu Phe

75

Glu Asp

90

Leu Met

105

Asn Leu

120

Leu Gly

S

Asn

Gly

Glu

Tyr

56

Asn Leu

80

Phe Leu

95

Asn Glu

110

Asp Lys

125

Asn

140

155

<213> Virus Influenza da Ave

<400> 11

Gly Cys

Glu

Asp

Arg

Val

Phe

Arg

Val

Thr

Arg

Glu

Arg

Trp

Leu

Leu

Phe

Ile

Thr

Asp

Gln

Tyxr

Glu

Tyr

Phe

Leu

His

Gln Ile Leu Ser Ile Tyr Ser Thr Val Ala Ser Ser Leu Ala

Leu Ala

1

5

10

15

Ile Met Val Ala Gly Leu Ser Phe

20
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<210> 12

<211> 10

<212> PRT

<213> Virus Influenza da Ave

<400> 12

Asn Gly Ser Leu Gln Cys Arg Ile Cys Ile

1 5 10
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REIVINDICACOES

1. Método de indugdo de uma resposta imunoprotetora contra
uma cepa de Virus Influenza da Ave (AlV) em um animal ou ser humano que
compreende: »

a) expressdo em uma célula de planta de uma seqiiéncia de
DNA compreendendo polipeptideo de regido variavel HA1 conhecido que
tem entre cerca de 70% a cerca de 90% de homologia para um polipeptideo
de regiao variavel HA1 da cepa de provocagao;

b) prepara¢do de uma composi¢do de vacina usando o polipep-
tideo de regido variavel HA1 conhecido expresso na dita célula de planta, e;

c) administragdo da dita composi¢cdo de vacina a um animal ou
humano de modo que uma resposta imunoprotetora ¢ induzida no dito ani-
mal ou ser humano.

2. Metodo para preparagédo de uma vacina de AlV feita de planta
que compreende:

a) transformag¢ao de uma célula de planta com um vetor recom-
binante compreendendo um polinucleotideo codificando um polipeptideo de
regiao variavel HA1 conhecido que tem entre cerca de 70% a cerca de 90%
de homologia para um polipeptideo de regido variavel HA1 de provocacgao;

b) cultura da dita célula de planta sob condigdes adequadas para
aexpressao do dito polipeptideo conhecido;

C) recuperacgao do dito polipeptideo conhecido; e

d) mistura do dito polipeptideo conhecido com excipientes far-
maceuticamente aceitaveis e diluentes para eles.

3. Vacina para AlV feita de planta compreendendo um polipepti-
deo de regidao variavel de hemaglutinina 1 (HA1) conhecido que tem entre
cerca de 70% a cerca de 90% de homologia para um polipeptideo de regiao
variavel HA1 de cepa de provocagédo que quando da administragcdo da dita
vacina feita de planta a um animal ou ser humano elicita uma resposta imu-
ne protetora no dito animal ou ser humano contra a dita cepa de provocacéo
70% a cerca de 90% homdloga.

4. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, em que o dito
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polipeptideo de regido variavel HA1 conhecido tem pelo menos 70% e me-
nos do que 87,0%, 86,5%, 86,0%, 85,5% 85,0%, 84,5%, 84,0%, 83,5%,
83,0%, 82,5%, 82,0%, 81,5%, 81,0%, 80,5%, 80,0%, 79,5%, 79,0%, 78,5%,
78,0%, 77,5%, 77,0%, 76,5%, 76,0%, 75,5%, 75,0%, 74,5%, 74,0%, 73,5%,
73,0%, 72,5%, 72,0%, 71,5% ou 71,0% de homologia para um polipeptideo
de regido variavel HA1 de cepa de provocacgéo.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicagédo 2,
em que o dito polipeptideo de regiao variavel HA1 conhecido tem entre cerca
de 70% e cerca de 71,0%, 71,5%, 72,0%, 72,5%, 73,0%, 73,5%, 74,0%,
74,5%, 75,0%, 75,5%, 76,0%, 76,5%, 77,0%, 77,5%, 78,0%, 78,5%, 79,0%,
79,5%, 80,0%, 80,5%, 81,0%, 81,5%, 82,0%, 82,5%, 83,0%, 83,5%, 84,0%,
84,5%, 85,0%, 85,5%, 86,0%, 86,5% ou 87,0% de homologia para um poli-
peptideo de regido variavel HA1 de cepa de provocacao.

6. Método de acordo com a reivindicagdo 1 ou reivindicagéo 2,
em que o dito polipeptideo de regido variavel de HA1 conhecido tem entre
70% e 71,0%, 71,5%, 72,0%, 72,5%, 73,0%, 73,5%, 74,0%, 74,5%, 75,0%,
75,5%, 76,0%, 76,5%, 77,0%, 77,5%, 78,0%, 78,5%, 79,0%, 79,5%, 80,0%,
80,5%, 81,0%, 81,5%, 82,0%, 82,5%, 83,0%, 83,5%, 84,0%, 84,5%, 85,0%,
85,5%, 86,0%, 86,5% ou 87,0% de homologia para um polipeptideo de regi-
ao variavel HA1 de cepa de provocacéo.

7. Vacina de AlV feita de planta de acordo com a reivindicacéo
3, em que o dito polipeptideo de regido variavel HA1 conhecido tem pelo
menos 70% e menos do que 87,0%, 86,5%, 86,0%, 85,5% 85,0%, 84,5%,
84,0%, 83,5%, 83,0%, 82,5%, 82,0%, 81,5%, 81,0%, 80,5%, 80,0%, 79,5%,
79,0%, 78,5%, 78,0%, 77,5%, 77,0%, 76,5%, 76,0%, 75,5%, 75,0%, 74,5%,
74,0%, 73,5%, 73,0%, 72,5%, 72,0%, 71,5% ou 71,0% de homologia para
um polipeptideo de regido variavel HA1 de cepa de provocagéo.

8. Vacina de AlV feita de planta de acordo com a reivindicacao
3, em que o dito polipeptideo de regiao variavel HA1 conhecido tem entre
cerca de 70% e cerca de 71,0%, 71,5%, 72,0%, 72,5%, 73,0%, 73,5%,
74,0%, 74,5%, 75,0%, 75,5%, 76,0%, 76,5%, 77,0%, 77,5%, 78,0%, 78,5%,
79,0%, 79,5%, 80,0%, 80,5%, 81,0%, 81,5%, 82,0%, 82,5%, 83,0%, 83,5%,
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84,0%, 84,5%, 85,0%, 85,5%, 86,0%, 86,5% ou 87,0% de homologia para
um polipeptideo de regido variavel HA1 de cepa de provocacao.

9. Vacina de AlV feita de planta de acordo com a reivindicagdo
3, em que o dito polipeptideo de regido variavel HA1 conhecido tem entre
70% e 71,0%, 71,5%, 72,0%, 72,5%, 73,0%, 73,5%, 74,0%, 74,5%, 75,0%,
75,5%, 76,0%, 76,5%, 77,0%, 77,5%, 78,0%, 78,5%, 79,0%, 79,5%, 80,0%,
80,5%, 81,0%, 81,5%, 82,0%, 82,5%, 83,0%, 83,5%, 84,0%, 84,5%, 85,0%,
85,5%, 86,0%, 86,5% ou 87,0% de homologia para um polipeptideo de regi-
ao variavel HA1 de cepa de provocacao.



RESUMO
Patente de Invengdo: "VACINA PARA INFLUENZA DA AVE E METODOS
DE USO".

A presente invengao refere-se a vacinas para influenza e particular-
mente vacinas para influenza da ave (AlV). A invengao inclui métodos para
preparagéo de células de planta transgénica para expressar polipeptideos de
HA1 conhecidos tendo homologias especificadas que sdo usados para pre-
parar composi¢des de vacina e métodos para indugédo de imunidade proteto-

ra em um individuo, animal, mamifero ou ser humano.
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