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1dgio de invengdo em Portugal.

RESUMDEO

O presente invento refere-se a bactérias nf8o virulen-
tas nas quais foram clonadas sequéncias de nucledtidos hete-
rbdlogas codificando para a express§o dos antigénios da protedi
na M estreptocdcica, bactérias essas que s8o eficazes para in
duzir anticorpos opsdnicos contra as infecg¢des estreptocdci-
cas. Estas bactdrias s8o Uteis para a vacinag¢8o contra as ba-

ctédrias Streptococcus pyogenes,
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MEMORIA DESCRITIVA

A pres@nte inveng¢do refere-se a8 imunizagdo contra as
infec¢B3es por estreptococos, mais particularmente contra as

infec¢des por estreptococos do grupo A.

A invengdo tem extensas e importantes implicagdes.
Tanto quanto & sabido pelo inventor, é proporcionado pela
primeira vez um veiculo bioldgico vivo que transporta um an-
tigénio protector de bactérias virulentas, antigénio esse
gque € eficaz na imunizag¢8o contra infecgdes provocadas pelas
bactérias virulentas., EZntende-se que as concretizag¢les aqgui
descritas s8o aplicdveis a aplicag¢des, processos e utiliza-

‘CBes mais extensas e de maior alcance.

A pesqgquisa para uma vacina segqura e eficaz contra as
estirpes de estreptococos do grupo A que desencadeiam a febre
reumdtica e a doenga reumdtica do coragf8o tem prosseguido des
de ha mais de sessenta anos. Lancefield, "Current Knowledge
of Type-Specific M Protein Antigens to Group A Streptococci",
J. Immunol, Vol., 89, pg 307-313 (1962). Foi jd dado a conhe-
cer gue poucas espécies bacterianas tém sido sujeitas a uma
investigacfo t3o intensiva, durante este sdculo, gquanto a

Streptococcus pyogenes ou a estreptococos do grupo A. A medi-

da gque crescia a convicgdo de gque este organismo era primeiro
o principal, e depois o agente exclusivo da febre reumdtica
aguda, os investigadores procuraram com muita determinacgdo e
esforgco, isolar o produto da bactéria cujos componentes téxi-
cos ou antig4nios pudessem estar relacionados com O processo
reumdtico, Para um estudo mais profundo sobre a febre reuméti
ca e a infecgdo por estreptococos veja-se Stollerman, Rheuma-

tic Fever and Streptococcal Infection (New York Clinical Car-

diological Monographs, Grune and Stratton, 1975). O papel cen
tral da proteina M na imunidade contra o0s estreptococos do
grupo A foil revisto por Stollerman. Faz-se tambdm referéncia
a Beachey e Sevyer, "Primary Structure and Immunochemistry of
Group A Streptococcal M Proteins," Seminars in Infections Di-

sease, Vol. 4, pg 401410 (J.B. Robbins, J.C. Hill and J.C.
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Sadoff, eds, Georg Thiemeverlag, pub., New York and Stuttgart,
1982).

A maior parte dos esforgos no sentido de desenvolver
uma vacina foram frustrados por reacgBes téxicas graves a qua
se todos os produtos estreptocédcicos introduzidos no hospedei
ro humano. Alguns destes produtos tém mostrado dar origem a
anticorpos que reagem em cruzado com os tecidos do hospedeiro,
especialmente com o coragdo. Kaplan e Meyerserian, "An Immuno
logical Cross-Reaction Between Group A Streptococcal Cells
and Human Heart Tissue," Lancet, Vol. i, og 706-710 (1962);
Zabriskie e Freimer, "An Immunological RPelationship Between
the Group A Streptococcus and Mammalian Muscle," J. Exp. Med,
Yol. 124, pg 661-678 (1966). Apesar de jd estar estabelecido
hd muito tempo que a proteina M na superficie dos estreptoco-
cos do grupo A contém os antigénios protectores destes orga-
nismos, surgiu o receio de que a proteina M isolada pudesse
estar associada com antigénios reactivos em cruzado e poten-
cialmente nefastos para os tecidos que dessem origem a febre
reumdtica em vez de a evitar. Este receio foi perpetuado pela
descoberta de que certos estreptococos reumatogénicos produ-
zem protefnas M que estdo intimam2nte associadas com um anti-
génio reactivo em cruzado com o coragdo. Kaplan, "Immunologic
Relation of Streptococcal and Tissue Antigens., I. Properties
of an Antigen in Certain Strains of Group A Streptococci Exhi
biting an Immunologic Cross-Reaction With Human Heart Tissue,"
J. Immunol. Vol. 90, pg 595 (1963). De facto, foi recentemen-
te estabelecido que uma das moléculas da protef{na M contém,
no seio da sua estrutura covalente, um epitopo que induz um
anticorpo protector anti-estreptocdcico que reage também em
cruzado com uma proteina sarcolemar do tecido do coragdo huma
no. Dale e Beachey, “Protective Antigenic Determinant of Stre
ptococcal M Protein Shared With Sarcolemmal Membram Protein

of Human Heart," J. Exp. Med., Vol. 156, pg 1165-1176 (1982).

A patente dos Estados Unidos No. 4,284,537, de E. Bea-
chey, concedida em 18 de Agosto de 1981, revela a sequéncia

de aminodcidos de dois fragmentos peptidicos derivados da pro
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teina M tipo 24. £ também revelado gque cada um destes fragmen
tos naturais, gquando ligados covalentemente a um veiculo como
a polilisina, foi capaz de induzir anticorpos opsbénicos, espe
cificos para um dado tipo, eficazes contra Streptococcus pyo-

genes., Cada um destes fragmentos era um extracto natural e ca

da um continha 35 aminodcidos.

A patente dos Estados Unidos No. 4,454,121, de E. Bea-
chey, concedida em 12 de Junho de 1984, revela um péptido sin
tdtico (S-CB7) e que um dos determinantes protectores se en-
contra localizado num fragmento especifico de S-CB7 da proted
na M tipo 24 que contém apenas doze residuos de aminodcidos
(S-cB7(18-29)). O S-CB7, como descrito, difere do fragmento
nativo CB-7 por o residuo terminal COOH de S-CB7 ser metioni-
na, em vez de homoserina. A especificag¢do mostra e descreve
também, conjugados ligados covalentemente, de S-CB7 e veicu-
los hapteno apropriados, naturais, como BSA ou OVA, ou sinté-
ticos, como polilisina. Outros detalhes acerca deste trabalho
foram publicados em Nature a 30 de Julho de 1981, por Beachey
e col., 292, pdginas 457-459.

A patente dos Estados Unidos No. 4,521,334, entitulada
“Synthetic Polypeptide Fragments," de Edwin H. Beachey, conce-
dida em 4 de Junho de 1985, revela a sequéncia de aminodcidos
de trés fragmentos peptidicos CB3, CB4 e CB5, e sequéncias de
35 e 37 aminodcidos da proteina M tipo 24 que contém determi-
nantes antigénicos correspondentes aos determinantes antigéni
cos contidos em CB3-CB7. A patente dos Estados Unidos No.
4,597,967, entitulada "Synthetic Polypeptide Fragments," de
Edwin H. Beachey, concedida em 1 de Julho de 1986, revela que
estes fragmentos, quando ligados covalentemente a um veiculo
como a polilisina, s&o capazes de induzir anticorpos opséni-
cos, especi{ficos para um dado tipo, eficazes contra Strepto-

coccus pyogenes,

A patente dos Estados Unidos No. 739,963 entitulada
“"Biologically Active Hybrid Peptides of Streptococcal M Pro-

tein and Compositions and Use" de Edwin H, Beachey et al. de-

positada em 31 Maio de 1985, revela sequéncias peptidicas con
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tendo fragmentos de proteinas M5, M6 e M24, que sdo capazes
de induzir anticorpos opsénicos e bactericidas para Strepto-

coccus pyogenes gue n8o s8o sorologicamente reactivas em

cruzado com os antigénios de tecido do coragdo humano ou do
hospedeiro. O pedido dos Estados Unidos No. 839,750, entitu-
lado "Synthetic M Proteins-Streptococci Type 6" de Edwin H.
BEeachey, e col. depositado em 14 Margo de 1986 descreve a
sintese de conjugados do antigénio da proteina M6, O pedido
dos Estados Unidos No., 858,436 entitulado "Localization of
Protective Epitopes of the Amino Terminus of Type S Strepto-
coccal M Protein," de Edwin H. Beachey, e col. depositado em
1 Maio de 1986, descreve a sintese de conjugados de antigé-

nio da proteina M5,

As patentes anteriores revelam pequenos fragmentos pe-
pt{dicos que sf8o imunogénicos e contribuem para o desenvolvi-
mento de uma vacina segura e eficaz contra as infecgles estre
ptocdcicas que dfo inicio a febres e & doenga reumdtica do co
ragdo. A abordagem efectuada foi a de que os péptidos muito
pequenos permitiriam dispor de uma grande porgdo da molécula
da proteina M e portanto deveriam reduzir as possibilidades
de induzirem reac¢des imunolédgicas em cruzado contra os teci-
dos do hospedeiro. Ve ja-se por exemplo a patente dos Estados

Unidos No., 4,454,121, acima referida, colunas 1 e 2.

Para uma informa¢do adicional em relagdo a8 imunidade
protectora especifica para um dado tipo, evocada por péptidos

sintdticos da protef{na M de Streptococcus pyogenes, ve ja-se

Beachey et al,, "Type Specific Protective Immunity Evoked by
Synthetic Peptide of Streptococcus pyogenes M Protein, "Natu-

re, Vol, 292, No. 5822, pp 457-459 (30 de Julho de 1981).

Para literatura adicional neste campo ve ja-se Hasty e
col., "Hybridomas Antibodies Against Protective and Non-Prote
ctive Antigenic Determinants of a Structurally Defined Polype
ptide Fragment of Streptococcal M Protein," J. Exp. Med. Vol.
155, p 1010 (Abril de 1982); e Hopp e Woods, "“Prediction of
Protein Antigenic Determinants from Amino Acid Sequences,"

Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol., 78, No. 6 pp 3824-28 (Junho




68 108
Ref: 372,.,4712P
(492 .4888R)

de 1981).

Ndo obstante estes avangos, subsiste ainda uma neces-
sidade imperiosa, que ndo foi satisfeita até ao oresente, de
uma vacina administrdvel oralmente, que incorpore estes poli
péptidos imunogdénicos ndo reactivos em cruzado., Administrando
estes péptidos na forma de uma bactéria recombinante ndo-viru
lenta atenuada capaz de os sintetizar, a presente invencgdo
marca mais um passo em frente e proporciona mais um avanco
nas ciéncias médicas, particularmente no controlo das infec-

¢Bes estreptocédcicas.

Conhecem-se numerosos serdtipos de protefnas M, codifi
cados em genes gue sdo alelos uns dos outros. Cada serotipo
-corresponde a uma estirpe diferente de S. pyogenes, e esses

serotipos diferem apenas nas suas sequéncias amino terminais.

A presente invengdo refere-se de forma geral a uma abor
dagem da engenharia gendtica & sintese de um antigénio ou fra-
gmento de antigénio da proteina M estreptocécica que & eficaz
na indugdo de anticorpos opsdénicos contra infeccgdes estreptocd

cicas,

Num sentido mais especifico, a inven¢8o proporciona uma
bactéria nfo virulenta transformada que contém uma sequéncia
de nucledtidos heterdloga, sequéncia de nucledtidos essa que €
codificada e expressa um antigénio da protefna M estreptocdédci-

Ca.

A invenc¢8o proporciona também um hospedeiro ndo virulen
to transformado no qual o antigénio expresso da protefina M es-
treptocdcica € eficaz na indug¢f8o de anticorpos opsdnicos con-

tra a infecg¢do estreptocdcica,

Outro objecto da presente inveng¢do € proporcionar tam-
bédm um antigé€nio de protefna, eficaz contra formas virulentas

da bactdria n8o virulenta.

Um objecto especifico da invencg8o € proporcionar uma ba

ctéria ndo virulenta transformada do género Salmonella, especi

ficamente da espdcie typhimurium, que porta um plasmideo que

codifica para um gene da proteina M, mais especificamente para
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o gene da proteina M tipo 5.

Cutro objecto da inveng8o € proporcionar um antigénio
da proteina M estreptocdcica eficaz na indugdo de anticorpos
opsoénicos que conferem imunidade sistdmica contra as infec-

¢Ses estreptocdécicas,

Um objecto da presente invendo € proporcionar um an-
tigénio multivalente da proteina M estreptocdcica, eficaz na
indugdo de anticorpos opsdénicos contra mais de um serotipo da

estirpe M estreptocécica.

Outro objecto da presente invengdo é proporcionar um
antigénio expresso da proteina M estreptocdécica que & expres-
So no citoplasma e ndoc é expresso na superficie da bactéria.

-

E ainda objecto da invengdo proporcionar um antigénio
da proteina M estreptocédcica que, quando expresso pelo hospe-
deiro, particularmente um hospedeiro microbiano heterdlogo
nfo virulento no gual tenha sido clonado o gene para o antigé
nio da proteina M estreptocécica, € um antigénio eficaz induz
imunidade e n8o € sorologicamente reactivo em cruzado com 0OS
antigé€nios de tecidos humanos, especialmente os do coragdo.
Um outro objectivo da invenc8o € proporcionar uma bactéria
ndo virulenta transformada ndo pertencente & espscie do grupo

A do género Streptococcus.

Outro objecto da presente invencgdo € um hospedeiro
transformado, por exemplo uma bactéria, particularmente uma
bactdria entédrica n8o virulenta que, apesar da sua ndo viru-
18ncia, induza ainda anticorpos. E um objectivo desta inven-
¢do proporcionar umd bact?®ria hospedeira ndo-virulenta, transg
formada, que ndo forme colbdnias no sujeito a ser imunizado,
mas que se multiplique até & extensdo limitada necessdria pa-

ra induzir anticorpos.

Um objectivo desta invengdo é a transformagdo de Salmo-

nella typhimurium. Outro objectivo desta inveng8o € a transfor

ma¢do de Streptococcus sanguis.

Qutro objectivo da inveng¢d8o ¢ uma bactéria hospedeira
nSo virulenta, transfcrmada, na gual foi clonada uma sequén-

cia heterdloga de nucledtidos de outra espécie bacteriana, se
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guéncia de nucledbdtidos essa que é codificada para e expressa
o antigdnio da proteina qu> & eficaz para induzir anticorpos

opsdnicos contra as outras espécies bacterianas.

Outro objectivo importante da inveng8o € proporcionar
as sequéncias de nucledtidos transportadas pelo gene que co-

difica e expressa os antigénios das outras espécies bacteria

nas.

Ooutro objecto do invento € proporcionar vdrios outros
componentes obtidos por engenharia gendtica que conduzem ao

hospedeiro ndo virulento transformado.

Outro objecto da inveng8o € a clonagdo na bactéria hos
pedeira das sequéncias de nucleétidos/gg%ificam para polipé-
Etidos eficazes na inducgc8o de anticorpos opsénicos contra in-
fecgBes estreptocdcicas, em particular para serotipos estre-

ptocédcicos 5, 6 e 24,

Cutro objecto da inveng8o € a clonag8o na bactéria hos
pedeira, das sequéncias de nucledtidos codificadas para um an
tigénio de superficie de E. coli que induz anticorpos anti-

-adesivos.

Outro objecto da invengdo & proporcionar os passos de
engenharia gendtica que conduzem & preparagdo das bactérias

ndo virulentas.

Cutro objectivo da inveng8o € a preparacdo de plasmi-
deos e outras constru¢des necessdrias para clonar na estirpe
S. typhimurium @ sequéncia de nucleébtidos heteréloga que ex-

pressa os antigénios desejados da protefna M estreptocébdcica.

Um objectivo importante da inveng8o € a preparacdo de plasmi-
deos que sdo expressos de forma estdvel em Aro—§; typhimurium
SL3261.

Cutro objecto da invengdo € um processo de imunizag8o
de um mamifero, como um humano, no qual se administra a esse
mamifero, numa dosagem eficaz para induzir anticorpos opsdéni-
cos @ conferir imunidade sistémica contra infecg¢des estrepto-
cbcicas, a bactédria ndo virulenta transformada, acima descri-

ta, contendo a sequéncia de nucledtidos heterbdloga. S8o tam-
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bédm objecto do invento os plasmideos (e vectores).

Um importante objecto da invengdo € a administragdo
oral das composicBes da invengdo, apesar de se proporcionarem
também com esta invengdo outros tipos de administrag¢do, inclu

indo a via parentérica.

Um aspecto importante da inveng8o € proporcionar imuni

dade contra infecgdes orais do tipo estreptocébcico.

Outro aspecto da inveng8o € proporcionar uma composi-
¢80 nfo virulenta gue € muito bem tolerada pelo sujeito ao

gual a composigdo € administrada.

E um aspecto da invengdo digno de meng¢do, o facto de a
.imunidade conferida ao paciente ser sistémica e ser conferida
comparativamente rdpida e completamente, mesmo quando adminis

trada por via oral,

Outros objectos da inveng¢do tornar-se-8o evidentes a
partir da descrig8o que se segue, Outras caracteristicas e
vantagens da invenc¢do tornar-se-8o visiveis a partir dos exem
plos que se seguem e por referéncia ao desenho em apéndice no

qual:

A Fig. 1 apresenta uma andlise “Immunoblot" (imunomar-

cac8o) da proteina M do tipo 5 expressa por Salmonella typhi-

mur ium LB5000 (faixa 1) e SL3261 (faixa 2-9) transformada por
pMK207.

Em adig¢do as patentes e publicag¢®es referidas acima,
outras obras da técnica anterior que foram tomadas em conside

ragdo na descricgcdo desta invengdo incluem:

Beachey, et als., "Repeating Covalent Structure and
Protective Immunogenicity of Native and Synthetic Polypeptide
Fragments of Type 24 Streptococcal M Protein,™ J. Biol. Chem,
Vol. 258, No. 21 pp 13,250-13,257 (1983),

van de Rijn, et als,, "Group A Streptococcal Antigens
Cross-Reactive with Myocardium," J. Exp. Med., Vol. 146, pp.
579-599 (1977).

van de Rijn, et als., "Immunochemical Analysis of Inta
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ct M Protein Secretd From Cell Wall-Less Streptococci,”" In-
fect, Immun., Vol. 32, pp. 86-91 (1981).

Edman and Begg, "A Protein Segquenator," European J.
Biochem. Vol. 1, pp. 80-91 (1967).

Phillips, et als., "Streptococcal M Protein: Helical
Coiled - Coil Structure and Arrangement on the Cell Surface,"”
Proc. Natl,., Acad, Sci. USA, Vol, 78, No. 8 pp. 4689-4693
(Agosto de 1981).

Laver, 2t als, "Antigenic Drift in Type A Influenza
Virus: Peptide Mapping and Antigenic Analysis of A/PR/8/34-
(HON1) Variants Selected With Monoclonal Antibodies," Proc.
Natl. Acad., Sci. USA, Vol., 76, No. 3, pp. 1425-1429 (Margo
‘de 1979).

Atassi, "Antigenic Structure of Myoglobin: The Comple-
te Immunochemical Anatomy of a Protein and Conclusions Rela-~-
ting to Antigenic Structures of Proteins," Immunochemistry,
vol. 12, pp. 423-438 (1975).

Kabat, Structural Concepts in Immunclogy and Immunoche -

mistry, pp. 89-100 (Holt, Rhinehart & Winston, New York,
(1968),

Nisonoff, Methods in Immunology and Immunochemistry,
vol. 1, pp. 120-187 (1977)., i

Munoz, Methods in Immunology and Immunochemistry, Vol.

3, pp. 146-160 (1970).

Manjula e Fischetti, "“Tropomyosin-like Seven Residue
Periodicity in Three Immunologically Distinct Streptococcal
M Proteins and its Implications for the Antiphagocytic Proper
ty of the Molecule," J. Sxp. Med., Vol. 155, pp. 695-7C8
(1980).

Beachey e Stollerman, “Toxic Effects of Strevtococcal
M Protein on Platelets and Polymorphonuclear Leukocytes in Hu
man Blood," J. Exp. Med. Vol. 134, pp. 351-365 (1971},

Dale, 2t als., "Heterogenecity of Type-Specific and

Cross-Reactive Antigenic Determinants Within a Single M Pro-
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tein of Group A Streptococci, " J. Exp. Med. Vol. 155, ppe.
1026-1038 (1980).

Beachey, et als. "Purification and Properties of M Pro
tein Extracted from Group A Streptococci with Pepsin:
Covalent Structure of the Amino Terminal Region of Ty-

pe 24 M Antigen," J. Exp. Med. Vol. 145 pp., 1469-1483 (1977).

Beachey, et als,.,, "Primary Structure of Protective An-
tigens of Type 24 Streptococcal M Protein," J. Biol. Chem.,
Vol. 255, pp. 6284-6289 (1980).

Beachey, et als., "Repeating Covalent Structure of Stre
ptococcal M Protein, "Proc, Natl., Acad. Sci. USA, Vol. 75, pp.
3163-3167 (1978).

a

Beachey, et als., "Human Immune Response to Immuniza-
tion with a Structurally Defined Polypeptide Fragment of Stre
ptococcal M Protein," J. Exp. Med., Vol. 150, pp. 862 (1979).

Brown, et al., "An Attenuated aroA Salmonella typhimu-

rium Vaccine Elicits Humoral and Cellular Immunity to Cloned

~-Galactosidase in Mice," The Journal of Infectious Diseases,

Vol. 155, No., 1 (Janeiro de 1987). £sta publicag¢do discute a

estirpe SL3261 de Salmonella typhimurium e uma estirne de va-

cina aroA atenuada que foi utilizada como veiculo para o plas

mideo pXY41ll.

Esta publicagfo de Brown, et al., € aqui incorporada
por referéncia. Outra publicac8o de interesse € Hoiseth and
Stocker, “Aromatic-dependent Salmonella Typhimurium are Non-
~-Virulent and Effective as Live Vaccines," Nature, Vol. 291
(21 de Maio de 1981); Smith, et al., "Aromatic-Dependent Sal-
monella Typhimurium are Non-Virulent and Effective as Live

Vaccines," Am., J. Vet, Res, Vol. 45, No. 1 (Janeiro de 1984);

Smith et al., "Vaccination of Calves Against Salmonella Du-

blin with Aromatic-Dependent Salmonella Typhimurium," Am. J.
Vet. Res., Vol.15, No. 11 (Novembro de 1984); Maskell, et al.,
"Attenuated Salmonella Typhimurium as Live COral Vaccines and
Carriers for Delivering Antigens to the Secretory Immune Sys-—
tem," Vaccines 86 (Cold Spring Habor Taboratory 1986).
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As natentes no campo da engenharia gendtica de interes

se g=2ral incluem:

Patente dos Estados Unidos No. 4,428,941 entitulsda "Nu-
cleotide Sequence Coding the Surface of the Hepatitis B Virus,
Vector Containing Said Nucleotide Sequence, Process Allowing
the Obtention Thereof and Antigen Obtained Thereby," concedida
a Francis Galibert, et als., em 31 de Janeiro de 1984; Patente
dos Estados Unidos No,., 4,518,584 entitulada "Human Recombinant
Interleukin - 2 Muteins," concedida a Mark et als em 21 de
Maio de 1985; Patente dos Estados Unidos No. 4,588,585 entitulada
“Human Recombinant Cysteine Depleted Interferon-B Muteins,"”
concedida a Mark et als., em 13 de Maio de 1986; e Patente dos
Estados Unidos No. 4,625,252 entitulada "Recombinant Bacterial
Plasmids Containing the Coding Sequences of Insulin Genes,"

concedida a Rutter et als em 24 de Margo de 1987,

Patente dos Estados Unidos No. 4,666,846 entitulada
"Novel Cloning Vectors Containing Selectable Genetic Markers
for Use in Streptomyces and Related Organisms," concedida a
Fayerman, et als em 19 de Maio de 1987 e Patente dos Estados
Unidos No. 4,666,847 entitulada "Recombinant DNA Means and Me
thods," concedida a Alford et als em 19 de Maio de 1987,

De acordo com a invengd8o € preferiIvel que o plasmideo
que codifica o gene da proteina M seja primeiro clonado e ex-

presso 2m Escherichia coli. Podem utilizar-se quaisquer ou-

tros bacilos entdrico do grupo coliforme como Klebsiella ou

TSnterobacter, mas E. coli € normalmente preferido, Em seguida

o plasmideo que transporta o gene M é isolado e purificado e
faz-se ent8o uma construc¢do para transformar as bactérias nfo

virulentas dese jadas, como a aroA-S. typhimurium (SL3261), De-

verd notar-se que esta estirpe mutante exibe um marcador nutri
cional tanto para PABA como 2,3-DHB. Veja-se Brown et al, aci-

ma citado. Deverd notar-se gue outra espdécie de S. typhimurium

dese jada € recA S. typhimurium, particularmente a estirpe Ty2la

Ve ja-se Clements, et al., "Construction of a Potencial Live
Aro Vaccine for typhoid type fever and cholorea - E. coli - re

lated diarrheas,"” Infect., Immun., 46:564-9 (1984). Ve jam-se
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também as outras referéncias citadas, no acima citado arti-

go de Brown, et al, que s&o também aqui incorporadas por re

feréncia.

% preferivel obter o gene da protefna M a partir de
uma estirpe virulenta de S, pyogenes. No entanto, é possivel
obter o gene a partir de uma estirpe ndo virulenta, atenuadas,
de S. pyogenes ou mesmo fabricar a sequéncia de nucledtidos

codificada para a proteina M dese jada.

Os vectores de clonagdo de ADN recombinante da presen
te invenc8o n8o estdo limitados & utilizag¢8o numa dnica espg

cie ou estirpe de Salmonella. Pelo contrdrio, os vectores sdo

largamente aplicdveis e podem ser transformados em cdlulas
‘hospedeiras de outras bactérias gram-negativas como as do gé-

nero Enterobacteriaceae (como Shigella e Klebsiella como Kle-

bsiella penumoniae, Enterobactdrias como Enterobacter aeroge-

nes), Salmonellae, como Salmonella arizona e Citrobacter po-

dem ser utilizadas desde que propriamente atenuadas ou torna-

das ndo-virulentas,

As espdécies comuns de Salmonella que podem ser utiliza

das quando atenuadas e tornadas ndo virulentas incluem as se-

guintes:

S. paratyohi A, S. schottmulleri, S. tynhimurium, S. paraty-

phi C, S. choleraesuis, S. montevideo, S. newport, S, typhi,

S. enteritidis, S. gallinarum, S. anatum.

De acordo com a inveng3o podem tambdm utilizar-se como,
hospedeiro para os vectores de clona¢gdo de ADN recombinante

da presente invengdo, bactdrias do gdnero Streptococcus que

sejam ndo virulentas ou que tenham sido tornadas ndo virulen-

tas ou atenuadas, incluindo Streptococci dos grupos imunolégi

cos A-0 mas geralmente outros que ndo A, 0Os Streptococci ade-

quados gue podem ser utilizados como hospedeiro bacteriano in

cluem S. Cremoris, S. Faecalis, S, Salivarius, S. Mitior, S.

Mitis, 8. Mutans e 5., Sanguis, sendo a Gltima espdcie a es-

pdcie preferida presentemente,

0s microorganismos apropriados adicionais gue podem
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ser atenuados e transformados de acordo com a invengdo sdo

conhecidos. Pode fazer-se referéncia a Davis, et al., Micro-

biology, (Harper & Row, Segunda Edigdo, 1973).

Em geral qualquer bactéria entérica pode servir como
bactdria hospedeira. ¥ preferivel que a bactéria hospedeira
sobreviva no sujeito apenas o tempo suficiente para induzir
a resposta opsénica, mas em geral pode utilizar-se gqualquer
estirpe bacteriana gque tenha sido atenuada para ndo coloni-
zar mas gque continue a multiplicar-se até um grau limitado
para induzir anticorpos para a proteina estranha. Numa con-

cretizacg8o preferida da inveng¢do, € utilizada a estirpe Aro-

de S. typhimurium, que requer dois metabelitos ndo encontra-
dos nos tecidos de mamiferos, PABA e 2,3-DHB. Como resultado,
as bactdrias inoculadas morrem apds vdrias geragdes por falta

destes metabolitos. Veja-se Hoiseth e Stocker acima citados.

No entanto, pode empregar-se qualquer agente microbia-
no mutado com uma deficiéncia metabdlica para compostos nutri
cionais n8o encontrados nos tecidos do sujeito a8 ser imuniza-
do, ou qualquer um assim produzido por manipulacgfes genéti-

Ccas .

Deverd notar-se que a aro Salmonella typhimurium SL-

3261 nf8o virulenta, na qual foi transformado um plasmideo con
tendo o gene estrutural codificando o antigénio da proteina

M de serébétipo 5, expressa a moldcula completa da proteina 5M,
expressdo essa que € confinada guase exclusivamente ao compar

timento citoplasmdtico de S. typhimurium. Constitui um aspe-

cto Unico e inesperado desta invengdo o facto de um antigénio
de superficie imunogdnico e protector como o antigénio da pro
teina M estreptocédcica ser expresso no citoplasma da bactéria

hospedeira ndo virulenta,

Assim, pode verificar-se que de acordo com a invengdo,
a sequéncia de nucledtidos desejada que codifica e expressa o
antigédnio da proteina que € eficaz para induzir anticorpos
opsdénicos contra as infecgles estreptocédcicas, particularmente

do serétipo 5, pode ser clonada numa grande variedade de hospe
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deiros,., Num sentido mais alargado, portanto, o hospedeiro tran
formado no qual se encontra a sequéncia de nucledtidos apbs re
plicag¢d@o ndo necessita de ser heterdlogo relativamente a se-

quédncia de nucledbtidos, nem a seguéncia necessita de ser hete-

réloga relativamente aos microorganismos,

NDe acordo com uma concretizacdo especifica do método de
imunizacdo de um animal de sangue quente, foi demonstrado que

9

a) a administragdo peroral de até 1,65x10° Salmonella n8o viru

lenta, mutante, contendo o plasmidzo pMK207 codificando a pro-

teina M estreptocdédcica do serbdtipo 5 era tolerada em ratinhos;

b) o plasmideo pMK207 era extremamente estdvel tanto in vitro

como in vivo;

a

c) os ratinhos que receberam a maior dose (109) de bactérias
retiveram (harbored) os microorganismos no figado durante um

periodo t8o longo como trés semanas sem efeitos de doenga;

d) os ratinhos imunizados oralmente com Salmonella transforma-

da n8o virulenta que expressa o gene do antigénio da proteina
M estreptocécica do Serétipo 5 desenvolveram anticorpos opséni
cos no soro, t3o cedo gquanto trés semanas, contra os estrepto-

cocos do serdtipo M5; e

) os ratinhos imunizados ficaram totalmente protegidos em
trés semanas contra os "desafios" intra-peritoniais dos estre-
ptococos do serétipo M5 homdlogo (mas ndo do serdtipo M24 hete
rédlogo). E digno de mengdo o facto de ndo se observar uma imu-
nidade reactiva em cruzado quando a composig¢8o da invengdo €&
administrada oralmente. A expressdo citoplasmdtica do antigé-
nio da protefina M na bactdria n8o virulenta € especialmente
vantajosa para esta administragdo oral. O antigénio fica prote
gido, no citoplasma da bactéria nf8o virulenta dos dcidos do es
témago e de outros agentes danificantes até que a cdlula ndo
virulenta morra e liberte o antigénio, ordindriamente no intes

tino delgado, local preferido para a libertac8o dos antigénios.

De acordo com a invencdo, a bactdria ndo virulenta pode
também ser utilizada como hospedeiro para vectores de clonagdo

de ADN recombinante, contendo sequéncias de nucledtidos que co
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dificam e 2xpressam polipdptidos imunogénicos que sdo especi
ficamente eficazes para conferir imunidade contra infecgdes
estreptocécicas e que ndo s8o reactivas em cruzado com Os an
tigédnios dos tecidos humanos, especialmente com os do cora-

¢do.

Cs polipdptidos imunogénicos de acorde com a invengdo
incluem oligopdptidos sintdticos que copiam regides de molé-
culas de proteina M que ndo tém epitopos auto-imunes, como
descrito na Fatente dos Estados Unidos No. 4,284,537 concedi
da a ©. Beachey em 18 de Agosto de 1981, Patente dos Estados
Unidos Mo. 4,454,121 concedida a B. Beachey em 12 de Junho de
1984, Patente dos Estados Unidos No. 4,521,334 concedida a E,

_.Beachey em 4 de Junho de 1985, Patente dos Estados Unidos No.
4,597,967 concedida a E. Beachey em 1 de Julho de 1986 pedido
dos Estados Unidos Mo. de série 739,963, de E. Beachey et al,
apresentado em 31 de Maio de 1985, Pedido dos Estados Unidos
No de série 839,750 de E. Beachey et al., apresentado em 14
de Marco de 1986 e Pedido dos Estados Unidos No de série
858,436 de E. Beachey et al apresentado em 1 de Maio de 1986,

todos citados acima e incorporados por referéncia.

A capacidade dos polipéptidos de serdtipo M24 como
vefculo para uma vacina altamente polivalente tem sido testa

da com outros fragmentos de polipédptidos do serdtipo M.

Cutra abordagem da invengdo tem sido a utilizagdo de

bactdrias Streptococcus Sanguis que tém sido transformadas

com os plasmideos que expressam a proteina M. A express8o da
proteina M do serétipo do tipo 5 em S. sanguis tem sido leva
da a cabo. O gene da proteina M foi transportado num plasmi-
deo vactor vaivém ("Shuttle") e transformado na bactéria hos
pedeira, a gual mostrou expressar os fibrilos da proteina M

de s2rdbtipo 5 na superfiicie do organismo. Alédm disso, os or-
ganismos foram capazes de ligar fibrinogénio o qual por sua

vez tornou o microorganismo resistente & fagocitose.

De acordo com a inveng¢do, um mdtodo dese jdvel para efe
ctuar a imunizagd8o contra as infecgdes estreptocédcicas € a

instilagdo de S. sanguis atenuada intranasalmente para evocar
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respostas locais imunes no sitio preciso em que os estre-

ptococos entram geralmente no hospedeiro.

Cutra abordagem da inven¢do tem sido a clonagdo no or
ganismo hospedeiro, em conjunto com © plasmideo que expressa
a protefina M, de um plasmideo que expressa o antigénio de uma
terceira espécie bacteriana. Em particular, um plasmideo
pSH-2 clonado a partir da estirpe CSHS5C de E. coli, foi clona

do em Sal. typhimurium provocando a expressdo pelo hospedeiro

‘lum antigdnio de superficie de E. coli de 29 Kilodalton gue
induz anticorpos anti-adesivos Fim H. Estes anticorpos anti-
-adesivos n8o s8o apenas eficazes contra E. coli, s8o também

eficazes contra outras bactédrias gram-negativas.

a

Outras vantagens caracteristicas da invengdo surgirdo

nos exemplos ndo limitativos gque se seguem.
EXEMPLO 1

TRANSFORMACAC DE BACTHERIA HOSPEDRWIRA N30 VIRULSNTA PARA EX-
PRESSAR A PRCTEINA M ESTRZPTCCOCICA

A estirpe aro de Salmonella typhimurium SL3261, desen

volvida por Stocker e Hoseith (citada acima) foi escolhida
porque esta forma mutante de agente microbiano & capaz de efe
ctuar invasdo mas ndo causa doenga., Esta estirpe mutante exi-
be um marcador nutricional tanto para o dcido p-aminobenzdico
(PABA) como para o dcido 2,3-di-hidrobenzdico (DHB). Veja-se

Stocker e Hoseith, citados acima.

O gene estrutural do antigfénio da protefina M5 (Smp5)
foi clonado ¢ expresso em E, coli LE392 como descrito por
Kehoe, ¢t als., "Cloning and Genetic Analysis of Serotype 5M
Protein Determinant of Group A Streptococci; &Bvidence for Mul
tiple Copies of the M5 Determinant in the Streptococcus pyocge-
nes Genome," Infect Immun., Vol. 48, pp 190-197 (1985) e Poi-

rer, 2t als., "Expression of Protective and Cardiac Tissue
Cross-Reactive Epitopes of Type 5 Streptococcal M Protein in
Escherichia coli," Infect. Immun. Vol. 48, pp. 198-2C3 (1985),
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sendo ambas agqui incorporadas por referéncia.

0 plasmidzo pMK207 foi isolado, purificado e trans-
formado primeiro numa estirpe rm? LB500C de sal. typhimuri-

um, como descrito por Bullas e Ryo, "Salmonella typhimurium

LT?2 Strains which are r m+ for all Three Chromosomally Loca

ted Systems of DNA Restriction and Modification," J. Bacte-
riol, Vol. 156, pp. 471-474 (1983) e Lederberg e Cohen,
“Transformation of Salmonella typhimurium by Plasmid Deoxy-

ribonucleic Acid," J. Bacteriol., vol. 119, pp. 1072-1074

(1974), sendo ambas agui incorporadas por referéncia. O
plasmideo isolado e purificado de LB5000 foi entdo utilizado

para transformar o aro Sal. typhimurium SL3261 utilizando

os procedimentos acima descritos por Lederberg e Cohen e Bul

las e Ryo.

As estirpes transformadas T.B5000 e SL3261 expressam a
molécula da proteina M5 completa como demonstrado pela andli
se Western Blot dos lisados celulares completos (Fig. 1; fai
xas 1 e 2). O tripleto tipico da proteina M5 (Veja-se Poirer
et als., e Kehoe, et als., citados acima) migrou como bandas
de M 59, 56 e 54K. Os estudos preliminares, destinados a de
terminar a localizac8o da proteina M5 como expressa por Sal.

typhimurium SL3261, indicaram que a proteina recombinante se

encontrave confinada quase exclusivamente ao compartimento
citoplésmico . A proteina M5 foi expressa de forma estdvel
por SL3261 mesmo na auséncia de pressfo antibidtica, isto €&,
a express8o tornou-se evidente apds subculturas repetidas du
rante cinco dias, o que representa aproximadamente 35 gera-

¢des de crescimento (Fig. 1; faixas 3-8).
EXEMPLO 2

TCLERANCIA DO RATINHO A SAL. TYPHIMURIUM SL3261 TRAMNSFCRMADC

Tm estudos preliminares, desafiaram-se ratinhos
BALB/c com doses crascentes de SL3261-pMK207 mara determinar
se 0s animais tolerariam ou n8oc os organismcs transformados.

Nenhum dos ratinhos, que recebeu atd um mdximo de l,65xlO9
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organismos por dose oral, adoeceu OU MOrreu.

1, 3, 5 e 10 semanas apds a inoculagf8o, sacrificaram-
-se dois ratinhos de cada grupo de dosagem e os s=2us figados,
bacos e intestinos foram cultivados para pesquisa de SL3261-
-pMK207 em dgar de McConkey contendo 50 mg/ml de sulfato de
canamicina @ 10 mg/ml de PAEA e de DHB. Puderam isolar-se co
lénias n8o fermentadoras da lactose apds uma semana, apenas
a partir dos ratinhos que tinham recebido 106 organismos ou
mais, e apds trés semanas, apenas a partir dos ratinhos que

° organismos, (Tabela 1). N&8o foram recuperados

receberam 10
quaisquer isolados apds trés semanas. As coldnias isoladas

ao fim de trés semanas expressaram uma proteina M5 intacta, o
gue sugere que smp5 era estdvel in vivo (Fig 1; faixa 9). Os
coros de 1, 3, 5, 9, 10, 15 e 20 semanas de ratinhos inocula-
dos oralmente; mostraram exibir anticorpos contra a proteina
M do tipo 5 e contra estreptococos do tipo 5, por experién-
cias ELISA e de opsonizagdo respectivamente (Tabela 2). A sa-
liva obtida de ratinhos gue tinham uma post imunizag¢do de 20
semanas mostrou também possuir anticorpos anti-proteina M5,

principalmente da classe IgA (Tabela 3).
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TABZLA 2

Cpsonizag8o de $. pyogenes M do tipo 5 com soro anti-protef-
na M5 de ratinho, obtido de ratinhos BALB/c imunizados oral-

mente com S. typhimurium SL3261-pMK207 e respectivos titulos

ELISA anti-proteina pep

Titulo ELISAl Percentagem de opsonizag§o2
Teste de So
_ ro IgA IgG IgM Tipo 5 Tipo 24
Pre-immune <50 <50 <50 o] 2
1 semana 100 200 <50 4 4
3 semanas 400 400 <50 36 0
5 semanas 800 800 <50 52 2
9 s2manas lo0 1600 200 90 2
10 semanas 50 800 400 92 2
15 semanas 100 8C0 400 52 o
15 semanas3 800 12800 800 82 o]
20 semanas <50 400 200 10 2
20 semanas3 400 3200 200 80 2
Anti-pepM54 ND°  ND ND 96 2
Anti—pepM244 ND ND ND @] 98
1 - Os tfitulos ELISA foram determinados usando pepM5 imobiliza

do reagido com soros anti-SL3261-pMK207 de ratinhos BALB/c se-
guido de -IgA, -IgG ou -IgM de cabra anti-ratinho conjugada com
peroxidase, Todos os antissoros dos ratinhos que reagiram con-
tra o pepM24 imobilizado deram tftulos ¢50.

2 - A opsonizag¢do foi determinada como a percentagem total de
neutréfilos com estreptococos associados,

3 - Os ratinhos receberam um reforgo 48 horas antes da sangria
com 50 Mg de pepM5 em solugdo salina tamponada com fosfato,

pPH 7,2.

4 - Tanto anti-pepM5 como anti-pepM24 foram preparados em coe-

lhos para servir como controlos positivos (reacg8o homdloga) e
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TABELA 2 (Continuacdo)

negativos (reac¢do heterdloga).
5 - Os titulos de anticorpos para anti-pepM5 ou anti-pepM24 de

coelhos n8o foram determinados.
TABELA 3
Resposta de anticorposl salivares contra a proteina M5 em ra-

tinhos BALB/c imunizados oralmente com S. typhimurium SL3261-

.- Titulo ELISAzcontra pepM5
Teste do Soro
IgA IgA+I3G+IgM
Pré-imune <4 <4
20 semanas3 32 32
4
20 semanas+reforgo 64 128
1 - A saliva foi recolhida, e rednida, dos ratinhos (quatro

por grupo) apds indug¢&o intraperitonial com O,1 ml de pilocar
pina a 2%.

2 - 0s titulos ELISA foram determinados usando pepM5 imobili-
zado reagido com saliva (diluida em série duas vezes) recolhi
da de ratinhos BALB/c imunizados com SL3261-pMK2C7 seguido de
-IgA de cabra anti-ratinho conjugado com peroxidade ou uma
mistura de IgA+IgG+IgM anti-ratinho.

3 - 0s ratinhos foram imunizados 20 semanas antes da recolha
de saliva (veja-se Tabela 2).

4 - Cs ratinhos receberam uma injecg¢8o com uma dose de refor-
¢o de 50 udg de pepM5 em 0,1 ml de solugdo salina tamponada com

fosfato, pH 7,2, 60 horas antes da recolha de saliva.

EXEMPLO 3

Um grupo de ratinhos foi inoculado oralmente com duas
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doses de SL3261-pMK207 e desafiado 22 dias apds a primeira
dose com estreptococos do tipo 5 ou 24; ou com o parente viru

lento Sal. typhimurium 1344 (Tabela 3), Como pode ser fdcilmen

te visualizado pelos resultados, os ratinhos gue receberam o

mutante de Sal. typhimurium que expressa M5 ficaram totalmen-

te protegidos contra gualgquer desafio intra-peritoneal de es-
treptococos do tipo 5, mas ndo contra estreptococos do tipo
24, 0Os ratinhos de controlo desafiados intraperitonealmente

com a Sal. typhimurium SL1344 virulento ficaram também prote-

gidos. 0s ratinhos desafiados com o tipo 5 apresentavam-se pro

tegidos contra uma dose que excedia o LD em 10 vezes (Tabela

50
4). Esta protecgdo contra o desafio parentérico por estreptoco

cos do tipo 5 indica que a imunidade conferida € sistémica.

-
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TABELA 4

Desafio por injec¢8oc intra-peritonial de estreptococos do ti-

po 5 e do tipo 24 ou de S. typhimurium SL1344 em ratinhos

BALB/c imunizados oralmente com S. typhimurium aro vivo trans

formado com pMK207 que expressa a proteina M do tipo 5

4
Organismos de Sobreviventes .
desaf102 Dose3 N&o Imunizador Imunizador
Tstreptococos M5 l,7xlO4 274 475
(Estirpe de Smith) l,7xlO5 0/4 575
.- 1,7xlo6 0/4 575
Estreptococos M24 1,6xlO3 1/3 173
(Estirpe de Vaughn) l,6xlO4 0/3 0/3
1,6x10° 0/3 0/3
S. typhimurium 7,3x10% 0/3 373
(Estirpe SL1344) 7,3x102 0/3 3/3
7,3%10° 0/3 3/3
1 - Cada ratinho imunizado recebeu l,2xlO9 unidades formadoras

de colébnias (cfu) de S. typhimurium SL3261 transformado com

pl'K207, 22 dias, e 1,6x10° cfu 17 dias antes do desafio. Cada
dose foi administrada oralmente, suspensa em 25 A4l de solugdo
salina tamponada com fosfato contendo 5 g ml-l de sulfato de
canamicina e 1 1Ag ml—l de dcido para-aminobenzdico e 19 rnl"l
de 4cido 2,3~di-~hidroxibenzdico.

2 -0 LDSO para os estreptococos M5 e M244e para3SL1344 Sm ra-
tinhos BALB/c foi de aproximadamente 2x10 , 3x10" e 1x10 cfu
respectivamente,

3 - A dose foi determinada como cfu administrado.

4 - A sobrevivéncia foi registada como o nimero de ratinhos so
breviventes dividido pelo nimero de ratinhos desafiados.

5 - Todas as mortes registadas ocorreram entre 3 e 6 dias apébs
o desafio, Todos os ratinhos sobreviventes apresentaram-se sau

ddveis até 30 dias apds o desafio.
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Um grupo de ratinhos BALB/c que tinha sido imunizado
oralmente com SL3261-pMK2C7 foi desafiado intra-nasalmente com
estreptococcus do tipo 5 ou 24, ou com o parente virulento

Sal. typhimurium SL1344, Como pode ser verificado na Tabela 5,

apenas os ratinhos imunizados oralmente com SL3261-pMK207 fo-

ram capazes de sobreviver a um desafio intra-nasal com uma do-
sagem de organismos hombélogos que seria de outra forma sufici-
ente para matar todos os animais imunizados. Além disso, a pro

tecc8o conferida por £al., typhimurium SL3261 que expressa a

protefina recombinante M5 € especi{fica do tipo M como demonstra
do pela incapacidade dos ratinhos desafiados intra-nasalmente
para tolerar os estreptococos M do tipo 24. O facto de os rati
nhos serem refractdrios ao desafio por inoculagdo intra-nasal

sugeriu que a imunizag¢do oral com Sal. typhimurium SL3261 que

expressa a proteina 5M foi suficiente para conferir imunidade

local.,

TABELA 5

Desafio por inoculagdo intra-nasal de estreptococos M do tipo
S ou do tipo 24 onde S, typhimurium em ratinho BALB/c imuniza-
dos oralmente com S, typhimurium aro vivo transformado com

pPMK207 que expressa a proteina M do tipo 5

Crganismos de Sobreviventes4'5
. 2 .
desafio . Dose3 Ndo Imunizador Imunizador
“streptococos M5 3,9xlo7 c/4 676

(Estirpe de Smith)
7

Estreptococos M24 3,5x10 0/4 0/6
(Cstirpe de Vaughn)

S. typhimurium 4,3x104 c/4 6/6
(Estirpe SL1344)

1l - Cada ratinho imunizado recebeu l,2xlO9 unidades formadoras

de coldnias (cfu) de S, typhimurium SL3261 transformado com

pMK207 no dia 1 e 1,6x109 cfu no dia 5, Cada dose foi adminis-
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TABELA S5 (Continuacdo)

trada oralmente suspensa em 25 A1l de solugdo salina tamponada
com fosfato (PBS, pH 7,2) contendo 5 g m1~1
namicina e 1 ug ml"l de 4cido para-aminobenzdico e 1 pAg ml™

de sulfato de ca
1
de 4cido 2,3-di-hidroxibenzdico.

2 - A dose de desafio foi determinada como as cfu administra-
jas intra-nasalmente em 20ALl de PBS (10 il por fossa nasal).
3 - 0s ratinhos foram desafiados 13 semanas apds a imunizagdo
inicial (isto €, dia 1},

4 - A sobrevivéncia foi registada como o nimero de ratinhos so
breviventes sobre o nimero de ratinhos desafiados.

5 - As mortes provocadas pelos estreptococos ocorreram entre 2
& 4 dias enquanto que as mortes devidas & salmonella ocorreram
entre 5 e 7 dias apds o desafio. Todos os ratinhos sobreviven-

tes pareciam sauddveis até 30 dias apébs o desafio.

Os exemplos anteriores n8o devem ser entendidos como 1li
mitag®es, sendo meramente ilustrativos da invengdo. A invengdo
inclui tambZm as combinacBes de gualguer numero de sequéncias
de polipdptidos imunogénicos de qualquer antigénio da proteina
estreptocdcica do serdtipo M numa ligagdo covalente a um veicu
lo natural ou sintdtico para criar uma vacina multivalente al-

tamente protectora contra os estreptococos do serdtipo M.

A invencdo inclui tambdm a utilizagdo de uma sequéncia
polipéptidica da proteina M como veiculo ao qual as outras se-
quéncias estdo covalentemente ligadas, evocando uma resposta
opsénica para cada um dos serdtipos estreptocécicos, cujos po-
lipéptidos estdo ligados ao veiculo, bem como o serdtipo estre

ptocdcico, cujo polipdptido serve de veliculo.

A invenc8o inclui tambdm a codificag8o de uma sequéncia
de nucledbtidos para esse polipéptido multivalente num cromosso
ma de S. pycgenes na regido do gene estrutural da proteina M,
a sua clonacgfo em plasmideos e a transformagdo dos plasmideos

em bactdrias hospedeiras n8o virulentas. Sdo preferidas as se-
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quéncias de nucledtidos sintéticas, mas podem também =smpregar
-se sequéncias de nucledtidos obtidas a partir de cédlulas ba-
cterianas vivas. A invencSo inclui também a clonag8o em bactg
rias hospedeiras ndo-virulentas j& transformadas para expres-
sar polipdptidos imunogénicos induzindo respostas opsdnicas
contra material gendtico de infecgOes estreptocédcicas do tipo
M para a expressdo de polipdptidos imunogénicos que induzem
respostas opsdnicas contra outras espécies de bactdrias viru-
lentas e a ligacgdo covalente de ambas as espécies de polipé-
ptidos. A inveng&o inclui também o organismo hospedeiro ndo
virulento, atenuado, resultante, administrdvel oralmente como
vacina de largo espectro capaz de induzir respostas opsénicas

contra mais de uma espdcie de bactérias.

Os peritos na especialidade n8o ter&o qualquer dificul
dade em desenvolver diversas variantes no procedimento e pro-
dutos que se encontram dentro co espirito da inveng¢8o e no &m

bito das reivindicag¢Bes ou seus equivalentes.
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REIVINDICACOES
1 - Processo para a preparac¢do de uma vacina caracterizado

por o referido processo compreender a incorporacgcdo, como agente
vacinante activo, de uma bactéria viva, ndo virulenta,
transformada por uma sequéncia nucleotidica heterdloga
exprimindo pelo menos um antigénio imunizante da proteina M
estreptocdcica especifico para serotipo que é eficaz para
induzir anticorpos opsdénicos contra infecg¢des estreptocdcicas
sem induzir anticorpos que reagem de modo cruzado com antigénios

do tecido do corag¢do humano.

2 - Processo de acordo com a reivindicagdo 1 caracterizado
por a sequéncia nucleotidica heterdloga estar contida num »

plasmideo.

3 - Processo de acordo com gualquer uma das reivindicacgdes
1 ou 2 caracterizado por a sequéncia nucleotidica heterdloga
expressar pelo menos um antigénio seleccionado de entre o grupo
consistindo em antigénios da proteina M eficazes para induzirem
anticorpos opsdénicos contra estreptococos dos serotipos 5, 6 e
24,

4 - Processo de acordo com a reivindicagdo 3 caracterizado
por a seguéncia nucleotidica heterdloga exprimir pelo menos um
antigénio da proteina M estreptocdcica que confere imunidade

contra estreptococos do tipo 5.

5 - Processo para a preparagdo de uma bactéria viva, nao
virulenta, transformada, por transformacdo de uma bactéria nao
virulenta com uma sequéncia nucleotidica heterdloga exprimindo
pelo menos um antigénio imunizante da proteina M estreptocdcica
especifico para serotipo eficaz para induzir anticorpos
opsdénicos contra infecg¢gdes estreptocdcicas sem induzir
anticorpos que reagem de modo cruzado com antigénios do tecido
do coragdo humano caracterizado por a referida bactéria ter uma

variagcdo mutacional que provoca uma deficiéncia nutricional.
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6 - Processo para a preparagdo de uma bactéria viva, néo
virulenta, transformada, por transformacdo de uma bactéria néo
virulenta com uma sequéncia nucleotidica heterdéloga exprimindo
pelo menos um antigénio imunizante da proteina M estreptocécica
que & eficaz para induzir anticorpos opsdénicos contra infecgdes
estreptocdcicas sem induzir anticorpos que reagem de modo
cruzado com antigénios do tecido do corag¢do humano caracterizado
por a referida bactéria hospedeira ndo virulenta ser

seleccionada de entre o grupo que consiste em Salmonella e

Streptococcus.

7 - Processo de acordo com a reivindicagdo 6 caracterizado

por o o hospedeiro ndo virulento transformado ser uma Salmonella

seleccionada de entre o grupo consistindo em: Salmonella

paratyphi, Salmonella scottmulleri, Salmonella typhimurium,

Salmonella choleraesuis, Salmonella montevideo, Salmonella

newport, Salmonella typhi, Salmonella enteritidis, Salmonella

gallinarum e Salmonella anatum.

8 - Processo de acordo com a reivindicagdo 7 caracterizado

por a Salmonella ser uma estirpe ndo virulenta transformada de

Salmonella tyvphimurium.

9 - Processo de acordo com a reivindicagdo 6 caracterizado

por o hospedeiro ndo virulento transformado ser um Streptococcus

seleccionado de entre o grupo gue consiste em: Streptococcus

cremoris, Streptococcus faecalis, Streptococcus salivarius,

Streptococcus mitior, Streptococcus mitis, Streptococcus

mutans, Streptococcus sanguis.

10 - Processo de acordo com a reivindicacgdo 9 caracterizado
por o hospedeiro ndo virulento transformado ser uma estirpe de

Streptococcus sanquis ou de Streptococcus mutans.

11 - Processo de acordo com gqualquer uma das reivindicagodes
5 ou 10 caracterizado por a sequéncia nucleotidica heterdloga

exprimir pelo menos um antigénio seleccionado de entre o grupo
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consistindo de antigénios da proteina M eficazes para induzirem
anticorpos opsdnicos contra estreptococos dos tipos 5, 6 e 24.

12 - Processo de acordo com a reivindicagdo 11
caracterizado por a sequéncia nucleotidica heterdloga exprimir
um antigénio de proteina M estreptocdécica que confere imunidade
contra estreptococos do tipo 5.

13 - Processo para a preparagdo de uma vacina caracterizado
por o referido processo compreender a incorporagdo, como agente
activo de vacinacdo, de uma bactéria obtida por um processo de
acordo com gualquer uma das reivindicagdes 5 a 12.

14 - Processo de acordo com gqualgquer uma das reivindicacgdes
1 a 4 ou 13 caracterizado por a referida vacina conferir

imunidade sistémica.

15 - Processo de acordo com gualquer uma das reivindicagdes
1 a 4 ou 13 caracterizado por a referida vacina conferir
imunidade local.

16 - Processo de acordo com gqualquer uma das reivindicagdes
1 a 4 ou 13 a 15 caracterizado por a referida vacina

conferir imunidade através de administracdo oral.

17 - Processo para a preparacg¢ao de uma composigao
terapéutica caracterizado por compreender a mistura de um
transportador biologicamente aceitdvel com uma bactéria viva,
transformada, ndo virulenta, tal como definida em gualguer uma
das reivindicacgdes 1 a 16.

18 - Processo de acordo com a reivindicagdo 17
caracterizado por a referida composicdo ser administréavel
oralmente.

Lisboa, 2+ 60 1988
Por EDWIN H. BEACHEY, THOMAS P. POIRIER e
MICHAEL A. KEHOE
- O AGENTE OFICIAL -
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