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(57) Resumo: PROTEINA DE FUSAO NAO ESTRUTURAL DO
VIRUS DA HEPATITE C. A presente invengéo revela uma proteina de
fusdo isolada compreendendo pelo menos trés polipeptideos NS
originados de um virus da hepatite C (VHC) configurados na referida
proteina de fusdo em uma ordem diferente da ordem na qual eles
aparecem na configuragdo nativa. A presente invencéo também se
refere a uma molécula de acido nucléico codificando tal proteina de
fusdo e a um vetor compreendendo tal molécula de acido nucléico. A
presente invengéo também prevé particulasvirais infecciosas e células
hospedeiras compreendendo tal molécula de acido nucléico ou tal
vetor. A presente invengdo também diz respeito a um método para
produzir tal proteina de fusdo de forma recombinante. Por fim, a
presente invengdo também prevé uma composi¢do farmacéutica
compreendendo tal proteina de fusdo, molécula de acido nucléico,
vetor, particulas virais infecciosas e célula hospedeira, bem como o
uso terapéutico desta composi¢éo para o tratamento ou prevengéao de
infecgbes pelo VHC, doengas associadas ao VHC e condigbes
patolégicas, assim como um método para induzir ou estimular uma
resposta imunoldgica contra o VHC em um organismo hospedeiro.
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-Relatério Descritivo da Patente de Invencdo
para “PROTEINA DE FUSAO NAO ESTRUTURAL DO
VIRUS DA HEPATITE C”.

O VHC pertence a familia Flaviviridac e
constitui a principal causa de hepatite aguda e doengas crénicas
do figado. A infec¢@io viral pelo VHC estd associada a uma
grande inbidéncia (54-86%) de cronicidade, que, em 5 a 24% dos
casos, pode evoluir para uma cirrose e, posteriormente, para um
carcinoma hepatocelular num periodo de 20 a 30 anos
(McHutchinson, 2004, The American Journal of Managed Care
10, S21-29). Atualmente, na Europa e nos Estados Unidos, 20 a
30% dos transplantes de figado e 15 a 33% dos canceres de figado
podem ser atribuidos & infecgdio pelo VHC. Em 1999, a
Organizagdo Mundial da Saude estimou que cerca de 170 milhdes
de pessoas no mundo inteiro apresentam contagio crénico pelo
VHC, e que a cada ano, 3 a 4 milhdes de pessoas sdo
contaminadas.

O VHC é um virus encapsulado com um
genoma de 4cido ribonucléico (RNA) positivo, de fita unica, de
aproximadamente 9.600 nucleotideos, cuja organiza¢do é comum
a todas as linhagens e isolados do VHC. A tradugdio do genoma
do VHC na fase 0 gera uma grande poliproteina de 3010 a 3030
aminodcidos, de acordo com o genétipo que & proteoliticamente
clivado por proteases virais e celulares para produzir 10 proteinas
virais. A ter¢a parte amino-terminal da poliproteina codifica as

proteinas estruturais do virion: a proteina Nicleo (C) e as
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glicoproteinas do envoltério E1 e E2. Apés a regido estrutural,
vem uma proteina de membrana integral pequena, p7, que parece
funcionar como um canal i6nico. O restante do genoma codifica
as proteinas ndo estruturais (NS) NS2, NS3, NS4A, NS4, NS4B,
NSSA e NS5B, que mediam os processos intracelulares do ciclo
de vida do virus (Penin, 2004, Hepatology 39, 5-19). O VHC
também codifica proteinas pequenas, chamadas de F
(deslocamento do quadro de leitura, ou frame shift) ou ARFP
(proteina do quadro de leitura alternativo), que podem ser
produzidas pelo deslocamento do quadro ribossémico ou pela
iniciagdo interna em um quadro de leitura +1 alternativo dentro do
gene nucleo (vide Branch e col., 2005, Semin. Liver Dis. 25:105-
117; and WO2004/069864). As seqiiéncias de codificagdo de
poliproteinas sdo ﬂanqueadas’em ambas as extremidades por duas
regides ndo traduzidas altamente cohservadas (UTR), 5°UTR e
3’UTR, respectivamente. Um sitio de entrada ribossomal interno,
localizado na 5’UTR, permite a fixacfio ribossomal para iniciagdo
da tradugdo; quanto a 3°’UTR, acredita-se que ela desempenhe um
papel importante na inicia¢fo da replicage“lo viral.

A terapia padrio atual para pacientes com
infecgdo cronica pelo VHC € uma combinagio entre o interferon
alfa peguilado (PEG-IFN-a) ¢ a ribavirina (Fried e col., 2002, N.
Engl. J. Med. 347, 975-982). No entanto, essa terapia apresenta
alto custo por causa dos efeitos colaterais expressivos que levam
a0 término prematuro do tratamento em 10% dos casos, sendo

inadequada para um grande niimero de pacientes (por exemplo, os
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que apresentam cirrose hepatica descompensada, doencas auto-
imunes, histérico de depressdo e gravidez). Outro dado muito
importante: apenas 50% dos pacientes tratados apresentaram
resposta (Falck-Ytter, e col., 2002, Ann. Intern. Med. 136, 288-
292) e o indice de resposta ¢ ainda menor nos pacientes infectados
pelo gendtipo 1 (27% a 35%).

Em geral, uma série de evidéncias
experimentais vem se acumulando no sentido de enfatizar o papel
crucial exercido pela imunidade das células-T no controle da
infec¢do pelo VHC, principalmente as respostas mediadas pelas
células-T CD4" e CD8" direcionadas as proteinas ndo estruturais
(NS) (por exemplo, Francavilla e col., 2004, Eur. J. Immunol. 34,
427-37; Grakoui e col., 2003, Science 302, 659-662; Shoukry e
col., 2003, J. Exp. Med. 197, 1645-1655; Thimme ¢ col., 2001, J.
Exp. Med. 194, 1395-1406; Lechner et al., 2000, J. Exp. Med.
191, 1499-1512; Gerlach, 1999, Gastroenterology 117, 933-941;
Folgori e col., 2006, Nat Med. 12, 190-197). De fato, respostas
vigorosas pelas células-T especificas ao VHC geralmente sdo
observadas em pacientes que se recuperam espontancamente da
hepatite C aguda autolimitada; j4 as respostas das células-T sdo
fracas e pouco direcionadas nos pacientes com contdgio cronico.
Por outro lado, o papel exercido pelos anticorpos neutralizantes
(imunidade mediada pelas células-B) é muito menos claro
(Logvinoff, 2004, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 101, 10149-54).

Desde a descoberta do virus da Hepatite C ha

cerca de 15 anos, ainda ndo foi possivel criar uma vacina para o
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VHC visto a dificuldade de se obter o crescimento eficiente do
virus em cultura celular e também pela falta de modelos de
laboratério da infecgdo viral para pronta utilizagio. Entretanto,
recentemente surgiram diversos candidatos a vacina (Barth e
Baumert, 2004, Novel vaccine strategies, p. 214-227, In State of
the Art of Hepatology: Molecular and Cell Biology eds Kluwer
Academic Publishers; Inchauspe and Feinstone, 2003, Clin. Liver
Dis. 7, 243-259), baseados, por exemplo, em peptideos derivados
do VHC (Cerny e col., 1995, J. Clin. Invest. 95, 521- 30), em
antigenos do VHC produzidos de forma recombinante, em
vacinas baseadas no DNA ¢ no virus (Brinster e col., 2001,
Hepatology 34, 1206-1217; Forns e col., 2000, Hepatology 32,
618-625) e em particulas semelhantes ao virus da Hepatite C

(Baumert e col., 1999, Gastroenterology 117, 1397-1407; Jeong e

- col., 2004, J. Virol. 78, 6995-7003). Varios candidatos vém sendo

avaliados em modelos pré-clinicos ¢ a primeira leva est4 entrando
na etapa de ensaios clinicos. As vacinas mais avancadas
atualmente na fase II utilizam proteinas do envoltério E1 com
adjuvante (Innogenetics) e epitopos das células-T CD4+ ¢ CD8+
(Intercell).

Uma abordagem energicamente investigada
durante a Ultima década consiste no uso de poliproteinas
associando vérios dominios antigénicos como imundgenos. A
grande maioria das poliproteinas da técnica anterior resulta da
fusdio entre polipeptideos antigénicos, fragmentos ou epitopos

originados de vérias proteinas do VHC NS de modo a formar um
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unico polipeptideo (com sorte) imunogénico. Por exemplo, a
WO01/30812 ¢ a WOO03/031588 revelam a fusdo dos
polipeptideos do VHC a partir de NS3 a NS5B para formar um
tnico polipeptideo englobando as principais proteinas NS. A
WO03/097677 descreve a fusdo dos fragmentos antigénicos de 30
a 70 aminodcidos originados dos polipeptideos NS3, NS4B ¢
NS5B. A WO02004/046176 revela uma poliproteina
compreendendo o Nucleo, NS3, NS4B ¢ NSSB. A
WO2004/111083 descreve o adenovirus e vetores MVA para co-
expressar NS3, NS4 e NS5B, em que NS3 e NS4 sio €Xpressos
como uma proteina de fusdo e NS5B €& expresso de forma
independente.

Deve-se observar que a configuragio das
poliproteinas da técnica anterior € como no contexto nativo, com
0s varios componentes aparecendo na ordem em que eles ocorrem
naturalmente no precursor nativo do VHC. Em particular, a NS3 ¢
sucedida pela NS4, que ¢ sucedida pela NS5. No entanto, a
conﬁguragﬁo “nativa” nfio € ideal em termos de expressio e
imunogenicidade das poliproteinas resultantes.

A previsdo é de que o VHC continue sendo um
sério risco a saude global por muitos anos por causa da natureza
cronica e persistente da infecgfo, além de sua alta prevaléncia e
pela morbidade significativa das doencas associadas. Sendo
assim, ha a real necessidade de se desenvolver mais polipeptideos
imunogenicos, vetores de expressdo, métodos de preparagdo

destes e usos destes, com o objetivo de melhorar a prevengdo € o
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tratamento das infecgdes pelo VHC ou das doengas ou sindromes
relacionadas ao VHC.

A presente invengdo refere-se a proteinas de
fusdo envolvendo polipeptideos nio estruturais (NS) dispostos em
uma configuragdo ndo nativa. Fragmentos especificos dos
polipeptideos NS do VHC (por exemplo, NS3, NS4A ¢ NS5B €,
como opg¢do, NS4B) foram selecionados e configurados
especificamente com o objetivo de otimizar a imunogenicidade
e/ou o processo de produgio recombinante das proteinas de fusio
resultantes. Se comparado aos polipeptideos NS nativos, as novas
proteinas de fusdo do VHC proporcionadas pela presente
invengdo ou suas seqiiéncias de nucleotideos codificadoras podem
permitir o aprimoramento de uma resposta imune anti-VHC e/ou
o aprimoramento de uma resposta citotdxica geral quando da
introdugdo em um organismo hospedeiro e/ou o aprimoramento
da produgdo de lotes clinicos. Sendo assim, a invengdo representa
um avango significativo no atual tratamento e prevengdo das
infecgdes pelo VHC ou das doengas ou distirbios associados ao
VHC. Particularmente, ela pode ser utilizada para reforcar as
terapias ja existentes ou oferecer um tratamento alternativo aos
pacientes com contagio cronico, principalmente aqueles que ndo
reagem a terapia convencional.

Esse problema técnico é solucionado por meio
das concretizagdes, conforme definidas nas reivindicagdes.

Esses e outros aspectos, caracteristicas e

vantagens da presente invengfo ficardo evidentes na descrigdo das
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concretizagdes presentemente preferidas da inven¢do, que sera
apresentada a seguir. Essas concretizagdes sdo apresentadas para
fins de revelagio.

Logo, em um primeiro aspecto, a presente
invengdo oferece uma proteina de fusdo isolada compreendendo
pelo menos trés polipeptideos NS que se originam de um virus da
hepatite C (VHC), em que os referidos polipeptideos NS sio
configurados na referida proteina de fusio em uma ordem
diferente da ordem na qual eles aparecem na configuragdo nativa.

Como empregados neste documento por todo o
pedido, os termos “um” e “uma” sfo utilizados no sentido de
“pelo menos um(a)”, “pelo menos um(a) primeiro(a)”, “um(a) ou
mais” ou “uma multiplicidade” dos cCompostos ou  etapas
referenciados, salvo em outros contextos. Por exemplo, o termo
“uma c€lula” inclui uma multiplicidade de células, inclusive uma
mistura delas.

O termo “e/ou”, sempre que empregado neste
documento, inclui o significado de “e”, “ou” e “toda e qualquer
combinagdo diferente dos elementos conectados pelo aludido
termo”.

O termo “cerca de” ou “aproximadamente”,
conforme utilizado neste documento, significa que algo estd
dentro de. 20%, de preferéncia dentro de 10% e mais
preferivelmente dentro de 5% de um dado valor ou faixa de
valores. Os termos “aminoécidos” e “residuos” sio sinénimos e

englobam amino4cidos naturais, assim como analogos de
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aminoacidos (por exemplo, aminoacidos ndo naturais, sintéticos e
modificados, inclusive isdmetros épticos D ou L).

Os termos “polipeptideo”, “peptideo” e
“proteina” sdo utilizados aqui de forma alternada para referir-se a
polimeros de residuos de aminoacidos que compreendem dez ou
mais aminoacidos ligados via ligagbes peptidicas. O polimero
pode ser linear, ramificado ou ciclico e pode compreender
analogos de aminodcidos e/ou de ocorréncia natural e pode ser
interrompido por n#o-aminodcidos. Como indicagdo geral, se o
polimero do aminoécido for longo (por exemplo, mais de 50
residuos de aminoécidos), ele é preferivelmente chamado de
polipeptideo ou proteina.

Dentro do contexto da presente invengdo, 0s
termos “acido nucléico”, “molécula dé acido nucléico",
"polinucleotideo" e "sequiéncia de nucleotideos” sdo usados
alternadamente e definem um polimero de qualquer tamanho, seja
de moléculas de polideoxiribonucleotideos (DNA) (por exemplo,
¢cDNA, DNA gen0Omico, plasmideos, vetores, genomas virais,
DNA isolado, sondas, oligonucleotideos iniciadores ¢ qualquer
mistura destes) ou de poliribonucleotideos (RNA) (por exemplo,
mRNA, RNA anti-sentido) ou poliribo-polideoxiribonucleotideos
mixturados. Eles abrangem polinucleotideos de fita dupla ou
Unica, lineares ou circulares, naturais ou sintéticos. Além disso,
um polinucleotideo pode compreender nucleotideos de ocorréncia
ndo natural, como nucleotideos metilados e analogos de

nucleotideos (vide a US 5,525,711, US 4,711,955 ou a EPA 302
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175 como exemplos de modifica¢des) e podem ser interrompidos
por componentes que ndo sejam nucleotideos. Caso estejam
presentes, modificagdes no nucleotideo podem ser realizadas
tanto antes como apds a polimerizagio.

Conforme usado neste documento, quando
utilizado para definir produtos, composi¢des e métodos, o termo
“compreendendo” quer dizer que os produtos, composi¢des e
métodos incluem os componentes ou etapas referenciados, sem
excluir outros. “Consistindo essencialmente de” significa
excluindo outros componentes ou etapas de qualquer significancia
essencial. Sendo assim, uma composi¢do  consistindo
essencialmente dos componentes citados ndo excluiria
contaminantes vestigiais e veiculos aceitdveis do ponto de vista
farmacéutico. “Consistindo de” significa excluindo mais que
microelementos de outros componentes ou etapas. Por exemplo,
um polipeptideo “consiste de” uma seqiiéncia de aminodcidos
quando o polipeptideo n3o contém nenhum aminoicido fora a
seqiiéncia de aminodcidos citada. Um polipeptideo “consiste
essencialmente de” uma seqiiéncia de aminoacidos quando tal
seqiiéncia de aminodcidos estd presente junto com apenas alguns
residuos de aminoacidos adicionais, normalmente de cerca de 1 a
cerca de 50 residuos adicionais. Um polipeptideo “compreende”
uma seqiéncia de aminodcidos quando a seqiiéncia de
aminoécidos faz parte pelo menos da seqiiéncia de aminoécidos
final do polipeptideo. Tal polipeptideo pode ter de poucos até

centenas de residuos de aminodcidos adicionais. Tais residuos de
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aminoacidos adicionais podem desempenhar um papel no transito
de polipeptideos, facilitar a produgdo ou purificagdo dos
polipeptideos; prolongar a meia-vida, entre outras coisas. O
mesmo pode ser aplicado a seqiiéncias de nucleotideos.

Como wusado neste documento, o termo
“isolado” refere-se a uma proteina, polipeptideo, peptideo ou um
acido nucléico que é purificado ou removido de seu ambiente
natural. O termo “purificado” refere-se a uma proteina,
polipeptideo, peptideo ou 4cido nucléico que é separado pelo
menos dos outros componentes aos quais ele estd normalmente
associado.

“VHC” significa “virus da hepatite C”. Extensas
analises filogenéticas levaram a classificagdo dos isolados do
VHC em 7 genétipos principais (1 a 6) contendo diferentes
subtipos (a. b, ¢, etc.) (Simmons e col., 2005. Hepatology 42,
962-973). Exemplos de isolados do VHC do genétipo Ia incluem,
sem a isto se limitar, o VHC-I (Choo e col., 1991, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88, 2451-2455), -J1 (Okamoto e col., 1992,
Nucleic Acids Res. 20, 6410-6410) e -H (Inchauspe e col., 1991,
Proc. Natl. Acad. Sci. 88, 10292-10296). Exemplos de isolados
do VHC do genétipo Ib incluem, sem a isto se limitar, VHC-JA
(Kato € col., 1990, Proc. Natl. Acad., Sci. 87, 9524-9528) ¢ BK
(Takamizawa e col., 1991, J. Virol. 65, 1105-1113). Exemplos de
isolados do VHC do genétipo Ic incluem, sem a isto se limitar, o
VHC-G9 (Okamoto e col., 1994, J. Gen. Virol. 45, 629-635).

Exemplos de isolados do VHC do genétipo 2a incluem, sem a isto
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se limitar, o VHC-G9 (Okamoto e col., 1991, J. Gen. Virol. 72,
2697-2704). Exemplos de isolados do VHC do genotipo 2b
incluem, sem a isto se limitar, o VHC-J8 (Okamoto € col., 1992,
Virology 188, 331-341). Exemplos de isolados do VHC do
gendtipo 2c¢ incluem, sem a isto se limitar, o VHC-BEBE1 (Nako
e col., 1996, J. Gen. Virol. 141, 701-704). Exemplos de isolados
do VHC do genétipo 3a incluem, sem a isto se limitar, o VHC-
NZL1 (Sakamoto e col., 1994, J. Gen. Virol. 75, 1761- 1768).
Exemplos de isolados do VHC do genétipo 3b incluem, sem a isto
se limitar, o VHC-Tr (Chayama e col., 1994, J. Gen. Virol. 75,
3623-3628). Exemplos de isolados do VHC do genotipo 4a
incluem, sem a isto se limitar, 0 VHC-ED43 (Chamberlain e col.,
1997, J. Gen. Virol. 78, 1341-1347). Exemplos de isolados do
VHC do genétipo 5a incluem, sem a isto se limitar, o VHC-
EUH480 (Chamberlain ¢ col., 1997, Biochem. Biophys. Res.
Commun. 236, 44-49). Exemplos de isolados do VHC do
gendtipo 6a incluem, sem a isto se limitar, 0 VHC-EUH480
(Chamberlain e col., 1997, Biochem. Biophys. Res. Commun.
234, 393-396).

O termo “fusdo” ou “proteina de fusdo”,
conforme utilizado neste documento, refere-se a combinag¢fo com
outro dentre pelo menos trés polipeptideos NS (ou fragmentos ou
variantes destes) em uma cadeia de polipeptideos. De preferéncia,
a fusdo entre os varios polipeptideos NS ¢ realizada por meios
geneticos, isto €, fusionando-se em quadro as seqiiéncias de

nucleotideos codificando cada um dos polipeptideos NS. Entende-
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se por “fusionado em quadro” que a expressdo das seqiiéncias de
codificagdo fusionadas resulta em uma unica proteina sem
nenhuma terminador traducional entre cada um dos polipeptideos
NS. A fusdo entre cada um dos polipeptideos NS pode ser direta
ou por meio de um peptideo de ligagdo. Como utilizado neste
documento, o termo “direta” refere-se a uma fusdo entre dois
polipeptideos NS sem nenhum residuo de aminoacido adicional
interveniente  (por exemplo, os coédons codificando um
polipeptideo NS sfo contiguos aos cédons codificando o
polipeptideo NS seguinte). Como alternativa, pode-se utilizar um
peptideo de ligacdo na jungfo de pelo menos dois polipeptideos
NS. A presenga de um peptideo de ligagio pode facilitar a
formagdo, enovelamento e/ou funcionamento correto da proteina
de fusdo. A presente inveng&o nfo se limita & forma, tamanho ou
numero de seqiiéncias de peptideos de ligagio empregado, sendo
possivel inserir vérias cdpias de uma seqiiéncia de peptideos de
ligagdo na jungdo entre dois polipeptideos NS. Peptideos de
ligagdo adequados de acordo com a invencdo contém de 3 a 30
aminodcidos de comprimento € sfo compostos de repeticdes de
residuos de aminoédcidos como a glicina, serina, treonina,
asparagina, alanina e/ou prolina (vide, por exemplo, Wiederrecht
e col,, 1988, Cell 54, 841; Aumailly e col., 1990 FEBS Lett. 262,
82; e Dekker e col, 1993, Nature 362, 852). Exemplos
representativos de peptideos de ligagio adequados incluem um
peptideo de ligagdo Ser-Gli-Ser para conectar o polipeptideo NS

N-terminal ao segundo polipeptideo NS e um peptideo de ligagdo
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Gli-Ser-Gli-Ser-Gli para conectar o segundo polipeptideo NS ao
terceiro polipeptideo NS. Como alternativa, também & possivel
usar seqiiéncias derivadas do VHC para conectar dois
polipeptideos NS um ao outro (por exemplo, a parte C-terminal de
um polipeptideo NS4A nativo estendendo aproximadamente da
posi¢do 1691 até aproximadamente a posi¢do 1711 numerada em
relagdo a poliproteina do VHC-I de comprimento total). “Pelo
menos trés” significa um nimero igual ou maior que trés, com
preferéncia especial por trés ou quatro.

Conforme usado neste documento, o termo
“polipeptideo NS” refere-se a uma proteina nfio estrutural
reconhecida na técnica, escolhida preferivelmente dentre o grupo
que consiste dos polipeptideos NS2, NS3, NS4A, NS4B e NS5B.
Contudo, €& preferivel que a proteina de fusdo nfo contenha
nenhum polipeptideo NSSA. No contexto da invengdo, os
polipeptideos NS incluidos na proteina de fusdo da invengio
podem se originar independentemente de qualquer linhagem ou
isolado do VHC identificado nos dias atuais, como os descritos
acima em conexdo com o termo “VHC”. O termo “originado”
significa ser isolado, clonado, derivado ou relacionado. Sendo
assim, de acordo com a presente invengdo, cada um dos
polipeptideos NS incluidos na proteina de fusfo pode se originar
de um polipeptideo NS nativo ou de um polipeptideo NS
modificado, como definido em detalhes abaixo.

Um polipeptideo NS “nativo” refere-se a uma

proteina, polipeptideo ou peptideo NS que pode ser encontrado ou
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isolado de uma fonte na natureza, em vez de ser modificado
artificialmente ou alterado no laboratdrio pelo homem. Sendo
assim, o termo “polipeptideo NS nativo” incluiria polipeptideos
NS de ocorréncia natural e seus fragmentos. Tais fontes na
natureza incluem amostras bioldgicas (por exemplo, sangue,
plasma ou soro de pacientes contaminados pelo VHC ou que ja
foram contaminados por um VHC), células cultivadas, bem como
materiais recombinantes (por exemplo, virus ou genoma do VHC,
bibliotecas genOmicas ou de c¢DNA, plasmideos contendo
fragmentos do genoma do VHC, precursor pré-processado
recombinante ou polipeptideo NS processado, entre outros). As
seqiiéncias de nucleotideos e aminoacidos de varios
polipeptideos/genes NS nativos foram descritas em publicagdes
especificas € encontram-se disponiveis em bancos de dados
especializados. Exemplos representativos de polipeptideos NS
nativos sdo apresentados na SEQ ID NO: 1-4 (A SEQ ID NO: 1-4
fornece as seqiiéncias de aminodcidos dos polipeptideos NS3,
NS4A, NS4B e NS5B nativos da linhagem JA do VHC genétipo
1b). Entretanto, os polipeptideos NS nativos ndo se limitam a
essas seqiiéncias exemplificativas. De fato, as seqiiéncias de
aminoacidos podem variar entre diferentes gendtipos, subtipos e
isolados do VHC, e esse escopo natural de variagio genética estd
incluido no dmbito da inveng¢do. Um ou mais dos polipeptideos
NS incluidos na proteina de fusdo da inven¢fio podem, de forma
independente um do outro, incluir uma ou mais modifica¢des de

aminodcidos a partir das seqiiéncias exemplificativas ou de outros
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polipeptideos NS nativos. Modificagdes podem ser geradas por
meio de mutagdo e/ou pela adigdo de componentes quimicos (por
exemplo, alquilagdo, acetilagdo, amidagio, fosforilagdo, entre
outros) ou componentes de marcagdo. As mutagdes incluem
delegdo, substituigdo ou adi¢do de um ou mais residuos de
aminoacidos ou combina¢des dessas possibilidades. Quando
varias modificagBes sdo contempladas, elas podem envolver
residuos consecutivos e/ou residuos ndo consecutivos.
Modificagdes podem ser feitas de diversas maneiras conhecidas
pelos versados na técnica. Por exemplo, a seqiiéncia de
nucleotideos codificando o polipeptideo NS pode ser modificada
usando técnicas recombinantes de rotina, tal como corte
enzimatico seguido de modificagio e ligagdo do fragmento

definido, mutagénese direcionada ao sitio (por exemplo, usando o

sistema de mutagénese in vitro Sulptor™ da Amersham, Les
g p

Ullis, France), mutagénese do DNA ou embaralhamento do DNA
Um polipeptideo NS modificado preferido
retém um alto nivel de identidade de seqiiéncia de aminoacidos
com o polipeptideo NS nativo correspondente, por exemplo, pelo
menos 75% de residuos de aminodcidos idénticos ao longo da
seqii€ncia de aminoécidos de comprimento total ou um fragmento
mais curto desta (por exemplo, de pelo menos 10, 15, 20, 25, 30,
40, 100 aminoécidos de comprimento). Mais especificamente, no
contexto da invengdo, o polipeptideo NS modificado em uso na
invengdo compartilha um grau de identidade com o polipeptideo

NS nativo correspondente maior do que 75%, de preferéncia
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maior que 80%, ainda mais preferivelmente maior que 85%,
preferivelmente maior que 90%, mais preferivelmente maior que
95%, ainda mais preferivelmente maior que 97%. A identidade de
porcentagem entre os dois polipeptideos é em funcéo do nﬁmero
de posi¢des idénticas compartilhadas pelas seqiiéncias, levando
em conta o nimero de intervalos que precisam ser introduzidos
para o alinhamento ideal e o comprimento de cada intervalo.
Vérios programas de computador e algoritmos matematicos
encontram-se disponiveis na técnica para determinar as
identidades de porcentagem entre as seqiiéncias de amino4cidos,
como por exemplo, o programa Blast (por exemplo, Altschul e
col., 1997, Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402; Altschul e col.,
2005, FEBS J. 272, 5101-5109) disponivel na NCBI. Por

exemplo, qualquer um ou todos os polipeptideos NS incluidos na

proteina de fus@o da invengdo podem ser modificados de modo a

representarem um genotipo ou subtipo especifico, e, dessa forma,
compreenderem uma seqiiéncia de aminoacidos correspondendo a
uma seqiiéncia proxima ao consenso, que & geralmente
determinada apds o alinhamento de seqiiéncia de véarios NS de um
genotipo ou subtipo especifico. Qualquer um ou todos os
polipeptideos NS também podem ser modificados para obter um
polipeptideo NS com propriedades funcionais modificadas, tal
como fung¢do enzimética reduzida e/ou capacidade reduzida de
serem ancorados em uma membrana celular e/ou capacidade
reduzida de serem processados ap6s a tradugfio, como descrito a

seguir. Os aminodcidos que sdo essenciais para tais propriedades
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funcionais podem ser identificados por métodos de rotina, tal
como por andlise estrutural e funcional. Os versados na técnica
podem determinar imediatamente o tipo de modificagdo(des)
capaz de reduzir ou interromper uma determinada atividade
enzimatica. Por exemplo, pode-se proceder com a mutagénese
direcionada ao sitio ou técnicas PCR de modo a deletar ou
substituir um ou mais aminoécidos dentro de uma regifio ativa da
atividade enzimdtica (por exemplo, no sitio catalitico), de modo
que a atividade enzimdtica nativa seja reduzida ou abolida
significativamente. A redugﬁd ou falta de uma atividade biolégica
pode ser facilmente determinada em ensaios apropriados de
acordo com a atividade enzimadtica a ser testada usando métodos
conhecidos pelos versados na técnica. Os dominios de ancoragem
de membrana sfio geralmente progndsticos com base em sua
natureza hidrofébica.

De acordo com a presente invengdo, os pelo
menos trés polipeptideos NS incluidos na proteina de fusdo da
inveng¢do sdo configurados em uma ordem diferente da ordem na
qual eles aparecem na configurag@o nativa. A configuragdo nativa
¢ conhecida na técnica (vide o resumo geral fornecido na segéo de
introdugdo do presente pedido) € a ordem na qual os polipeptideos
NS aparecem € como encontrado em um precursor de poliproteina
do VHC, isto ¢, a partir do N até o C-terminal NS2-NS3-NS4A-
NS4B-NS5A-NS5B. De acordo com a configuragio nativa:
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o Um polipeptideo NS2 sempre precede um
polipeptideo NS3 ou um polipeptideo NS4A ou um polipeptideo
NS4B ou um polipeptideo NSSA ou um polipeptideo NS5B; e

o Um polipeptideo NS3 sempre precede um
polipeptideo NS4A ou um polipeptideo NS4B ou um polipeptideo
NSS5A ou um polipeptideo NS5B; e

o Um polipeptideo NS4A sempre precede um
polipeptideo NS4B ou um polipeptideo NSSA ou um polipeptideo
NS5B; e

o Um polipeptideo NS4B sempre precede um
polipeptideo NS5A ou um polipeptideo NS5B; e

o Um polipeptideo NSS5A sempre precede um
polipeptideo NS5B.

Na proteina de fusdo da invengdo, a
configuragdo ndo ¢ nativa no sentido de que pelo menos um dos
polipeptideos NS aparece numa ordem diferente da ordem da
configuragdo nativa. Sendo assim, se a proteina de fusdo
compreender um polipeptideo NS3, um polipeptideo NS4A e um
polipeptideo NS5B, a configuragdo nativa seria NS3-NS4A-
NS5B com NS3 no N-terminal ¢ NS5B no C-terminal. Em
contrapartida, uma configurago nfo nativa pode ser NS5B-NS3-
NS4A, NS5B-NS4A-NS3, NS4A-NS3-NS5B, NS4A-NS5B-NS3
ou NS3-NS5B-NS4A.

Em particular, a proteina de fusfo da invencgfio

compreende pelo menos um dentre os seguintes:
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o Um polipeptideo NS4A  fusionado
diretamente, ou através de um peptideo de ligacdo, ao N-terminal
de um polipeptideo NS3;

o Um polipeptideo NS3 fusionado diretamente,
ou através de um peptideo de ligagdo, ao N-terminal de um
polipeptideo NS5B;

o Um polipeptideco NS4B  fusionado
diretamente, ou através de um peptideo de ligagfio, ao N-terminal
de um polipeptideo NS5B;

o Um polipeptideo NS4A  fusionado
diretamente, ou através de um peptideo de ligacdio, ao N-terminal
de um polipeptideo NS3 que ¢ fusionado diretamente, ou através
de um peptideo de ligagdo, a0 N-terminal de um polipeptideo
NS4B; e/ou

o Um polipeptideo NS3 fusionado diretamente,
ou através de um peptideo de ligagdo, ao N-terminal de um
polipeptideo NS4B que ¢ fusionado diretamente, ou
através de um peptideo de ligagdo, ao N-terminal de um
polipeptideo NS5B.

Em tais partes especificas da proteina de fusfo
da inven¢do, cada um dos polipeptideos NS pode ser
independentemente nativo ou modificado. Por exemplo, o
polipeptideo NS4A incluido na parte NS4A-NS3 pode ser nativo,
a0 passo que o polipeptideo NS3 compreende pelo menos uma

das modifica¢des descritas abaixo.
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Em uma concretizag@o, todos os polipeptideos
NS incluidos na proteina de fusfo da invengdo se originam da
mesma linhagem ou isolado do VHC. Como alternativa, pelo
menos dois dos polipeptideos NS se originam de diferentes
linhagens ou isolados do VHC de modo a obter prote¢dio contra
uma variedade maior de genétipos do VHC. Também seria
interessante adaptar a proteina de fusdio a regifio geogréfica
especifica onde ela serd utilizada pela inclusdo de pelo menos um
polipeptideo NS a partir de um VHC endémico nesta regido (por
exemplo, os genotipos Ia, Ib, 2 ¢ 3 sdo os mais prevalentes na
América do Norte, na Europa e na Asia; o genotipo 4 ¢
predominante na Africa do Norte e Central; o genotipo 5 foi, até
agora, identificado principalmente na Africa do Sul e isolados do
gendtipo 6 foram encontrados principalmente no Vietnd e em
Hong Kong). Por exemplo, se a proteina de fusdo compreender
um polipeptideo NS3, um polipeptideo NS4A e um polipeptideo
NS5B, o polipeptideo NS3 pode se originar de uma primeira
linhagem do HCV, e os polipeptideos NS4A e NS5B de uma
segunda linhagem do VHC. Como alternativa, o polipeptideo
NS4A pode se originar de uma primeira linhagem do VHC, ¢ os
polipeptideos NS3 e NSSB de uma segunda linhagem do VHC.
Como alternativa, o polipeptideo NS5A pode se originar de uma
primeira linhagem do VHC, ¢ os polipeptideos NS3 ¢ NS4A de
uma segunda ﬁnhagem do VHC. Como alternativa, cada um dos
polipeptideos NS3, NS4A e NS5B se origina de diferentes

linhagens do VHC. Quando a proteina de fusio da invencéo
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também compreende um polipeptideo NS4B, ele pode se originar
da mesma linhagem do VHC ou de uma linhagem do VHC
diferente da dos outros polipeptideos.

As concretizagdes preferidas da invengdo estdo
voltadas para uma fusdo que compreende, ou consiste
essencialmente de, ou consiste de um polipeptideo NS4A, um
polipeptideo NS3, e um polipeptideo NS5B com NS4A no N-
terminal e NS5B no C-terminal (fusdo NS4A-3-5B).

Como op¢do, a fusdo também pode incluir um
polipeptideo NS4B (ou fragmentos ou variantes deste) para
melhorar ainda mais a atividade imunogénica da proteina de fusio
resultante. O polipeptideo NS4B €, de preferéncia, incluido entre
os polipeptideos NS3 e NSSB. Portanto, a presente invencio
também se refere a uma proteina de fusdo que compreende, ou
consiste essencialmente de, ou consiste de um polipeptideo
NS4A, um polipeptideo NS3, um polipeptideo NS4B e um
polipeptideo NS5B com NS4A no N-terminal e NS5B no C-
terminal (fusdo NS4A-3-4B-5B). Com excego dos polipeptideos
NS3, NS4A, NS5B e do opcional NS4B, prefere-se, contudo, que
a proteina de fusdo da invengdo nédo contenha outros polipeptideos
do VHC, e em especial nenhum nicleo, e como discutido acima

em conexdo com os polipeptideos NS, nenhum polipeptideo
NSS5A.

Mais especificamente, o termo “polipeptideo

NS3” refere-se a uma proteina, polipeptideo ou peptideo NS3

nativo obtido de qualquer linhagem HCV ou a uma proteina,
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polipeptideo ou peptideo NS3 modificado conforme definido
acima. O polipeptideo NS3 em uso na inven¢do tem um
comprimento de pelo menos 200 aminoacidos, para melhor
proveito, pelo menos 300 aminoacidos, de preferéncia, pelo
menos 400 aminodacidos, mais preferivelmente, pelo menos 500
aminodacidos, e ainda mais preferivelmente, pelo menos 600
aminoacidos. Para fins de ilustragfo, a proteina NS3 do VHC-1
nativa tem 631 aminoécidos de comprimento e estd localizada
aproximadamente nas posi¢des 1027 a 1657 no precursor da
poliproteina. Um polipeptideo NS3 nativo compreende dois
dominios ativos distintos, um dominio serina protease no N-
terminal ¢ um dominio helicase no C-terminal. A protease NS3 ¢é
responsavel por processar o precursor da poliproteina do VHC nas
jungdes NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NSSA/NSSB, e
exige 0 NS4A como cofator para a atividade proteolitica (Tomei e
col., 1993, J. Virol. 67, 4017-4026) ¢ para o enovelamento correto
(Yao e col.,, 1999, Structure (London) 7 pp 1353). Um motivo
protéico, consistindo de um 4cido aspartico ou glutdmico na
posi¢do 6 € uma cisteina ou treonina na posi¢do 1 a montante do
sitio de clivagem e uma serina ou alanina na posi¢fo 1 a jusante
do sitio de clivagem, € especificamente reconhecido pela protease
NS3 do VHC. Acredita-se que a helicase NS3 seja importante
para o enovelamento do intermedidrio do RNA de fita dupla

durante a replicago viral (Tai e col., 1996, J. Virol. 70, 8477-
8484).
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Entende-se por “polipeptideo NS4A” uma
proteina, polipeptideo ou peptideo NS4A nativo de qualquer
linhagem do VHC ou uma proteina, polipeptideo ou peptideo
NS4A modificado conforme definido acima. O polipeptideo
NS4A em uso na invengdo tem um comprimento de pelo menos
10 aminoécidos, para melhor proveito, pelo menos 11
aminoacidos, de preferéncia, pelo menos 12 aminoacidos, mais
preferivelmente, pelo menos 13 aminoacidos. Entende-se por
“polipeptideo NS4B” uma proteina, polipeptideo ou peptideo
NS4B nativo de qualquer linhagem do VHC ou uma proteina,
polipeptideo ou peptideo NS4B modificado conforme definido
acima. O polipeptideo NS4B em uso na inven¢dio tem um
comprimento de pelo menos 20 aminodcidos, para melhor
proveito, pelo menos 25 aminoacidos, de preferéncia, pelo menos
30 aminodcidos, mais preferivelmente, pelo menos 31
aminoécidos, e ainda mais preferivelmente, pelo menos 32
aminoacidos. Para fins de ilustra¢do, a proteina NS4 do VHC-1
nativa (A-B) tem 315 amino4cidos de comprimento e estd
localizada aproximadamente nas posi¢des 1658 a 1972 no
precursor da poliproteina. O polipeptideo NS4A (posi¢des 1658 a
1711) € um co-fator na protease NS3, mas também & necessario
para a estabilidade do NS3 e a localizagdo na membrana do
reticulo endoplasmético (ER) (Failla e col., 1994, J. Virol. 68,
3753-3760). O polipeptideo NS4B (posi¢des 1712 a 1972) é uma
proteina de membrana integral, cuja funcfo ainda ¢ desconhecida.

Os algoritmos previstos sugerem a presenga de quatro a seis
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segmentos transmembrana. Sua expressdo, no entanto, induz a
formagfo de uma rede membranosa derivada do ER (Egger e col.,
2002, J.Virol. 76, 5974-5984).

Entende-se por “polipeptideo NS5B” uma
proteina, polipeptideo ou peptideo NSSB nativo de qualquer
linhagem do VHC ou uma proteina, polipeptideo ou peptideo
NS5B modificado conforme definido acima. O polipeptideo
NS5B em uso na invengéio tem um comprimento de pelo menos
200 aminodcidos, para melhor proveito, pelo menos 300
aminodcidos, de preferéncia, pelo menos 400 aminoécidos, mais
preferivelmente, pelo menos 500 aminoacidos, e ainda mais
preferivelmente, pelo menos 550 aminoacidos. Para fins de
ilustracdo, a proteina NS5B do VHC-1 nativa tem 591
aminodcidos de comprimento e esté localizada aproximadamente
nas posi¢des 2421 a 3011 no precursor da poliproteina. A proteina
NS5B nativa age como uma RNA polimerase dependente do
RNA, que supostamente permite a sintese de um intermedidrio de
RNA de fita negativa e copias de progénie de fita positiva
(Lohman e col., 1997, J. Virol. 71, 8416-8428). Ela se encontra
associada 4 membrana do reticulo endoplasmatico por sua
seqliéncia de amino4cidos C-terminal 21 (Schmidt-Mende ¢ col.,
2001, J. Biol. Chem. 276, 44052-44063). Para fins de clareza, as
extensOes de aminodcidos citadas neste documento em conexio
com os polipeptideos NS3, NS4A, NS4B e NS5B sio
apresentadas com respeito a suas posigdes no precursor de

poliproteina do VHC-1 (conforme descrito por Choo e col., 1991,
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Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88, 2451-2455 ou em GenBank sob o
numero de acesso M62321). Entretanto, como discutido acima, a
presente invengdo também abrange polipeptideos NS de outras
linhagens e isolados do VHC, bem como polipeptideos NS
modificados. Portanto, salvo indicagdo em contrario pelo
contexto, quando se faz referéncia neste documento a um
polipeptideo NS ou a um peptideo deste por referéncia ao
precursor de poliproteina do VHC-1, isso se refere ao
polipeptideo NS ou seu peptideo do VHC-1, a um polipeptideo
NS ou seu peptideo de outra linhagem ou isolado do VHC, ou a
um polipeptideo NS modificado ou seu peptideo. Uma
concretizagdo preferida da presente invengdo estd voltada para
uma proteina de fusdo compreendendo os polipeptideos NS3,
NS4A, NS5B e o polipeptideo NS4B opcional originados da
linhagem do VHC JA gendtipo 1b (Kato e col., 1990, Proc. Natl.
Acad., Sci. 87, 9524-9528).

- Em uma concretizago, o polipeptideo NS 3
incluido na proteina de fusfio da presente invencgéo é modificado
em compara¢do com o polipeptideo NS3 nativo correspondente
de modo a apresentar atividade significativamente reduzida da
protease, e, assim, ser incapaz de mediar a clivagem da proteina
de fuséo em polipeptideos individuais. A atividade da protease foi
localizada na parte N-terminal do polipeptideo NS3,
aproximadamente a partir da posi¢do 1027 até a posicdo 1207,
numerada em relagdo a poliproteina do VHC-1 de comprimento

total (aproximadamente a partir da posi¢do 1 até a posi¢do 181 do
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polipeptideo NS3 do VHC-JA ilustrado SEQ ID NO: 1). Mais
especificamente, a atividade da protease NS3 foi atribuida aos
residuos da triade catalitica His (H) na posi¢do 1083, Asp (D) na
posicdo 1107 e Ser (S) na posicdo 1165 (respectivamente,
posi¢des 57, 81 e 139 da SEQ ID NO: 1). Exemplos
representativos de polipeptideos NS3 deficientes em protease
adequados sdo descritos em Bartenshlager e col., 1993, J. Virol.
67, 3835-3844 ¢ Tomei e col., 1993, J. Virol. 67, 4017-4026. De
preferéncia, uma vez que os residuos Asp e Ser cataliticos
residem dentro de um dominio antigénico previsto, o polipeptideo
NS3 em uso na presente invengfo compreende a substituicdo do
residuo His na posigdo 1083 (correspondendo a posicdo 57 do
SEQ ID NO:1) ou do residuo de aminoacido localizado em uma
posi¢do equivalente de um polipeptideo NS3 nativo de outro
ser6tipo do VHC, para qualquer residuo de aminoécido que nso
seja 0 His, com especial preferéncia por uma substitui¢do para um
residuo Ala (H1083A). A interrupgfo da atividade da protease
pode ser determinada usando ensaios bem conhecidos na técnica
(Takeshita e col., 1997, Anal. Biochem. 247, 242-246; Kakiuchi e
col., 1997 J. Biochem 122, 749-755; Sali e col, 1998,
Biochemistry 37, 3392-3401; Kakiuchi e col., 1999, J. Virol.
Meth. 80, 77-84).

Como alternativa ou em combinagfo, o
polipeptideo NS3 incluido na proteina de fusdo da invencéo é
modificado se comparado ao polipeptideo NS3 nativo

correspondente, de modo a apresentar uma atividade da helicase
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significativamente reduzida. Quatro residuos estavam envolvidos
na atividade da helicase associada ao NS3, respectivamente, Thr
na posi¢do 1295, Thr na posi¢éo 1437, Arg na posi¢do 1490 e Arg
na posi¢do 1493, numerados em relagio a poliproteina do VHC-I
de comprimento total (que corresponde aos residuos Thr nas
posi¢Oes 269 e 411 e aos residuos Arg nas posigdes 464 e 467 do
polipeptideo NS3 do VHC-JA nativo apresentado no SEQ ID NO:
1). Exemplos representativos de polipeptideos NS3 deficientes em
helicase adequados sdo descritos em Kim ¢ col. (1997, J. Virol.
71, 9400) ¢ Lin and Kim (1999, J. Virol. 73, 8798-8807). De
preferéncia, o polipeptideo NS3 em uso na presente invencéo
compreende a substituicdo do residuo Arg na posi¢io 1490
(correspondendo a posi¢do 464 do SEQ ID NO: 1) ou do residuo
de aminoicido localizado em uma posigdo equivalente de um
polipeptideo NS3 nativo de outro serétipo do VHC por qualquer
residuo de aminodcido que ndo seja 0 Arg e a substituicdo do
residuo Thr na posi¢do 1295 (correspondendo & posicdo 269 do
SEQ ID NO: 1) ou do residuo de aminoécido localizado em uma
posi¢do equivalente de um polipeptideo NS3 nativo de outro
serétipo do VHC por qualquer residuo de aminoacido que ndo
seja o Thr, com especial preferéncia por uma substitui¢do por um
residuo Ala em ambos os casos (T1295A e R1490A). A
interrupgdo da atividade da helicase pode ser determinada usando
ensaios bem conhecidos na técnica, por exemplo, avaliando-se a

atividade de desenovelamento.
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Mais preferivelmente, o polipeptideo NS3 em
uso na presente inveng¢do € mutado para reduzir ou interromper
tanto as atividades de protease como de helicase do polipeptideo
NS3 nativo e compreende as modificagdes discutidas acima em
conexdo com essas fungdes enzimaticas, com especial preferéncia
pelas mutagdes H1083A, T1295A e R1490A.

Como alternativa ou em combinag¢do com as
modificagOes propostas acima em conex3o com o polipeptideo
NS3, o polipeptideo NS5B incluido na proteina de fusio da
inven¢do € modificado se comparado ao polipeptideo NSS5B
nativo correspondente de modo a apresentar uma atividade de
RNA polimerase dependente do RNA significativamente
reduzida. Dois residuos Asp estavam envolvidos nessa funcéo
enzimética, respectivamente, nas posi¢cdes 2640 e 2738
numeradas em relagfio a poliproteina do VHC-1 de comprimento
total (que corresponde aos residuos Asp nas posi¢des 220 e 318
do polipeptideo NS5B do VHC-JA apresentados no SEQ ID NO:
4). Exemplos representativos de polipeptideos NS5B deficientes
em polimerase adequados sdo descritos em Lohmann e col. (1997,
J. Virol. 71, 8416-8428). De preferéncia, o polipeptideo NS5B em
uso na presente invengdo compreende pelo menos a substitui¢o
do residuo Asg na posi¢do 2640 (correspondendo a posi¢do 220
do SEQ ID NO: 4) ou do residuo de amino4cido localizado em
uma posi¢do equivalente de um polipeptideo NS5B nativo de
outro serotipo do VHC por qualquer residuo de aminoacido que

ndo seja o Asp e/ou a substituigdo do residuo Asp na posicio
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2738 (correspondendo a posi¢do 318 do SEQ ID NO: 4) ou do
residuo de amino4cido localizado em uma posigfo equivalente de
um polipeptideo NS5B nativo de outro ser6tipo do VHC por
qualquer residuo de aminoédcido que néo seja o Asp, com especial
preferéncia por uma substitui¢do por um residuo Asn em ambos
0s casos. A interrup¢do da atividade da RNA polimerase pode ser
determinada usando ensaios bem conhecidos na técnica, por
exemplo, ensaios convencionais de replicase baseados na
incorporagdo do substrato de nucleotideos radioativo em um
produto de RNA nascente (vide, por exemplo, Behrens e col.,
1996, EMBO J. 15, 12-22; Ferrari e col., 1999, J. Virol. 73, 1649-
1654).

Em outra concretizagdo, os polipeptideos NS
incluidos na proteina de fusdo da invengdo também podem
compreender modificagdes adicionais se comparado aos
polipeptideos NS nativos correspondentes. Modificagdes
adequadas sfo aquelas benéficas ao processamento, estabilidade e
solubilidade da proteina de fusdo resultante, por exemplo, as que
visam a inativar os sitios de clivagem potenciais, a ancoragem da
membrana e/ou a glicosilagdo, como descrito abaixo.

De forma vantajosa, a proteina de fusdo da
invengdo ndo compreende um ou mais dos sitios de clivagem
reconhecidos pelo NS3 normalmente presentes no precursor de
poliproteina do VHC nas jungbes NS3/NS4A, NS4A/NS4B,
NS4B/NS5A e NSS5A/NS5B, de modo a evitar o processamento
em polipeptideos NS individuais. Embora o polipeptideo NS3
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preferido em uso na presente invengdo apresente uma atividade da
protease significativamente reduzida, a inativagdo dos sitios de
clivagem reconhecidos pelo NS3 introduz um nivel adicional de
seguranga. A seqii€ncia consenso do sitio de clivagem é Asp/Glu-
X4-Cys/Thr-Ser/Ala, em que X ¢ qualquer residuo de
aminoacido. Foi mostrado que a clivagem pelo polipeptideo NS3
nativo ocorre apdés o residuo Cys/Thr. De preferéncia, o
polipeptideo NS3 em uso na invengdo ndo compreende o residuo
Thr ou Cys normalmente presente no C-terminal de um
polipeptideo NS3 nativo (posi¢do 1657 numerada em relacdo
poliproteina do VHC-1 que corresponde a posi¢do 36 do SEQ ID
NO:1 ou a uma posigdo equivalente de um polipeptideo NS3
nativo de outro serdtipo do VHC). Como alternativa ou em
combinagfo, o polipeptideo NS4A nio compreende o residuo Cys
normalmente presente no C-terminal de um polipeptideo NS4A
nativo (posi¢do 1711 numerada em relagdo a poliproteina do
VHC-1 que corresponde & posigdo 54 do SEQ ID NO:2 ou a uma
posi¢do equivalente de um polipeptideo NS4A nativo de outro
serotipo do VHC). Como alternativa ou em combinagdo, o
polipeptideo NS4A opcional nfo compreende o residuo Cys
normalmente presente no C-terminal de um polipeptideo NS4B
nativo (posi¢do 1972 numerada em relagdo a poliproteina do
VHC-1 que corresponde & posi¢do 261 do SEQ ID NO:3 ou a
uma posi¢do equivalente de um polipeptideo NS4B nativo de

outro serdtipo do VHC).
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Em ainda outra concretizagfo, a proteina de
fusdo da invengdo pode ser modificada ainda mais de modo a
excluir um ou mais dominios hidrofébicos que normalmente estio
envolvidos na ancoragem da membrana dos polipeptideos NS4A,
NS4B e/ou NS5B nativos. Seis dominios hidrofobicos de
ancoragem a membrana foram identificados no polipeptideo
NS4B nativo, sendo que um estd presente na parte N-terminal do
polipeptideo NS4A nativo e o outro na parte C-terminal do
polipeptideo NS5B nativo. A dele¢do pelo menos parcial deles
pode permitir melhorar a solubilidade da proteina de fusdo e,
dessa forma, facilitar sua produgo por meios recombinantes. Isso
também pode permitir limitar a citotoxicidade geral da proteina de
fusdo se comparado a administragdo dos polipeptideos do VHC
individuais em um determinado organismo hospedeiro.

Sob esse aspecto, o polipeptideo NS4A ¢
vantajosamente modificado pela delegdo ou substituicdo de um ou
mais residuos de aminodcidos hidréfobos normalmente presentes
dentro da parte N-terminal do polipeptideo NS4A nativo. Um
polipeptideo NS4A preferido ¢ deletado em até os 20 primeiros
aminodcidos no N-terminal (por exemplo, delecéo preferida
aproximadamente a partir da posigdo 1658 até aproximadamente a
posi¢@o 1677, numerada em relagdo & poliproteina do VHC-1 de
comprimento total que corresponde & delegdo aproximadamente a
partir da posi¢do 1 até aproximadamente a posi¢gio 20 do
polipeptideo NS4A do VHC-JA nativo ilustrado na SEQ ID NO:

2) enquanto, contudo, retém a parte do polipeptideo NS4A nativo
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estendendo aproximadamente a partir da posicdo 1678 até
aproximadamente a posi¢do 1690 numerada em relagio a
poliproteina do VHC-1 de comprimento total (aproximadamente a
partir da posi¢do 21 até aproximadamente a posi¢do 33 do
polipeptideo NS4A do VHC-JA nativo apresentado no SEQ ID
NO: 2). Ele pode ou ndo reter a parte C-terminal do polipeptideo
NS4A nativo, por exemplo, a parte que se estende
aproximadamente da posigdo 1691 para aproximadamente a
posi¢do 1711 numerada em relagfio a poliproteina do VHC-1 de
comprimento total (que corresponde aproximadamente a partir da
posi¢do 34 até aproximadamente a posigdo 54 do polipeptideo
NS4A do VHC-JA nativo apresentado no SEQ ID NO: 2). Mais
preferivelmente, o polipeptideo NS4A incluido na proteina de
fusdo da invengdo consiste da parte de um polipeptideo NS4A
nativo que se estende a partir da posigdo 1678 até a posicdo 1690
numerada em relagdo & poliproteina do VHC-1 de comprimento
total (que corresponde & parte NS4A que se estende da posi¢do 21
a posi¢do 33 do polipeptideo NS4A do VHC-JA apresentado no
SEQ ID NO: 2).

Como alternativa ou em combinagdo, um
polipeptideo NS5B preferido é deletado em 10 a 30 residuos de
aminodcidos normalmente presentes no C-terminal de um
polipeptideo NS5B nativo, com especial preferéncia pela delecdo
dos wltimos 21 residuos de aminoacidos C-terminal (por exemplo,

da posigdo 2991 até a posi¢do 3011, numerada em relagdo a
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poliproteina do VHC-1 que corresponde da posigdo 571 a posicio
591 do SEQ ID NO: 4).

Como alternativa ou em combinagdo, um
polipeptideo NS4B opcional preferido é deletado em pelo menos
um dos seis dominios hidréfobos de ancoragem & membrana.
Mais preferivelmente, o polipeptideo NS4B opcional ¢ truncado
por um ou mais aminoécidos tanto no N quanto no C-terminal do
polipeptideo NS4B nativo correspondente de modo a
essencialmente reter o dominio antigénico interno. De
preferéncia, o polipeptideo NS4B opcional em uso na invengéo
compreende, ou como alternativa, consiste essencialmente do
segmento de aminodcido que se estende aproximadamente a partir
da posi¢do 1789 até aproximadamente a posi¢do 1820, numeradas
em relagdo a poliproteina do VHC-1 de comprimento total (que
corresponde aproximadamente & posigdo 78 até aproximadamente
a posi¢do 109 do polipeptideo NS4B do VHC-J apresentado no
SEQ ID NO. 3).

Em ainda outra concretizagdo, a proteina de
fusdo da invengdo é adicionalmente modificada de modo a
suprimir a potencial N-glicosilagdo quando da expressio em uma |
determinada célula hospedeira. Sob esse aspecto, um sitio de
glicosilagdo consenso Asn-Val-Ser-Val foi identificado no
polipeptideo NS5B nativo a partir da posi¢io 2789 a posi¢do 2793
numeradas em relagdo a poliproteina do VHC-1 de comprimento
total (posi¢do 369 a posicdo 372 da proteina NS5B do VHC-JA
nativo apresentado no SEQ ID NO: 4). Um exemplo de mutagdo
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sob esse aspecto consiste na substituicdo do residuo Sew na
posi¢do 2791 numerada em relagdo a poliproteina do VHC-1 de
comprimento total (posi¢do 371 do SEQ ID NO: 4) por um
residuo diferente de um residuo Ser, tal como um residuo Gly.

De preferéncia, a proteina de fusdo da invengfio
¢ imunogénica, no sentido de que ela é capaz de induzir ou
estimular uma resposta imune especifica ao antigeno, seja ela
humoral ou celular, ou ambas, quando da introdu¢do em um
organismo hospedeiro. A presente invengdo também abrange
proteinas de fusdo criadas por engenharia genética de modo a
aprimorar a imunogenicidade (por exemplo, por oxidacfo da
ligagdo de dissulfeto). De preferéncia, o enovelamento dos varios
polipeptideos NS incluidos na proteina a de fusdo da invencéo &
como o enovelamento dos polipeptideos NS nativos. No contexto
da invengdo, prefere-se que a proteina de fusdo retenha um ou
mais dominios antigénicos reconhecidos por um receptor de
células-T. Diversos dominios antigénicos do VHC que podem ser
retidos apropriadamente na proteina de fusdo sio descritos em
publicagdes especificas (vide, por exemplo, Chien e col., 1992,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10011-10015; Chien e col., 1993,
J. Gastroent. Hepatol. 8, S33-39 ¢ WO03/097677).

De preferéncia, o polipeptideo NS3 incluido na
proteina de fusdo da invengdo retém as partes do polipeptideo
NS3 nativo que se estendem aproximadamente da posicdo 1038
at¢ aproximadamente a posi¢do 1082, aproximadamente da

posigdo 1096 até aproximadamente a posicio 1181, e
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aproximadamente da posi¢do 1244 até aproximadamente a
posi¢do 1274 numerada em relagdo 4 poliproteina do VHC-1 de
comprimento total (por exemplo, aproximadamente a partir da
posi¢é@o 12 até aproximadamente a posigdo 56, aproximadamente
a partir da posigdo 70 até aproximadamente a posi¢do 155 e/ou
aproximadamente a partir da posigdo 218 até aproximadamente a
posi¢do 248 do polipeptideo NS3 do VHC-JA nativo revelado no
SEQ ID NO: 1). De preferéncia, o polipeptideo NS5B incluido na
proteina de fusdo da invengfo retém a parte do polipeptideo
NS5B nativo que se estende aproximadamente da posicdo 2573
at¢ aproximadamente a posi¢do 2601 numeradas em relacéo a
poliproteina do VHC-1 de comprimento total (por exemplo,
aproximadamente a partir da posi¢do 155 até aproximadamente a
posi¢do 182 do polipeptideo NS5B do VHC-J nativo revelado no
SEQ ID NO: 4). Quando a proteina de fusdo da invengdo
compreende um polipeptideo NS4B, ela de preferéncia retém a
parte do polipeptideco NS4B nativo que se estende
aproximadamente da posicdo 1789 até aproximadamente a
posigdo 1820 numeradas em rela¢do & poliproteina do VHC-1 de
comprimento total (por exemplo, aproximadamente a partir da
posi¢do 78 até aproximadamente a posi¢do 109 do polipeptideo
NS4B do VHC-J nativo revelado no SEQ ID NO: 3).

A atividade imunogénica da proteina de fusdo
da invengdo pode ser avaliada por uma série de técnicas de uso
comum, como as descritas mais adiante em associagio com o

método da invengdo ou ilustradas nos Exemplos. No contexto da
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inveng¢do, prefere-se que a atividade imunogénica da proteina de
fusdo seja maior em extensdio e/ou natureza do que a atividade
imunogénica usual proporcionada por um polipeptideo
NS nativo. Por exemplo, quando da introdugdo da proteina de
fuséio em um organismo hospedeiro, a resposta imune pode ser de
maior intensidade, ou de natureza mais ampla (por exemplo,
envolvendo mais células imunes como as células CD4+ e
CD8+) ou seu escopo pode ser diferente (por exemplo,
direcionado a um epitopo criptico ndo dominante) do que
quando da introdugdo de um polipeptideo NS nativo. Isso
proporcionaria melhor efeito terapéutico, com isso possibilitando
a redugdo dos regimes de dosagem e melhorando a qualidade de
vida.

Um polipeptideo NS3 preferido se origina da
proteina NS3 do VHC-JA nativa apresentada no SEQ ID NO: 1
que ¢ modificada pelo menos de tal forma que:

o ela retenha a parte que se estende da posi¢do
12 até a posigéo 56, da posi¢do 70 até a posigdo 155 e da posigdo
218 até a posicdo 248;

o ela compreenda a substitui¢do do residuo His
na posi¢do 57 por um residuo de aminoécido diferente de um His,
tal como um residuo Ala;

0 ela compreenda a substitui¢gdo do residuo Thr
na posi¢do 269 por um residuo de aminoacido diferente de um

Thr, tal como um residuo Ala; e
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o ela compreenda a substitui¢do do residuo Arg
na posi¢do 464 por um residuo de aminoacido diferente de um
Arg, tal como um residuo Ala; e

o ela no compreenda o residuo Thr na posigio 631.

Ainda mais preferivelmente, o polipeptideo NS3
em uso na invengfo compreende, essencialmente consiste, ou
alternativamente consiste da seqiiéncia de aminoécidos
apresentada no SEQ ID NO: 5.

Um polipeptideo NS4A preferido se origina da
proteina NS4A do VHC-JA nativa apresentada no SEQ ID NO: 2
que € modificada pelo menos de tal forma que:

o ela contenha a parte do SEQ ID NO: 2 da
posig¢éo 21 até a posic¢do 33;

o ela ndo contenha a parte do SEQ ID NO: 2 da
posi¢do 1 até a posi¢do 20;

Ainda mais preferivelmente, o polipeptideo
NS4A tem uma seqiiéncia de aminodcidos que consiste
essencialmente da parte do SEQ ID NO: 2 da posicéo 21 até a
posi¢do 33 precedida por um residuo Met iniciador. Mais
preferivelmente, o polipeptideo NS4A consiste essencialmente da

seqiiéncia de aminodcidos apresentada no SEQ ID NO: 6

~precedida por um residuo Met iniciador.

Um polipeptideo NS4B preferido opcional se
origina da proteina NS4B do VHC-JA nativa apresentada no SEQ

ID NO: 3 que € modificada pelo menos de tal forma que:



10

15

20

25

38

o ela compreenda a parte que se estende do

residuo Ser na posigdo 78 até o residuo Leu na posicéio 109;
- 0 ¢ela no compreenda o residuo Cys na posigao

261.

Ainda mais preferivelmente, o polipeptideo
NS4B opcional consiste essencialmente, ou alternativamente
consiste da seqiiéncia de aminoécidos conforme apresentada no
SEQ ID NO: 7.

Um polipeptideo NSSB preferido se origina da
proteina NS5B do VHC-JA nativa apresentada no SEQ ID NO: 4

que ¢ modificada pelo menos de tal forma que:

o ela compreenda a parte que se estende do

residuo Arg na posigéo 154 até o residuo Leu na posicdo 182;

o ela compreenda a substitui¢do do residuo Asp

na posi¢do 220 por um residuo de aminoacido diferente de um

Asp, tal como um residuo Asn;

o ela compreenda a substitui¢do do residuo Asp
na posi¢do 318 por um residuo de aminoacido diferente de um
Asp, tal como um residuo Asn; e

o ela nfio compreende a parte que se estende do
residuo Trp na posi¢do 571 até o residuo Arg na posicdo 591.

Ainda mais preferivelmente, o polipeptideo
NS5B opcional compreende, consiste essencialmente, ou
alternativamente consiste da seqiiéncia de amino4cidos conforme

apresentada no SEQ ID NO: 8.
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As proteinas de fusdo mais preferidas da
invengdo compreendem, ou consistem essencialmente ou
alternativamente de uma seqiiéncia de aminoicidos que é
homdloga ou idéntica a seqiiéncia de amino4cidos apresentada no
SEQ ID NO: 9 ou 10. A seqiiéncia apresentada no SEQ ID NO: 9
(Figura 1) corresponde & fusfo dos polipeptideos NS4A, NS3 e
NS5B preferidos descritos acima, com um Met iniciador N-
terminal na posi¢do 1, o polipeptideo NS4A estendendo-se a
partir do residuo de aminodacido 2 até o residuo de aminoacido 14,
o peptideo de ligagdo estendendo-se a partir do residuo de
aminoacido 15 até o residuo de aminoacido 17, o polipeptideo
NS3 estendendo-se a partir do residuo de aminoécido 18 até o
residuo de aminoécido 647, o peptideo de ligagdo estendendo-se a
partir do residuo de aminoacido 648 até o residuo de aminoécido
652 e o polipeptideo NS5B estendendo-se a partir do residuo de
aminodcido 653 até o residuo de aminoacido 1222. A seqiiéncia
apresentada no SEQ ID NO: 10 (Figura 2) corresponde a fusio
dos polipeptideos NS4A, NS3, NS4B ¢ NS5B mais preferidos
descritos acima, com um Met iniciador N-terminal na posicdo 1, o
polipeptideo NS4A estendendo-se a partir do residuo de
aminodcido 2 até o residuo de aminodcido 14, o peptideo de
ligag¢do estendendo-se a partir do residuo de aminoacido 15 até o
residuo de aminoécido 17, o polipeptideo NS3 estendendo-se a
partir do residuo de aminoécido 18 até o residuo de aminoacido
647, o polipeptideo NS4B estendendo-se a partir do residuo de

aminodcido 648 até o residuo de aminoécido 679 e o polipeptideo
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NS5B estendendo-se a partir do residuo de aminoacido 680 até o
residuo de aminodacido 1249.

Também incluidos no 4ambito da presente
invengdo estdo novos fragmentos peptidicos das proteinas de
fusdo da invengdo, em especial os apresentados no SEQ ID NO: 9
ou no SEQ ID NO: 10. Como utilizado neste documento, um
fragmento compreende pelo menos 10, 15, 20, 50 ou mais
residuos de aminodcidos contiguos das proteinas de fusdo
reveladas neste documento. Tais fragmentos podem ser
escolhidos baseando-se em sua capacidade de realizar uma
fungéo, por exemplo, de se ligar a um substrato ou de agir como
um imunégeno. Fragmentos peptidicos adequados séo geralmente
aqueles que compreendem um dominio ou motivo protéico da
proteina de fusdo contendo novas estruturas imunogénicas.
Dominios imunogénicos previstos sdo prontamente identificaveis
por programas de computador, além de serem bem conhecidos e
encontrarem-sé prontamente disponiveis aos versados na técnica.
Os fragmentos peptidicos da invengdo podem ser sintetizados
usando métodos de sintese protéica conhecidos.

A proteina de fusdo da presente invengéo e seus
fragmentos peptidicos podem ser produzidos por qualquer método
adequado, por exemplo, por técnicas de sintetizagdo peptidica
direta convencionais (por exemplo, Bodanszky, 1984 em
Principles of peptide synthesis, Springer-Verlag), e pela
tecnologia do DNA recombinante, conforme descrito abaixo em

conexdo com os vetores da invengio.
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Sendo assim, a presente invengdo também
oferece uma molécula de 4cido nucléico isolada codificando a
proteina de fusdo da invengfo, com especial preferéncia ou
moléculas de 4cido nucléico que codificam uma proteina de fuséo
compreendendo, ou como alternativa, consistindo essencialmente
de uma seqii€ncia de aminoacidos como apresentada no SEQ ID
NO: 9 ou no SEQ ID NO: 10 ou uma seqiiéncia de amino4cidos
homoéloga ao SEQ ID NO: 9 ou ao SEQ ID NO: 10.

De preferéncia, as moléculas de 4cido nucléico
da invengdo sdo otimizadas para proporcionar expressdo de alto
nivel em uma célula hospedeira especifica, por exemplo, em
células hospedeiras de mamiferos, de levedura (por exemplo,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe ou Pichia
pastoris) ou procaridticas (por exemplo, E. coli). De fato, foi
observado que, quando mais de um codon estd disponivel para
codificar para um dado aminodcido, os padrdes de uso de cédon
dos organismos sdo extremamente pouco aleatérios (vide, por
exemplo Wada e col., 1992, Nucleic Acids Res. 20, 2111-21 18) e
a utilizagdo dos cddons pode ser apreciavelmente diferente entre
os diferentes hospedeiros (vide, por exemplo, Nakamura e col.,
1996, Nucleic Acids Res. 24, 214-215). Uma vez que as
seqli€ncias de nucleotideos de codificagdo NS usadas na inveng&o
sdo de origem viral (VHC), elas podem ter um padrio de
utilizagdo de cédon inapropriado para expressdo eficiente nas
células hospedeiras, como as células bacterianas ou eucariéticas

inferiores.
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Geralmente, a otimiza¢do do cédon é realizada
substituindo-se um ou mais codons “nativos” (por exemplo, o
VHC) correspondendo a um cédon pouco utilizado nesta célula
hospedeira especifica por um ou mais codons codificando o
mesmo aminoacido que € utilizado com mais freqiiéncia. Isso
pode ser obtido pela mutagénese convencional ou por técnicas
quimicas sintéticas (por exemplo, resultando em uma molécula de
acido nucléico sintética). Ndo & necessario substituir todos os
cddons nativos correspondendo aos coédons pouco utilizados, visto
que a expressdo aumentada pode ser obtida mesmo com
substitui¢do parcial. Além do mais, alguns desvios da aderéncia
estrita para utilizagdo otimizada dos c6dons podem ser realizados
para acomodar a introdug&o do(s) sitio(s) de restri¢gio na molécula
de 4cido nucléico resultante.

Além da otimizag8o da utilizagdo dos cddons, a
expressdo nas células hospedeiras pode ser melhorada ainda mais
por modifica¢des adicionais da seqiiéncia de nucleotideos. Por
exemplo, a molécula de 4cido nucléico da invengiio pode ser
modificada de modo a impedir a agregagfio de codons raros, nio
ideais, presentes em d4reas concentradas e/ou suprimir ou
modificar elementos de seqiiéncia parcialmente negativos, pois se
espera que estes influenciem negativamente os niveis de
expressdo. Tais elementos de seqiiéncia negativa incluem, sem
limitagdo, as regides que apresentam um teor de GC altissimo
(>80%) ou baixissimo (<30%); segmentos de seqiiéncias ricas e

AT ouricas em GC; seqiiéncias de repeticdes diretas ou invertidas
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instaveis; estruturas secundirias de RNA: e/ou elementos
regulatorios criticos internos, como caixas TATA internas, sitios-
chi, sitios de entrada ribossomal e/ou sitios doadores/receptores
de splicing (montagem de genes).

A molécula de acido nucléico otimizada da
invencdo €, de preferéncia, capaz de expressar a proteina de fusio
da inven¢do em uma determinada célula hospedeira em um nivel
superior, isto €, pelo menos 110%, vantajosamente pelo menos
150% e preferivelmente pelo menos 200%, se comparada ao nivel
expresso por uma molécula de 4cido nucléico envolvendo os
genes do VHC nativos correspondentes sob condi¢des idénticas
(por exemplo, mesmo tipo de célula, mesmas condigdes de
cultura, mesmo vetor de expressio, etc.). Os niveis de expressdo
podem ser avaliados por técnicas convencionais, como o Western
blotting, usando um anticorpo especifico para um dos
polipeptideos do VHC incluidos na proteina de fusio da inveng#o.

De acordo com uma concretiza¢o preferida, a
presente inveng¢do proporciona moléculas de acido nucléico que
compreendem, ou como alternativa, consistem essencialmente de,
ou alternativamente consistem de uma seqiiéncia de nucleotideos
que € homoéloga, ou ainda mais preferivelmente, idéntica a
qualquer uma das seqiiéncias de nucleotideos apresentadas no
SEQ ID NO: 11-16. A molécula de acido nucléico do SEQ ID
NO: 11 codifica uma proteina de fusdo NS4A-3-5B, cuja
seqii€ncia de nucleotideos foi otimizada para expressao em

células de mamiferos (por exemplo, humanos). A molécula de
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acido nucléico do SEQ ID NO: 12 codifica uma fusdo NS4A-3-
4B-5B, cuja seqliencia de nucleotideos foi otimizada para
expressdo em mamiferos (por exemplo, células humanas). A
molécula de acido nucléico do SEQ ID NO: 13 codifica uma
fusdo NS4A-3-5B, cuja seqiiéncia de nucleotideos foi otimizada
para expressdo em leveduras (por exemplo, P pastoris). A
molécula de 4cido nucléico do SEQ ID NO: 14 codifica uma
fusdio NS4A-3-4B-5B, cuja seqiiéncia de nucleotideos foi
otimizada para expressdo em leveduras (por exemplo, P pastoris).
A molécula de 4cido nucléico do SEQ ID NO: 15 codifica uma
fusdo NS4A-3-5B, cuja seqiiéncia de nucleotideos foi otimizada
para expressao em procariotos (por exemplo, E. coli). A molécula
de 4cido nucléico do SEQ ID NO: 16 codifica uma fusio NS4A-
3-4B-5B, cuja seqiiéncia de nucleotideos foi otimizada para
expressdo em procariotos (por exemplo, E. coli). Obviamente, as
seqiiéncias podem ser equipadas com seqliéncias ndo
codificadoras 5’ e 3’ proporcionando, se necessario, um iniciador
Met na extremidade 5°, um ou mais c6dons de PARADA na
extremidade 3’ e sitios de restrigdo adequados em ambas as
extremidades para facilitar as etapas de clonagem. Exemplos de
moléculas de 4cido nucléico também sio proporcionados nas
Figuras 3 a 8.

A presente invengdo - também se refere a
moléculas de 4cido nucléico capazes de se hibridizarem sob
condi¢bes rigorosas nas moléculas de 4cido nucléico como

definidas acima. As condigdes rigorosas de hibridizag¢do sdo
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conhecidas pelos versados na técnica. Tipicamente, a hibridizaco
¢ realizada em 6 vezes citrato de sddio/cloreto de sddio (SSC) a
cerca de 45°C, seguido de uma ou mais lavagens em 0,2 vezes
SSC, 0,1% SDS a 50-65°C. De preferéncia, tais acidos nucléicos
de hibridiza¢do compartilham um grau de identidade de seqiiéncia
com as moléculas de 4cido nucléico definidas acima maior do que
70% de todo o comprimento da seqiiéncia de nucleotideos ou de
um fragmento mais curto dela (por exemplo, de um comprimento
de pelo menos 30, 45, 50, 60, 80, 100, 150, 200 nucleotideos).
Mais preferivelmente, o grau de identidade entre elas é maior do
que 70%, para melhor proveito, maior do que 80%, sendo mais
recomendavel maior do que 85%, de preferéncia maior do que
90%, mais preferivelmente maior do que 95%, ainda mais
preferivelmente maior do que 97%. Exemplos representativos de
tais moléculas de é4cido nucléico de hibridiza¢do incluem, sem
limitagdo, moléculas de 4cido nucléico complementares a pelo
menos cerca de 20, 30, 40, 50, 100 ou 150 nucleotideos contiguos
incluidos em qualquer um dos SEQ ID NOs: 11-16 (por exemplo,
moléculas de 4cido nucléico anti-sentido). Variacdes das
seqii€ncias exemplificativas, como codons degenerados, ou
polimorfismo entre diferentes isolados/linhagens do VHC ou
variagdes decorrentes de técnicas como o embaralhamento de
DNA também sfo abrangidas pela presente invengao.

Outra concretizagdo da invengdo refere-se a
fragmentos da molécula de 4cido nucléico da invengfio, por

exemplo, fragmentos gerados pela endonuclease de restri¢io e
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pela PCR. Tais fragmentos podem ser usados como sondas,
oligonucleotideos iniciadores ou fragmentos codificando uma
parte imunogénica da proteina de fusdo. A molécula de acido
nucléico da presente invengfo pode ser gerada usando dados de
seqiiéncia acessiveis na técnica e as informagdes de seqiiéncias
fornecidas neste documento. A seqiiéncia de DNA codificando
para cada um dos polipeptideos do VHC incluidos na proteina de
fusdo da presente inven¢do pode ser isolada diretamente de
c€lulas contendo VHC, do cDNA e bibliotecas genOmicas, de
genomas virais ou qualquer vetor da técnica anterior conhecido
por inclui-la, pela biologia molecular convencional ou técnicas de
PCR, e, se necessario, pode ser adicionalmente modificada por
técnicas de mutagénese de rotina (por exemplo, para otimizar a
expressdo em uma c€lula hospedeira especifica, para corresponder
a uma seqii€ncia especifica do gen6tipo ou subtipo, como descrito
acima. A fusfio das seqiiéncias codificando cada um dos
polipeptideos do VHC pode ser realizada, por exemplo, por
ligagdo em quadro tanto diretamente ou através de uma seqiiéncia
codificando uma ligag@o peptidica. Como alternativa, a molécula
de acido nucléico da invengdo também pode ser gerada por
sintese quimica no processo automatizado (por exemplo, montada
a partir de oligonucleotideos sintéticos sobrepostos, como
descrito, por exemplo, em Edge, 1981, Nature 292, 756; Nambair
e col., 1984, Science 223, 1299; Jay e col., 5 1984, J. Biol. Chem.
259, 6311).
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Também € proporcionado pela presente
invengdo um vetor compreendendo uma ou mais copias da(s)
molécula(s) de 4cido nucléico da invengéo. Por exemplo, pode ser
vantajoso incluir, no mesmo vetor, moléculas de acido nucléico
codificando proteinas de fusdo originadas de diferentes genotipos
ou subtipos.

O termo “vetor”, como utilizado neste
documento, refere-se tanto a vetores de expressdo como aqueles
que néo sdo de expressdo, e incluem tanto vetores virais como nio
virais, inclusive vetores extracromossomais (por exemplo,
plasmideos multicépia) e vetores integrantes projetados para
serem incorporados ao(s) cromossomo(s) hospedeiro(s). De
particular importancia no contexto da invengdo sdo os vetores
para uso na terapia génica (ou seja, capazes de distribuir a
molécula de 4cido nucléico a um organismo hospedeiro), assim
como vetores de expressdo para uso em variados sistemas de
eXpressao.

Uma variedade de sistemas de vetor-hospedeiro
pode ser usada para expressar a proteina de fusdio da invencdo,
inclusive organismos procari6ticos como bactérias (por exemplo,
E. coli ou Bacillus subtilis) transformados com vetores de
bacteriéfagos, plasmideos ou cosmideos contendo a molécula de
acido nucléico de codificagdo da fusdo; leveduras (por exemplo,
Saccharomyces  cerevisiae, Saccharomyces pombe, Pichia
pastoris) transformadas com vetores de expressdo de levedura

contendo a molécula de acido nucléico de codificagio da fusdo;
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sistemas de células de insetos (por exemplo, células Sf 9)
infectadas com vetores de expressio viral (por exemplo,
baculovirus) contendo a molécula de 4cido nucléico de
codificagdo da fusdo; sistemas de células de plantas infectados
com vetores de expressdo viral (por exemplo, virus do mosaico da
couve-flor CaMV; virus do mosaico do tabaco TMV) ou
transformados com vetores de expressdo de plasmideos (por
exemplo, plasmideo Ti) contendo a molécula de acido nucléico de
codificagdo da fusdo; ou sistemas de células de mamiferos (por
exemplo, células cultivadas) transfectados ou infectados com

vetores de expressdo de plasmideo ou virus contendo a molécula

de 4cido nucléico de codificacdo da fusio.

Vetores adequados para uso em sistemas

procariéticos incluem, sem limitagdo, o pBR322 (Gibco BRL),

pUC (Gibco BRL), pBluescript (Stratagene), p Poly (Lathe e col.,

1987, Gene 57, 193-201), pTrc (Amann e col., 1988, Gene 69,
301-315); pET 11d (Studier e col., 1990, Gene Expression
Technology: Methods in Enzymology 185, 60-89); pIN (Inouye e
col., 1985, Nucleic Acids Res. 13, 3101-3109; Van Heeke ¢ col.,
1989, J. Biol. Chem. 264, 5503-5509); e vetores pGEX em que a
molécula de 4cido nucléico da invengdio pode ser expressa em
fusdo com a glutationa S-transferase (GST). O plasmideo pGEX-
2T (Amersham Biosciences Product code: 27-4801-01, Genbank
accession No. U13850) ¢ particularmente adequado no contexto
da inveng¢do. Vetores adequados para expressdo em levedura (por

exemplo. S. cerevisiae) incluem, mas sem a isto se limitar,
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pYepSecl (Baldari e col.,, 1987, EMBO J. 6, 229-234), pMFa
(Kujan e col., 1982, Cell 30, 933-943), pJRY88 (Schultz e col.,
1987, Gene 54, 113-123), pYES2 (Invitrogen Corporation, San
Diego, Calif.) and pTEF-MF (Dualsystems Biotech Product code:
P03303). Os vetores adequados para expressio em células
hospedeiras de mamiferos podem ser de origem viral ou n#o viral
(por exemplo, DNA de plasmideo). Vetores de plasmideo
adequados incluem, sem restrigdo, pREP4, pCEP4 (Invitrogene),
pCl (Promega), pCDM8 (Seed, 1987, Nature 329, 840) e
pMT2PC (Kaufman e col., 1987, EMBO J. 6, 187-195), pVAX e
pgWiz (Gene Therapy System Inc; Himoudi e col., 2002, J. Virol.
76, 12735-12746). Além disso, os sistemas de vetor de hospedeiro
utilizados no contexto da presente invengdo também podem
compreender um ou mais elemento(s) adicionais, permitindo a
manutencdo, propagagdo ou expressio da molécula de 4cido
nucléico da presente invengdo na célula hospedeira. Tais
elementos adicionais incluem, sem limitagfio, genes marcadores
de modo a facilitar a identificacio e o isolamento das c¢élulas
hospedeiras recombinantes (por exemplo, por complementacdo de
uma auxotrofia celular ou por resisténcia a antibiGticos),
elementos de estabilizagiio (por exemplo, seqiiéncia cer como
descrito em Summers and Sherrat, 1984, Cell 36, 1097-1103 e
sistema DAP como descrito na US 5,198,343) e elementos
integrantes (por exemplo, seqiiéncias virtuais LTR e transpOsons).

Genes marcadores adequados para expressdo

nas células hospedeiras procaridticas incluem a tetraciclina e
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genes de resisténcia a ampicilina. Além disso, os genes de
resisténcia podem ser usados para expressio em células
hospedeiras de mamiferos, tal como a diidrofolato redutase (dhfr)
que confere resisténcia ao metotrexato (Wigler e col., 1980, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 77, 3567, O'Hare e col., 1981, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 78, 1527); gpt, que confere resisténcia ao 4cido
micofendlico (Mulligan and Berg, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 78, 2072); neo, que confere resisténcia ao aminoglicosideo
G-418 (Colberre-Garapin e col., 1981, J. Mol. Biol. 150, 1); zeo,
que confere resisténcia a zeomicina, kana, que confere resisténcia
a canamicina e hydro, que confere resisténcia & hydromicina
(Santerre € col., 1984, Gene 30, 147). Os genes URA3 e LEU2
podem ser usados para expressdo em sistemas de levedura, o que
proporciona complementa¢fo dos mutantes de levedura ura3 ou
leu2. Em particular, o gene URA3 a partir do qual seu promotor
foi deletado pode ser vantajosamente utilizado.

Diversos sistemas de expressdo baseado em
virus também podem ser utilizados no contexto da invengdo,
derivados de uma variedade de virus diferentes (por exemplo,
retrovirus, adenovirus, AAV, poxvirus, virus da herpes, virus do
sarampo, virus espumoso, entre outros). Como utilizado neste
documento, o termo “vetor viral” abrange o0 DNA de vetor, bem
como particulas virais geradas a partir dele. Os vetores virais
podem ser capazes de replicagdo, ou podem ser geneticamente
desabilitados de modo a serem defectivos para replicacdo ou

incapazes para replicagdo. O termo “capaz de replicacdo”,
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conforme usado neste documento, abrange vetores virais de
replicagdo seletiva ¢ condicionalmente replicativos criados por
engenharia genética para replicarem de forma melhor ou seletiva
em células hospedeiras especificas (por exemplo, células
tumorais).

Tais vetores incluem, por exemplo, vetores
adenovirais que possuem uma séric de vantagens bem
documentadas para transferéncia génica ou para produgdo
recombinante (para obter uma visdo geral, consulte "Adenoviral
vectors for gene therapy”, 2002, Ed D. Curiel and J. Douglas,
Academic Press). Os vetores adenovirais para uso de acordo com
a presente invengdo podem ser derivados de uma variedade de
fontes humanas ou animais. Qualquer serétipo pode ser
empregado dentre os ser6tipos do adenovirus 1 a 51, com especial
preferéncia pelos adenovirus humanos 2 (Ad2), 5 (AdS), 6 (Ado),
11 (AdI 1), 24 (Ad24) e 35 (Ad35). Os adenovirus citados
encontram-se disponiveis na American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, Md.), e foram o objeto de estudo de
numerosas publicages descrevendo sua seqiiéncia, organizacio e
meétodos de produgdo, permitindo aos técnicos aplica-los (veja,
por exemplo, a US 6,133,028; US 6,110,735; WO 02/40665; WO
00/50573; EP 1016711; Vogels ¢ col., 2003, J. Virol. 77, 8263-
8271).

Em uma concretizagdo, o vetor adenoviral da
presente invengdo € capaz de replicagdo. Exemplos de tais vetores

adenovirais capazes de replicacdo sdo bem conhecidos na técnica
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¢ encontram-se prontamente disponiveis aos versados na técnica
(vide, por exemplo, Hernandez-Alcoceba e col., 2000, Human
Gene Ther. 11, 2009-2024; Nemunaitis e col., 2001, Gene Ther.
8, 746- 759; Alemany e col., 2000, Nature Biotechnology 18,
723-727). Vetores adenovirais capazes de replicagdo adequados
para uso na inven¢do podem ser criados por engenharia genética a
partir de um genoma de adenovirus do tipo selvagem por delegio
do dominio E1A CR2 para anular a ligagdo ao Rb (vide, por
exemplo, a WO00/24408) e/ou por substituigdo dos promotores
El e/ou E4 nativos por promotores especificos & condi¢io do
tecido, tumor ou célula (vide, por exemplo, a US5,998,205,
W099/25860, US5,698,443, WO000/46355, WO00/15820 e
WO001/36650).

Em outra concretiza¢do, o vetor adenoviral da
invengéo ¢ defectivo para replicagdo (vide, por exemplo, a
W0O94/28152; Lusky e col., 1998, J. Virol 72, 2022-2032).

Vetores adenovirais defectivos para replicagdo
preferidos sdo o El-defectivo (vide, por exemplo, a US 6,136,594
e a US 6,013,638), com uma delecdo El estendendo-se
aproximadamente das posigdes 459 a 3328 ou aproximadamente
das posigdes 459 a 3510 (por referéncia a seqiiéncia do
adenovirus humano tipo 5 revelado no GeneBank sob o nimero
de acesso M 73260 e em Chroboczek e col., 1992, Virol. 186,
280-285). A capacidade de clonagem pode ser melhorada ainda

mais deletando parte(s) adicionais do genoma adenoviral (toda ou
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parte da regido E3 ndo essencial ou das outras regides E2, E4
essenciais).

A molécula de 4cido nucléico da presente
invengdo pode ser inserida em qualquer localizagdo do genoma
adenoviral. De preferéncia, ela ¢ inserida em substituicdo da
regido El. Ela pode ser posicionada na orientacdo no sentido ou
anti-sentido em relagfo a dire¢do transcricional natural da regido
em questio.

Outros vetores virais adequados sdo derivados
dos poxvirus (vide, por exemplo, Cox ¢ col. Em "Viruses in
Human Gene Therapy" Ed J. M. Hos, Carolina Academic Press).
No contexto da presente invengdo, um vetor poxviral pode ser
obtido de qualquer membro da Poxviridae, em especial do virus
canarypox, fowlpox e da variola, sendo preferido este ultimo.
Virus da Variola adequados incluem, sem limitagéo, a linhagem
Copenhagen (Goebel e col., 1990, Virol. 179, 247-266 ¢ 517-563;
Johnson e col., 1993, Virol. 196, 381-401), a linhagem Wyeth ¢ a

~ linhagem Ankara modificada (MVA) (Antoine ¢ col., 1998, Virol.

244, 365- 396). As condi¢es gerais para construir 0 poxvirus
recombinante sdo bem conhecidas na técnica (vide, por exemplo,
a EP 206 920; Mayr e col., 1975, Infection 3, 6-14; Sutter and
Moss, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10847-10851; US
6,440,422). A molécula de 4acido nucléico da presente invengdo &,
de preferéncia, inserida dentro do genoma poxviral em um Iécus
ndo essencial. O gene da timidina quinase é particularmente

apropriado para inser¢do nos vetores da rubéola Copenhagen
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(Hruby e col., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci USA 80, 3411-3415;
Weir e col., 1983, J. Virol. 46, 530-537) e delegdo II ou III para
inser¢do no vetor MVA (Meyer e col., 1991, J. Gen. Virol. 72,
1031-1038; Sutter e col., 1994, Vaccine 12, 1032-1040).

De acordo com uma concretizagio preferida, os
vetores da inveng¢do compreendem a molécula de acido nucléico
da inveng¢do em uma forma adequada para sua eXpressdo em uma
celula ou organismo hospedeiro, o que significa que a molécula
de 4cido nucléico € colocada sob o controle de uma ou mais
seqli€ncias regulatdrios, apropriadas ao vetor e/ou a célula
hospedeira. Como utilizado neste documento, o termo “seqiiéncia
reguladora” refere-se a qualquer seqiiéncia que permita, contribua
ou module a expressdo de uma molécula de acido nucléico em
uma determinada célula hospedeira, inclusive replicagéo,
duplicagdo, transcri¢do, splicing (montagem de genes), tradugio,
estabilidade e/ou transporte do 4cido nucléico ou um de seus
derivados (isto ¢, 0 mRNA) na célula hospedeira. Sera apreciado
pelos versados na técnica que a escolha das seqliéncias
reguladoras pode depender de fatores tais como a célula
hospedeira, o nivel de expressdo desejado, etc.

O promotor ¢é de especial importancia, e
promotores adequados (teis no contexto da presente invengdo
incluem promotores constitutivos que direcionam a expressdo da
molécula de 4cido nucléico em muitos tipos de células
hospedeiras e aqueles que direcionam a expresso da seqiiéncia de

nucleotideos apenas em certas células hospedeiras (por exemplo,
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seqii€ncias reguladoras especificas do figado) ou em resposta a
eventos especificos ou fatores exdgenos (por exemplo, por
temperatura, aditivo nutriente, horménio ou outro ligante).
Promotores adequados para expressdo na célula
hospedeira de E. coli incluem, sem a isto se limitar, o promotor
pL lamba bacteriéfago, os promotores lac, TRP e pTAC induzivel
por IPTG. Promotores adequados para expressio em levedura
incluem os promotores TEF (Mumberg e col., 1995, Gene 156,
119-122), PGK (Hitzeman e col., 1983, Science 219, 620-625),
MF alfa (Inokuchi e col., 1987, Mol. Cell. Biol. 7, 3185-3193),
CYC-I (Guarente ¢ col, 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78,
2199), GAL-I, GAL4, GALIO, PHOS, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAP ou GAPDH), e 4lcool desidrogenase (ADH)
(Denis e col., 1983, J. Biol. Chem. 25, 1165). Para expressdo em
vetores poxvirais, pode-se utilizar o promotor 7,5K, HSR, TK,
p28, pll ou K1L da variola, os promotores sintéticos descritos em
Chakrabarti e col. (1997, Biotechniques 23, 1094-1097),
Hammond e col. (1997, J. Virological Methods 66, 135-138) e
Kumar and Boyle (1990, Virology 179, 151-158), bem como
promotores quimeéricos precoces/tardios. Promotores adequados
para expressdo constitutiva em células de mamiferos incluem o
promotor precoce imediato do citomegalovirus (CMV) (Boshart e
col., 1985, Cell 41, 521-530), o promotor tardio principal do
adenovirus, o promotor da fosfoglicero quinase (PGK) (Adra e
col.,, 1987, Gene 60, 65-74), ¢ o promotor da timidina quinase

(TK) do virus da herpes simplex (HSV)-1. Promotores
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eucarioticos induziveis por compostos fornecidos de forma
exogena incluem, sem a isto se limitar, o promotor da
metalotioneina induzivel por zinco (MT) (Mc Ivor e col., 1987,
Mol. Cell Biol. 7, 838-848), o promotor do virus do tumor
mamario de camundongo induzivel por dexametasona (Dex)
(MMTV), o sistema promotor da polimerase T7 (WO 98/ 10088),
o promotor de inseto ecdisona (No e col., 1996, Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 93, 3346-3351), o promotor reprimivel por tetraciclina
(Gossen ¢ col., 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 5547-5551),
o promotor induzivel por tetraciclina (Kim e col., 1995, J. Virol.
69, 2565-2573), o promotor induzivel por RU486 (Wang e col.,
1997, Nat. Biotech. 15, 239-243 ¢ Wang ¢ col., 1997, Gene Ther.
4, 432-441) e o promotor induzivel por rapamicina (Magari e col.,
1997, J. Clin. Invest. 100, 2865-2872). |

Promotores especificos do tecido também
podem ser usados, principalmente aqueles que permitem visar as
células infectadas pelo VHC para as quais se deseja obter
beneficio terapéutico. Promotores adequados incluem promotores
especificos do figado, como os da HMG-CoA redutase (Luskey,
1987, Mol. Cell. Biol. 7, 1881-1893); elemento regulador do
esterol 1 (SRE-I; Smith e col., 1990, J. Biol. Chem. 265, 2306-
2310); albumina (Pinkert e col., 1987, Genes Dev. 1, 268-277);
fosfoenol piruvato carboxi quinase (PEPCK) (Eisenberger e col.,
1992, Mol. Cell Biol. 12, 1396-1403); proteina reativa-C humana
(CRP) (Li e col, 1990, J. Biol. Chem. 265, 4136-4142),

glucoquinase humana (Tanizawa e col, 1992, Mol.
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Endocrinology 6, 1070-1081); colesterol 7-alfa hidrolase (CYP-7)
(Lee e col,, 1994, J. Biol. Chem. 269, 14681-14689); alfa-1
antitripsina (Ciliberto e col., 1985, Cell 41, 531-540); proteina de
ligag@o ao fator de crescimento tipo insulina (IGFBP- 1) (Babajko
e col, 1993, Biochem Biophys. Res. Comm. 196, 480-486);
traﬁsferrina humana (Mendelzon e col., 1990, Nucleic Acids Res.
18, 5717-5721); colageno tipo I (Houglum e col., 1994, J. Clin.
Invest. 94, 808-814) e genes FIX (US 5,814,716).

Promotores adicionais adequados para uso nesta
invengdo podem ser obtidos de genes que sdo preferivelmente
expressos em células tumorais proliferativas, como os promotores
do gene da alfa-foetoproteina superexpresso em canceres
hepaticos (Kanai e col., 1997, Cancer Res. 57, 461-465), a
transcriptase reversa telomerase (TERT) (W099/27113, WO
02/053760 e Horikawa e col., 1999, Cancer Res. 59, 826), ¢
elemento responsivo a hipoxia (HRE).

Os versados na técnica irdo apreciar que oS
elementos reguladores controlando a expressio da molécula de
acido nucléico da invengfo podem compreender ainda elementos
adicionais para iniciagdo, regula¢o e/ou terminagio adequada da
transcrigdo (por exemplo, seqiiéncias de sinal de localizaggo
poliA), transporte de mRNA (por exemplo, seqiiéncias de sinal de
localizagdo nuclear), processamento (por exemplo, sinais de
splicing (montagem de genes)), e estabilidade (por exemplo,
introns e seqiiéncias 5° e 3’ ndo codificadoras), tradugio (por

exemplo, sinal peptidico, propeptideo, seqiiéncias lideres
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tripartidas, sitios de ligagdio ribossomal, seqiiéncias de Shine-
Dalgamo, etc.) na célula ou organismo hospedeiro e etapas de
purificagdo (por exemplo, uma marca).

Por exemplo, um peptideo de sinal,
eventualmente em combinagdo com um pré-peptideo, pode ser
usado para facilitar a secre¢do da proteina de fusio no meio de
cultura. O peptideo de sinal € geralmente inserido no N-terminal
da proteina de fusdo imediatamente apés o iniciador Met, e, se
necessario, o pro-peptideo ¢ inserido a jusante do peptideo de
sinal. A escolha dos peptideos de sinal e/ou pré-peptideos é ampla
¢ acessivel aos versados na técnica.

Exemplos de pro-peptideos/peptideos de sinal
apropriados para a presente invencdo incluem, sem a isto se
limitar, as sequéncias de peptideos de sinal do fator
correspondente (MF) alfa (Kurjan e Herskowitz, 1982, Cell 30,
933-934 ¢ US 5,879,926); invertase (W084/01153); PHO5 (DK
3614/83); YAP3 (protease aspartica de levedura 3; W095/02059);
e BARI (WO87/02670). Durante a entrada no ER, o peptideo de
sinal € clivado fora do polipeptideo precursor em um sitio de
processamento. O sitio de processamento pode compreender
qualquer seqiiéncia peptidica que seja reconhecida por uma
enzima proteolitica da célula hospedeira. Exemplos de sitios de
processamento preferidos incluem, sem a isto se limitar, qualquer
combinago dos dois residuos basicos Lys e Arg (com especial
preferéncia por Lis-Arg), que sdo clivados pela endopeptidase

codificada pelo gene KEX2 da Saccharomyces cerevisiae (vide
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Fuller ¢ col., 1986, Microbiology, 273-278) ou a protease
equivalente de outras espécies de levedura (vide Julius e col.,
1983, Cell 32, 839-852).

Uma marca peptidica (por exemplo, uma
seqiiéncia curta de peptideos capaz de ser reconhecida pelo anti-
soro disponivel) pode ser utilizada para facilitar a purificagdo da
proteina de fusdo recombinante a partir da célula hospedeira ou
do sobrenadante da cultura. De preferéncia, a marca é inserida no
C-terminal da proteina de fusdo. Exemplos de marcas incluem,
sem limitagdo, a marca His (por exemplo, composta de 6 ou mais
residuos de histidina), seqiiéncia de peptideos da glutationa-S-
transfera (GST) do S mansoni, proteina de ligacdo a maltose
(MPB) da E. coli, fosfatase alcalina humana, o octapeptideo
FLAG ¢ a marca-e (US ,686,152).

Uma concretizagdo preferida da invencéio estd
voltada para um plasmideo para expressio em levedura,
compreendendo a molécula de acido nucléico da invencdo (por
exemplo, a seqliéncia de nucleotideos do SEQ ID NO: 13 e 14)
colocada sob o controle do promotor TEF e uma seqiiéncia
terminadora transcricional adequada (por exemplo: terminador
eye do citocromo) que adicionalmente compreende origens de
replicagéo para e células hospedeiras de levedura e E. coli (por
exemplo, ORI e 2p, respectivamente), marcadores de selecdo
apropriados para expressio em E. coli (por exemplo, gene de
resisténcia a ampicilina) e levedura (por exemplo URA3 para

autoxotrofia e leu2-3).
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Outra concretizagdo preferida da invengdo esta
voltada a um plasmideo pGEX adequado para expressio em E.
coli, compreendendo a molécula de 4cido nucléico da invengdo
(por exemplo, a seqiiéncia de nucleotideos do SEQ ID NO: 15 e
16) colocada sob o controle do promotor pTAC induzivel por
IPTG e uma seqii€éncia terminadora transcricional apropriada que
adicionalmente compreende uma origem adequada de replicagdo
para E. coli (por exemplo, ORI) ¢ um marcador de selegdo
adequado (por exemplo, gene de resisténcia a ampicilina).

Ainda outra concretizag¢do preferida da invengéo
estd voltada a um vetor adenoviral defectivo para replicagdo para
expressdo em c€lulas de mamiferos, compreendendo a molécula
de acido nucléico da invengdo (por exemplo, a seqiiéncia de

nucleotideos do SEQ ID NO: 11 e 12) colocada sob elementos

reguladores apropriados. De preferéncia, o vetor adenoviral

defectivo para replicagdo é um genoma Ad5 El e E3 deletados,
com a delegdo do El estendendo-se desde aproximadamente o
nucleotideo 459 até aproximadamente o nucleotideo 3511 e a
delegdo do E3 desde aproximadamente o nucleotideo 28592 até
aproximadamente o nucleotideo 30470. Um vetor adenoviral
preferido compreende seqiiéncias Ad5 desde aproximadamente o
nucleotideo 1 até aproximadamente o nucleotideo 458, o cassete
de expressdo contendo, de S5 a 3, a seqiiéncia
reforgadora/promotor de resposta imediata CMV, um intron
quimérico da B-globina/IgG humana (como encontrado no vetor

PCI disponivel na Promega), a seqiiéncia codificando qualquer
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uma das duas formas de poliproteina (SEQ ID NO: 11 ou 12) e o
sinal de poliadenilagdo tardio SV40 seguido da seqiiéncia Ad5
desde aproximadamente o nucleotideo 3512 até aproximadamente
os nucleotideos 28592 e desde aproximadamente o nucleotideo
30470 até aproximadamente o nucleotideo 35935. Se necessario,
o vetor da invengdo pode adicionalmente compreender um ou
mais transgene(s), por exemplo, um gene de interesse a ser
expresso junto com a molécula de 4cido nucléico da invengdio em
uma célula ou organismo hospedeiro. De preferéncia, a expresso
do transgene tem uma atividade terapéutica ou protetora em uma
doenga ou distirbio associado a0 VHC. Transgenes adequados
incluem, sem limitag8o, os genes de codificagfio da citocina (por
exemplo, IL-2, IL-7, IL-15, IL-18, IL-21, IFNg), genes de
codificagdo da toxina (e.g. ricina, toxina da difteria, toxina da
cOlera), genes suicidas, e, principalmente, os genes codificando o
TK HSV-1 (Caruso e col., 1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90,
7024-7028), que serd utilizado em combinagdio com o pro-
farmaco acyclovir ou ganciclovir, citosina deaminase (CDase),
uracil fosforibosil transferase (UPRTase), que devem ser
utilizadas em combinagfo com o prodrug 5-fluorcitosina (5-FC).
O produto génico FCU-I (descrito na WO 99/54481) ¢
particularmente util neste contexto. Se um transgene for utilizado,
ele ¢ colocado sob o controle de elementos reguladores
apropriados ¢ pode ser inserido em qualquer localizagdo do vetor
da inven¢do ou em um vetor independente que & utilizado em

combinagdo com o vetor da invenc#o.
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A inser¢do da molécula de 4cido nucléico da
inven¢do em um backbone de vetor pode ser realizada pela
biologia molecular de rotina, por exemplo, como descrito em
Sambrook e col. (2001, Molecular Cloning- A Laboratory
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory). A inser¢io em um
vetor adenoviral ou em um vetor poxviral pode ser realizéda
através da  recombinagdo  homodloga, como  descrito
respectivamente em Chartier e col. (1996, J. Virol. 70, 4805-
4810) e Paul e col. (2002, Cancer gene Ther. 9, 470-477).

A presente inven¢do também abrange vetores
(por exemplo, DNA de plasmideo) complexados em lipideos ou
polimeros para formar estruturas particuladas, como lipossomas,
lipoplexos ou nanoparticulas. Tais tecnologias encontram-se
disponiveis na técnica (vide, por exemplo, Arangoa ¢ col., 2003,
Gene Ther. 10: 5-14; Eliaz e col., 2002, Gene Ther. 9, 1230-1237
¢ Betageri ¢ col, 1993, "Liposome drug delivery systems",
Technomic Publishing Company, Inc).

Em outra concretizagdo, a presente invencdo
oferece particulas virais infecciosas compreendendo as moléculas
de acido nucléico ou vetores previamente descritos da presente
invengéo.

Geralmente, tais particulas virais sdo produzidas

por meio de um processo compreendendo as etapas de:

(a) introduzir o vetor viral da inveng¢io em uma

linhagem celular adequada,
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(b) cultivar a referida linhagem celular sob
condi¢Ges adequadas de modo a permitir a producédo da referida
particula viral infecciosa,

(c) recuperar a particula viral infecciosa
produzida da cultura da referida linhagem celular, e

(d) opcionalmente purificar a referida particula
viral infecciosa recuperada. Quando o vetor viral é defectivo, as
particulas infecciosas sdo geralmente produzidas em uma
linhagem celular de complementagdo ou pelo uso de um virus

auxiliar, que fornece in trans os genes virais funcionais. Por

exemplo, linhagens celulares adequadas para complementar os

vetores adenovirais deletados em El incluem as células 293
(Graham e col., 1997, J. Gen. Virol. 36, 59-72), bem como as
células PER-C6 (Fallaux e col., 1998, Human Gene Ther. 9,
1909-1917). Células apropriadas para a propagagdo dos vetores
poxvirais sfo as células de aves, e mais preferivelmente,

fibroblastos de embrido de galinha (CEF) primérios preparados a

~ partir de embrides de galinha obtidos de ovos fertilizados.

As particulas virais infecciosas podem ser
recuperadas do sobrenadante da cultura ou das células apés a lise.
Elas podem ser adicionalmente purificadas de acordo com
técnicas convencionais (cromatografia, ultracentrifuga¢do em um
gradiente de cloreto de césio, como descrito, por exemplo, na
WO096/27677, WO098/00524, W098/22588, W098/26048,
W000/40702, EP1016700 e na W0O00/50573).



10

15

20

25

64

A presente invengdo também engloba vetores ou
particulas virais que foram modificados para permitir o
direcionamento preferencial a uma célula-alvo especifica (vide,
por exemplo, Wickam e col., 1997, J. Virol. 71, 8221-8229;
Arnberg e col., 1997, Virol. 227, 239-244; Michael ¢ col., 1995,
Gene Therapy 2, 660-668; W094/10323; W002/96939 e a EP 1
146 125). Um aspecto caracteristico dos vetores direcionados e
das particulas virais da inveng#o ¢ a presenca, em sua superficie,
de um ligante capaz de reconhecer e se ligar a um componente
celular e exposto a superficie, tal como um marcador de célula
especifica (por exemplo, uma célula infectada pelo VHC), um
marcador de tecido especifico (por exemplo, um marcador
especifico do figado), bem como um antigeno viral (por exemplo,
o VHC). Exemplos de ligantes adequados incluem anticorpos ou
seus fragmentos direcionados a um dominio antigénico do VHC.
O direcionamento celular pode ser realizado pela insercio
genética do ligante em um polipeptideo presente na superficie do
virus (por exemplo, fibra adenoviral, penton, pIX ou produto
génico pi 4 da variola).

A invengdo refere-se também a células
hospedeiras que compreendem as moléculas de 4cido nucléico,.
vetores ou particulas virais infecciosas da invengdo descritas no
presente documento. No contexto da presente invengdo, o termo
“célula hospedeira” deve ser interpretado de maneira ampla, sem
limitagdo a uma organizagdo especifica no tecido, 6rgdo ou nas

células isoladas. Tais células podem ser de um tipo unico de
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c€lulas ou um grupo de tipos diferentes de células e abrangem
linhagens celulares cultivadas, células primarias e células
proliferativas.

No contexto da inveng#o, as células hospedeiras
incluem células procaridticas, células eucaridticas inferiores,
como a levedura, e outras células eucaridticas, como as células de
insetos, as células de plantas e células de mamiferos (por
exemplo, humanos ou ndo humanos). Células hospedeiras de E.
coli preferidas incluem, sem limitacdio, a BL21 de E. coli
(disponivel na Amersham Biosciences). Células hospedeiras de
levedura preferidas incluem, sem limitagdo, S. cerevisiae, S.
pombe, Pichia pastoris, com especial preferéncia por KEX-2
expressando células de levedura, como a linhagem TGY47.1 (ou
seu conversor Leu” isogénico TGY73.4) descrita na EP 607 080 e
aquelas descritas na US 5,879,926, US 5,162,208 ¢ US 6,103,515.
Células hospedeiras de mamiferos preferidas incluem, sem
limitagdo, BHK (células renais de hamster), CV-I (linhagem
celular renal de Magado Africano), células COS (por exemplo,
COS-7), células do ovério de hamster chinés (CHO), células
NIH/3T3 de camundongo, células HeLa e células Vero. As
células  hospedeiras  também  englobam  células  de
complementagdo, capazes de complementar pelo menos uma
fun¢do defectiva de um vetor defectivo para replicagdo da
invengdo (por exemplo, vetor adenoviral), tal como as células 293
e PERC.6. De acordo com uma concretizacio especifica da

inven¢do, a célula hospedeira pode ser adicionalmente
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encapsulada. A tecnologia de encapsulamento celular ja foi
descrita anteriormente (Tresco e col., 1992, ASAIO J. 38, 17-23;
Aebischer e col., 1996, Human Gene Ther. 7, 85 1-860).

Ainda outro aspecto da presente invencéo
consiste em um método para produzir por recombinacio a
proteina de fusdio, empregando os vetores, particulas virais
infecciosas e/ou células hospedeiras da invengdio. O método para
produgdo da proteina de fusdo compreende (a) introduzir um vetor
ou uma particula viral infecciosa da invencdo em uma célula
hospedeira adequada para produzir uma célula hospedeira
transfectada ou infectada, (b) cultivar in-vitro a referida célula
hospedeira transfectada ou infectada sob condigdes adequadas ao
crescimento da célula hospedeira, (c) recuperar a proteina de
fusdo da cultura celular, e (d) opcionalmente, purificar a proteina
de fusdo recuperada.

Espera-se que os versados na técnica conhe¢am
0s numerosos sistemas de expressdo disponiveis para produzir as
proteinas de fusdo da invengdo em células hospedeiras
apropriadas € os métodos para introduzir um vetor ou uma
particula viral infecciosa em uma célula hospedeira. Tais métodos
incluem, sem a isto se limitar, microinje¢éo (Capechi e col., 1980,
Cell 22, 479-488), transfec¢do mediada por CaPO, (Chen and
Okayama, 1987, Mol. Cell Biol. 7, 2745-2752), transfecgo
mediada por DEAE-dextrano, eletroporagdo (Chu e col., 1987,
Nucleic  Acid Res. 15, 1311-1326), fusdo  por
lipofecgdo/lipossoma (Feigner e col., 1987, Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 84, 7413-7417), bombardeio de particulas (Yang e col.,
1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87, 9568-9572), biobalistica,
transdugdo, infecgdo viral, bem como administracfio direta em um
organismo hospedeiro por variados meios.

Os vetores da inveng¢do podem ser utilizados em
associagdo com reagentes de transfeccio a fim de facilitar a
introdugdo do vetor na célula hospedeira, tais como polimeros
policatidnicos (por exemplo, quitosana, polimetacrilato, PEI, etc.)
e lipipeos catidnicos (por exemplo, DC-Chol/DOPE, lipofectina
transfectam, que agora se encontra disponivel através da
Promega). Além do mais, como discutido acima, tecnologias de
DNA recombinante podem ser utilizadas para melhorar a
expressdo da molécula de 4cido nucléico na célula hospedeira, por

exemplo, utilizando-se vetores de grande nimero de copia,

substituindo ou modificando-se uma ou mais seqiiéncias

reguladoras transcricionais (por exemplo, promotor, seqliéncia
reforgadora, entre outros), otimizando a utilizagdo dos cédons da
molécula de 4cido nucléico de codificagdo da fusdo para a célula
hospedeira, e suprimindo as seqiiéncias negativas que podem
desestabilizar a transcrigfo.

As células hospedeiras da presente invencéo
podem ser cultivadas em bioreatores de fermentacdo, frascos e
placas de Petri convencionais. A cultura pode ser realizada a uma
temperatura, pH e teor de oxigénio apropriados para uma
determinada célula hospedeira. N&o serd feita uma tentativa de

descrever em detalhes os varios métodos conhecidos para a
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produ¢do de proteinas em células procariotas e eucariotas. A
produgdo da proteina de fusdo pode ser periplasmica, intracelular
ou secretada fora da célula hospedeira (por exemplo: no meio de
cultura).

Quando a proteina de fusdo nfo é secretada fora
da célula hospedeira produtora, ou quando ela nfo é secretada
completamente, ela pode ser recuperada por procedimentos de lise
padrdo, incluindo gelo-degelo, sonicagdo, rompimento mecanico,
uso de agentes indutores da lise, entre outros. Caso seja secretada,

ela pode ser recuperada diretamente do meio de cultura. A

proteina de fusdo pode entdo ser purificada por métodos de

purificagdo consolidados, inclusive precipitagdo por sulfato de
amonio, extragdo de 4cido, eletroforese em gel, filtragdo e
métodos cromatograficos (por exemplo, fase reversa, exclusdo por
tamanho, troca ibnica, afinidade, fosfocelulose, interagdo
hidr6foba, hidroxilapatita, ou cromatografia liquida de alta
eficiéncia). As condi¢Ges e tecnologia utilizadas para purificar
uma proteina de fusdo especifica da invengfio dependerio de
fatores como a carga liquida, o peso molecular, a hidrofobia, a
hidrofilia, e serdio facilmente reconhecidas pelos versados na
técnica. Além disso, o nivel de purificagfo ira depender do fim a
que se destina. Também € entendido que, dependendo da célula
hospedeira produtora, as proteinas de fusio podem ter varios
padrbes de glicosilagdo, ou podem ser ndo glicosiladas (por

exemplo, quando produzidas em bactérias).
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Em outro aspecto, a presente invencdo oferece
uma composi¢do compreendendo a proteina de fusdo, a molécula
de acido nucléico, o vetor, a particula viral infecciosa, a célula
hospedeira da invengdo (também chamada aqui de “agente ativo”)
ou qualquer combinagio destes (por exemplo, combinagdo de
proteinas de fusdo ou vetores/particulas virais codificando
proteinas de fusdo de diferentes gendtipos ou subtipos). De
preferéncia, a composi¢do é uma composi¢io farmacéutica que
compreende, além de uma quantidade eficaz do(s) agente(s)
ativo(s) do ponto de vista terapéutico, um veiculo aceitavel do
ponto de vista farmacéutico. Como usado neste documento, uma
“quantidade eficaz do ponto de vista terapéutico” é uma dose
suficiente para o alivio de um ou mais sintomas normalmente

associados a doenga ou condi¢do que se deseja tratar. Com

respeito ao uso profilatico, esse termo significa uma dose

suficiente para impedir ou retardar a consolida¢do de uma doenga
ou condigdo. Por exemplo, uma quantidade eficaz do ponto de
vista terapéutico para induzir uma resposta imune poderia ser a
quantidade necessdria para causar a ativagdo do sistema
imunoldgico (por exemplo, resultando no desenvolvimento de
uma resposta anti-VHC).

Como usado neste documento, o termo “veiculo
aceitavel do ponto de vista farmacéutico” pretende incluir todo e
qualquer veiculo, solvente, diluente, excipiente, adjuvante, meio

de disperséo, revestimento, agente antibacteriano e antifingico e
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agente de retardo de absor¢do, entre outros, compativel com a
administra¢do farmacéutica.

De forma apropriada, a  composi¢do
farmac€utica da inven¢do compreende um diluente apropriado
para uso humano ou animal. De preferéncia, ele é isotonico,
hipotbnico ou fracamente hipertonico, e tem uma forca idnica
relativamente baixa. Exemplos representativos incluem 4gua
estéril, solugdo salina fisiolégica (por exemplo, cloreto de sédio),
solugdo de Ringer, glicose, trealose ou solugdes de sacarose,
solugdo de Hank, e outras solugdes salinas fisiologicamente
equilibradas (vide, por exemplo, a edi¢do mais recente de
Remington : The Science and Practice of Pharmacy, A. Gennaro,
Lippincott, Williams&Wilkins). A composi¢do da invengdo &
adequadamente tamponada de modo a ser apropriada para uso
humano a um pH fisioldgico ou ligeiramente basico (por
exemplo, entre aproximadamente o pH 7 e pH 9). Tampdes
adequados incluem, sem limitaggo, tampéo fosfato (por exemplo,
PBS), tampédo bicarbonato e/ou tampao Tris.

A composi¢do também pode conter outros
excipientes aceitaveis do ponto de vista farmacéutico para obter
propriedades farmacéuticas ou farmacodinimicas desejadas,
incluindo, por exemplo, modificar ou manter o pH, osmolalidade,
viscosidade, clareza, cor, esterilidade, estabilidade, coeficiente de
dissolugdo da formulagio, modificar ou manter a liberagdo ou
absor¢do em um organismo humano ou animal, promover o

transporte através da barreira sanguinea ou penetragdo em um
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orgo especifico (por exemplo, o figado). Excipientes adequados
incluem aminoacidos.

Veiculos aceitaveis do ponto de vista
farmacéutico incluidos na composi¢io da invengdo também
devem permitir a preservacio de sua estabilidade sob as condi¢do
de fabricagdo e estocagem a longo prazo (isto €, de pelo menos
um més) sob congelamento (por exemplo, -70°C, -20°C),
temperaturas refrigeradas (por exemplo, 4°C) ou & temperatura
ambiente. Sob esse aspecto, formulagdes que sdo particularmente
adaptadas a composi¢do da inven¢go incluem:

o0 IM sacarose, 150 mM de NaCl, ImM de
MgCl,, 54 mg/l de Tween 80, 10 mM de Tris pH 8.5

(especialmente quando o agente ativo é um vetor adenoviral), e

0 10 mg/ml de manitol, 1 mg/ml de HSA, 20

'mM de Tris, pH 7.2, ¢ 150 mM de NaCl 25

o solugdo salina fisiologica

Além disso, a composi¢do da invengdo pode
compreender um ou mais adjuvantes adequados para aplicacédo
sistémica ou mucosal em humanos. De preferéncia, o adjuvante ¢é
capaz de estimular a imunidade para a composicdo da invengao,
em especial uma imunidade mediada por célula T, por exemplo,
atraves dos receptores do tipo “toll” (TLR), como o TLR-7, TLR-
8 ¢ o TLR-9. Exemplos representativos de adjuvantes uteis
incluem, sem limitagfo, alume, emulsdo de éleo minera, tal como
os adjuvantes completos e incompletos de Freynd (IFA),

lipopolissacarideo ou um derivado deste (Ribi e col., 1986,
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Immunology and Immunopharmacology of Bacterial Endotoxins,
Plenum Publ. Corp., NY; p407-419), saponinas como a QS21
(Sumino e col.,, 1998, J.Virol. 72, 4931-4939; WO 98/56415),
compostos de imidazol-quinolina como Tmiquimod (Suader,
2000, J. Am Acad Dermatol. 43, S6-S11) e o composto
relacionado S- 27609 (Smorlesi, 2005, Gene Ther. 12, 1324-
1332), oligodeoxinucleotideos de citosina fosfato guanosina como
o CpG (Chu e col., 1997, J. Exp. Med. 186: 1623; Tritel e col.,
2003, J. Immunol. 171 : 2358-2547) e peptideos catidnicos como
o IC-31 (Kritsch e col, 2005, J. Chromatogr Anal. Technol
Biomed Life Sci 822, 263-270).

A composigdo da presente invengfio pode ser
administrada por uma variedade de modos de administraggo,
inclusive administragfo sistémica, tépica e localizada. A injecdo
pode ser realizada por qualquer meio, por exemplo, por injecdo
subcutinea, intradérmica, intramuscular, intravenosa,
intraperitonial, intratumoral, intravascular, intra-arterial ou direta
em uma artéria (por exemplo, por infusdo na artéria heptatica) ou
em uma veia que alimenta o figado (por exemplo, injecdo na veia
porta). As inje¢des podem ser realizadas com seringas e agulhas
convencionais, ou qualquer outro dispositivo apropriado
disponivel na técnica. Como alternativa, a composi¢do da
presente invengdo pode ser administrada via uma rota mucosal, tal
como a rota oral/alimentar, nasal, intratraqueana, intrapulmonar,
intravaginal ou intraretal. A administracdo no trato respiratorio

pode ser realizada através da nebuliza¢do ou aerossolizacdo de
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goticulas, spray ou composi¢des em pd seco usando um recipiente
pressurizado (por exemplo, com um propelente adequado, como
diclorodifluormetano, propano, nitrogénio, entre outros) ou em
um dispensador ndo pressurizado. A administragfo topica também
pode ser realizada utilizando-se meios transdérmicos (por
exemplo, adesivo e similares). No contexto da invencdo, as
administra¢es intramuscular e subcutinea constituem as rotas
preferidas.

A composi¢do da invengdo pode ser em varias

formas, por exemplo, sélida, liquida ou congelada. Composicdes

solidas (por exemplo, em p6 seco ou liofilizadas) podem ser

obtidas por um processo envolvendo secagem a vécuo ou
secagem por congelamento. Para administracdo mucosal, as
composi¢ées podem ser formadas como cépsulas ¢ granulos
gastrorresistentes para administragdo via oral, supositérios para
administragdo retal ou vaginal, talvez com acentuadores de
absor¢do uteis para aumentar o tamanho de poro das membranas
mucosais. Tais acentuadores de absor¢io normalmente sdo
substdncias que possuem similaridades estruturais com os
dominios de fosfolipideo das membranas mucosais, como o
deoxicholato de sddio, glicocholato de sodio, dimetil-beta-
ciclodextrina, lauroil-1-lisofosfatidilcolina).

A dosagem apropriada pode ser adaptada em
fungdo de vérios parimetros, em especial do modo de
administragdo; da composi¢do empregada; da idade, da saude, e

do peso do organismo hospedeiro; da natureza e do grau dos
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sintomas; do tipo de tratamento simultdneo; da freqiiéncia do
tratamento; e/ou da necessidade de prevengdo ou terapia. Outros
apuramentos sobre os calculos necessarios para determinar a
dosagem apropriada para tratamento sdo efetuados rotineiramente
por um profissional, considerando as circunstincias relevantes.
Para orientagdo geral, a dosagem adequada para uma composi¢ao
compreendendo um virus (por exemplo, particulas de adenovirus)
varia de cerca de 10° a 10" ui (unidades de infeccdo), de
preferéncia cerca de 107 a 10" ui. Uma composi¢cdo baseada em
plasmideos de vetor pode ser administrada em doses entre 10 pg e
20 mg, de preferéncia entre 100 pg e 2 mg. Uma composi¢ao
protéica pode ser administrada em uma ou mais doses entre 10 ng
e 20 mg, com especial preferéncia por um dosagem de cerca de
0,1 pg a cerca de 2 mg da proteina terapéutica por kg de peso
corporal. A administragdo pode ocorrer em uma tinica dose ou em
uma dose repetida uma ou varias vezes apés certo intervalo de
tempo.

A composigdo farmacéutica da invengdio pode
ser empregada em metodos para tratar uma variedade de doengas
e condigdes patoldgicas, principalmente aquelas associadas a uma
infeccdo pelo VHC. Como utilizado neste documento, o termo
“tratamento” abrange tanto profilaxia quanto terapia. Ele & de
especial utilidade no tratamento de infecgdes persistentes pelo
VHC e do céncer hepético em pacientes infectados pelo VHC. O
termo “céncer” abrange quaisquer condi¢des cancerosas, inclusive

tumores difusos ou localizados, metéstase, polipos cancerosos,
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bem como lesdes preneoplasticas (por exemplo, cirrose). De
preferéncia, quando da introdug@io em um organismo hospedeiro
de acordo com as modalidades descritas neste documento, a
composi¢do da invengdo proporciona um beneficio terapéutico ao
hospedeiro tratado. O termo “organismo hospedeiro” pretende
incluir qualquer animal, principalmente mamiferos, assim como
murinos, ratos, bovinos, suinos, caninos, felinos, eqiiinos,
macacos ou pacientes humanos, por exemplo, um humano
infectado pelo VHC. O beneficio terapéutico pode ser evidenciada
por diversas formas, por exemplo, uma diminuicdo da viremia do
VHC detectada no sangue, plasma ou soro de um individuo
infectado, se comparado a antes do tratamento, e/ou pela detecgéo
de uma resposta imune anti-VHC (por exemplo, producdo de
anticorpos anti-VHC e/ou imunidade mediada por células T) ou
pelo retardo dos sintomas associados a uma infecgdo pelo VHC
(por exemplo, retardo no desenvolvimento de uma cirrose ou
cancer hepatico), ou por uma reducio dos sintomas de
inflamag@o/esteatose/fibrose do figado, geralmente associados &
infec¢do pelo VHC ou por uma resposta melhor do individuo as
terapias convencionais.

Sendo assim, a presente invencdo também
abrange o uso da proteina de fusdo, molécula de 4cido nucléico,
vetor, particula viral infecciosa, célula hospedeira ou composigio
da invengdo para a preparagdo de um farmaco destinado ao

tratamento ou prevengdo de infecgdes pelo VHC, doengas
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associadas a0 VHC e condigdes patolégicas, de acordo com as
modalidades descritas acima.

A presente invengdo também oferece um
método para o tratamento ou prevengdo de um organismo humano
ou animal, compreendendo administrar ao referido organismo
uma quantidade terapeuticamente eficaz da proteina de fusdo, da
molécula de 4cido nucléico, do vetor, da particula viral infecciosa,
da célula hospedeira ou da composigdo da invencio.

Se desejado, o método da invengdo pode ser
realizado em combinagdo com uma ou mais modalidades
terapéuticas convencionais (por exemplo, radiagéo, quimioterapia
e/ou cirurgia). O uso de multiplas abordagens terap8uticas oferece
ao paciente uma interven¢do de base mais extensa. Em uma

concretizagdo, o método da inven¢do pode ser precedido ou

seguido de uma intervengdo cirurgica. Em outra concretizagéo,

ele pode ser precedido ou seguido de radioterapia (por exemplo,
radiagdo gama). Os versados na técnica serdo capazes de formular
de imediato protocolos e pardmetros apropriados para a terapia
por fadiagﬁo para serem utilizados (vide, por exemplo, Perez and
Brady, 1992, Principles and Practice of Radiation Oncology, 2nd
Ed. JB Lippincott Co; usando adaptacdes e modifica¢des
apropriadas, que podem ser facilmente concebidas pelos versados
na técnica).

Em ainda outra concretiza¢do, o método ou uso
da invengdo estd associado a quimioterapia com um ou mais

farmacos para o VHC convencionalmente utilizados para o
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tratamento ou prevengdo de infecgdes pelo VHC, doengas
associadas ao VHC ou condigbes patologicas. Exemplos
representativos de farmacos para o VHC incluem, sem limitag3o,
inibidores da protease (por exemplo, inibidores da serina protease,
como o VX950 da Vertex), inibidores da polimerase, inibidores
da helicase, antifibréticos, analogos de nucleosideos, agonistas de
TLR, inibidores da N-glicosilagdo, siRNA, oligonucleotideos
anti-sentido, anticorpos anti-VHC, moduladores imunoldgicos,
vacinas terapéuticas e agentes antitumorais geralmente utilizados

no tratamento de hepatocarcinomas associados ao VHC (por

exemplo, adriamicina ou uma mistura de adriamicina lipiodol e

spongel, normalmente administrada por quimioemboliza¢do na
artéria hepdtica). Por exemplo, vacinas terapéuticas incluem

antigenos recombinantes, VLPs, vetores ou peptideos sintéticos

baseados em, ou codificando proteinas estruturais do VHC

(Nucleo, envoltério El e/ou E2) que sdo particularmente
adequadas para desencadear uma resposta humoral anti-VHC.
Tais farmacos para o VHC podem ser fornecidos em uma dose
unica, ou, como alternativa, em multiplas doses segundo o0s
protocolos, dosagens ¢ regimes convencionais, ao longo de vérias
horas, dias e/ou semanas. A administracio desses farmacos pode
ocorrer antes, durante ou depois da administragdo da composicio
da inven¢do. Uma combinagfo particularmente adequada inclui o
tratamento com IFN-a2a peguilado (por exemplo, a uma dose de

10 pg/semana) e/ou ribavirina (por exemplo, de 800 a 1200
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mg/dia) durante 24 a 48 semanas, antes, durante ou depois do
método da invengio.

Em outra concretizagdo, o método ou uso da
inveng¢do € realizado de acordo com uma modalidade terapéutica
de indugdo e reforgo, que compreende a administragfo seqiiencial
de uma ou mais composi¢des iniciadoras e uma ou mais
composi¢des  reforgadoras.  Geralmente, as composi¢des
iniciadoras e reforgadoras utilizam diferentes veiculos, que
compreendem ou codificam pelo menos um dominio antigénico

em comum. A composi¢do iniciadora € inicialmente administrada

ao organismo hospedeiro e a composi¢io reforgadora &

subsequentemente administrada ao mesmo organismo hospedeiro
ap6s um periodo, que pode variar de um dia a doze meses. O
método da invengdo pode compreender de uma a dez
administragdes seqiiéncias da composi¢io iniciadora, seguido de
uma a dez administragdes seqiienciais da composi¢io reforgadora.
De preferéncia, os intervalos de inje¢do s3o uma questdo de uma
semana a seis meses. Além do mais, as composicdes iniciadoras e
reforgadoras podem ser administradas no mesmo local, ou em
locais alternativos, pela mesma via ou por vias de administracéo
diferentes. Por exemplo, composicdes baseadas em polipeptideo
podem ser administradas por uma via mucosal, ao passo que
composi¢Ges baseadas em vetores sdo preferivelmente injetadas,
por exemplo, inje¢do subcutinea para um vetor MVA, inje¢do
intramuscular para um plasmideo de DNA e para um vetor

adenoviral.
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No contexto da inven¢do, uma composicio da
invengfo € utilizada tanto para induzir quanto para reforgar, ou
entdo para induzir e refor¢ar uma resposta imunolégica anti-VHC.
As composi¢des iniciadoras preferidas da invencdo sdo, de
preferéncia, aquelas que compreendem um vetor/virus adenoviral
de codificagdo da fusdo e um DNA de plasmideo de codificagio
de fusdo. De preferéncia, utilizam-se vetores/virus MVA de
codificagéio da fusdo para o reforgo. Entretanto, ¢ possivel utilizar
a proteina de fusdo produzida por recombinagio de forma
independente para a iniciagdo ou reforco. Por exemplo, pode-se
realizar a iniciagdo com uma proteina de fusdo produzida por
recombinagdo contendo a seqiiéncia de aminoacidos apresentada
no SEQ ID NO: 9 ou no SEQ ID NO: 10 € o refor¢o com um
vetor adenoviral codificando tal proteina de fusdo. Como outro
exemplo, pode-se realizar a iniciagio com uma um plasmideo de
DNA codificando uma proteina de fusdo contendo a seqiiéncia de
aminodcidos apresentada no SEQ ID NO: 9 ou no SEQ ID NO:
10 ¢ o reforgo com particulas de virus MVA codificando tal
proteina de fusfo. Também & possivel utilizar a composi¢do da
inven¢do em combinagfo com qualquer material do estado da
técnica codificando ou compreendendo um dominio antigénico
em comum com a composi¢do da invengdio (por exemplo, um
dominio antigénico do polipeptideo NS3, NS4B e/ou NS5B). A
origem desse material ¢ vasta, e inclui, sem limitag#o, peptideos,
proteinas, vetor viral de uma variedade de virus, DNA de

plasmideo, particula proteindceas, como particulas tipo virus
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(Burns e col., 1994, Mol. Biol. Tech no. 1, 137-145), materiais
celulares, como células irradiadas, particulas de virus, etc. Por
exemplo, vetores particularmente apropriados tteis neste contexto
sdo os vetores adenovirais € MVA descritos na W02004/111082
que codificando o NS3, NS4 ¢ NS5B. Como outro exemplo, os
peptideos descritos na WO03/0976t77 compreendendo dominios
antigé€nicos de NS3, NS4B e NS5B também sdo tteis no contexto
da invenc@o. Para fins ilustrativos, pode-se realizar a iniciagdo
com as particulas adenovirais da W02004/111082 e depois o
reforgo com a proteina de fusfio produzida de forma recombinante
do SEQ ID NO: 9 ou SEQ ID NO: 10 ou com o vetor/virus MVA
codificando a proteina de fusdo do SEQ ID NO: 9 ou SEQ ID
NO: 10 conforme definida acima. Como outro exemplo, pode-se
realizar a iniciagdo com um plasmideo de DNA codificando a
proteina de fuséio do SEQ ID NO: 9 ou SEQ ID NO: 10, e reforcar
com o vetor MVA da W02004/111082.

No entanto, outras combinacdes de indutor e
reforgo também sdo plausiveis no contexto da invencgo.

A presente inven¢do também oferece um
método para induzir ou estimular uma resposta 1munologlca
contra 0 VHC em um organismo hospedeiro, compreendendo
administrar, ao referido organismo, a proteina de fusdo, a
molécula de 4cido nucléico, o vetor, a particula viral infecciosa, a
célula hospedeira ou composi¢do da invengiio de modo a induzir
ou estimular a referida resposta imunolc’)gica. A resposta

imunoldgica pode ser uma resposta especifica e/ou ndo especifica,
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humoral e¢/ou mediada por célula. A resposta imunoldgica ¢, de
preferéncia, uma resposta de células T direcionada a um antigeno
do VHC.

A capacidade do método da invengdo em
induzir ou estimular uma resposta imunolégica anti-VHC quando
da administragdo em um organismo animal ou humano pode ser
avaliada tanto in vitro quanto in vivo usando uma variedade de
analises convencionadas na técnica. Para uma descrigdio geral das
técnicas disponiveis para avaliar o principio e a ativagdo de uma
resposta imunoldgica, consulte, por exemplo, Coligan e col. (1992
e 1994, Current Protocols in Immunology ; ed J Wiley & Sons
Inc, National Institute of Health). A medi¢do da imunidade celular
pode ser realizada medindo-se os perfis de citocina secretados
pelas células efetoras ativadas incluindo os derivados das células-
T CD4+ e CD8+ (por exemplo, quantificacio das células
produzindo IL-10 ou IFNg por ELIspot), pela determinag¢do da
condigdo de ativagdo das células efetoras imunolégicas (por
exemplo, ensaios de proliferagdo de células-T por uma absorco
de timidina [*H] classica), analisando a presenca de linfocitos-T
especificos do antigeno em um paciente sensibilizado (por
exemplo, lise especifica do peptideo em uma analise de
citotoxicidade). A capacidade de estimular uma resposta humoral
pode ser determinada pela ligagdo de anticorpos e/ou competi¢do
na ligagdo (refira-se, por exemplo, a Harlow, 1989, Antibodies,
Cold Spring Harbor Press). O método da invengdo também pode

ser validado em modelos animais desafiados com um agente
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infeccioso ou indutor de tumor apropriado (por exemplo, um virus
da variola expressando genes NS) para determinar a neutraliza¢go
do agente infeccioso ou indutor de tumor e, por fim, a resisténcia
parcial aos sintomas associados, refletindo uma indu¢fio ou uma
melhora de uma resposta imunoldgica anti-VHC. O teste e
validag¢do das composig¢Ges da invengdo também sdo ilustrados na
se¢do de Exemplos anexa.

A invengdo também oferece anticorpos que se
ligam seletivamente a proteina de fusdo da presente invengdo ou a
fragmentos peptideos dela. Como usado neste documento, um
anticorpo se liga seletivamente a um peptideo-alvo quando ele se
liga a0 peptideo-alvo e ndo se liga significativamente a proteinas
ndo relacionadas. Em certos casos, entende-se que o anticorpo

ligando-se ao peptideo ainda ¢ seletivo apesar de certo nivel de

reatividade cruzada. Contudo, prefere-se que o anticorpo da

invengdo ndo se ligue com alta afinidade ou alta seletividade a
polipeptideos NS nativos individuais e fusdes dos polipeptideos
NS configuradas em uma configuragéo nativa.

Como usado neste documento, um anticorpo
define-se em termos condizentes com o reconhecido na esfera
técnica. Os anticorpos da presente invengdo incluem anticorpos
policlonais € anticorpos monoclonais, bem como fragmentos de
tais anticorpos, incluindo, sem a isto se limitar, fragmentos Fav
ou F(ab’).sub.2, e Fv. Os anticorpos da presente inveng¢io podem
ser produzidos usando técnicas convencionais, por exemplo, apos

a administragdo, a um animal, de uma quantidade eficaz de uma
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proteina de fusdo da presente invengdo e/ou de um fragmento
peptidico dela. Os anticorpos sfo preferivelmente preparados a
partir de regides ou fragmentos distintos da proteina de fusio da
invengdo compreendendo seqiiéncias tUnicas, como as que
sobrepde o sitio de fusdo entre os polipeptideos NS4A ¢ NS3 ¢ os
polipeptideos NS3 e NS5B.

Os anticorpos da presente invengfio possuem
uma variedade de usos possiveis, todos os quais se enquadram no
ambito da presente invengdo. Por exemplo, tais anticorpos podem
ser usados (a) como reagentes em ensaios para detectar uma
proteina de fusdo da presente invengéo, (b) como reagentes em
ensaios para detectar a presenca de um virus VHC em uma
amostra biologica e/ou (c) como ferramentas para recuperar a
proteina de fus@io produzida de forma recombinante da presente
invengdo a partir de uma mistura de proteinas e outros
contaminantes (por exemplo, permitindo a purificagdo pela
cromatografia por afinidade ou imunoprecipitacio a partir de
c€lulas hospedeiras cultivadas).

A presente invengdo também se refere a um
método para a detecgfio e/ou quantificacdio de um virus VHC ou
um anticorpo anti-VHC em uma amostra bioldgica (por exemplo,
plasma, soro, tecido) coletada de um individuo suscetivel a ser
infectado pelo referido virus VHC usando a proteina de fuséo,
molécula de &cido nucléico, vetor, particula viral infecciosa,

celula hospedeira, composi¢io ou anticorpo da invengo.
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Em uma concretizagdo, o método € mais
particularmente adequado para a detec¢do e/ou quantificacdo de
um virus VHC em uma amostra bioldgica e compreende pelo
menos as etapas de colocar a referida amostra biolégica em
contato com pelo menos um dos anticorpos da inven¢do sob
condigdes que permitem a formagdo de um complexo entre o
virus e o anticorpo, ¢ detectar e/ou quantificar a formagdo do
referido complexo por qualquer meio apropriado.

Em outra concretizagdo, o método ¢é mais
particularmente adequado a detecgdio e/ou quantificagdo de um
anticorpo anti-VHC em uma amostra bioldgica e compreende
pelo menos as etapas de colocar a referida amostra biolégica em
contato com pelo menos um dentre a proteina de fusdo, a
molécula de 4cido nucléico, o vetor, a particula viral infecciosa, a
célula hospedeira, a composigfo da inveng¢do sob condi¢des que
permitem a formagdo de um complexo entre o anticorpo anti-
VHC ¢ a proteina de fusdo, a molécula de acido nucléico, o vetor,
a particula viral infecciosa, a célula hospedeira, a composi¢do da
invengdo, e .detectar e/ou quantificar a formacdo do referido
complexo por qualquer meio apropriado.

Os versados na técnica serdo capazes de
determinar facilmente a quantidade de anticorpos, proteinas de
fusdo, moléculas de 4cido nucléico, vetores, particulas virais
infecciosas, células hospedeiras e composicdes a serem utilizados
nos métodos da invengdo. Os meios de detecgdo e/ou

quantifica¢do do virus sdo comuns e conhecidos pelos versados na
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técnica. A titulo de ilustragdo, podemos mencionar “blots”,
ELISA, as chamadas técnicas “sanduiche”, técnicas de
competi¢do e técnicas PCR, em especial as chamadas técnicas
"em tempo real”. O uso de um anticorpo, proteina de fusdo,
molécula de 4cido nucléico, vetor, particula viral infecciosa,
c€lula hospedeira, ou composi¢do da presente inven¢do como
reagente pode ser facilitado pelo acoplamento (isto &, ligagdo
fisica) a uma substincia detectavel. Exemplos de substincias
detectdveis incluem vérias enzimas (por exemplo, peroxidase de
raiz-forte, fosfata alcalina, beta-galactosidadse ou
acetilcolinesterase),  grupos  protéticos  (por  exemplo,
estreptavidina/biotina, ou avidina/biotina), materiais fluorescentes
(por exemplo, umbeliferona, fluoresceina ou derivados da
fluoresceina), materiais luminescentes, materiais
bioluminescentes (por exemplo, luciferase, luciferina ou

1254 1317 35
L

aequorina) e materiais radioativos (por exemplo S ou

H).

Finalmente, a invenc¢do refere-se ao uso da
proteina de fusdo, molécula de 4cido nucléico, vetor, particula
viral infecciosa, célula hospedeira, composi¢do ou anticorpo da
invengdo para o diagndstico in vitro de uma infecgfio pelo VHC
em uma amostra bioldgica.

A invengéo foi descrita de maneira ilustrativa, e
deve ser compreendido que a terminologia utilizada ¢ de caréter
descritivo em vez de limitativo. Obviamente, muitas modificagdes

¢ variagbes da presente invengdo sdo possiveis a luz dos
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ensinamentos acima. Portanto, deve-se entender que dentro do
ambito das reivindica¢des apensas, a invengdo pode ser praticada
de forma diferente da descrita especificamente neste documento.

Todas as revelagdes de patentes, publicagdes e
entradas de base de dados citadas acima sdo incorporadas neste
por referéncia em sua totalidade da mesma forma que se cada
patente, publica¢do ou entrada individual fosse indicada de forma
especifica e individual para ser incorporada por referéncia.

Legendas das Figuras

A Figura 1 ilustra a seqiiéncia de aminoacidos
de uma proteina de fusfio NS4A-3-5B. Residuos de aminoécidos
adicionados ou modificados encontram-se sublinhados, ao passo
que os residuos nativos substituidos séo apresentados abaixo da seqiiéncia.

A Figura 2 ilustra a seqiiéncia de aminoacidos
de uma proteina de fusdo NS4A-3-4B-5B. Residuos de
aminodcidos  adicionados ou modificados encontram-se
sublinhados, ao passo que os residuos nativos substituidos sdo
apresentados abaixo da seqiiéncia. A Figura 3 ilustra a seqiiéncia
de nucleotideos codificando a proteina de fusdo NS4A-3-5B
otimizada para expressdo em células de mamiferos.

A Figura 4 ilustra a seqiiéncia de nucleotideos
codificando a proteina de fusdo NS4A-3-4B-5B otimizada para
expressdo em células de mamiferos.

A Figura 5 ilustra a seqiiéncia de nucleotideos
codificando a proteina de fusdo NS4A-3-5B otimizada para

expressdo em células de levedura.
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A Figura 6 ilustra a seqiiéncia de nucleotideos
codificando a proteina de fusdo NS4A-3-4B-5B otimizada para
expressdo em células de levedura.

A Figura 7 ilustra a seqiiéncia de nucleotideos
codificando a proteina de fusdo NS4A-3-5B otimizada para
expressdo em células procarioticas.

A Figura 8 ilustra a seqiiéncia de nucleotideos
codificando a proteina de fusdo NS4A-3-4B-5B otimizada para
expressdo em células procariéticas, e a Figura 9 ilustra o desenho
esquematico das proteinas de fusio NS4A-3-5B e NS4A-3-4B-5B
llustradas nos Exemplos a seguir. A, B, C, D e E representam
dominios antigénicos que podem ser prognosticados nos
polipeptideos NS3, NS4B ¢ NS5B (vide a WO03/097677).

A Figura 10 ilustra a construgdo esquematica
dos vetores de expressdo gWiz NS4A-3-5B Hs ¢ gWiz NS4A-3-
4B-5B Hs.

A Figura 11 ilustra a expressdo in vitro por
Western blot apds a transfec¢do das células Huh-7 com os
plasmideos gWiz NS4A-3-5B (A pista 1 e C pista 3), gWiz
NS4A-3-4B-5B (B pista 1 e C pista 2) e gWiz (A pista 2, B pista
2 e Cpista 1). As células Huh-7 transfectadas foram submetidas a
lise 48h apds a transfec¢do e as proteinas de fusdo foram
detectédas pela analise “Western blot” usando anticorpos anti-
NS3 monoclonais de camundongo (A ¢ B) ou anti-NS5B

monoclonais de camundongo (C).
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A Figura 12 ilustra a avaliagdo das respostas das
células CDS'T especificas do NS3 pelo ensaio IFNy ELISPOT
ap0s a inje¢do intramuscular de gWiz NS4A-3-5B Hs. Os
esplendcitos de camundongos individuais foram cultivados na
presenga do peptideo especifico do NS3 DLL ou de um peptideo
irrelevante por 40 h. Os resultados sfo ilustrados como o valor
médio do nimero de manchas detectadas para 10° esplendcitos
obtidos para pogos em triplicata. M1, M2, M3 e M4 representam
4 camundongos imunizados com o gWiz NS4A-3-5B Hs. Mc &
um camundongo controle.

A Figura 13 ilustra a expressdo das proteinas de
fusdo a partir de células infectadas pelo adenovirus.

Células A549 (1,5x10° células) foram infectadas

em um MOI de 10 com diferentes adenovirus, respectivamente, os

adenovirus de expressdo de fusdo AdtG17476 e AdtG17477, bem

como um adenovirus vazio e um adenovirus recombinante
irrelevante como controles negativos. As células foram cultivadas
por 48h com 10% de soro antes de serem submetidas a lise com
tampdo Laemmli. Amostras de proteinas (1/20 do volume) foram
carregadas em um gel de eletroforese SDS PAGE. As proteinas
foram detectadas pelo azul de Coomassie. Pista 1: marcadores de
peso molecular; Pista 2: células A549 nfo infectadas; Pista 3:
c€lulas A 549 infectadas com adenovirus vazio; Pista 4: células A
549 infectadas com um adenovirus irrelevante; Pista 5: células A
549 infectadas com AdTG17476; e Pista 6: células A 549
infectadas com AdTG17477.
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A Figura 14 ilustra respostas IFNy Elispot
induzidas com proteinas de fusdo do VHC Ad em camundongos
transg€nicos HLA-A2.1. O AdTG17476, AdTG17477 ou Ad
Vazio foram injetados pela via intramuscular no musculo tibial
anterior 1 vez a uma dose de 10° [U/camundongo. As respostas
imunoldgicas celulares foram investigadas 2 semanas apos a
inje¢do por IFNy ELISPOT para cada grupo animal (incluindo 4
camundongos para os grupos de teste e 2 camundongos para ‘o
grupo controle). As respostas dos camundongos individuais (M1 a
4) contra os epitopos restritos em HLA-A2 especificos ao NS3
GLL (Figura 14A) e KLT (Figura 14B) e o epitopo restrito em
HLA-A2 especifico ao NS5B KLQ (Figura 14C) sdo
apresentadas. O peptideo irrelevante DLM € utilizado como

controle negativo. Uma resposta ELISPOT ¢é considerada positive

se o numero de manchas para 10° esplendcitos for maior do que

50 (linha de corte).

Os exemplos a seguir servem para ilustrar a
presente invengao.

EXEMPLOS

Materiais e Métodos

As construgdes descritas abaixo sdo preparadas
de acordo com as técnicas gerais de engenharia genética e de
clonagem molecular, como detalhado em Sambrook e col. (2001,
Molecular Cloning ; A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY) ou segundo as

recomendagdes do fabricante quando um kit comercial € utilizado.
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As técnicas de amplificagdo PCT sdo conhecidas pelos versados
na técnica (vide, por exemplo, PCR Protocols - A guide to
Methods and applications, 1990; Ed Innis, Gelfand, Sninsky and
White, Academic Press Inc). A linhagem celular do hepatoma
Huh-7 humano foi utilizada para avaliar a expressdo correta das
proteinas de fusfo a partir das construgdes descritas nos exemplos
que seguem. As condi¢des de cultura sio convencionais na
técnica. Para fins ilustrativos, as células sdo cultivadas a 37°C em
atmosfera de CO2 5% em meio DMEM completo contendo meio
de Eagles modificado por Dulbecco suplementado com Soro Fetal
Bovino a 10%, 2mM de L-glutamina e 100IU/ml de
penicilina/estreptomicinas (Sigma). As células sdo transfectadas
usando o reagente Lipofectamine Plus (Invitrogen) e segundo as
instru¢des do fabricante. Anticorpos monoclonais murinos
direcionados ao NS3 e ao NS5B podem ser adquiridos
comercialmente  ou  preparados segundo as  técnicas
convencionadas.

Construcdes dos plasmideos

Oligonucleotideos sobrepostos foram utilizados
para gerar genes sintéticos (GeneART, Regensburg, Alemanha)
codificando, respectivamente, as proteinas de fusio NS4A-NS3-
NS5B (3666 nucleotideos) e NS4A-NS3-NS4B-NS5B (3747
nucleotideos). O desenho das fusdes ¢ ilustrado na Figura 9. As
seqiiéncias de nucleotideos foram otimizadas para expressdo
elevada em homo sapiens (SEQID NO: 11 e 12 ¢F iguras 3 e 4),
Pichia (SEQ ID NO: 13 e 14 ¢ Figuras 5 ¢ 6) e E. coli (SEQ ID
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NO: 15 e 16 e Figuras 7 e 8). A seqiiéncia de aminoacidos das
fusdes resultantes € ilustrada no SEQ ID NO: 9 para NS4A-NS3-
NS5B e no SEQ ID NO: 10 para NS4A-NS3-NS4B-NS5B. Cada
uma das seqiiéncias de nucleotideos sintéticos foi clonada nos
sitios de restricdo Sacl/ e Kpnl do plasmideo pPCR-Script
(Stratagene).

Para expressdo temporaria em células de
mamiferos, genes sintéticos de codificaciio de fusdo otimizados
para expressdo em homo sapiens (SEQ ID NO: 11-12 e Figuras 3
¢ 4) foram inseridos nos sitios de restricdo Sacl e NotI do vetor de
expressdo gWiz (Gene Therapy Systems) sob o controle
transcricional do promotor do citomegalovirus, para gerar os
vetores gWiz NS4A-3-5B Hs e gWiz NS4A-3-4B-5B Hs (Figura
10). Em seguida, a seqiiéncia foi modificada para aperfeigoar a
seqii€ncia  consenso  Kozak  (sublinhada) usando o
oligonucleotideo apresentado no SEQ ID NO: 17 (5'-ATG TAC
GTC GAC CACC ATG GGC AGC GTG GTG ATT GTG GGC
CGG ATC 3') e para criar cddons de parada (em negrito) usando
o oligonucleotideo apresentado no SEQ ID NO: 18 (5-CAT GTA
GC GGC CGC TCA TCA TCT AGG CCT GGC CCT GGA
CAG-3"). Os plasmideos AU foram verificados por
sequenciamento.

Estudos de expressio in vitro

Andlise Western blot
Um dia antes da transfec¢do, Huh-7 (5 x 105

por pogo) foram distribuidas em uma placa de 6 pogos. As células
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foram transfectadas com o vetor gWiz NS4A-3-5B Hs, gWiz
NS4A-3-4B-5B Hs ou com o plasmideo gWiz como controle
negativo. Passadas 48 h da transfeccdo, as células foram
submetidas a lise em 50mM de TJris-HCI, 150mM de NacCl, 0,1%
de SDS, 1% de NP40 ¢ 0,5% de Na-deoxicholato. Amostras de
lisados foram aquecidas a 95°C por 5 minutos e as proteinas
foram separadas por eletroforese em SDS-8% poliacrilamida. O
“immunoblotting” foi realizado usando anticorpos monoclonais
murinos especificos do NS3 (por exemplo, 8G4C3, bioMerieux)
ou NS5B (por exemplo, 11F6C8, bioMerieux) como anticorpo
primario seguido de um anticorpo anti-IgG-peroxidase de
camundongo produzido em cabra (Sigma) como anticorpo
secunddrio. Os sinais foram revelados usando o kit ECL
comercial (Amersham Biosciences).

Andlise de imunofluorescéncia

Um dia antes da transfec¢fio, laminulas foram
colocadas numa placa de 6 pogos e tratadas com Gelatina a 0,2%
por 10 min e depois 5 x 105 células Huh-7 foram distribuidas em
cada pogo da placa. As monocamadas celulares foram
transfectadas com o vetor gWiz NS4A-3-5B Hs, gWiz NS4A-3-
4B-5B Hs ou com o plasmideo gWiz como controle negativo.
Passadas 48 h da transfec¢do, as laminulas foram lavadas duas
vezes em PBS e as c€lulas foram fixadas por 10 min com 4% PFA
e entdo lavadas e permeabilizadas com Triton X-100 a 0,1% em
PBS por 10min. As laminulas foram lavadas e tratadas com

anticorpos monoclonais murinos especificos do NS3 (por
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exemplo, 8D8EI, bioMerieux) ou NS5B (por exemplo, 5B-12B7,
fornecido pelo D. Moradpour) como anticorpo primério por 1 h a
temperatura ambiente. Apés a lavagem, adicionou-se anti-IgG de
camundongo TRITC (Dako) por 30 min. Ap6s a lavagem, as
laminulas foram montadas em glicerol a 80%. As pistas foram
observadas com um microscépio Carl Zeiss Axioplan, sendo
obtidas imagens com a cdmera digital AxioCam Color.

Estudos de expressio in vivo

Camundongos transgénicos HLA-A2.1
produzidos como descrito por Pascolo e col. (1997, J. of
Experimental Medicine 185, 2043-2051) foram procriados. Esses
camundongos tém os genes H-2D° e murine B,-microglobulina
murina neutralizados e expressam uma molécula de classe I de
histocompatibilidade de monocadeia transgénica na qual o C-
terminal do B2m humano € ligado de forma covalente ao N-
terminal de uma cadeia pesada quimérica (dominios
transmembrana e intracitopldsmicos HLA-A2.1 a1-02, H-2D° ¢3)

Protocolos de Imunizagéo

Camundongos transgénicos HLA-A?2 receberam
um pré-tratamento com 10 pM de cardiotoxina (Latoxan) cinco
dias antes da injeco dos plasmideos. Os plasmideos gWiz NS4A-
3-5B, gWIZNS4A-3-4B-5B ¢ gWiz (controle negativo) foram
injetados por via intramuscular 2 vezes em intervalos de duas
semanas a uma dose de 100 pg (em 100ul de IX PBS). As
respostas das células CDS8'-T restritas em HLA-A2 foram
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investigadas 2 semanas ap6s a 2% imunizacdo, tal como descrito
em Himoudi e col. (2002, J. Virol. 76, 12735-46).

Monitoramento da resposta imunolégica por
ensaios ELISPOT

Os esplendcitos (2 x 10°) foram cultivados em
pogos em triplicata por 40 h em placas Multiscreen (Millipore)
revestidas com anticorpo monoclonal anti- [IFNy de camundongo
(Pharmingen; 10 pg/ml) em meio de cultura aMEM completo
(Invitrogen) na presenga de 10 unidades/ml de IL-2 recombinante
(ReproTech Inc, England) sozinha como controle negativo, ou 5
pg/ml de Concavalina A como controle positivo ou com 10 uM
de peptideo (peptideo irrelevante DLM, peptideo GLL localizado
na proteina NS3 descrito em Martin e col., 2004, J. Med. Virol.
74, 397-405 e Himoudi e col., 2002. J. Virol. 76. 12735-46). As
c€lulas produtoras de IFNy foram quantificadas pelo ensaio
ELISPOT (enzyme linked immunospot assay) especifico a
citocina, conforme descrito anteriormente (Himoudi e col., 2002,
J. Virol. 76, 12735-46). O numero de manchas (representando as
células produtoras de IFNy individuais) nos pogos de controle
negativos foi subtraido do niimero nos pogos de teste contendo
peptideos. Os resultados sdo apresentados como o valor médio
obtido para pogos em triplicata.

EXEMPLO 1: Expressio in vitro das
poliproteinas NS4A-3-5B ¢ NS4A-3-4B-5B

As seqiiéncias codificando as proteinas de fusio
NS4A-3-5B e NS4A-3-4B-5B foram construidas como delineado
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na Figura 9. As seqiiéncias foram otimizadas para expressdo em
tr€s hospedeiros diferentes (GeneART, Regénsburg, Alemanha),
Pichia pastoris (Pp) humana (Hs) e E. coli (Ec), respectivamente,
como listado a seguir:

NS4A-3-5B Hs otimizado para expressio em
homo sapiens (SEQ ID NO: 11 e Figura 3)

NS4A-3-5B Pp otimizado para expressio em
Pichia (SEQ ID NO: 13 e Figura 5)

NS4A-3-5B Ec otimizado para expressdo em E.
coli (SEQ ID NO: 15 e Figura 7)

NS4A-3-4B-5B Hs otimizado para expressdo
em homo sapiens (SEQ ID NO: 12 e Figura 4)

NS4A-3-4B-5B Pp otimizado para expressao
em P.ichia (SEQ ID NO: 14 ¢ Figura 6)

NS4A-3-4B-5B Ec otimizado para eXpressao
em E. coli (SEQ ID NO: 16 ¢ Figura 8)

As seqliéncias otimizadas para expressio em
homo sapiens codificando as fusdes NS4A-NS3-NS4B-NS5B e
NS4A-NS3-NSSB foram clonadas no vetor de expressdo gWiz
(GeneTherapy Systems) sob o controle transcricional do promotor
do citomegalovirus (Figura 10). A expressdo das proteinas de
fusdo NS foi avaliada por Western blot e a imunofluorescéncia
em células Huh-7 transfectadas com os vetores gWiz NS4A-3-5B
Hs, gWiz NS4A-3-4B-5B Hs ou o plasmideo gWiz como controle

negativo.
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Como ilustrado na Figura 11, a analise Western
Blot revelou uma banda unica contendo o peso molecular
esperado de aproximadamente 135 kDa para cada fusdo
individual (Figura 11A pista 1, e Figura 11C pista 3 para a fusio
NS4A-3-5B curta e Figura 11B pista 1, e Figura 11C pista 2 para
a fusdo NS4A-3-4B-5B longa) apds a deteccdio com anticorpos
especificos anti-NS3 (Figuras 11A e 7B) ou anti-NS5B (Figura
11C). Como esperado, nenhuma proteina foi detectada nas
amostras obtidas das células Huh-7 transfectadas com o
plasmideo gWiz (Figura 11A pista 2, Figura 11B pista 2 Figura
11C pista 1). Esses resultados confirmam que a fusdo curta
NS4A-NS3-NS5B ¢ a fusdo longa adicionalmente incorporando
NS4B sfo expressas nas células Huh-7.

A andlise de imunofluorescéncia confirmou a
expressdo das duas proteinas de fusdo nas células transfectadas
Huh-7. Curiosamente, ambas as proteinas de fusdo apresentaram

uma localizagdo citoplasmica indicando o processamento

‘apropriado como resultado da dele¢do da maioria dos dominios de

ancoragem a membrana hidr6fobos. As células transfectadas com
o plasmideo gWiz nfo apresentaram nenhum sinal.

EXEMPLO 2: Avaliacio in vivo da
imunogenicidade do gWIZ NS4A-3-5B Hs e do NS4A-3-4B-5B
Hs |

Para avaliar a capacidade dos plasmideos gWiz
NS4A-3-5B Hs e NS4A-3-4B-5B Hs em induzir respostas das

células CD8+-T em camundongos transgénicos HLA-A2, um
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estudo de imunogenicidade foi realizado seguindo os
camundongos transgénicos HLA-A2 como descritos em Material
¢ Métodos. As respostas das células CD8"-T restritas por HLA-
A2 foram investigadas pelo ensaio ELISPOT IFNy 2 semanas
ap6s a 2* imunizagdo. Como ilustrado na Figura 12, o pgWiz
NS4A-3-5B foi capaz de induzir células-T produtoras de IFNy
especificas do peptideo GLL bem conhecido e imunodominante
restrito em HLA-A2 (proteina NS3, Martin e col., 2004, J. Med.
Virol. 74, 397- 405), evidenciando a apresentacdo correta deste

epitopo. Também ¢ possivel utilizar ensaios de desafio murino

pré-clinicos a fim de avaliar as proteinas de fusdo quanto a

imunidade protetora. Uma vez que os camundongos ndo podem
ser infectados diretamente pelos virus VHC, esses ensaios
empregam ou virus recombinantes da variola (linhagem WR) ou
Listéria expressando os antigenos NS do VHC. Ap0s a injegdo do
virus da variola ou Listéria, os camundongos desenvolvem uma
infecgdo que alcanga seu 4pice 2 a 6 dias apos a injecgdo,
resultando em virus ou bactérias detectados nos ovarios (modelo
de variola) ou figados (modelo de Listéria) dos camundongos
injetados. A avaliagdo pré-clinica envolve a vacinagdo dos
camundongos com a vacina candidata (administragdo da proteina
de fusdo recombinante ou de particulas de adenovirus
expressando a proteina de fusdo), controles (por exemplo,
administragdo da fusdo de polipeptideos NS na configuragio
nativa) e construgdes negativas (por exemplo: antigenos ndo-VHC

ou adenovirus vazio). Os animais sdo subsequentemente
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desafiados com um virus recombinante da variola expressando
todos os antigenos NS do VHC (NS2 a NS5) ou Listéria
expressando um dos antigenos NS incluidos no candidato a
vacina. Se a vacina iniciar com éxito células-T especificas, os
camundongos desafiados desenvolvem resposta imunoldgica ao
vetor da variola ou Listéria e ao(s) antigeno(s) NS. A atividade
protetora da vacina candidate ira resultar em titulos de variola ou
Listéria reduzidos, conforme medido nos ovdrios ou figados dos
camundongos vacinados, se comparado aos titulos de variola ou
Listéria medidos nos ovarios ou figados dos camundongos néo
vacinados.

EXEMPLO 3: Expressio da proteina de
fusdo NS4A-3-5B e NS4A-3-4B-5B em células de mamiferos.

Os genes sintéticos de codificagdo da fusdo
otimizados para expressdo em homo sapiens (SEQ ID NO: 11-
12), correspondendo a NS4A-NS3-NS5B (3666 nucleotideos) e
NS4A-NS3-NS4B-NS5B (3747 nucleotideos) foram amplificados
pela PCR a partir dos plasmideos pPCR-Script correspondentes,
utilizando-se  os  seguintes  oligonucleotideos  iniciadores
OTG18033
(GGGGGGCTAGCGCCACCATGGGCAGCGTGGTGATTG;
SEQ ID NO: 19) e OTG18036
(GGGGGGGTACCCTCATCATCTAGGCCTGGCCCTG; SEQ
ID NO: 20). Ambos os fragmentos foram inseridos nos sitios de
restrigo Nhel e Kpnl de um plasmideo “lancadeira” adenoviral

contendo um cassete de expressdo induzido pelo CMV
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circundado por seqiiéncias adenovirais (nucleotideos adenovirais
1-458 e nucleotideos 3328-5788, respectivamente) para permitir a
geragdo do genoma vetorial por recombinagdo homologa
(Chartier e col., 1996, J. Virol. 70, 4805- 4810). Os vetores
adenovirais resultantes sdo o E3 (nucleotideos 28592-30470) e E1
(nucleotideos 459-3511) deletados, com a regifio E1 substituida
pelo cassete de expressdo contendo, de 5’ a 3’, a seqiiéncia
reforgadora/promotor de resposta imediata CMV, um intron
quimérico da B-globina/IgG humana (como encontrado no vetor
pCI disponivel na Promega), a seqiiéncia codificando qualquer
uma das duas formas de poliproteina e o sinal de poliadenilagdo
tardio SV40. Os vetores adenovirais resultantes foram chamados
de pTG17476 (NS4A-3-4B-5B) e pTG17477 (NS4A-3-5B). Os
adenovirus recombinantes, AdTG17476 ¢ AdTG17477, foram
gerados transfectando os genomas virais linearizados Pacl em
uma linhagem celulaf de complementagdo E1 convencional. A
propagacdo do virus, a purifica¢do e a titulago foram realizadas
conforme descrito anteriormente (Erbs, 2000, Cancer Res. 60,
3813-3822).

A expressdo das proteinas de fusdo foi avaliada
nas celulas infectadas pelo adenovirus pela eletroforese SDS
PAGE. As células A549 (1,5x10° células) (ATCC CCL-185)
foram infectadas a um MOI de 10 ou 100 com os adenovirus de
expressdo da fusdo AdTG17476 e AAdTGI1 7477, assim como com

um adenovirus vazio e um adenovirus recombinante irrelevante

como controles negativos. As células foram cultivadas por 48h
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com soro a 10% antes de serem submetidas & lise com tampao
Laemmli. Amostras de proteinas (1/20 do volume) foram
carregadas em um gel de eletroforese SDS PAGE e as proteinas
foram coradas por Azul de Coomassie. Como ilustrado nha Figura
13, uma banda unica contendo o peso molecular esperado de
aproximadamente 135 kDa foi claramente observada nas células
infectadas com AdTG17476 ¢ AdTG17477 (Pistas 5 e 6),
refletindo os altos niveis de expressdo nas células infectadas com
os vetores adenovirais de codificagdo da fusdo. No entanto, essa
banda est4 ausente nas amostras coletadas das células infectadas
com os controles negativos (Pistas 3 ¢ 4), bem como nas células
A549 ndo infectadas (Pista T). Os niveis de expressdo foram
analisados por Western Blot nas células A549 infectadas com as

construgdes virais a0 MOI de 10 por 48 horas. Os precipitados de

c€lulas foram coletados e sondados com um anticorpo

monoclonal murino anti-NS3 (por exemplo, 1B6, bioMerieux) e
um anticorpo policlonal de Coelho anti-NS4 (por exemplo, RB,
bioMerieux). Uma banda principal com o peso molecular
esperado foi revelada nas amostras coletadas de células infectadas
com o AdTG17476 ¢ o AdTG17477 apds a detecgdo com os
anticorpos especificos anti-NS3 ou anti-NS4, confirmando os
altos niveis de expressdo detectados apds corar com Azul de
Coomassie.

EXEMPLO 4: Imunogenicidade  dos
Adenovirus expressando as poliproteinas do VHC em

camundongos transgénicos HLA A2. Modelo animal
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Os camundongos transgénicos HLA-A2.1 foram
produzidos como descrito por Pascolo e col. (1997, J Ex Med).
Esses camundongos tém os genes H-2D° e murine B,-
microglobulina murina neutralizados e expressam uma molécula
de classe I de histocompatibilidade de monocadeia transgénica na
qual o C-terminal do f2m humano ¢ ligado de forma covalente ao
N-terminal de uma cadeia pesada quimérica (dominios
transmembrana e intracitoplasmicos HLA-A2.1 a1-02, H-2D° a3)
Protocolo de Imunizagdo

Trés grupos de camundongos foram incluidos
no protocolo, respectivamente, quatro camundongos injetados
com AdTG17476 (Ad NS4A-3-4B-5B), quatro camundongos
injetados com AdTG17477 (Ad NS4A-3-5B) e dois camundongos
controle injetados com um Ad vazio (Ad1514). Os adenovirus
foram injetados por via intramuscular no musculo anterior tibial 1
vez a uma dose de 10° em 100 ul de IX PBS. As respostas
imunoldgicas celulares foram investigadas 2 semanas apos a
injegdo.

Monitoramento da resposta imunoldgica

Ensaios ELISPOT

Os esplendcitos de camundongos de cada grupo
foram coletados e os globulos vermelhos do sangue foram
submetidos a lise. 2,10° células foram cultivadas em pogos em
triplicata por 40 h em placas Multiscreen (Millipore) revestidas
com anticorpo monoclonal anti-IFNy de camundongo

(Pharmingen; 10 pg/ml) em meio de cultura aMEM complete
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(GIBCO BRL) diante da presenga de 10 unidades/ml de UL-2
murina recombinante (PeproTech Inc, Inglaterra), sozinho como
controle negativo, ou com 10 uM de peptideo (peptideo
irrelevante DLM, peptideos GLL ¢ KLT localizados na proteina
NS3, peptideo KLQ localizado na proteina NS5B (Martin e col.,
2004, J Med Virol. 74, 397-405) e (Himoudi col., 2002, J Virol.,
76, 12735-12746), ou 5 pg/ml de Concavalina A como controle
positivo. As c€lulas-T produtoras de IFNy foram quantificadas
pelo ensaio ELISPOT (enzyme linked immunospot assay)
conforme descrito anteriormente (Himoudi e col., J Virol 2002).
O nimero de manchas (representando as células-T produtoras de
IFNy individuais) nos pogos de controle negativos foi subtraido
do nimero nos pogos de teste contendo peptideos. Os resultados
sdo apresentados como o valor médio obtido para pogos em
triplicata.

Resultados

As respostas das células-T restritas em HLA-A?2
foram investigadas pelo ensaio ELISPOT IFNy 2 semanas ap6s a
imunizagfo contra o adenovirus. Como ilustrado na Figura 14,
tanto o AdTG17476 como o AdTG17477 foram capazes de
induzir, em todos os animais vacinados, altas freqiiéncias de
c€lulas-T produtoras de IFNy especificas do epitopo GLL restrito
em HLA-A2 (Figura 14A; valor mediano: 1210 e 868 manchas,
respectivamente) com uma eficiéncia significativamente superior
do ponto de vista estatistico para 0 AdTG17476 (teste de Mann-

Whitney: P=0,0209). Ambos os virus também induziram células-
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T produtoras de IFNy especificas do epitopo KLT subdominante
(Figura 14B) com freqiiéncias inferiores (valor mediano: 187 e 90
manchas). Além disso, 2:4 camundongos vacinados com
AdTG17476 ¢ 1:4 camundongos vacinados com AdTG17477
desenvolveram respostas direcionadas ao epitopo KLQ da
proteina NS5B (Figura 14C).

Isso demonstra que as proteinas de fusfo de
acordo com a invengdo podem ser produzidas em niveis elevados
nos sistemas eucariticos e que as proteinas resultantes sdo

imunogénicas nos animais do modelo convencional.
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VCODHLEFWESVFTGLTHIDAHRFLSQTKQAGDNFPYLVAYQATVCARAQAPPPSWDOMWK

610 620 630 640 650 660

| | J | | }

NS3 <-| |~> NSS5B

CLIRLKPTTHGPTPLLYRLGAVQNEITLTHPLTKFVMACMSA LEVYE _QSMSVTWTG
. . peptideo de ligacio

670 680 690 700 710 720
. | ! ! | o |
ALITPCAAEESKLPINPLSNSLLRHHSMVYSTTSRSASLRQKKVTFDRLQVLDDHYKDVL

730 740 750 760 770 780

. i ! I | | !
KEMKAKASTVKARLLSIEEACKLTPPHSAKSKFGYGAKDVRSLSSRAVNHIRSVWEDLLE
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780 800 310 820 830 840

. i | | | | !

CTETPIDTTIMARNEVECVQPEKGGRKPARLIVFEPDLGVRVCEKMALYDVVSTLPQAVMG
(. dominio antigénico D, NS5B)

850 860 870 880 890 300
. ! | ! | | |
PSYGFQYSPGQRVEFLVNTWKSKKCPMGFSYNTRCFDSTVTENDIRTEESIYQCCDLAPE
. D .

910 920 930 940 950 960

. i I ] [ I !
ARQAIKSLTERLYIGGPLTNSKGONCGYRRCRASGVLTTSCGNTLTCYLKATAACRAAKL

970 980 990 1000 1010 1020

. 3 | | | | |

QDCTMLVNGNDLVVICESAGTQEDAASLRVFTEAMTRYSAPPGDPPQPEYDLELITSCSS
. D

1030 1040 1050 1060 1070 1080

. | ! I { | !
NVSVAHDASGKRVYYLTRDPTTPLARAAWETVRHTPVNSWLGNIIMYAPTLWARMILMTH

1090 1100 1110 1120 1130 1140

. i | I I ! |
FFSILLAQEQLEKALDCQIYGACYSIEPLDLPQIIERLHGLSAFSLESYSPGEINRVASC

1150 1160 1170 1180 1180 1200
. i ! | l ! |
LRKLGVPPLRVWRHRARSVRAKLLSQGGRAATCGKYLEFNWAVRTKLKLTPIFAASQLDLS

1210 1220
. [ !
GWFVAGYNGGDIYHSLSRARPR
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Fig. 2
sequi€éncia de aminoacidos da proteina de fusdo NS4A-3-4B-3B

i0 20 30 40 50 60
i | | | | |
j-> NS3

MGSVVIVGRI ILSGISGSAPITAYSQQTRGLLGCI ITSLTGRDKNQVDGEVQVLSTATQSE

peptideo de ligacdo - ( dominio antigénico. B, NS3 protease)
dommlo de interacio do NS4B

70 80 S0 100 110 120

. i [ ! i | |

LATCVNGVCWTVY&GAGSKTLAGPKGPITQMYTNVDQDLVGWPAPPGARSMTPCTCGSSD
H (dominio antigénico: E, NS3 Protease)

. 130 140 150 160 170 180

. [ J [ ! I I
LYLVTRHADVIPVRRRGDSRGSLLSPRPVSYLKGSSGGPLLCPSGHVVGI FRARVCTRGY

130 200 210 220 230 240

. ! ! I ! l !
AKAVDFIPVESMETTMRSPVFTDNSSPPAVPQTFQVAHLHAPTGSGKSTKVPAAYARQGY

250 260 270 280 290 300

' | ! ! I |

KVLVLNPSVAATLGFGAYMSKAHGIEPNIRTGVRTITTGGPITYSAYGKFLADGGCSGGA
(.dominio antigénico A, NS3 helicase) T

310 320 330 340 350 360

. ! ! I I [ |
YDIIICDECHSTDWTITILGIGTVLDQAETAGARLVVLATATPPGSITVPHPNIEEVALSN

370 380 380 400 410 420
. ! ! I ! | |
TGEIPFYGKAIPIEAIKGGRHLIFCHSKKKCDELAAKLTGLGLNAVAYYRGLDVSVIPTS

430 440 450 460 470 480

. | J | | | !
GDVVVVATDALMTGFTGDFDSVIDCNTCVTQTVDFSLDPTFTIETTTVPODAVSRSQRRG

490 500 510 520 530 540
. f ! | | ! |
ATGRGRSGIYRFVTPGERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETTVRLRAYLNTPGLP
R

550 560 570 580 590 600
. ! | | i ! |
VCQDHLEFWESVEFTGLTHIDAHFLSQTKQAGDNFPYLVAYQATVCARAQARPPPSWDQMWK

610 620 630 640 650 660

| | ! | | [

NS3 <-1-> NS4B epitopo

cr IRLKPTLHGPTPLLYRLGAVQNEITLTHPITKFVMACMSADLEVV[SLMAFTASITSPL)
( dominio

670 680 690 700 710 720

. l I [ I | I

NS4B epitope <-|-> NSSB
|TTQNTLLFNILGGWVAAQHSMSYTWTGALITPCAAEESKLPINPLSNSLLRHHSMVYSTT
antigénico €, NS4B)
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730 740 750 760 770 780

. ! I [ | | I
SRSASLROKKVTFDRLQVLDDHYRDVLKEMKAKASTVKARLLSIEEACKLTPPHSAXSKFE

790 800 810 820 830 840

. ! | | | I |
GYGAKDVRSLSSRAVNHIRSVWEDLLEDTETPIDTTIMAKNEVFCVQPEKGGRKPARLIV

850 860 870 880 890 900
. ! ! ! | T I
FPDLGVRVCEKMALYDVVSTLPQAVMGPSYGFQYSPGQRVEFLVNTWKSKKCPMGFSYNT
(.dominio antigénico. D, NS5B) D

910 920 930 940 950 960
!

. | ! I | I
RCFDSTVTENDIRTEESIYQCCDLAPEARQAIKSLTERLYIGGPLTNSKGQNCGYRRCRA

870 980 990 1000 1010 1020

. [ | I I I |

SGVLTTSCGNTLTCYLKATAACRAAKLQDCTMLVNGNDLVVICESAGTQEDAASLRVETE
D

1030 1040 1050 1060 1070 1080

. ! | [ ! ! I
AMTRYSAPPGDPPQPEYDLELITSCSSNVSVAHDASGKRVYYLTRDPTTPLARAAWETVR

1090 1100 1110 1120 1130 1140
. ! | ! I I |
HTPVNSWLGNIIMYAPTLWARMILMTHFFSILLAQEQLEKALDCQIYGACYSIEPLDLPQ

1150 1160 1170 1180 1190 1200

. i : | ! | I !
ITERLHGLSAFSLHSYSPGEINRVASCLRKLGVPPLRVWRHRARSVRAKLLSQGGRAATC

1210 1220 1230 1240

. ! ! I I
GKYLFNWAVRTKLKLTPIPAASQLDLSGWFVAGYNGGDIYHSLSRARPR
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Fig.3

Proteina de fusdo (Hs) 4A-3-5B oumlzada para Homo sapiens

w =

CGAATTGGGTACCGCCACCATGGGCAGCGTGGTGATTGTGGGCCGGATCATCCTGAGCGG
--------- et R e ittt Sttt DL T
GCTTAARCCCATGGCGGTGGTACCCGTCGCACCACTAACACCCGGCCTAGTAGGACTCGCC

M G S vV v I vV 6 R I I L 8 G

— — — — —— — — — — — —

CAGCGGCAGCGCCCCCATCACCGCCTACAGCCAGCAGACCAGAGGCCTGCTGGGCTGTAT

--------- e it e T e L LD
GTCGCCGTCGCGGGGGTAGTGGCGGATGTCGGTCGTCTGGTCTCCGGACGACCCGACATA
S G 8 A P I T A Y S Q T R G L L G C I

CATCACCAGCCTGACCGGCAGAGACAAGAATCAGGTGGACGGCGAGGTGCAGGTGCTGTC
————————— e Rt e ettt Saatatat S T

GTAGTGGTCGGACTGGCCGTCTCTGTTCTTAGTCCACCTGCCGCTCCACGTCCACGACAG

B G R iy N U S R S e e

CACCGCCACCCAGAGCTTCCTGGCCACCTGTGTGAATGGCGTGTGTTGGACCGTGTACGC
————————— T e et R Sttt Tl

GTGGCGGTGGGTCTCGAAGGACCGGTGGACACACTTACCGCACACAACCTGGCACATGCG

CGGAGCCGGCAGCAAGACCCTGGCCGGACCCAAGGGCCCCATCACCCAGATGTACACCAA
OO TOG000GTCaTTCIGaEACCa00CTaAGTTCCC00GCTAGTGRCTCTACATOTCRTT
G A G s K T L A G P K G P I T O M Y T N_
CGTGGACCAGGACCTGGTGGGCTGGCCTGCCCCTCCTGGCGCCAGAAGCATGACCCCTTG
S ACCTaOTOCTGaACCACECGACCaOACGOG0AGEACCOCGOTCTTCOTACTGECEAAC

e e | iy i o o— S— | gi— — W ———— S s s et — stratoer o, s

TACCTGTGGCAGCAGCGACCTGTACCTGGTGACCAGACACGCCGATGTGATCCCTGTGAG
————————— B D i e e et s
ATGGACACCGTCGTCGCTGGACATGGACCACTGGTCTGTGCGGCTACACTAGGGACACTC
T C G S S D L Y L V_T R H A D V I P V_R,
GAGGAGAGGCGATAGCAGAGGCAGCCTGCTGTCTCCTAGACCCGTGTCCTACCTGAAGGG
————————— R D ot s s bt &
CTCCTCTCCGCTATCGTCTCCGTCGGACGACAGAGGATCTGGGCACAGGATGGACTTCCC
R R G D S R G S L L S P R P V_S Y L K G
CAGCAGCGGCGGACCCCTGCTGTGCCCCAGCGGCCACGTGGTGGGCATCTTCAGAGCCGC
————————— R et D e Rttt Rl hh it &
GTCGTCGCCGCCTGGGGACGACACGGGGTCGCCGGTGCACCACCCGTAGRAGTCTCGGCG
S S _G6 G P L L C_ P S_G H V V_G I F R A A_
CGTGTGTACCAGAGGCGTGGCCAAGGCCGTGGATTTCATCCCCGTGGAGAGCATGGAGAC
--------- et e D e Lt b bt Tttt o
GCACACATGGTCTCCGCACCGGTTCCGGCACCTARAGTAGGGGCACCTCTCGTACCTCTG
V. C T R G V_A K A V_D_ F I P V E S M E_T_
CACCATGAGGAGCCCCGTGTTCACCGACAATAGCAGCCCCCCTGCCGTGCCTCAGACCTT
--------- B i e et D e e ks
GTGGTACTCCTCGGGGCACAAGTGGCTGTTATCGTCGGGGGGACGGCACGGAGTCTGGAA
T M R S P V F T D N S S P P A V P Q T F

CCAGGTGGCCCACCTGCACGCCCCCACCGGCTCCGGCARGAGCACCAAGGTGCCAGCCGC



GGTCCACCGGGTGGACGTGCGGGGGTGGCCGAGGCCGTTCTCGTGGTTCCACGGTCGGCG
QO V. A H L H A _P T G_S_G K S T K V_P A A
CTACGCCGCCCAGGGCTACAAGGTGCTGGTGCTGAATCCCAGCGTGGCCGCCACCCTGGG
721 ——=—m e Fom—————— tom——————— e S frmm—————— +
GATGCGGCGGGTCCCGATGTTCCACGACCACGACTTAGGGTCGCACCGGCGGTGGGACCC
XY A A O G Y K V L V. L N P S V. A A T L G_
CTTCGGCGCCTACATGAGCAAGGCCCACGGCATCGAGCCCAATATCCGGACCGGAGTGAG
781 -—-—mmtm e $o—m——— - R bommm o e +
GAAGCCGCGGATGTACTCGTTCCGGGTGCCGTAGCTCGGGTTATAGGCCTGGCCTCACTC
_F__G__A_Y__M_S___K_A__H_G__I___E_P__N___I__R__T_G_V___R_
GACCATCACCACAGGCGGCCCTATCACCTACAGCGCCTACGGCAAGTTCCTGGCCGACGG
841 ------—-- Fomm fom—————— tommm————- Fm——————— to———————— +
CTGGTAGTGGTGTCCGCCGGGATAGTGGATGTCGCGGATGCCGTTCAAGGACCGGCTGCC
T I T T G G _P I _T Y S A Y G K F L A D G_
CGGCTGTAGCGGCGGAGCCTACGACATCATCATCTGTGACGAGTGCCACAGCACCGATTG
901 ---~-===-~ e e fommmm R it Fommm————— +
GCCGACATCGCCGCCTCGGATGCTGTAGTAGTAGACACTGCTCACGGTGTCGTGGCTAAC
__G_C__S__G__G_A_Y___D_I__I__I___C___D___E_C__H_S__T__D__W_
GACCACCATCCTGGGCATCGGCACCGTGCTGGACCAGGCCGAGACCGCCGGACGCCAGACT
961 --—-——---—- - R Frmmm e Fome e frmmm————— +
CTGGTGGTAGGACCCGTAGCCGTGGCACGACCTGGTCCGGCTCTGGCGGCCTCGGTCTGA

et o— — — —— — — — — — o — s i | i it et e

GGTGGTGCTGGCCACAGCCACACCCCCTGGCAGCATCACCGTGCCCCACCCCAACATCGA
1021~---wwwmm tomm——— R ittt frmmm - fommm e pmmmm +
CCACCACGACCGGTGTCGGTGTGGGGGACCGTCGTAGTGGCACGGGGTGGGGTTGTAGCT
_V’_V___L_A__T___A_T__P__P_G_S__I_T_V_P____H__P___N_I__E_
GGAGGTGGCCCTGAGCAACACCGGCGAGATCCCCTTCTACGGCAAGGCCATCCCTATCGA
1081----==--- tom——— e tm——— - i Fommm - Frmm—————— +
CCTCCACCGGGACTCGTTGTGGCCGCTCTAGGGGAAGATGCCGTTCCGGTAGGGATAGCT
_E_V_A_L_S__N_T_G_E___I__P___F___Y_G_K__A_I___P_ I_E_
GGCCATCAAGGGCGGCAGACACCTGATCTTCTGCCACAGCAAGAAGAAGTGTGACGAGCT
1141----=mm—- to—mm e ——— toemmm Frmmmrm———— frmmm—————— fmmm————— +
CCGGTAGTTCCCGCCGTCTGTGGACTAGAARGACGGTGTCGTTCTTCTTCACACTGCTCGA
_A__I_K__G_G_R_H__L_I___E‘_C__H_S_K__K_K__C____D__E_L_
GGCCGCCAAGCTGACCGGCCTGGGCCTGAACGCCGTGGCCTACTACAGAGGCCTGGACGT
1201---~--=—~ tomm—————— Fomm————— toemm— o ——— fmmm +
CCGGCGGTTCGACTGGCCGGACCCGGACTTGCGGCACCGGATGATGTCTCCGGACCTGCA
_A___A_K____L___T__G__L__G_____L___N___A___V_A_Y___Y_R__G_L_D__V_
GTCCGTGATCCCTACCAGCGGCGATGTGGTGGTGGTGGCCACCGACGCCCTGATGACCGG
1261----=~--- pommm e R o P prmmmm - +
CAGGCACTAGGGATGGTCGCCGCTACACCACCACCACCGGTGGCTGCGGGACTACTGGCC
S vV I.P T S G D V V. V V A T D -A L M T G_
CTTCACCGGCGATTTCGACAGCGTGATCGACTGTAATACCTGTGTGACCCAGACCGTGGA
1321----=~—-= e R tmm—m———— R e +
GAAGTGGCQGCTAAAGCTGTCGCACTAGCTGACATTATGGACACACTGGGTCTGGCACCT
__F__T_G_D_F__D__S__V__ I b C N T C€C V T O T V_D
CTTCAGCCTGGACCCCACCTTCACCATCGAGACCACCACCGTGCCACAGGATGCCGTGTC
1381-~~===m~—-= e ettt Frmmm—————— towe—————— tommmm———— tommme - +
GRAGTCGGACCTGGGGTGGARAGTGGTAGCTCTGGTGGTGGCACGGTGTCCTACGGCACAG

— e e i s . . v v e s e e i et e W et s st it et
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CAGAAGCCAGAGAAGAGGCGCCACCGGCAGAGGCAGAAGCGGCATCTACAGATTCGTGARL

—————————-—__—_—_.——.———_——-—_—

CCCTGGCGAGAGACCCAGCGGCATGTTCGATAGCAGCGTGCTGTGTGAGTGCTACGACGE
1501----=~==- tomrm—————— trm——————— Fom——m——— e et fmmm—————— +
GGGACCGCTCTCTGGGTCGCCGTACAAGCTATCGTCGCACGACACACTCACGATGCTGCG
PG E R P S G M F D S S V_L.C E _C_Y¥Y D A_
CGGCTGTGCCTGGTACGAGCTGACCCCAGCCGAGACCACAGTGAGGCTGAGGGCCTACCT
1561-—=--~--- Fom o ———— o —————- e e pmm - ——— +
GCCGACACGGACCATGCTCGACTGGGGTCGGCTCTGGTGTCACTCCGACTCCCGGATGGA
6 _ C A W Y E_ L T P A E T T V R L R A Y L_
GAACACCCCTGGCCTGCCTGTGTGCCAGGATCACCTGGAGTTCTGGGAGAGCGTGTTTAC
1621~------~~ Fmmmm tommmm fomm———— - Fmmmmmmm o Fmmm—m———— +
CTTGTGGGGACCGGACGGACACACGGTCCTAGTGGACCTCAAGACCCTCTCGCACAAATG

CGGCCTGACCCACATCGATGCCCACTTTCTGAGCCAGACCAAGCAGGCCGGCGACAACTT
168l1----~---~~ e tmr e ——— Fomm e ———— Frmm - Fmmmm - +
GCCGGACTGGGTGTAGCTACGGGTGAAAGACTCGGTCTGGTTCGTCCGGCCGCTGTTGAA

CCCCTACCTGGTGGCCTACCAGGCCACCGTGTGTGCCAGAGCCCAGGCCCCTCCCCCCAG
1741---==m=m=m R e Fo——————— Fmmm - For— pomm e +
GGGGATGGACCACCGGATGGTCCGGTGGCACACACGGTCTCGGGTCCGGGGAGGGGGGTC
_P__X__Q_;{__A__x__Q__A;_f__v__c__ﬁ;_g;_ﬁ Q A P P P_S_
CTGGGACCAGATGTGGAAGTGCCTGATCAGGCTGAAGCCCACCCTGCACGGCCCTACCCC
1801-~-----=-- prmm fmm———— e ——— e fmmmmmm——— fmmmm————— +
GACCCTGGTCTACACCTTCACGGACTAGTCCGACTTCGGGTGGGACGTGCCGGGATGGGG

—.—-——-————.«——_——-.—.——_————-._—._—

CCTGCTGTACAGACTGGGCGCCGTGCAGARTGAGATCACCCTGACCCACCCTATCACCAA
1861----~-~—~—- Fomm—————— fommm pommmm - domm - fommmm———— +
GGACGACATGTCTGACCCGCGGCACGTCTTACTCTAGTGGGACTGGGTGGGATAGTGGTT
_}L_}L_};_}1_}&_};_45_;V__Q__N;_£__}__?__L__T__H__P__I__t__&_
GTTCGTGATGGCCTGTATGAGCGCCGACCTGGAGGTGGTGGGCAGCGGCTCCGGCTCCAT
1921-----=-—- pomm e e S S tomm e +
CARGCACTACCGGACATACTCGCGGCTGGACCTCCACCACCCGTCGCCGAGGCCGAGGTA
_F__y;_}{_j&_}a_}{__s__A__p__L__E__y;_ﬂL_G__S__G__S__Q__Q_}{_
GAGCTACACCTGGACAGGCGCCCTGATCACACCCTGTGCCGCCGAGGAGAGCAAGCTGCC
1981--------- Fommm tom e ——— fomm e m o fmmm— +
CTCGATGTGGACCTGTCCGCGGGACTAGTGTGGGACACGGCGGCTCCTCTCGTTCGACGG

S Y T W T 6 A L I T P C A A E E S K L P

e e e ™ e e T e e Ty e e e e e e

— — — —— —— — — — — — ———— — —— —— S—— —— — — —— — —

e ot — o — i, —— —— —— — — —— —— —— — — —— —
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GGTGATGTCCCTGCACGACTTCCTCTACTTCCGGTTCCGGTCGTGGCACTTCCGGTCTGA

T vt s ot — ——— — — — — ——— —— —— — o— — o——. _ —

GCTGTCTATCGAGGAGGCCTGTAAGCTGACCCCCCCTCACAGCGCCARGAGCRAGTTCGG
2221~-—-———~- pommmm—— o fommm e Fommmmm tovmmm o +
CGACAGATAGCTCCTCCGGACATTCGACTGGGGGGGAGTGTCGCGGTTCTCGTTCAAGCC
L s I E_E_A C_K L T P P H S A K S K F _G_
CTACGGCGCCAAGGATGTGAGAAGCCTGAGCAGCAGAGCCGTGARACCACATCCGGTCTGT
2281---~==~—- tomm—————— tmm——————— Frmme Fmmm e formm e —— +
GATGCCGCGGTTCCTACACTCTTCGGACTCGTCGTCTCGGCACTTGGTGTAGGCCAGACA
_X__G__A__K__p__V__R__S__L__S__S__R_;Q_J(_3{_}{__{__R__S__V;
GTGGGAGGATCTGCTGGAGGATACCGAGACCCCCATCGACACCACAATCATGGCCAAGAA
2341---==m-mm- R Fommm Fommmm e e it tmmmr e ——— +
CACCCTCCTAGACGACCTCCTATGGCTCTGGGGGTAGCTGTGGTGTTAGTACCGGTTCTT
_H;_E__P__L__L__E__D__E__E__ﬁ__?__I__D__T__T__;_J{_jt_ﬁL_N_
CGAGGTGTTCTGCGTGCAGCCCGAGRAGGGCGGAAGAAAGCCCGCCAGGCTGATCGTGTT
2401------=-- Fmmm e e e e tommmm +
GCTCCACAAGACGCACGTCGGGCTCTTCCCGCCTTCTTTCGGGCGGTCCGACTAGCACAR

CCCTGACCTGGGAGTGAGAGTGTGTGAGAAGATGGCCCTGTACGACGTGGTGTCCACCCT
2461-~----=~—-- Fomm o Fmmm fmm Fomm—— - +
GGGACTGGACCCTCACTCTCACACACTCTTCTACCGGGACATGCTGCACCACAGGTGGGA
_R_J1_}L_p__y__ﬁ;_y;_q__a__K_Jq_J\_}L_X__D._V__V__S__T__L_
GCCCCAGGCCGTGATGGGCCCCAGCTACGGCTTCCAGTACAGCCCTGGCCAGAGAGTGGA
2521----===-- tomm - Fomm—————— tmm e Fom e ———— trmm—————— +
‘CGGGGTCCGGCACTACCCGGGGTCGATGCCGAAGGTCATGTCGGGACCGGTCTCTCACCT

GTTCCTGGTGAACACCTGGAAGAGCAAGAAATGCCCCATGGGCTTCAGCTACAACACCCG
2581--------~ pommm tomm—————— pmmmmm———— pmm e ———— +
CAAGGACCACTTGTGGACCTTCTCGTTCTTTACGGGGTACCCGAAGTCGATGTTGTGGGC
F L V. N T W K 8 K K C P M G F S Y N T R

T e v s — —— — — S— —— ottt — oanmt  — vr—— o— —— — — — —

GTGCTTCGACAGCACAGTGACCGAGAACGACATCAGGACCGAGGAGTCCATCTACCAGTG
2641-------—- Fmmm e ——— frmmm tomm e tomm e tommmmm +
CACGAAGCTGTCGTGTCACTGGCTCTTGCTGTAGTCCTGGCTCCTCAGGTAGATGGTCAC

C F D S T V. T E N D I R T E E S I Y Q C_
CTGTGACCTGGCCCCCGAGGCCAGACAGGCCATCARAAGCCTGACCGAGCGGCTGTACAT
2701--=—mmmm e e pom——— - Frmm—————— tomm o ———— +
GACACTGGACCGGGGGCTCCGGTCTGTCCGGTAGTTTTCGGACTGGCTCGCCGACATGTA
_p__p*_L_“A__R__E__A;_B__Q~_A__I KL_S_~L__T__E__B_,L._3__?_
CGGCGGACCTCTGACCAACAGCAAGGGCCAGAACTGTGGCTACAGAAGATGTAGGGCCAG
276l-—mmmmm e fmm——————— fmmm o fomm e ——— pmmmmm— +
GCCGCCTGGAGACTGGTTGTCGTTCCCGGTCTTGACACCGATGTCTTCTACATCCCGGTC
_G__G_;P__L__T__N;_S__K__Q__Q__N__Q_J;_J{_}{_}{_}l_}t_ﬁ;_S_
CGGCGTGCTGACCACCTCTTGTGGCARACACCCTGACCTGTTACCTGAAGGCCACCGCCGC
282l--—~—==-~ fmm Fom——m————— R ke Fmme—— tmmm +
GCCGCACGACTGGTGGAGAACACCGTTGTGGGACTGGACAATGGACTTCCGGTGGCGGCG
_FL_Y;_P__T__T__5__C__G._N__:__L__T__C__x__ﬁ_}ﬁ_f&_?__ﬁ__A_
CTGTAGAGCCGCCAAACTGCAGGACTGTACCATGCTGGTGAACGGCAACGACCTGGTGGT
288l---~-=-=-- tom e ———— Fommm—————— e e e it Dl +
CACATCTCGGCGGTTTGACGTCCTGACATGGTACGACCACTTGCCGTTGCTGGACCACCA

C R A A KL QD C T MUILUVNUGNUDLV V
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GATCTGTGAGAGCGCCGGCACCCAGGAGGATGCCGCCTCCCTGAGAGTGTTTACCGAGGC
2941-~-=-nmn- tmmmmmm e e e formmm—— e Foemm e +
CTAGACACTCTCGCGGCCGTGGGTCCTCCTACGGCGGAGGGACTCTCACAARATGGCTCCG
_I__Q__E__S__A__Q__T__Qv_z~_D__§;_A;_s__y__R_;Y__E__T__E__A_
CATGACCRGATACAGCGCCCCTCCCGGCGACCCTCCCCAGCCCGAGTACGATCTGGAGCT
3001--------- Fom fmmm——— Fommm——— e Fommmm - fmmm—— e +
GTACTGGTCTATGTCGCGGGGAGGGCCGCTGGGAGGGGTCGGGCTCATGCTAGACCTCGA

G ZCACCFGC”GCTCCAGCAP“”TGGGCS?GGCTCACGACGCCAGCGGCAAGAGAGTGTA
L fommme e s Ratata T R o Fommmm - +
CTAGTGGTCGACGAGGTCGTTACALCCGCACCGAGTGCTGCGGTCGCCGTTCTCTCACAT
I T s C s 8 N V. G V. _A B O A S G K R V_Y
CTACCTGACCAGGGACCCCACCACCCCTCTGGCCAGAGCCGCCTGGGAGACAGTGAGACA
3121-=w=m-=—- e —————— tm e I pmm temmmmm e +
GATGGACTGGTCCCTGGCGTGGTGCGGAGRCCGGTCTCGGCGGACCCTCTGTCACTCTGT
_X__L__T__R_JQ_ﬁR__T;_T__?__L__ﬁ;_ﬁ;_ﬁ;_ﬁ;_ﬂL_E__T__V__E__H_
CACCCCCGTGAACAGCTGGCTGGCCAACPTCATCATGTACGCCCCTACCCTGTGGGCCAG
31B1---=—m Fom R R fome e —— fommm - +
GTGGGGGCACTTGTCGACCGALCCG1TGTAGTAGTACATG CGGGGATGGGACACCCGGTC
_T__R_;V_uﬂ__S__ﬁ;_}L_JQ_J{__;__I__M__Y~_A;_}L_jL_;L_H__A_;R-
AATGATCCTGATGACCCACT TCTTCAGCATCCTGCTGGCCCAGGAGCAGCTGGAGARGGC
3241-—=-mmomm e to————— e L o —m— pom—————— +
TTACTAGGACTACTGGGTGAAGAAGTCGTAGGACGACCGGQTCCTCCTCGACCTCTTCCG

T ——— ——r r—" ——— —— — ——— —— ———t i o i s P s et T e v e e e

, CCTGGAPTGCCAGAT rACGGCGCCTPcmACAGCATCGAGCCTCTGGACCTGCCTCAGAT
3301~ mmm e e i e D R et Fommmm———— +
GGACCTGACGGTCTAGATGCCGCGGACGATGTCGTAGCTCGGAGALCTGGACGGAGTCTA

CATCGAGAGACTGCACGGCCTGACCGCCTTCAGCCTGCACAGCTACAGCCCAGGCGAGAT
3361l--—“-—cmmd e m e et ST o +
GTAGCTCTCTGACGTGCCGGACTCGCGGAAGTCGGACGTGTCGATGTCGGGTCCGCTCTA

e e e i

CAATAGAGTGGCCAGCTGCCTGAGAAAGCTGGGCGTGCCACCTCTGAGAGTGTGGCGGCA
3421--—mmm s e m e o o tomm o +
GTTATCTCACCGGTCGACGGACTCTTTCGACCCGCACGGTGGAGACTCTCACACCGCCGT
_N__B;_y__h__S__C__L__R__K__L__G__V__Q__B__L__R__V__W__R__H_
CAGAGCCAGATCTGTGAGGGCCAAGCTGCTGTCCCAGGGCGGCAGGGCCGCCACCTGTGG
3481-----—-- PO —— pommm e $mmmmmmmm S +
GTCTCGGTCTAGACACTCCCGGTTCGACGACAGGGTCCCGCCGTCCCGGCGGTGGACACC

CARGTACCTGTTCAACTGGGCCGTGASGACARAGCTGAAGCTGACACCCATCCCTGCCGE
3541--mmmmmne P dm g Fommmane—— fommmmmmme P +
GTTCATGGACAAGT TGACCCGGCACTCCTGTTTCGACTTCGACTGTGGGTAGGGACGGCG
_K__Y__L__F__N__w;_}ﬁ_)L_}L_FL_}E_}L_ﬁL_L__T__P__I__P__A;_A;
CAGCCAGCTGGACCTGAGCGGCTGGTTCGTGGCCGGCTACAATGGCGGCGACATCTACCA
3601--=-=—-mm $ommmmmmem fmmmm g mm e fommmmmeee - +
GTCGGTCGACCTGGACTCGCCGACCARGCACCGGCCGATGTTACCGCCGCTGTAGATGGT
S_ Q@ L D L S G W F V A G Y NG G D I Y H
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CAGCCTGTCCAGGGCCAGGCCTAGATGATGAGGAGCTCCAGCTTT
3661---~~--=- e et tomm—m——— temmm————— e
GTCGGACAGGTCCCGGTCCGGATCTACTACTCCTCGAGGTCGARA
S L S R A R P R * «

— e m——— ant——n, c— — o——— — ——— g—.
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Fig. 4
Proteina de fusdo 4A-3-4B-5B (Hs) otimizada para Homo sapiens

KpnlI Ncol
GGGCGAATTGGGTACCGCCACCATGGGCAGCGTGGTGATTGTGGGCCGGATCATCCTGAG
———————— B e et it et R it

CCCGCTTAACCCATGGCGGTGGTACCCGTCGCACCACTAARCACCCGGCCTAGTAGGACTC
M G S V. V. I V G R I I L s

CGGCAGCGGCAGCGCCCCCATCACCGCCTACAGCCAGCAGACCAGAGGCCTGCTGGGCTG
————————— R it R et Sttt T T T S

GCCGTCGCCGTCGCGGGGGTAGTGGCGGATGTCGGTCGTCTGGTCTCCGGACGACCCGAC

TATCATCACCAGCCTGACCGGCAGAGACAAGAATCAGGTGGACGGCGAGGTGCAGGTGCT
————————— e et e e i ST
ATAGTAGTGGTCGGACTGGCCGTCTCTGTTCTTAGTCCACCTGCCGCTCCACGTCCACGA

- — m— ———— — —— ——— Gt s s e s W s | e vl | e v s S s v e

GTCCACCGCCACCCAGAGCTTCCTGGCCACCTGTGTGAATGGCGTGTGTTGGACCGTGTA
————————— R B B Sttt it TS

CAGGTGGCGGTGGGTCTCGAAGGACCGGTGGACACACTTACCGCACACAACCTGGCACAT
S T A T Q S . F L A T C VNGV C W TV Y

e — — ———— V—— —— — mot—— —— | ————  ——— — — a—— — ———t . e "

GCGELZCTTGGCCGTCGTT CTGCGACCPCFFTGCGTTCCCGGGFTAGTGFGTCTAC%TGTG

CRACGTGGACCAGGACCTGGTGGGCTGGCCTGCCCCTCCTGGCGCCAGARAGCATGACCCC
————————— e et et e DT T
GTTGCACCTGGTCCTGGACCACCCGACCGGACGGGGAGGACCGCGGTCTTCGTACTGGGG
N VD Q b L VvV G W P A P P G A R S M T P

i s e st s o, et | s et ottt e s vttt e i s vt s

TTGTACCTGTCGCPGCAGCGPLCTGTPCCTGCTGPCCAGACACGCCwATGTGATCCCTGT
————————— e e e e ey

AACATGGACACCGTCGTCGCTGGACATGGACCACTGGTCTGTGCGGCTACACTAGGGACA

e e m— ——— —— — — — oo oy | St b it At e e o .

GAGGAGGAGAGGCGATAGCAGAGGCAGCCTGCTGTCTCCTAGACCCGTGTCCTACCTGAA
————————— et it e T T P
CTCCTCCTCTCCGCTATCGTCTCCGTCGGACGACAGAGGATCTGGGCACAGGATGGACTT
R R R 6D 8 R G:8S L L S P R P V 8 Y L K

el i i i e il

GGGCAGCAGCGGCGGACCCCTGCTGTGCCCCAGCGGCCACGTGGTGGGCATCTTCAGAGC

— i o —————— —— St v ot (. —

————————— R e ket e et
CCCGTCGTCGCCGCCTGGGGACCACAC*G’GTCGCCGGTGCAPCECCCGTACAAGTCTCG
G..8 8 6 G P L L C P .S 6 N VNV CTIFRA

CGCCGTGTGTACCAGAGGCGTGECCAAGECCGTGEATTICATCCECGTGGAGAGCATGGA
_________ +__-_.._.__....I....,_..‘.....__......_...__....-_~_+_.___...._.......'..._..---_—__.f
GCGGCACACATGGTCTCCGCACCGGTTCCGGCACCTAAAGTAGGGGCACCTCTCGTACCT

A_V_ C T R G V.AK »,,‘A_.&__'.V_;_,_D__,_"_ _‘I_;_E__V__E__S_M____‘E_
GACCACCATGAGGAGCCCOGTGTTCACCGACA R TEGCAGCCECCCTGCCOTGCCTCAGAC
————————— Bt et e et N a4
CTGGTGGTACTCCTCGEGECACARGTGGCTGT TATCGTCGGGGGGACGGCACGGAGTCTG
T T M R_S P_V_T T_____D_N__'S___S_P____P_A_V_P_Q__T_
C'T‘TCCAGGTGGCCCACC'IUCP CGCCCCCACTGRCTOCCGCARGAGCACCAAGGTGCCAGE
__________ '._.._.___._.._1._-_-__.___.|._...-...;_.._..+__..._--_._-+_..._...._.._._L

GANGGTCCACCGGGTGGRLCGTGT GCGGGTFGCLPACGCCGTTCTCFTGGTTCCACGGTCG
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F Q V. A HE L H A P T G S G K S T K V P A

721 —-—=~~—--- tomm tom—m—————— te—mmmm——— to—mm -
GCGGATGCGGCGGGTCCCGATGTTCCACGACCACGACTTAGGGTCGCACCGGCGGTGGGA
_A;_X__A_;&_Jl*j{_}{_}g_jc_}z_y;_p__N__P__S__y;_A__A__T__L_
GGGCTTCGGCGCCTACATGAGCAAGGCCCACGGCATCGAGCCCAATATCCGGACCGGAGT

781 ~——===——- L Fommm—————— tom—— e ——— Frm——————— dommmm————— +
CCCGAAGCCGCGGATGTACTCGTTCCGGGTGCCGTAGCTCGGGTTATAGGCCTGGCCTCA
G_F G A Y M S K A H G I E P N I R T G V_
GAGGACCATCACCACAGGCGGCCCTATCACCTACAGCGCCTACGGCAAGTTCCTGGCCGA

841 ----===~- tom—mmm—— pemm e ——— pmmm - fmm——————— t-—mm—— +
CTCCTGGTAGTGGTGTCCGCCGGGATAGTGGATGTCGCGGATGCCGTTCARGGACCGGCT
R T I T T G G P I T Y S A Y G K F L A D
CGGCGGCTGTAGCGGCGGAGCCTACGACATCATCATCTGTGACGAGTGCCACAGCACCGA

901 -~--===mn- tomm—————— Frem R Fmm—m————— Fommmm————— +
GCCGCCGACATCGCCGCCTCGGATGCTGTASTAGTAGACACTGCTCACGGTGTCGTGGCT
6 G C 8 6 G A Y D I I I _C D E _C H S T D_
TTGGACCACCATCCTGGGCATCGGCACCGTGCTGGACCAGGCCGAGACCGCCGGAGCCAG

8961 -~-—=--~- tom——————— frmm e Fomm e ————— fmm e —— tm——————— +
ARCCTGGTGGTAGGACCCGTAGCCGTGGCACGACCTGGTCCGGCTCTGGCGGCCTCGGTC

ACTGGTGGTGCTGGCCACAGCCACACCCCCTGGCAGCATCACCGTGCCCCACCCCAACAT
1021---—=---- to———————— tomm e ——— it trmmmm———— R it +
TGACCACCACGACCGGTGTCGGTGTGGGGGACCGTCGTAGTGGCACGGGGTGGGGTTGTA
_}L_ft_}t_}t_f\__:_;A“_x__P__P__G__S__I__T__y;_FL_H__P__N__I_
CGAGGAGGTGGCCCTGAGCAACACCGGCGAGATCCCCTTCTACGGCAAGGCCATCCCTAT
1081--7------ Fomr e ——— R it Fommmm e mm oo fomr +
GCTCCTCCACCGGGACTCGTTGTGGCCGCTCTAGGGGAAGATGCCGTTCCGGTAGGGATA
_E__E__V;_A__L__ﬁ__N__T*;G__E;;;_QD__F_;X__G__K__A__I__E__I_
CGAGGCCATCAAGGGCGGCAGACACCTGATCTTCTGCCACAGCARGAAGARGTGTGACGA
1141--~---——~ tommm Frmrm————— i ———— pommm - frmrm————— +
GCTCCGGTAGTTCCCGCCGTCTGTGGACTAGAAGACGGTGTCGTTCTTCTTCACACTGCT

e e i ——— ——— —rn | — — — — S — —— — — ——— —— — — — —

GCTGGCCGCCAAGCTGACCGGCCTGGGCCTGAACGCCGTGGCCTPCTAPAGAGGCCTGGA
1201---=-=-=-~ e ——————— Fom Fommm e tmmmmm s ma fmm e — +
CGACCGGCGGTTCGACTGGCCGGACCCGGACTTGCGGCACCGGATGATGTCTCCCGACCT
_L__A__AL_K__L__T__G__L_*G__L__N__A;;Y__A__Y__y;_p;_G__L__D_

) GTGTCCGTGATCC»TACCAGCGGCGDTGTGGTCG1GCTGGCCACCCACGCCCTCATGAC
1261-—=v====~ Fem—m————— Fomm tomm PR ————— t-——mm——— +
GCACAGGCACTPGGGATCGTCGCCGCTACACCACCACCACCGGTGGCTGCGGGACTACTG
_}(__S_;J__I__}L_:[__S__};__D__j{_;V;_jﬂ_j(_;A__T__;L_J{__L__}[_:{_
CGGCTTCACCGGCGATTTCGACAGCGTGATCGACTGTARTACCTGTGTGACCCAGACCGT
1321~----==-—- Fomm - Fmm e e tatat pmm - fomme +

GGACTTCAGCCTGGACCCCACCTTCACCATCGAGACCACCACCGTGCCACAGGATGCCGT
1381~ Fom——————— e e i e pommm—————— +
CCTGAAGTCGGACCTGGGGTGGARAGTGGTAGCTCTGGTGGTGGCACGGTGTCCTACGGCA
D F s L b P T F T I E T T T V P Q. D A V

i — — —— | ———— s i tmpmetiog i s s et w i o mrt e W s, e s et

GTCCAGERS CCAGAGAéGAGGbGQCAcfc*'n £ GECAGARGCSGCATCTACAGATTCGT
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CAGGTCTTCGGTCTCTTCTCCGCGGTGGCCGTCTCCGTCTTCGCCGTAGATGTCTAAGCA

GACCCCTGGCGAGAGACCCAGCGGCATGTTCGATAGCAGCGTGCTGTGTGAGTGCTACGA
1501-~-===—-- Fommm————— e pommmm e poommm— - fommmm————— +
CTGGGGACCGCTCTCTGGGTCGCCGTACAAGCTATCGTCGCACGACACACTCACGATGCT

CGCCGGCTGTGCCTGGTACGAGCTGACCCCAGCCGAGACCACAGTGAGGCTGAGGGCCTA
1561---=--=--- tmm——————— trm————— R e ————— +
GCGGCCGACACGGACCATGCTCGACTGGGGTCGGCTCTGGTGTCACTCCGACTCCCGGAT
A G C A W Y E L T P A E T T _V R L R A Y
CCTGRACACCCCTGGCCTGCCTGTGTGCCAGGATCACCTGGAGTTCTGGGAGAGCGTGTT
1621--~—=~w~- tommmm———— tom— - fmm e pommmm e +
GGACTTGTGGGGACCGGACGGACACACGGTCCTAGTGGACCTCAAGACCCTCTCGCACAA

TACCGGCCTGACCCACATCGATGCCCACTTTCTGAGCCAGACCAAGCAGGCCGGCGACAR
l68l---=>nmmo pommmm e fommm e ——— Fre e ——— trem—————— +
ATGGCCGGACTGGGTGTAGCTACGGGTGAAAGACTCGGTCTGGTTCGTCCGGCCGCTGTT
_T__G__L__I__H__I__D__A;_H__E;_L__S__Q__T__K__Q__A;_G__D__N_
CTTCCCCTACCTGGTGGCCTACCAGGCCACCGTGTGTGCCAGAGCCCAGGCCCCTCCCCC
1741w Frmm - e T tomm - tommm e —— pom—m—————— +
GAAGGGGATGGACCACCGGATGGTCCGGTGGCACACACGGTCTCGGGTCCGGGGAGGGGG
_E__P__X__L_;V__A__X__Q*_A__T__y;_p__g;_x;_A__Q__A__P__P__R"
CAGCTGGGACCAGATGTGGAAGTGCCTGATCAGGCTGAAGCCCACCCTGCACGGCCCTAC
1801---~~-——- Fomm e ——— fom e ———— fmm———— e e Fom——————— +
GTCGACCCTGGTCTACACCTTCACGGACTAGTCCGACTTCGGGTGGGACGTGCCGGGATG
_S__ﬂ;_D__Q_J{_){__K__C__L__I__B;_L__K__P__T__}L_H__q__P__T_
CCCCCTGCTGTACAGACTGGGCGCCGTGCAGAATGAGATCACCCTGACCCACCCTATCAC
1861-—--mmmmm tomm e ———— tomm e i frmm e ———— +
GGGGGACGACATGTCTGACCCGCGGCACGTCTTACTCTAGTGGGACTGGETGGGATAGTG
P_L L Y R L G A V O NE I T L T H P I T
CAAGTTCGTGATGGCCTGTATGAGCSCCGACCTGGAGGTGGTGTCCCTGATGGCCTTCAC
1921 -~ =—mmemm fom——————— o mmm e P tomm -—
GTTCAAGCACTACCGGACATACTCGCGGCTGGACCTCCACCACAGGGACTACCGGAAGTG
_K__E_;Y__M__A__C__M__S__A;_D__L__E_;Y__Y__S__Q_J@_;&__F__T_
CGCCAGCATCACAAGCCCCCTGACCACCCAGAATACCCTGCTGTTCAACATCCTGGGCGG
1881-~--~v--- tomm————— tommm————— pomm - Fommm—— fmmmm————— +
GCGGTCGTAGTGTTCGGGGGACTGGTGGGTCT TATGGGACGACAAGTTGTAGGACCCGCC

e e S o — o———— — — v—— ot s e et et St et e ettt e i

CTGGGTGGCCGCCCAGCTGTCCATGAGCTACACCTGGACAGGCGCCCTGATCACACCCTG
2041-—---o-- fom e Fmm——————- Fomm— e e it pommm +
GACCCACCGGCGGGTCGACAGGTACTCGATGTGGACCTGTCCGCGGGACTAGTGTGGGAC
W V A A Q L S M S Y T WT G A L I T P C

2101 --=nemm Fom m———m e e pomm - fommmm— - +
ACGGCGGCTCCTCTCGTTCGACGGGTAGTTGGGGGACTCGTTATCGGACGACTCCGTGGT
_A__A;_E_“E__S__K__Q__R__I__N__P__L__S_;N__S__L__LL_ﬁ;;K__H_
CAGCATGGTGTACAGCACCACCTCCAGAAGCGCCAGCCTGAGGCAGAAGAAGGTGACCTT

2161"",'-"'“"-:?-'.-—-{- ————————— trrm = e e e e it tommmm - +
GTCGTACCACATGTCGTGGTGGAGGTCTTCGCGGTCGGACTCCGTCTTCTTCCACTGGAA
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CGACAGGCTGCAGGTGCTGGACGACCACTACAGGGACGTGCTGAAGGAGATGAAGGCCAA
2221 ~—==~==m= Fomm e ———— Frmm—————— tomm tm———————- tommm— e +
GCTGTCCGACGTCCACGACCTGCTGGTGATGTCCCTGCACGACTTCCTCTACTTCCGGTT

e e —— s, —— ———— —— ——— —— —— o— — | . o v— o

GGCCAGCACCGTGAAGGCCAGACTGCTGTCTATCGAGGAGGCCTGTAAGCTGACCCCCCC
2281---—=m=m— Fommmmmm e Fom— Fommm— - tom———— - tmm—m————— +

CCGGTCGTGGCACTTCCGGTCTGACGACAGATAGCTCCTCCGGACATTCGACTGGGGGGG

A S T V K A R L L S I EE A CI KL T P P

TCACAGCGCCRAGAGCAAGTTCGGCTACGGCGCCAAGGATGTGAGAAGCCTGAGCAGCAG
2341-—=-m-- tomm— - ettt e et pomm e frem—————— +
AGTGTCGCGGTTCTCGTTCAAGCCGATGCCGCGGTTCCTACACTCTTCGGACTCGTCGTC

AGCCGTGAACCACATCCGGTCTGTGTGGGAGGATCTGCTGGAGGATACCGAGACCCCCAT
2401---~==m=- tom - pmmm——— e temmmem tom e tommm————— +
TCGGCACTTGGTGTAGGCCAGACACACCCTCCTAGACGACCTCCTATGGCTCTGGGGGTA

_A_;Y_;N__H__I__B;_S__V;_W;_E__p__L__L__E__D__T__E__I__R__I_

CGACACCACAATCATGGCCAAGAACGAGGTGTTCTGCGTGCAGCCCGAGAAGGGCGGAAG
2461l---—=-=~- tomm—————— tomm—————— Fommmmmm - fmmm——— fmm——————— +

GCTGTGGTGTTAGTACCGGTTCTTGCTCCACAAGACGCACGTCGGGCTCTTCCCGCCTTC

_p__I__I__I__M__A__K__N__E__y;_E__Q_J(_jL_}L_E__K__G__G__R_

ARAGCCCGCCAGGCTGATCGTGTTCCCTGACCTGGGAGTGAGAGTGTGTGAGAAGATGGC
2521---~—~~—- tom tommm - tremm————— fom e ———— fomm—————— +
TTTCGGGCGGTCCGACTAGCACAAGGGACTGGACCCTCACTCTCACACACTCTTCTACCG

CCTGTACGACGTGGTGTCCACCCTGCCCCAGGCCGTGATGGGCCCCAGCTACGGCTTCCA
2581--~~~—-~— pomm————— Femm————— Femmm———— Fmmm pommm————— +
GGACATGCTGCACCACAGGTGGGACGGGGTCCGGCACTACCCGGGGTCGATGCCGAAGGT
L _ Y D V V S T L P Q AV M G P S Y G F.-Q

e amm—— — —— ——— s it S $ i, ey st s b e e s g et W e

GTACAGCCCTGGCCAGAGAGTGGAGTTCCTGGTGAACACCTGGAAGAGCAAGAAATGCCC
2641----——--— Fomm——————— Fommm e Fom e tommm Fom e +
CATGTCGGGACCGGTCTCTCACCTCAAGGACCACTTGTGGACCTTCTCGTTCTTTACGGG
CATGGGCTTCAGCTACAACACCCGGTGCT TCGACAGCACAGTGACCGAGAACGACATCAG
2701--==-=—-~ tr———————— tmmm—————— Fomm tom e —— Frm— e —— +
GTACCCGAAGTCGATGTTGTGGGCCACGAAGCTGTCGTGTCACTGGCTCTTGCTGTAGTC
'Jﬁ__G__F__S__}“_N__T__R~_Q__F__p__s__ﬁ_;Y__T__E__N;_P__I__B;
GACCGAGGAGTCCATCTACCAGTGCTGTGACCTGGCCCCCGAGGCCAGACAGGCCATCAA
2761--~-=--== tommm— - tomm—————— Fommm temm tomm +
CTGGCTCCTCAGGTAGATGGTCACGACACTGGACCGGGGGCTCCGGTCTGTCCGGTAGTT
_T__E__E__S__I__x__Q__C__C__P__L__A__B__E__A__R__Q__A__L__K_

. AAGCCTGACCGAGCGGCTGTACATCGGCGGACCTCTGACCARCAGCAAGGGCCAGAACTG
2821----——w~- Fommm Fremmem o prmmm————— e N b +
TTCGGACTGGCTCGCCGACATGTAGCCGCCTGGAGACTGGTTGTCGTTCCCGGTCTTGAC
_S__L__TL_E__}g_}L_}_*I__G__p__P__L__T__N__S__K__G__Q__N__C_
TGGCTACAGAAGATGTAGGGCCAGCGGCGTGCTGACCACCTCTTGTGGCAACACCCTGAC
288l----=-=mw- tmmmmm———— pommmmem e Frmmm Fmm—— fommmmee o +
ACCGATGTCTTCTACATCCCGGTCGCCGCACGACTGGTGGAGAACACCGTTGTGGGACTG

CTGTTACCTGAAGGCCACCGCCGCCTGTAGAGCCGCCARAACTGCAGGACTGTACCATGCT
2941 -~~~ mo—- tommmmme - Frmm Fmmmm e e ————— +

GACAATGGACTTCCGGTGGCGGCGGACATCTCGGCGGTTTGACGTCCTGACATGGTACGA

C ¥ L K A T A A C R A A KL Q D C T M L
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GGTZAACGGCAACGACCTGGTGGTGATCTGTGAGAGCGCCGGCACCCAGGAGGATGCCGC
3001------—-- to———— - tommmm Frmm—m———— tommmmmmmm - Fommmm——m +
CCACTTGCCGTTGCTGGACCACCACTAGACACTCTCGCGGCCGTGGGTCCTCCTACGGCG
VN G N D L V V I C E_S A G _T Q E D A A
CTCCCTGAGAGTGTTTACCGAGGCCATGACCAGATACAGCGCCCCTCCCGGCGACCLCTCC
3061---===—-= Fommm—————— Fomm e tomm fmmmm————— tom - +
GAGGGACTCTCACAAATGGCTCCGGTACTGGTCTATGTCGCGGGGAGGGCCGCTGGGAGG
S L R V F T E A M T R Y S A P P G D P _P_
CCAGCCCGAGTACGATCTGGAGCTGATCACCAGCTGCTCCAGCAATGTGGGCGTGGCTCA
3121~—=====-~ Frmm——————— tmmm—————— e o ——— e et +
GGTCGGGCTCATGCTAGACCTCGACTAGTGGTCGACGAGGTCGTTACACCCGCACCGAGT
_Q P E Y D L E_ L I T S C S S N V. G V_A H_
CGACGCCAGCGGCAAGAGAGTGTACTACCTGACCAGGGACCCCACCACCCCTCTGGCCAG
318l-~-=~=— - Fomm—————— tomm—— R Rttt e Fommm +
GCTGCGGTCGCCGTTCTCTCACATGATGGACTGGTCCCTGGGGTGGTGGGGAGACCGGTC
_P__A;_S__G__FL_B;_y;_Y__X__L__Q_J{_}L_P__T__T__R__L__A__R_
AGCCGCCTGGGAGACAGTGAGACACACCCCCGTGARCAGCTGGCTGGGCAACATCATCAT
3241_—"'-‘-—“"' ------- + _________ + _________ + “““““““““ + --------- +
TCGGCGGACCCTCTGTCACTCTGTGTEGGGGCACTTGTCGACCGACCCGTTGTAGTAGTA
_A__A__W__E__?__)[_}{_J{__2__3_;V__N__S__W__L__G__N__;__{_}1_
GTACGCCCCTACCCTGTGGGCCAGAATGATCCTGATGACCCACTTCTTCAGCATCCTGCT
3301------—-- Fom——————— t-———————— Fommm Fomom————— Fommm +
CATGCGGGGATGGGACACCCGGTCTTACTAGGACTACTGGGTGAAGAAGTCGTAGGACGA
__Y___A___.P__T_L__W____A___R___M__I__L_M__T___H___F_E‘___S_I___L__I.._
GGCCCAGGAGCAGCTGGAGAAGGCCCTGGACTGCCAGATCTACGGCGCCTGCTACAGCAT
3361-—~-=-~--- to—mm————— prmmm— - Fmm——————— Fomm e ——— dom - +
CCGGGTCCTCGTCGACCTCTTCCGGGACCTGACGGTCTAGATGCCGCGGACGATGTCGTA

CGAGCCTCTGGACCTGCCTCAGATCATCGAGAGACTGCACGGCCTGAGCGCCTTCAGCCT
3421----===--- Fmmm tommm - tomm Fomm - fommm e +
GCTCGGAGACCTGGACGGAGTCTAGTAGCTCTCTGACGTGCCGGACTCGCGGAAGTCGGA

E P L D L P ©Q I I E R L H G L S A F S L

GCCACCTCTGAGAGTGTGGCGGCACAGAGCCAGATCTGTGAGGGCCAAGCTGCTGTCCCA
3541-—---=—~- tmm e ——— B i o m e trmmm————— - ——— +
CGGTGGAGACTCTCACACCGCCGTGTCTCGGTCTAGACACTCCCGGTTCGACGACAGGGT

P P L R V W R H R A R 8§ V R A K L L 8 Q

CCCGCCGTCCCGGCGGTGGACACCGTTCATGGACAAGTTGACCCGGCACTCCTGTTTCGA
G G R A A T C G K Y L F N W A V R T K L

s s s . s e e s S et ey i ey o trets " i Aottt .
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GATGTTACCGCCGCTGTAGATGGTGTCGGACAGGTCCCGGTCCGGATCTACTACTCCTCG

AGGTCGAAAACAAGGG
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Fig. §
Proteina de tusdo 4A-3-5B
Otimizada para expressdo em: Pichia pastoris

:

ATGGGGTCCGTTGTTATCGTTGGTAGAATCATCTTGTCTGGTTCTGGTTCCGCTCCAATT

61 ----—--e- tmm——————— L tommm————— frmm—————— fomm +

121~ tm———————— Fom o Fom—m - Fomm— e ——— R e +
TCICIGTICTTGGTTCAACTGCCTCTJCA? GTCTAAAACAGGTGACGATGAGTCAGAARG
R D K N Q v.D G E V Q VL S T A T Q S F

——— — — S—— T . —— s s e gt g i et s s W it e et

181 -~-mmmm—— Fmm Fom e Fmm e tomm e R et +
AACCGATGAACACAATTGCCACAARCRACCTGACAAATGCGACCACGACCAAGATTTTGA
L AT C V.N G V C W T V Y A G A G S K T

TTGGCTGGTCCARAGCGTCCAARTCACTCAGATGTACACARACGTTGACCAGGATTTGGTT
241 =——mem——o R R B ettt e Fommmm +
ARCCGACCAGGTTTCCCAGGTTAGTGAGTCTACATGTGTTTGCAACTGGTCCTAAACCAA

301 ~—=--mmme e fmm e e Fommmm e +

TTGTACTTGGTTACT JnCACGCTCACUTTATPCLAGThPUPAGADCAGGAGACTCCAGA

3] ~-mmem e L T p—— fm - ——— e B R BT L pup— b — +
AAPATCAACLAATCALCTGTGFC ”TGCAEWA SCETCAATC TTCTCCTCTCAGGTCT
L ¥ & VvV T . R H A D ¢V .2 »

421 —-----—-= Fomm et tom s Formm—————— T ——— —t - ——————— +
LCTAGAAACAACAGuGCTTLTGGTPAAAG%ATGKFCTT CCCTAG AACGCCACCAGGTAAC
G_S_L L_S P R _P_V. S Y L KGS S GG PL

TTCTGTCCATCCGGT”ACCTTGTmGCTATTTTCAGAPCT CTCTTTGLACIAFAGGTGTT
481 ~--——we—— P Fo o i e | L i tmm e ———— +

AACACAGGTAGGLCAG”GCAACAFCCAlAAAAGTCTCCACGACAAACDTGATCTCCACAA

L € P 8§ G H VvV V.G. I F R A AV C T R G V

541 —memmmmhmdemmm et b e fmm i e —————— B +
CGATTCCGACARCTGAAGTAGGGTCARCTCAGS I’r‘CC'.' CTGP TGATACTCTAGGGGTCAA
A_K A _V_D F'_I P VvV _E.8 ¥ ®% T T M R S P _V__

el e T e S TN NS St SUNSN

TTCACTGACAACTCTTCCCTAC C‘T(‘CT(;T’T’CCACADAC"”'I‘(,CDAG’T’TGCTCAC‘T’T‘G(“AT

601 *'*—-?—-‘+—-~‘—‘—*-+—-~~—*—"-*-~ ------------------- o mm +
: TTCARCGAETGAACGTA _
7v A H L B

GLTCCAACTGPTTC"CG‘R“CTCQ?““AAC TTCCAGCTCCTTKCGCTGCTCAAGGTTAC



©

“~

CGAGGTTGACCAAGACCATTCAGGTGATTCCAAGGTCGACGAATGCGACGAGTTCCAATG
A P T G 8 G K 8 T K V P A A Y A A Q G X

721 ~=wmmmmem Fomm e ———— tom e R Fmmm—————— Foemmm————— +

781 ——==~—-=m tommm———— Fommmm B bl pmm e ————— tom - +

Bttt el it T R e

CCTATTACTTACTCCGCTTACGGARAGTTTTTGGCTGACGGTGGTTGTTCTGGTGGTGCT
841 ~—-—e--~— Fomm—————— tommm————— Fem— . ——— Fot - tom - +

GGATAATGAATGAGGCGAATGCCTTTCARAABCCGACTGCCRCCAACRAGACCACCACGA

P I T Y S A ¥ G K F L A D G G C S G G A

901 ----~--——- Fom e ————— Fommmm e Fom e ———— Fommm—————— +

Yy D I I I C P ®m C H S8 T D W T T I L G I

961 ----—-—-- o i el ST L e e +
CCATGACARAACCTGGTTCGACTTTGACGACCACGATCTARCCAACARRACCGATGACGA
G T V_ L D Q A E T A G A R L V V L A T A

ACTCCACCAGGTTCCATTACTGTTCCACACCCAAACATCGAGGAAGTTGCTTTGTCTAAC

TGAGGTGGTCCARGGTAATGACAAGGTG TGGG‘TTGTACCTCC”TCAALGAAACAGATTG
T P P G -8 I T VvV 2 H P M _I -3_ E V. A L S N _

ACTFGACACATCCLAWTCTPC(GnDACCPTATCCCAATTGICFCIATCAPCGGTGGTPGA

1081-——mmmm GG +
TCACCTCTCTAGCEGT APGATCPCqQJCL;AIHCFﬂmHA}V?CPCLTﬂGﬂTCCCPLCATuT
Tr & E T P.F Y' G K O» C ) I K G .G. R

CACTTGATTTTCTGTCACTC C(‘AALA.I-\GT 1
GTGAACTARAAGACAGTGAGGTTCT TCTTCRCACTGCTS S AACCGACGAT TCAACTGACCT
TTGGGATTGAACGCTGTTGCT TRCTACA GAGGA‘I‘TGGACGT’T‘TCCG'T‘TATCCCAACTTCC

AACCPTAACTTGCGACAAC&AATGATCTLTCFPAACCLGCRAﬁGGCAATAGGGTTGAFGG
L G L N . A V l Y Y"R G L D V-8 VvV I P T S

CCACTACAACARCAACRACGATGACTGCGRAACTACTGACCARAGTGACCACTGAAGCTG
GDVVVVATDALNTCFT_*_G__D_»'F__“D___

TCCGTTATCGACTGTARC AC’E’I‘G,TGTTAC'I‘C.A_GACT_GTTGACTTCTCCTTGGACCQF.ACT
1321-.4.,;..\.,- ..___)n________.{,_‘_......V_...:...+_.. ..-_.4_..‘.—1‘:' ______ e — + [, +
AGGCAATAGCTGACATTGTCAACACAATGAGT“‘GPCAACTbAnCAGGAPLCTCGGT”GA
S_V_ I D _C N %.C.V T.Q_ T VD F S LD P T

TTCACTATCGAGACTACTDCTGTTCCTCRACA GSCTETTTCCEGATCCCAARGARGAGGT

1381~—~cermm = to—m hm e TR B +
AAGTGATAGCTCTGRTGATGACAR GGﬂGITCTuCGACAPAGGTCTAGGGTTTCTTCTCCA
¥ T I E T ® T V P QO D .A V S Q S Q R R G-
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GCTACTGGTAGAGGAAGATCCGGTATCTACAGATTCGTTACTCCAGGTGAAAGACCATCT

GGAATGTTCGACTCCTCCGTTTTGTGTGAATGTTACGACGCTGGTTGTGCTTGGTACGAA

1501--~----w- o ————— e Fommm————— tom—————— Fmmmm e +
CCTTACAAGCTGAGGAGGCAARACACACTTACAATGCTGCGACCAACACGAACCATGCTT
G M F D 8 8 V L C E C Y D A G C A W Y E

GTTTGTCAAGACCACTTGGAATTCTGGGAGTCCGTTTTCACTGGATTGACTCACATTGAC
1621--~-=~-~- Fomm - B ettt Fomm s Fommmm - fmmm - +

CAARCAGTTCTGGTGAACCTTARGACCCTCAGGCAARAGTGACCTAACTGAGTGTAACTG

GCTCACTTTTTGTCCCAAACTAAGCAGGCTGGTGACAACTTTCCATACTTGGTTGCTTAC
168l--=-muu-- tmmm—————— te——————— e e Frmmm—————— +
CGAGTGAARRACAGGGTTTGATTCGTCCGACCACTGTTGAAAGGTATGAACCAACGAATG

CAGGCTACTGTTTGTGCTAGAGCACAAGCTCCACCACCATCTTGGGATCAGATGTGGRAG
1741--—---~-—~ Fomm———— e Fmm—————— Fom Fommm———— +
GTCCGATGACAAACACGATCTCGTGTTCGAGGTGGTGGTAGAACCCTAGTCTACACCTTC

GCTuTTCAGAACGAGATCACTTTGACTChCCCAATLACTAPGTTCGTTATGGCTTGCATG
1861--=-~—==~ tmmm—— e T I R tommmm——— +

CGACAAGTCTTGCTCTAGTGAAACTGAGTGGGT TAGTGATTCARGCAATACCGAACGTAC

A_V_O N E I T L T H P I T™ K F V M A C M

AGACGACTGAACCTTCAACAACCAAGGCCTAGACCAAGGTACAGGATGTGAACCTGACCA
S__A;_p__;L_E__y;_v__q__s__G__S__G__S_J@__S__X__T__W__T__G__
GCTTTGATCACTCCATGTGCTGCTGAAGAATCCAAGTTGCCAATCARCCCATTGTCCAAC
1981--------~ to——m———— pomm frmmm——— to—m—mmm - tomm +
CGARACTAGTGAGGTACACGACGACTTCTTAGGTTCAACGGTTAGTTGGGTAACAGGTTG
A L I T P C A A E_E_S K L P I N P L S N _
TCTTTGTTGAGACACCACTCCATGGTTTACTCCACTACTTCCAGATCCGCTTCCTTGAGA
2041-~~~--~~~- Fom Fo—m——————- Femmm - fommm - e +
AGAAACAACTCTGTGGTGAGGTACCAAATGAGGTGATGAAGGTCTAGGCGARAGGAACTCT
S__L__L__R__H__ﬁ__S__yL_y;_Y__S__T__T__S__R__S__A__S_~L__R__
CAGRAGARGGTTACATTCGACAGATTGCASGTTTT 2GACGACCACTACAGAGATGTTTTG
2101-------~- frmm———— e fomm tmmm fmm——————— Fomm - +
GTCTTCTTCCAATGTAAGCTGTCTARCGTCCAAAACCTGCTGGTGATGTCTCTACAAAAC

_.__-__.____.——__...-.____._—.._..__——_.—_..

AAGGAGATGAAGCCTAPGGCTTC”ACTGTTAAGGCTAGATTGlTGTCCATTGAGGAGGCT
2161-=----n-— Fmmm———— - o ——— e ————— Fmmm——— tmmmmm e +
TTCCTCTACTTCCGATTCCGAAGGTGACAATTCCGATCTAARCAACAGGTAACTCCTCCGA
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TGTAAGTTGACTCCACCACACTCTGCTAAGTCCAAGTTTGGTTACGGTGCTAAGGATGTT
oo fom—mm———— B fmmmm e e Fommmmmm e +
ACATTCAACTGAGGTGGTGTGAGACGATTCAGGTTCAAACCAATGCCACGATTCCTACAA

o
28]
o

-

AGATCCTTGTCCTCCAGAGCTGTTAACCACATCAGATCCGTTTGGGAGGATTTGTTGGAG
2281 -—~~————— o te—m—————— e pmm——————— e +
TCTAGGAACAGGAGGTCTCGACAATTGGTGTAGTCTAGGCARACCCTCCTARACAACCTC

GACACTGAGACTCCAARTCGACACTACTATCATGGCTAAGAACGAGGTTTTCTGTGTTCAA
2341-----mmmn PO fme e fmmmm e R PR +
CTGTGACTCTGAGGTTAGCTGTGATGATAGTACCGATTCTTGCTCCAAAAGACACAAGTT

GGTCTCTTCCCACCTTCTTTCGGTCGATCTAACTAGCAAAAGGGTCTGAACCCACAATCT
P_E K G G R K P A R L I V _F P D L G_V_R__
GTTTGTGAGAAGATGGCTTTGTACGACGTTGTTTCCACTTTGCCACAGGCTGTTATGGGA
2461l~~=w-mm—m Fommmm———— pmmm— e mmm Fomm——————— fmmm—————— +
CAAACACTCTTCTACCGAAACATGCTGCAACARAGGTGAAACGGTGTCCGACAATACCCT
V__C,mg__3;_}{_;3__L_~¥__P__§C_J(__S__1__L__?__Q__A__V__M;_G__
CCATCTTACGGTTTCCAATACTCCCCAGGACAAAGAGTTGAGTTCTTGGTTAACACTTGG
252]1--~mwmmm Fom R et tomm——————— fomm e ———— fomm +
GGTAGAATGCCAAAGGTTATGAGGGGTCCTGTTTCTCAACTCAAGAACCAATTGTGAACC

— m— s i bt e, emtte e st s T s | s | s e s | e e, v st

AAGTCCAAGAAATGTCCAATGGGATTCTCCTACAACACTAGATGTTTCGACTCCACTGTT
L e . b meme e PORERE—— Fommmmmmm o TR +
TTCAGGTTCTTTACAGGTTACCCTAAGAGGATGTTGTGATCTACARAGCTGAGGTGACAA

GCTAGACAAGCTATCAAGTCCTTGACTGAGAGATTGTACATCGGTGGTCCTTTGACTAAC

2701-=~=mm e Fmmm—— e Fomm—————— pommm tomm—m———— Frmm—————— +
CGATCTGTTCGATAGTTCAGGAACTGACTCTCTAACATGTAGCCACCAGGAAACTGATTG
A__R_~Q_;A__I__K__S__L__T__ﬁ__R__L__X__I__G__G__P__}L_i__ﬂ__
TCCAAGGGACAGAACTGTGGTTACAGAAGATGTAGAGCTTCCGGTGTTTTGACTACTTCC

2761-=-—=nmm L R i Fommmm Frmmmmmm - Femm +
AGGTTCCCTGTCTTGACACCAATGTCTTCTACATCTCGAAGGCCACARAACTGATGAAGG
S__KL_G__Q__N__C__G__X__B;_R_;C__R__A__S_J{_)L_}L_ﬁ__T__S__
TGTGGTAACACTTTGACTTGTTACTTGAAGGCTACTGCTGCTTGTAGAGCTGCTAAATTG

2821-~-~~-—-- - e it Fommm - e tom - +
ACRCCATTGTGAAACTGAARCAATGAACTTCCGATGACGACGAACATC TCGACGATTTAAC
C G N T L T C Y L K A T A A C R A A K L

ACTCAAGAAGATGCTGCTTCTTTGAGAGTTTTCACAGAGGC TATGACTAGATACTCTGCT



GGTGGACCACTAGGTGGTGTTGGTCTTATGCTGAACCTCAACTAGTGAAGGACAAGGAGG
P P G b P P Q P E Y DL EIL I T S C S S

T mmm e e et e i e e et ) . i e ettt e e et e e

TTGéGTAACATCATCATGTACGCTCCAACTTTGTGGGCTAGAATGATCTTGATGACTCAC
3181--~=-~--- P m——— Frm e ———— e et B ST Fom e +
AACCCATTGTAGTAGTACATGCGAGGTTGAAACACCCGATCTTACTAGAACTACTGAGTG
IL_fi__N__I__;__}(__Y__}\__E__T__LL_}L_]X.}K“}%__I__}L"}{__T__H__
TTCTTCTCCATCTTGTTGGCTCAAGAGCAATTGGAARAGGCTTTGGACTGTCAGATTTAC
3241---~—~--- Fom e ho e ————— P — tomm————— e +
AAGARAGAGGTAGAACAACCGAGTTCTCGTTAACCTTTTCCGARACCTGACAGTCTAAATG
F_F 5 I L L A Q E 0 L E K A.L D C Q I v

GGTGCTTGTTACTCCATTGAGCCATTGGACTTGCCACAGATCATTGAGAGATTGCACGGT

3301~--=-—--- e Fmm e Fre pommm e e ———— +
CCACGAACAATGAGGTAACTCGGTAACCTGAACGGTGTCTAGTAACTCTCTAACGTGCCA
G A C Y S I 8 P L D L P Q I I B R L H G

L__Sm;A__E__S__L_~H__S__Y__S__P__G__ﬁ__I_“N~_R__Y__A__S__C__
TTGAGAAAGTTGGGTGTTCCACCATTGAGAGTTTGGAGACACAGAGCTAGATCCGTTAGA
3421~ tm ey LR —— e e e e e e e e +

AACTCTTTCAACCCACRAGGTGGTAACTCTCARACCTCTGTGTCTCEATCTAGGCAATCT

GCTAAGTTGTTGTCCCAAGGTGGAAGAGCTGCTACTTGTGGTAAGTACTTGTTCAACTGG
3481-----—--- Fom e ——— o ——— e Fome e e e Fmmm - +
GATTCAACAACAGGGTTCCACCTTCTCGACGATGAACACCATTCATGAACAAGTTGACC

e A e i e I e el R R PR ARSI SRR AU SUOR s AR SV A SRR

GCTGTTAGAACAAAGTTGAAGTTGACTCCTATTCCTGCTGCTTCCCAATTGGATTTGTCC
3541~=—~coon o mm e R — T . +
CGACAATCTTGTTTCAACTTCAACTGAGGATAAGGACGACGAAGGGTTAACCTAAACAGG
A‘_V~_R*_T__K__L__K__L__m__P_mI_“P__A__A_~S__Q__L__p__L__S__
GGTTGGTTTGTTGCTGGTTACAACGGTGGTGACATCTACCACTCTTTGTCCAGAGCTAGA
£ 10 P e m b e ey LT T T
CCAACCAAACAACGACCAATGTTGCCACCRCTGTAGATGCTGAGRAACAGGTCTCGATCT
G__W__3-4“;;3_“qi_¥_~ﬁ;~9__Ftﬁp_ml__ynma__S__L__S__B;_A;_R__

CCAAGATAATAGACTAGTGGATCC

3661~--——-—n Fmmm oo
GGTTOTATTATCTGATCACCIAGE
PR % % e
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Fig. 6
_ Proteina de fusdo 4A-3-4B-5B
Otinizada para expressdo em Pichia pastoris

ATGGGGTCCGTTGTTATCGTTGGTAGAATCATCTTGTCTGGTTCTGGTTCCGCTCCAATT
————————— et et e T &

TACCCCAGGCAACAATAGCAACCATCTTAGTAGARCAGACCAAGACCAAGGCGAGGTTAA
M G S V VI V G R I I L S G S G S A P 1

ACTGCTTACTCCCAGCAGACTAGAGGATTGTTGGGTTGTATCATCACTTCCTTGACTGGT

————————— et D e i T
TGACGAATGAGGGTCGTCTGATCTCCTAACAACCCAACATAGTAGTGAAGGAACTGACCA
T A Y 8 Q Q T R 66 L L 6 €C I I T S L T G

AGAGACAAGAACCAAGTTGACGGAGAGGTTCAGGTTTTGTCCACTGCTACTCAGTCTTTC
————————— e it B et D s 1
TCTCTGTTCTTGGTTCAACTGCCTCTCCAAGTCCARAACAGGTGACGATGAGTCAGAAAG

TTGGCTACTTGTGTTAACGGTGTTTGTTGGACTGTTTACGCTGGTGCTGGTTCTAAAACT
————————— e it e et PP e

AACCGATGAACACAATTGCCACAAACAACCTGACAAATGCGACCACGACCAAGATTTTGA

TTGGCTGGTCCAAAGGGTCCAATCACTCAGATGTACACARACGTTGACCAGGATTTGGTT
————————— A e e e e ey
ARCCGACCAGGTTTCCCAGGTTAGTGAGTCTACATGTGTTTGCARCTGGTCCTARACCAA

GGTTGGCCAGCTCCACCAGGTGCTAGATCCATGACTCCATGTACTTGTGGTTCCTCCGAC
---------- e e e Tararet TP SR
CCAACCGGTCGAGGTGGTCCACGATCTAGGTACTGAGGTACATGAARCACCAAGGAGGCTG
G__W__Q_;A__2__R__G__A__B__S__M__T__P__C__T__C__G__S__S__D__
TTGTACTTGGTTACTAGACACGCTGACGTTATCCCAGTTAGAAGAAGAGGAGACTCCAGA
————————— et it e e T T T up——
ARCATGAACCRATGATCTGTGCGACTGCAATAGGGTCAATCTTCTTCTCCTCTGAGGTCT
Q__x__p_;v__T__R__H__ﬁ;_D_;V__I__P__y;_B;_R;_B;_Q__D__S__R__
GGATCTTTGTTGTCCCCAAGACCAGTTTCTTACT TGAAGGGATCTTCCGGTGGTCCATTG
————————— e ittt ittt ST TP
CCTAGAAACAACAGGGGTTCTGGTCAAAGAATGAACTTCCCTAGAAGGCCACCAGGTAAC
G__S___L__L___S___.P__.R_____P____V’__S___Y____L____K____G___S___S‘_____'G__G__.P_‘___L____~
TTGTGTCCATCCGGTCACGTTGTTGGTATTTTCAGAGCTGCTGTTTGTACTAGAGGTGTT
————————— e it B e e T
AACACAGGTAGGCCAGTGCAACAACCATAAARAGTCTCGACGACAAACATGATCTCCACAA
L C P S G H V vV 6 I F R A AV C TR G V

TTCACTGACAACTCTTCCCZACCTGCTGTTCCACARAACTTTCCAAGTTGCTCACTTGCAT
————————— i et it s

AAGTGACTGTTGAGAAGGGGTGGACGACAAGGTGTTTGAAAGGTTCAACGAGTGAACGTA

CGAGGTTGACCAAGACCATTCAGGTGATTCCAAGGTCGACGAATGCGACGAGTTCCRATG
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781 —---mmmem o Fom e e to—m - e +

841 -------—- o Fo—m— - pom trmmmmm———— Fomm—m———- +
GGATAATGAATGAGGCGAATGCCTTTCAARAACCGACTGCCACCARCAAGACCACCACGA
P_ I T Y S A Y G K F L A D G G C S G G a

901 ----mm——- trmm————— Fo—— e Fmmmm - R tommm———— +

—m— e —— —— e — e e ity e s . s s e . it e v

961 -----m—mm- tomm—————— e tatat R ettt e e +

TCCAAGGTARTGACAAGGTCT ”GGTTTGTAGCTCLTTCAACGAAACAGATTG

ACTGGAGAGATCCCATTCTACGGAAAGGCTATCCCAATTGAGGCTATCAAGGGTGGTAGA
108l----=-m== fomm - to - ———— e Frmmmm———— e +
TGACCTCTCTAGGGTAARGATGCCTTTCCGATAGGGTTAACTCCGATAGTTCCCACCATCT

TTGGGATTGAACGCmGTTGCTTACTA”AGAGGATTGGACCTTTCCGTTATCC”AACTTCC

1201--—~—--—~- o o —— e it mm e R R aitadatet +
AACCCTAACTTGCGACAACGAATGATGTCTCCTAACCTGCAAAGGCAATAGGGTTGAAGG
L G L N A VvV A .Y ¥ R G L b VvV 8 VvV I P T 8

CCACTACAACARCAACAACGATGACTGCGAAACTACTGACCARAGTGACCACTGAAGCTG
G.2 ¥ _V_V_V_A 'I-"___D_-*_.ﬁ’%.‘;_ ML M T G _F T G D _F_D__

TCCGTTATCGACTGTAACACTTGTG“TPC”CACAC1GTTLACTTCTCCTTGGACCCAACT

AGGCAATAGCTGACATTGTGAACACAATGAGTCTGACAACTGAAGAGGAACCTGGGTTGA
S__V_~I__D__C;_N_“T__FL;}t_ﬁl_ﬂk_jL_ﬁ;ﬂp__F__S__L__p_;P__T__

TTCACTATCGAGACTAC ACTGTTCCTCAAGAFGCTGTTTCCACATCCCAAPGAAGAGGT

GCTACTGGTAGAGGAAGATCCGGTAT””ACPSRTTCGTTACTCCAGGTGAAAGACCATCT



L2

CGATGACCATCTCCTTCTAGGCCATAGATGTCTAAGCAATGAGGTCCACTTTCTGGTAGA
A T G_R G R S G_I Y R F V. T P G E R P S _
GGAATGTTCGACTCCTCCGTTTTGTGTGAATGTTACGACGCTGGTTGTGCTTGGTACGAA
1501~~==wveem Frm—— Fomm - L it Fommm - tommmm———— +
CCTTACAAGCTGAGGAGGCAAAACACACTTACAATGCTGCGACCAACACGARCCATGCTT
Q_J{_J{_J{__S__S__V;_L__C__E__p__Y__D__A;_G__C_;&_J(_)L_ﬁ__
TTGACTCCAGCTGAGACTACTGTTAGATTGAGAGCTTACTTGAACRCTCCAGGATTGCCA
1561~~--~—=~-~ o ———— Fommm——— - Fom oo ——— Frmmmm +
ARCTGAGGTCGACTCTGATGACAATCTAACTCTCGAATGAACTTGTGAGGTCCTAACGGT
L T P_A E T T V R L R A Y L N T P G L P _
GTTTGTCAAGACCACTTGGAATTCTGGGAGTCCGTTTTCACTGGATTGACTCACATTGAC
1621--=-~~=~—~ Fom—————— Fm———————— Fm—— Fomm—————— Femmmme +
CAAACAGTTCTGGTGAACCTTAAGACCCTCAGGCARAAGTGACCTAACTGAGTGTAACTG
V_C 0 D H L E F WE S V F T GG L T H I D

CGAGTGAARAACAGGGTTTGATTCGTCCGACCACTGTTGARAGGTATGAACCAACGAATG
A__H__E_“L__S__Q__T__K__Q__A__G__D__N__F__P__X__LL_)L_ﬁ;_Y__
CAGGCTACTGTTTGTGCTAGAGCACRAGCTCCACCACCATCTTGGGATCAGATGTGGAAG
1741--——=———- Fo——————— Fe————— Fo—m e pommmmm— - pomm—————— +
GTCCGATGACRAACACGATCTCGTGTTCGAGGTGGTGGTAGAACCCTAGTCTACACCTTC

s s s i i ettt ettt s it i . et e et g, et .ttt

TCTGCTGACTTGGAAGTTGTTTCCTTGATGGCTTTCACTGCTTCCATTACTTCCCCATTG

1921-=-mmmm - fmmm————— fmm——————— Fomm— e ——— b ——— fom——————- +
AGACGACTGAACCTTCAACAAAGGAACTACCGARAGTGACGAAGGTAATGAAGGGGTAAC
S A D L E V V S L M A F T A S I T S P L

TGATGAGTCTTGTGAAACAACAAGTTGTAGAACLCTCCTACCCARCGTCGAGTTAACAGG
T__T__Q__N__T__;L_}L_FL_N__I__L__G_J%_J{_jﬁ_ft_ft_ﬁL_}L_s__
ATGTCCTACACTTGGACTGGTGCTTTGATCACTCCATGTGCTGCTGAAGAATCCAAGTTG
2041~-~---—-- dmmm e Rt i Fommm e Fommmm e +
TACAGGATGTGAACCTGACCACGAAACTAGTGAGGTACACGACGACTTCTTAGGTTCAARC
M S ¥ T W T G A L I T P C A A E E S K L

TCCAGATCCGCTTCCTTGAGACAGAAGAAGGTTACATTCGACAGATTGCAGGTTTTGGAC
2161-----—-=-- tomm—m - Frm oot to—m Fommmm - +
AGGTCTAGGCGAAGGRAACTCTGTCTTCTTCCAATGTAAGCTGTCTAACGTCCARAACCTG
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GACCACTACAGAGATGTTTTGAAGGAGATGAAGGCTAAGGCTTCCACTGTTAAGGCTAGA
GRAG
T V K A R

D H Y R D V L K E M |
TTGTTGTCCATTGAGGAGGCTTGTAAGTTGECTCCACCACACTCTGCTAAGTCCAAGTTT
AGGTAACTCCTCCGPACAmTFAACTuAFGTGCTGm SAGACGATTCAGGTTCAAA
-H 3 K F

RN

L.S .

APTRAC
~.______I——._-_..._——_
GGTTACGGTGCTAAGGATGTTAGATC01TGTLCTCCACAGPTG”TAACCACATCAGGTCT

Fomm - oo m e R aialate +
I_R_S

CCAATGCCACGATTCCTACAATCTAGGRACAGGAGGTCTCGACAATTGGTGTAGTCCAGA
5 Q A
_________________ }._.______-_.}.

222} -=—~m=mm—— +
CTGGTGATGTCTCTACAAAACTTCC”
228l--=---~--~ o Fomm e
L L S8 E E A C K IL
2341---~—mm-- to—mmm————
G _Y¥Y G A K- D V. R 8§

Y_j[_F“_P“_LnﬂL E

GGGTGT

TTCCCAGACTT

2521 s e
AAGGGTCTGAACCCACAA
_L G V
TTGCCACAGG01GTTA GGGACCAT”mTACUGTFTCCAP TACTCCCCAGGACRAAGAGTT
o S e i +
S P G Q R V__

P. D

.

L_Pp Q A V

E_F L V

R C F 'D

ACARGTTGGTCTCTTCC
P B K _G G
TGAGARGATGCCT T GTACGACGTTGTTTCCACT
............. Et -—-""‘——"""r-'“"—-————'f'"“-"‘—"—-'i'
AACR2AGGTGA

dAGTTCTTCGTTRA
2641l mm—mw ey ;
LTCAACAACPAFTTGTGALPCTWCAGGTFFTTM“C
‘I{;~T~ ~S;
hGATGTT*CCACTCCAgTGTTACTPAFAACGACATCACAACACAGGAGT CATCTACCAG
. 3
Y Q

B

D T

CAAACCCTCCTAAFCAACCTCC*GTGPCTCTGAGGWTPGCTGTCATGATAGTACCCPTTC
T p I

TAGAGTTTG
-+
TPZ‘}\’)K AC

R;mVﬂ_C

hnl
o o

AACGGTGTCCS ACAAmAPcc ‘GETAGAATGCCRAARGGTTATCAGGGGTCCTGTTTC
G S;ijL_
‘CTCCTACAACACT

ACTTGGARGTCC

I .__..'G.'..A._
R e SR L S b e e el Jm— e —— e —————— +
ACCCTAAGAGGATGTTGTGA
T

W K

s;_T_;V;

TCTALAAAGCTGAGGTGDCAATGPCTCTTGCTGTAGTCT“GTCTCCTCAGGTAFATGGTC
I

‘g T T 7

V N H

D T T I

ﬂTTTGGGAGGATTTGTTPGAGGBCACTGACACTCPAITCCACACLACTATCATGGCTAAG
I_ M A _K

A R L

2401l-—==—-—-=~1 b +
ARCGAGGTTTTCTGTGTTCAACCAGAGAAGGGTGGARGAAAGCCAGCTAGATTGATCGTT
TTCT TTCGuTCGATCTAACTAGCAA
I v

TGCTGC
S__?__

CTACCCARACA
Y D Vv _V

m(

+

TCAA

3

Y
lCC“ﬁ”CCGP

CAAGE
AGGT
Y N

_;P_;p{_}; ‘F_S

K_K_,

R T E E S

T_ ] E N D

C G Y R R C R _A

TAGCCACCPGGAAACTGATTGAFCTTPCCTGTCTTCAFPCCAATGTCTTCTACATCTCGA

I

G. G..P. .L_.T. N S K G kel
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CGAACATCTCGACGATTTAACGTCCTGACATGATACAACCAATTGCCATTGCTGAACCAA
A C R A A K L Q D C T™MUL UV NG N D L V
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CAATAGACACTCAGGCGACCATGAGTTCTTCTACGACGRAGAAACTCTCAARAAGTGTCTC
V_I C E S A G T Q E D A A S L R V F T E__
GCTATGACTAGATACTCTGCTCCACCTGGTGATCCACCACAACCAGAATACGACTTGGAG
3061--------- trmrm————— tommm————— pommmmme trmmmm— - Fomm - +
CGATACTGATCTATGAGACGAGGTGGACCACTAGGTGGTGTTGGTCTTATGCTGAACCTC
A M T R Y S A P P G D P P Q P E Y D L E__
TTGATCACTTCCTGTTCCTCCAATGTTGGTGTTGCTCACGATGCTTCCGGARAGAGAGTT
3121--=~-=~--- tomm R fpommmm fommm e o ——— +
AACTAGTGAAGGACAAGGAGGTTACAACCACAACGAGTGCTACGARAGGCCTTTCTCTCAA
L I T S C S S N V. G V A H D A s G K R V__
TACTACTTGACTAGAGACCCAACTACTCCATTCGCTAGAGCTGCTTGGGAAACTGTTAGA
3181---=~==-—~ tormm—————— o it R ettt Fommm e +
ATGATGAACTGATCTCTGGGTTGATGAGGTAACCGATCTCGACGAACCCTTTGACAATCT
Y Y L T R D P T T P L A R A A W E T V_R__
CACACTCCAGTTAACTCCTGGTTGGGTAACATCATCATGTACGCTCCAACTTTGTGGGCT
3241-------~~ tom—mm— e e tommm tomm pomm e +
GTGTGAGGTCAATTGAGGACCAACCCATTGTAGTAGTACATGCGAGGTTGAAACACCCGA
H T P VN S W L G N I I M Y A P T L W A
AGAATGATCTTGATGACTCACTTCTTCTCCATCTTGTTGGCTCAARGAGCARATTGGAAAAG
3301----~==-- Ao Fommm R e L e o +
TCTTACTAGAACTACTGAGTGAAGAAGAGGTAGAACAACCGAGTTCTCGTTAACCTTTTC
R M I L M T H F F S I L L A Q E Q@ L =& K
GCTTTGGACTGTCAGATTTACGGTGCTTGTTACTCCATTGAGCCATTGGACTTGCCACAG
3361-~-~--- B e R pormmmmm e R tommm—e - +
CGAAACCTGACAGTCTAARATGCCACGRACAATGAGGTAACTCGGTAACCTGAACGGTGTC
A_L D C Q I ¥ G A C Y s I E P L D L P O
ATCATTGAGAGATTGCACGGTTTGTCTGCTTTCTCTTTGCACTCTTACTCCCCTGGTGAA
3421 -—- - - oo mm e et B e e tatatatat e +
TAGTAACTCTCTAACGTGCCAARACAGACGAAAGAGAAACGTGAGAATGAGGGGACCACTT
I__I _E R L H G L S A F S L H S Y S P G E__
ATCAACAGAGTTGCTTCCTGTTTGAGAAAGTTGGGTGTTCCACCATTGAGAGTTTGGAGA
348l-—-==-~=~- Fommm R pmmmmm - fomm e ——— Fommmm - +
TAGTTGTCTCAACGAAGGACAAACTCTTTCAACCCACAAGGTGGTAACTCTCAAACCTCT
I N R V A 8 C L R K L G V P P L R V_W R
CACAGAGCTAGATCCGTTAGAGCTAAGTTGTTGTCCCAAGGTGGAAGAGCTGCTACTTGT
3541----—~-——-~ tmmm—————— Fomm—————— Fmm e Fomm o ———— e +
GTGTCTCGATCTAGGCAATCTCGATTCAACAACAGGGTTCCACCTTCTCGACGATGAACA
H R A R 8 V. R A K L L S Q G G R A A T C
GGTAAGTACTTGTTCAACTGGGCTGTTAGAACAAAGTTGAAGTTGACTCCTATTCCTGCT
3601---~~-~-~ Frmm Fom e i Fommmmm Fmmm e +
CCATTCATGAACAAGTTGACCCGACAATCTTGTTTCAACTTCAACTGAGGATAAGGACGA
G K ¥ L F N W A V R T KL K L T P I P A

CGAAGGGTTAACCTAAACAGGCCAACCALACAACGACCAATGTTGCCACCACTGTAGATG
A S QL DL S G W F V A G Y N G G D I Y
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CACTCTTTGTCCAGAGCTAGACCAAGATAATAGACTAGTGGATCC
3721-=—~m-— o Fomm—————— Fmmmmmm e tem———

GTGAGAAACAGGTCTCGATCTGGTTCTATTATCTGATCACCTAGG
B s I c n .Y n b= R ® "
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Fig. 7
Proteina de fusdo 4A-3-5B
Otimizada para Escherichia coli
AGGGCGAATTGGGTACCATGGGGAGCGTTGTTATTGTTGGCCGCATTATTCTGAGCGGTA

ACCTAGTCCTAGACCAACCAARCCGGCCGCGGCGGCCCACGGGCATCGTACTGGGGCACAT
D Q D L V G W P A P P G A R S M T P C T

CGTCGCCACCAGGCGACGACACAGGCTCGCCAGTACACCACCCATAAAAAGCACGGCGGC
S G G P L L C P S G H VV G I F R A A V

AAACATGGGCACCACACCGCTTTCGCCACCTAAAATAGGGCCAACTTTCGTACCTTTGGT
¢C T R G V. A K A V D F I PV E S M E T T

TCCAACGGGTAGACGTACGCGGCTGGCCATCGCCATTTTCGTGGTTTCAAGGCCGCCGCA
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ATGCCGCCCAGGGTTATAAAGTGCTGGTGCTGAATCCGAGCGTGGCGGCGACCCTGGGTT
721 ~—--—--—- fommm Fom e e ommm o tommmmmm e +
TACGGCGGGTCCCAATATTTCACGACCACGACTTAGGCTCGCACCGCCGCTGGGACCCAA

781 ~-~-—-m== e ket Fommm - Fommm - o ——— Fomm e ——— +

— — ——— — — — St —— it S i it s i . . s e,

841 --------- tom——————- o ———— tommmm - tomm - fommm e ———— +

901 ------=-- Fommm - Fm———————— tommm tommrm———— R +

—_— e —— e ———— — — e T Y T Y e e e e T e T e e

961 —----e-mm Fommmmm— - frmmm e ——— fom——————— form e ———— bm—m—————— +

AACAAGACCGCTGGCGTTGCGGCGGCCC ATCGTD_AT’GGCAA(“GCGI‘AGGCT’T‘PTAACTTC

AAGTGGCCCTGAGCAATACCGGCGARATTCCGTTTTATGGCAAAGCGATTCCGATCGAAG
1081-----~~-—- Fomm - Form e~ pm e m e ————— B ettt +
TT\,ACCGGGACTCGTTATGGCCGCTTTAAGGCA.AAATACCGT TTCGCTAAGGCTAGCTTC

v A L & N T G BE I P F ¥ G K A I P I E A

GCCGCTTTGACTGGCCAGACC CAGAC TTACGGCP CCGCATAATAGCACCAGACCTACACT
A K L T G L G L AN A V A Y Y R G L D V.S

TTAGCCTGGACCCGACCTTTACCATTGARACCACCACCGT TCCGCAGGATECCGTTAGCE
1381-—-————=— fmmmmmmm AR —— fmm e b e m et
AATCGGACCTGGGCTGGAAATGGTAACTTTGGTGG1GGCAAGGCGTCCTACGGCARTCGG

GTAGCCAGCGTCGTGETGCCACCGGTCGTGGTCGTRAGCGGCATTTATCGTTTTGTGACGC



.——.——.—.———_—._—.__.-____.._—_.__...______._.m_.._._

CGGGTGAACGTCCGAGCGGTATGTTTGATAGCAGCGTGCTGTGTGAATGTTATGATGCCG
1501--v-meem- e m———— Frem————— B e — ] pmmm +
GCCCACTTGCAGGCTCGCCATACAAACTATCGTCGCACGACACACT TACAATACTACGGC

G E R P S G M P D S § V L ¢ B C ¥ D A G

CGACACGGACCATACTTGACTGGGGCCGCCTT TGGTGECARGCAGACGCGCGCATAGACT
_C A W Y E L T P A E T ¢ V R L R _A_ Y L N

ATACGCCGGGTCTGCCGGTTTGTCAGGATCATCTGGAATTCTGEGAAAGCGTTTTTACCG

TATGCGGCCCAGACGGCCAAACAGTCCTAG TAGACC P TAAGACCCTTTCGCARAARTGHE
_T__P__G___L___P__V___C____Q___D_QH_‘L__E __}"__W___L_NWS____V___F_”_T_MG
GCCTGACCCATATTGATGCCCATTTTCTGAGCCAGACCARACAGGCGGGTGATARCTTTC
1681----————- P T
CGGACTGGGTATAACTACGGGTARARGACTCEGTCIGGTTTGTCCGCCCACTATTIGAARG
L T H I D A H F L 8 QO T X Q A & D H_F_P

CGTATCTGGTGGCGTATCAGGCCGACCE I TTSTGCECETGCCCAGGEUGCCGCCGLCGAGCT

GCATAGACCACCGCATAGTCCGCTGGCARACACEEGCACGGETECGEEHCGGCGECTIGA

_Y L V. A Y Q A T V C A R A Q B P ¥ P 38 W

) GGGATCAGATGTGGAAATGCCTGATTCGTCTCARACCGACCCIGTATGLTCCGALTLCEC
1801----~=-~-- tomm—————— R e Fm e b e 1
CRCTAGTCTRACACCTTTACGGACTAAGCAGACTTTGGUTGEGACGTACCAGGCTGGCGCE
DO MW X C L I R 'IL. X P T L H GG P T P L
TGCTGTATCGTCTGGCTGCCGTTCAGAACGRANTTACCE '.L‘GA( CCATCCGATCACCAAAT
1861---—=-~~- tomm e —— o e b e oe e e o e e
I-\CGACATAGCAGACCCACGGCZ\AGTf TECCTTTAATGEGACTGCCTAGGCTACTGOTITA
L ¥ R L G A V_Q N ® I 7T L 't M ¥ I T K V¥V
TTGTGATGGCGTGTATGAGCGCCGATCTGCANGTIGTTGGTAGCGGTACCEGCTCTATGA
1921 --~=m=m=—m- Fom - L it prmm s m e et il e 5
AACACTACCGCACATACTCGCGGCTAGACCTTCAACAACCATCCCCATCGCCGAGATALT

_ VvV M A C M S A D_L E_V_V_ G S G S8 G s M S

GCTATACCTGGACCGGTGCCCTGATTACCCCGTGTGCCGCCGAAGAARGTAANCTGCCGA

FGATATGGACCTGGCCACGGG ACTAATGGEGCACACGOGCCGUTTCTTTC FGACGGCT
XY T W T G_A ___V'L___I__T__MP__C__}S.___A___E__E_, 8 XK L P 1
TTAACCCGCTGTCTAATAGCCTGCTGCGTCATCNTAGCATEGTGTATAGCACCACCAGCC
2041-----—--~ Fomm—————— tom Fom po e fom e I
AMTTRGECGACAGATTATCGGACCACGCAGTAGTATCGYACCATATATCGTIGGTGCTCGH
N___:PLSNSLL___RH}:S-MVYSTTS_R

—_— —— ——— — VU L S

GTAGCGCCAGCCTG’“GTCFGAAAP.A}‘ GTGACCTIY ‘GI\TCG'[""I'GCAG(:.’].‘GCTC("" TGATC
e St ST e T &
CA'E‘CGCGGTCGGACGCAGTCTTTTTTCAC'P'GG.Z‘J\GCTt’\GC}\GAK—:G'I'C(.'ACG.Z\CC'_‘!\.CT:'\G

.8 A S L R Q XK K V T ¥ D R L Q V L D D H
ATTATCGTGATGTGCTGAAAGAAATGAARGCCGAAAGCGAGCRCCGTTAAAGCCEGTTTGC

TAATAGCACTACACGACTTTCTTTACTTTCGCTTTCGCICCTEGCARTTTCECGUNAGACE
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_'__Y__'_R__D_V__L__K____E_M___K_A__.'K_'A___S_T___V;K_A_R_L_L
TGTCTATTGAAGAAGCGTGTAARACTGACCCCGCCGCATAGCGCCAARAGCAAATTTGGCT

2221-—=mm e tomm e tmmm e tommmmm - fommmmm +
ACAGATAACTTCTTCGCACATTTGACTGGGGCGGCGTATCGCGGTTTTCGTTTARACCGA
__SWQIW_E__ﬁ__ﬁ;_p__ﬁL_}L_?_"P__P__K__S_“Aw_K__S__K__E__G__Y
ATGGCGCCAAAGATGTTCGTAGCCTGAGCAGCCGTGCCGTTAATCATRTTCGTAGCGTGT

2281----===~- Fommmm——— tommm B ittt tomm————— Fom e ——— +
TACCGCGGTTTCTACAAGCATCGGACTCGTCGGCACGGCAATTAGTATAAGCATCGCACA
__q_;ﬁ__x__P__Y__R__S__L__S__S__R;;ﬁ_)ﬁ_ﬂ;_ﬂ__I__ﬁ__s__y;_ﬂ
GGGAAGATCTGCTGGAAGATACCGAAACCCCGATTGATACCACCATCATGGCGARARRACG

2341----=m=mm- tom - tmmm————— fommm e Fomm - e +
CCCTTCTAGACGACCTTCTATGGCTTTGGGGCTAACTATGGTGGTAGTACCGCTTTTTGC
_E D L L E _}{_J{__E__J{__R__I__p__T__T__I__}{_;ﬁ__K__N__p
AAGTGTTTTGTGTTCAGCCGGAAARAGGTGGTCGTAAACCGGCCCGTCTGATTGTTTTTC

2401l--====-w- fommm— e tommmmm e ————— Fomm—————— +
TTCACAAAACACAAGTCGGCCTTTTTCCACCAGCATTTGGCCGGGCAGACTAACAARARAG
__YL_EL_Q__V;_Q__Q__&__K_nG__@__R;_K__P“_AN_R__L__I_;Y__E__P
CGGATCTGGGTGTTCGTGTGTGTCAAAAAATGGCGCTGTACGATGTTGTTAGCACCCTGC

246l------m-o R i ————— fmmm e R i trmme e +
GCCTAGACCCACAAGCACACACAC1TTTTTACCGCGACATGCTACAACAATCGTGGGACG

D L GV R V. CE K YW A L Y2 V V S T L P

AAGACCACTTGTGGPCCTTTTCG”TTTTTPCGGGCTACCCCAAGTCGATATTGTGGGCGA
LVNTWKSKKCPL“_GFSY"TRC

GCTTTGA¢AGCACCGPGPCCCAAAACGATATCCG"PCCGFAGAAAGCATTTACCAGTGCT
2641-~--~-~~- HFmmmmmmmm o e R Fowm e o +
CGAAACTPTCGTGGCA TGGCTTTTGCTATAGGCATGGCTTCT T TCGTAAATGGTCACGA
_F__D__S____T_’__V____T__LE;;_“N____D__I_;,_;!"-.' . __'I'ﬁ_-}"}____’-_?rl__S_.__I__Y___Q___C___C
GTGATCTGGCGCCGGP“GCCCG LDCGCGKTTAAAACCCTCACCGAPCGCCTCTATATT
2701-~-~~==~~- o Pommm e pom e m e e tommmme e +
CACTAGACCGCGGCCTTCGGGCACTCLGCTAA“TTTCCGPCTG”CTTGCGGACATATAAC

-r_

CACAAGACTGGTGGTCGACA AT"PTPGGACLGGACGITGGACTTTLGCTGGCCGCGGA

vV L .T T 2 €C G ?_.C Y L h N T A A C

— e s T e Y L P —— -in maas

GTCGTGCCGCCAAACTGCAGGA I‘TG'T‘ACCATGCTL,GTTAP.CGGC AATGATCTGGTGGTGA
2881--mmmmmm S R - T +
CAGCACGGCGGTTTGACGTCCTAACATGGTACGACCEATTGCCGTTACTAGACCACCACT
RAAKLoDc-r'MLquNDvar

TTTPTGAAAGCGCCCCC.CCCPGCAACB”CCCGCCABCCPGCPCGWTTTTACCGAAGCGA.



-

TGACCCGTTATAGCGCCCCGCCGGGTGATCCGCCGCAGCCGGAATATGATCTGGAACTGA
3001~--——===~~= tr———————— e ——————— Fommm fmm—— e +
ACTGGGCAATATCGCGGGGCGGCCCACTAGGCGGCGTCGGCCTTATACTAGACCT TGACT

TCACCAGCTGTAGCAGCAATGTTGGTGTTGCCCATGATGCCAGCGGTAAACGTGTGTATT
3061l-~--—=—-~ temm—————— tommm———— fommm e tmmm e Fommm e +
AGTGGTCGACATCGTCGTTACAARCCACAACGGGTACTACGGTCGCCATTTGCACACATAA
__I__S__C__S__ﬁ__}[_j{_}{_){_:&__H__D__A__S__G__Ka_R__V__Y__Y
ACCTGACCCGTGATCCGACCACCCCGCTGGCCCGTGCCGCCTGGGAAACCGTTCGTCATA
3121---===~~= Fmm———— B et e T Fom e ———— e +
TGGACTGGGCACTAGGCTGGTGGGGCGACCGGGCACGGCGGACCCTTTGGCARGCAGTAT
_L T R D P T T P L A R A A W E T V_R H T
CCCCGGTTAATAGCTGGCTGGGCAACATTATTATGTATGCCCCGACCCTGTGGGCCCGTA
3181~~~ pormm Fommm - et D i +
GGGGCCAATTATCGACCGACCCGTTGTAATAATACATACGGGGCTGGGACACCCGGGCAT
_P V N S W L G N I I M Y A P T L W A R M
TGATTCTGATGACCCACTTCTTTAGCATTCTGCTGGCCCAGGARCAGCTGGAAAAAGCGC
3241--~------- tomm e tommm e Fosomm—— Fommmmmm—— Fommmm e +
ACTAAuALTACTGGGTGAAGAAATCGTAAGACGACCGGGTCCTTGTCGACCTTTTTCGCG
__I“_}L_}{__T__}{__E*_E__S__I__L__L__A__Q__E__Q__L~_E__K__A__L
TGGATTGCCAGATTTATGGCGCCTGCTATAGCATTGAACCGCTGGATCTGCCGCAGATTA
3301-—~-—-—~- o Fomm e Fommmm Fmmm e - R tatatats +
ACCTAACGGTCTAAATACCGCGGACGATATCGTAACTTGGCGACCTAGACGGCGTCTAAT

D € 0 I ¥ ¢ A C Y 8 I E P L D L P Q I I

TTGAACGTCTGCATGGCCTGAGCGCCTTTAGCCTGCATAGCTACTCTCCGGGTGAAATTA

3361-~mem e frmm e tom Fom e Fomm e ——— Foummmm———— +

AACTTGCAGACGTACCGGACTCGCCGAAATCGGACGTATCGATGAGAGGCCCACTTTAAT
__E__R__L__H__G__L__S__A;_F__S__L__H__S__X__S__P__Q__E__I__N
ATCGTGTGGCGAGCTGTCTGCGTAARCTGGGTGTTCCGCCGCTGCGTGTCTGGCGTCATC
3421-~---=~—- fomm— e it Fommm - Frmm—————— Frmmm————— +
TAGCACACCGCTCGACAGACGCATTTGACCCACARAGGCGGCGACGCACAGACCGCAGTAG
__R_;V_;A__S__p__L__R;_K__L__G_‘V__P__P__L__B;_Y__W;_B__B__R
GTGCCCGTAGCGTTCGTGCCAARCTGCTGTCTCAGGGTGGCCGTGCCGCCACCTGTGGTA
3481l--mmmmmm Fomm Fommm o fmmm - R it trmmm +
CACGGGCATCGCAAGCACGGTTTGACGACAGAGTCCCACCGGCACGGCGGTGGACACCAT
Aqu__S__V;_B__A__K__L__L__S__Q__G__G__R_~A;_A__T__C~_G__K
AATACCTGTTTAACTGCGCGGTTCGTACCAAACTGAAACTGACCCCGATTCCGGCGGCGA
3541-—-—===-- o ———— fom f————————— frm—m————— Fom——mm +
TTATGGACAAATTGACCCGCCAAGCATGGTTTGACTTTGACTGGGGCTAAGGCCGCCGCT

Y L F N W A VvV R T K L K L T P I P A A S

GCCAGCTGGATCTGAGCGGTTGGTTTGTTGCCGGTTATARCGGCGGCGATATCTATCATA

GCCTGAGCCGTGCCCGTCCGCGTTARTAAACTAGTGGATCCGGAGCTCCAGCTTTGTTCC
3661--—-—-——- Frmmm— pommm e s e et et +
CGGACTCGGCACGGGCAGGCGCAATTATTTGATCACCTAGGCCTCGAGGTCGAAACAAGG
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Fig. 8
Proteina de fusdo 4A-3-4B-5B
otimizada para Escherichia coli-

GGGCGAATTGGGTACCATGGGGAGCGTTGTTATTGTTGGCCGCATTATTCTGAGCGGTAG

CCCGCTTAACCCATGGTACCCCTCGCAACAATAACAACC(;GC( TAATAAGACTCGCCATC
M _G S V. V. I V_C R I_I L S G_S_
CGGTAGCGCCCCGATTACCGCCTATTCTCAGCANACCCGTGGTCTGITGGE T TG TATTAT
_________ +_..____..-_+______...__+..___._.._.._.__.]._........__. Bl I I P B
GCCATCGCGGGGCTAATGGCGGATARGAGTCG T T TGGGCACCAGANGACCCAACATANTA
G S A P I T A Y S Q QO ™ R G L i G _C_I I

TACCAGCCTGACCGGCCGTGATAAAAATCAGGTGGATP(‘(‘GAAG’I" 'CAGGTTCTGAGCHC

ATGGTCGGACTGGCCGGCACTATTTTTAGTCCACCTACCGCTTCANG TCCARGACTCGTE
* S L T G _R D K N O V. D C E_V__ Q V. L 8 u

CGCCACCCAGAGCTTTCTGGCGACCTGTGTGAATCG TGTCYGCCIGEACCGTTTATGCCES

_________ o e e e b e e e e e  m e e e e m e n s e
GCGGTGGGTCTCGARAGACCGCTGGACACAC T TACTACACACGACL TGHCARRTACCGCE

A T Q 8 F L A T C YV N G AR vV ¥ A& G

" TGCCGGTAGCAAAACCCTGGCGGGTCCGAANGE TCCGATTACCCAGATG I ACACCAACGY

_________ o e e e b e e | e e e bt e e e ] o e e e
ACGGCCATCGTTTTGGGACCGCCCAGGCT T TCCAGGCTAATGGGTCTACATG GG TTGCA
A6 S K T L A G P K G P I_ T Q@ ™M Y ¥ N_V_
GGATCAGGATCTGGTTGGTTGGCCGGCGCCGCCEGETCCCCETAGCATSACCCCETGTAC

————————— R e B i e TR SISNEPSY SRR UR PR UU [N U O

- CCTAGTCCTAGACCAACCAACCGGECCGCGGEGUCCCACGGECATCGTALTGGEGCACATE

361

421

481

541

601

D O D L V. G W P A P P G A R 8 M O SR A .

CTGTGGTAGCAGCGATCTGTATCTGGTTACCCGTCATGCCGATG T TATTCCGRTTCGTCG
————————— +_____.____.+___._._._...____+__...‘-..._.__.‘. - v..__._._.._.}___.__,..~._,.‘>,..,.4‘.
GACACCATCGTCGCTAGACATAGACCAATGGGCAGTACGGCTACANTANGGCCAAGCAGT
€ G s s D L ¥ L V. T R H A D V I_P V. R R

TCGTGGTGATAGCCGTGGTAGCCTGCTGTCICCGCGTCCGGTTAGC TATCTGARAGGTAG

AGCACCACTATCGGCACCATCGGACGACAGAGGCGCAGGCCAATCGATAGACT I CCATC
R G D S R G S L L & P R P V.8 ¥ L K _G_S8

CAGCGGTGGTCCGCTGCTGTCT\,C(JZ\G SGTCATCTGGTCGETAT T T TTOETCCCOECOT

e e
GTCGCCACCAGGCGACGACACAFGC'I cGe (,AG 1‘}\( ACCACCCUATAAARAGCACGGCGGCA
_S___G___C-__P*__L__L__(,_‘P_‘_s___(‘_;_‘ H _V V & 1 _F R _A A _V_

TTGTACCCGTGGTGTGGCGARAGCGGTGGAT T TTATCCCGGTTCAAAGCATGGAARCCAC
————————— Dt et B e P U S 5
AACATGGGCACCACACCGCTTTCGCCACCTARAATAGGGCCARCTITCGTACCTTTGGTG
C T R G V_A K A V_ D F I P V E S M E T T
CATGCGTAGCCCGGTGTTTACCGATAATAGCAGCCCGCCGGCEGTTCCGCAGRCCTITCA
_________ o e e e e e e e
GTACGCATCGGGCCACAAATGGCTATTATCGTCGGGCGECCGCCANGGCETCTGGARAGT
MRSPVFTDNSS____PPAVPQTFQ

GGTTGCCCATCTGCATGCGCCGACCCG’l AGCGGTAAAAGC ACCI\J‘Jx(J‘I""’ CEGCEGUGTA
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CCAACGGGTAGACGTACGCGGCTGGCCATCGCCATTTTCGTGGT TTCAAGGCCGCCGCAT

TGCCGCCCAGGGTTATAAAGTGCTGGTGCTGAATCCGAGCGTGGCGGCGACCCTGGGTTT
721 ==wmeme~= Fomm———— - R atat e ———— Fomm e —— R ettt +
ACGGCGGGTCCCAATATTTCACGACCACGACTTAGGCTCGCACCGCCGCTGGGACCCARA

TGGTGCCTATATGAGCAAAGCCCATGGCATTGAACCGAACATTCGTACCGGCGTTCGTAC
781 =~-—=—wmm e Fm———————— e i e B ettt +
ACCACGGATATACTCGTTTCGGGTACCGTAACTTGGCTTGTAAGCATGGCCGCAAGCATG

e s m—— — ——— — —— —— —— —— q— Or— o tp—— — — — — ———" —

CATTACCACCGGTGGCCCGATTACCTATAGCGCCTACGGCAAATTTCTGGCGGATGGTGG
841 —~~-=->-= B atatat te— o ——— R e R ittt +
GTAATGGTGGCCACCQGGCTAATGGATATCGCGGATGCCGTTTAAAGACCGCCTACCACC

CTGTAGCGGTGGCGCCTATGATATCATCATC TGTSATGAATGCCATAGCACCGATTGGAL
901 ~--—==--- tom——————- frm—m—————— e tommm - fommm—————— +
GACATCGCCACCGCGGATACTATAGTAGTAGACACTACTTACGGTATCGTGGCTAACCTG

CACCATTCTGGGTATTGGCACCGTTCTGGATCAGGCGGARACCGCCGGTGCCCGTCTGGT
961 ~—--=----~ pom e fomemmm e oo Fommmmm tomm e +
GTGGTAAGACCCATAACCGTGGCARGACCTAGTCCGCCTTTGGCGGCCACGGGCAGACCA

TGTTCTGGCGACCGCAACGCCGCCGGGTAGCATTACCGTTCCGCATCCGAACATTGAAGA
1021----==~-- Fomm - Fmmm R Femm Fommmmm e +
~ ACAAGACCGCTGGCGTTGCGGCGGCCCATCGTAATGGCAAGGCGTAGGCTTGTAACTTCT
_V__L__A;_Q_;A__Q__R__2__G__S__I__T_;V__P__H__P__N__I__E__E_
AGTGGCCCTGAGCAATACCGGCGAAATTCCGTTTTATGGCAAAGCGATTCCGATCGAAGC
108l-—-~~—mmmdmm e fomm————— fommmm e e Frem————— +
TCACCGGGACTCGTTATGGCCGCTTTAAGGCAAAATACCGTTTCGCTAAGGC1AGCTTCG
_Y__A;_L__S__N__I~_G__E__I__P__E__Y__G~_K__A__I__P_mI__E__A_
GATTAAAGGCGGCCGTCATCTGATTTTTTGCCACAGCAAAARAAAATGTGATGAACTGGC
1141 -mm fomtdim o mmm e o — R — R — oo +
CTAATTTCCGCCGGCAGTAGACTAARARAACGGTGTCGTTTTT T TTACACTACTTGACCG
_I_K G G R K L I F C H S KKK CDE L A
GGCGARACTGACCGGTCTGGGTCTGAATGCCGTGGCGTATTATCGTGGTCTGGATGTGAG
1201----=--~~ b —————— e Frmmmm e i o ——— e +
CCGCTTTGACTGGCCAGACCCAGACTTACGGCACCGCATAATAGCACCAGACCTACACTC

——_.——————-.—__—.————-——.————_——-——.—._——

GCAATAAGGCTGGTCGCCACTACAACAACACCACCGCTGGCTACGGGACTACTGGCCAAA
_Y__I“_R__1__S__G__D__V;_Y__V;_ﬁ;_ﬁ;_T__D__A;_;L_M;_i__G__E_
TACCGGCGATTTTGATAGCGTGATCGATTGTAACACCTGTGTGACCCAGACCGTTGATTT
1321-------~- tommmm e R et Fommm e fmm Fmmm— oo +
ATGGCCGCTAAAACTATCGCACTAGCTAACAT TGTGGACACACTGGGTCTGGCAACTAAA

T 6 D F D S v I p C N T C ¥ T.Q T V D F

— —— —— — ——— — . e e i | | | — e i Tt et | e e
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TIAGCCAGCGTCGTGGTGCCACCGGTQGTGGTCGTAGCGGCATTTATCGTTTTG'I‘GACGCC

ATCGGTCGCAGCACCACGGTGGCCAGCACCAGCATCGCCG TARATAGCARAACACTGCGG
=S.Q R R G A T G R G R S G I Y R_¥ V T P

GGGTGAACGTCCGAGCGGTATGTTTGATAGCAGCGTGCTGTGTGAATGT TATGATGCCGG

GACACGGACCATACTTGACTGGGGCCGCCTTTGGTGGCARGCCAGACGCGCGCATAGACT
C A W Y E L T P A E T T V R L R A Y L N_
TACGCCGGGTCTGCCGGTTTGTCAGGATCATCTGGAAT ICTGGAERAGCG I T TTTACCGE
1621---—-~=——~ pomm——— - e e e
ATGCGGCCCAGACGGCCAAACAGTCCTAGTAGACCT TAAGACCCT I CGCAARANTGGCC
TP G L P V. C Q D H L E F W E S V ¥ T G

CCTGACCCATATTGATGCCCATTTTCTGPGCC‘I\GA\,CAAA(J\GG(,':f‘(‘T( ATAACTTTCC
- [, a—hre e v we - - — - ’v
GGACTGGGTATAACTACGGGTAAAAGACTCGGTCTGETTYGTCC (,FL“A(‘ITx TGAANGG
L T H I D A H F L S QO % X Q A G D N _F_ P

GTATCTGGTGGCGTATCAGGCGACCGT ITGTIGCCCGTGCOCAGCCGLCGCLGCCEAGCTG
1741-~~emmm Frmr e ——— e it B e 4
CATAGACCACCGCATAGTCCGCTGGCARACACGEGEACGEGTCCGCCECGECHGCTIGAC
Y L V. A Y Q A T V C A R A O A ¥ P P § W

GGATCARGATGTGGAAATGCCTGAT TCGTCLG NAACCGACCCTGCATGE

CCTAGTCTACACCTTTACGGACTAAGCAGRCTTTGGCTGGGACGTACCAGGCTGGGCCGA
D O M W K C L I R L X P T L H G P T P IL_
GCTGTATCGTCTGGGTGCCGTTCAGAACGAAATTﬁ"CC'GACCPIWCbuhigACLAAA”F

1861-=-—===-~ tmmmm e Fmmm e b e e
CGACATAGCAGACCCACGGCARGTCTTGCT I IANTGCGACTSEG TAGGC TAGTOG I T YAA
L Y R L G A V_O N E I T L T H P I T K

TGTGATGGCGTGTATGAGCECCGAT CTGRAAGTTGTTAGCCTGATGECGTTTACCGUCAG
1921--~==-——~ b e e e )
ACACTACCGCACATACTCGCGGCTAGACCT TCAACARTCGGACTACCGCAARTGELGGTC
VMACMSADLEVVS.L_MJ\__}:'__’J.‘___AS

CATTACCAGCCCGCTGACCACCCAGAATACCCTGCTGTTTARCATCC "‘CCL'LCG PTGGGT

GTAATGGTCGGGCGACTGGTGGGTCTTATGGGACGACAAATTGCTACGACCCGCCAACCCA
_I__T___'S____P__L__T___T__Q___N___T__ﬂL__.__.Lml““_NmI____LW~G_'__(_~,_’__'_\r"._m_'~.’. _

GGCGGCCCAGCTGTCTATGAGCTATACCTGGACCGGTIGCCCTGATTACCCCGTGTECCGE

CCGCCGGGTCGACAGATACTCGATATGEAGSTGSCCACGGGACTAATGEGECACACGGCE
_;L_gx_Jg__L__s__p{__s__Y__ﬂL_j[;;{“}i_}tn}qamIu_T_"P__c;m]g_j\“
CGAAGARAGCAAACTGCCGATTAACCCGCTIGTCT ARTAGCCTGCTGEGTCATCATAGCAT
2101---—---~- Fmmm e Fmmmm e pomm s F i e e
GCTTCTTTCGTTTGACGGCTARTTGGGCGACAGATTATCGGACGACGEAGTAGTATCGTA
% E_S K L P I N P L_S_N_S_ I %L R _H H §

GGTGTATAGCACCACCAG("CC’I‘FGCGCCAG(‘C’I GCGTCAGAARRAAGTGACCTTUGATCS

CCACATATCGTGGTGGTCGGCATCGCGE TCGGACGCAGTCT YT T TCACYGGAAGCTAGC
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TCTGCAGGTGCTGGATGATCATTATCGTGATGTGCTGAAAGAAATGARAGCGAARAGCGAG
2221-=-==mmmm R i B fommmmm— - Fomm e +
AGACGTCCACGACCTACTAGTAATAGCACTACACGACTTTCTTTACTTTCGCTTTCGCTC

CACCGTTAAAGCCCGTCTGCTGTCTATTGAAGAAGCGTGTAAACTGACCCCGCCGCATAG
228l~-—=—mw=-- dommm frmmmm pomm Frmm e frmmm————— +
GTGGCAATTTCGGGCAGACGACAGATAACTTCTTCGCACATTTGACTGGGGCGGCGTATC
_1;_?;_&__A__B;_};_}t__S__I__ﬁ__;__}t_}l_}{__Q_:Q__R__R__H__S_
CGCCAAAAGCAAATTTGGCTATGGCGCCAAAGATGTTCGTAGCCTGAGCAGCCGTGCCGT
2341----====~ tmmm————— Frmm—————— Fom e ——— Fmmmmm fom e ——— +
GCGGTTTTCGTTPAAACCGATACCGCGGTTTCTACAAGCAT»GGACTCGTCGGCACGGCA
_A__K__S__K__EL_ﬁi_)L_J{_;ﬁ__K__D__Y__R_;S__L__S__S__R;_AL_y;
TAATCATATTCGTAGCGTGTGGGAAGATCTGCTGGAAGATACCGAAACCCCGATTGATAC
2401----==~-- B R Femm o R fommmmm fommm e +
ATTAGTATAACCATCGPACPCCCTTCTAFACCALCTTCTATCGCTTTGGCGCTAACTATG

CACCATCATGGCGARRAACGAAGTGTTTTSTGT TCAGCCGGARARAGGTGGTCGTAAACC
2461l-—-mmmm - Fomm e — Fem—m e R ekttt Fomm - +
GTGGTAGTACCGCTTTTTGCTTCACAARACACARCTCGGCCTTTTTCCACCAGCATTTGG
T I M A K N E V_ F C v_.Q P _E K G G R K _P_

GCCCCu"~TGATTCTPT1TCC ~-‘Lru,JTG--y mumGIbLGAAAAﬁATuGCCCTGTA
2521 --=—m—mu- tem——————— o ——— e ks et fmm e ——— +
CCGGGCAGACTAARCPRAARNGGCCTAGRACCCACAACCACACACACTTTTTTACCGCGACAT
AR L I V F_P D L___G__V_R__V____C__E__K_M___A___L__Y_
CGATGTTGTTACCACCC1G”CGCPGGCPGTTATCGCTCCGAG”TATGGCTTTCAGTATTC
2581~ -~ mmtm b e B e e R Fomm e +
GCT ACAACAATCGTCCCAc;G GT CLCCAATALLCRGFCTPGATPCCPAAAG””\TAAu

LV v s @ L P Q AV M G P S Y G F _’) Y S_
TCCGGGTCAGCoTC AAW?TLTCC ACAPCPGPAATPCCAAAAAATGCCC"ATPGP
2641 -m—mem e frmrr - B iadetabat TR Forr - tmmm—————— +
. AGCCCCAGTCGCACAACTTAAACACCACTIG TGbACCTfTTCGTTTTTTACGbCCTACCC
P G_Q R .V B F L V N____”; N _K 5. K K C P M @

r—— ———ia A amine | wmmiie e i i — ol aac—— —

F 8 ¥ N T R C F D S8 T" V_ T »E N. D I R T E

TCGTCGTTGTCGTGCCAGCGGTGTTCTuACCACCAGLTGTGGTAATACCCTGACCTGCTA
288l-mmm e — b — Fom et —— R B +
AGCAGCAACAGCACGGTCGCCACAAUAC1GGTGFPCGACACCATTATGGGACTGGACGAT
R.-R C R A 8 GV L 7T -T S C ‘G N T L T C .Y

_—— e e e T e e e e e e e e e T e e T T e

CCTGAAAGCGACCGCCGCCTGTCGTGCCGCCAPACTGCAGGATTGTPCCATGCTGGTTAA
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CGéCAATGATCTGGTGGTGATTTGTGAAAGCGCCGGCACCCAGGAAGATGCCGCCAGCCT
3001---====-- Fommmm———— Form e e Fmm - t———————- +
GCCSTTACTAGACCACCACTARACACTTTCGCEGCCGTGGGTCCTTCTACGGCGGTCGGA
_q__N__D__}L_Y;_V;_}__C__E__ﬁ;_ﬁ;_G__T__Q__E__D__A__A__S__L_
GCGCGTTTTTACCGAAGCGATGACCCGTTATAGCGCCCCGCCGGGTGATCCGCCGCAGCC
3061---~m=m=~ R ettt tmmm tom e B fommmm———- +
CGCGCAAAAATGGCTTCGCTACTGGGCAATATCGCGGGGCGGCCCACTAGGCGGCGTCGG
_B;_Y__E__t__E__A;_}{__r__R__Y__s__A__R__2_;q__D__P__P__Q__R_
GGAATATGATCTGGAACTGATCACCAGCTGTAGCAGCAATGTTGGTGTTGCCCATGATGC
3121---~-=-~-~ Fo———— ————tmm— o — e il tomm +
CCTTATACTAGACCTTGACTAGTGGTCGACATCGTCGTTACAACCACAACGGGTACTACG
_E__};_}L_}L_p__p__I__T__S__C__S__Sﬁ_ﬂ__y;_G__V;_A;_ﬂ__P__A_
CAGCGGTARACGTGTGTATTACCTGACCCGTGATCCGACCACCCCGCTGGCCCGTGCCGC
3181-~===>=—- Fmm——————— toem e ———— e ———tm tmm——————— +
GTCGCCATTTGCACACATAATGGACTGGGCACTAGGCTGGTGGGGCGACCGGGCACGGCG
_S__G__K__R__V__Y__Y__L__T__R__P__2__1__T__R__L__A;_B;_A;_A;
CTGGGAAACCGTTCGTCATACCCCGGTTAATAGCTGGCTGGGCAACATTATTATGTATGC
3241-—--====~ et ettt fomm tomme - Fomm +
GACCCTTTGGCAAGCAGTATGGGGCCAATTATCGACCGACCCGTTGTAATAATACATACG
’ _W_E_'_‘;- _-’I‘_V___R__ RBH T P V_ N _§5. _W_L__G_»'N__I_I___M__Y__A_
CCCGACCCTGTGGGCCCGTATGATTCTGATGACCCACTTCTTTAGCATTCTGCTGGCCCA
3301------>—- trmmmm———— e fm———————— fommm - Fom e —— +
G@GCTGGGACACCCGGGCATACTAAGACTACTGGGTGAAGAAATCGTAAGACGACCGGGT

P T L. W A R M I L M T H FP F 8 I L L A O

GGAACAGCTGGAAAAAGCGCTGGATTGCCAGATTTATGGCGCCTGCTATAGCATTGAACC

336l--~-—mmm e - Fmmmm—m Fomm tomm Fom +
CCTTGTCGACCTTTTTCGCGACCTAACGGTCTAAATACCGCGGACGATATCGTAACTTGG
E Q L E K A L D C Q T G A C ¥ 8 I E P

— — — —— —— i o e et | s T it iy e, o i i et . b g e

GCTGGATCTGCCGCAGATTATTGAACGTCTGCATGGCCTGAGCGCCTTTAGCCTGCATAG
3421--—=~--—- tom o ——— e et Fomm o Fomm - tme— +
CGACCTAGACGGCGTCTAATAACTTGCAGACGTACCGGACTCGCGGARATCGGACGTATC
L D L P Q I I E R L H G L s A F_S L H S
CTACTCTCCGGGTGARATTAATCGTGTGGCGAGCTGTCTGCGTAAACTGGGTGTTCCGCC
34Bl-——m=m et mmm e tomm e Fomm i ——— tormm e ——— tmmmm +
GATGAGAGGCCCACTTTAATTAGCACACCGCTCGACAGACGCATTTGACCCACAAGGCGG
Y 8 P G E I N R V A 8 C L R K L G V P P
GCTGCGTGTCTGGCGTCATCGTGCCCGTAGCGTTCGTGCCARACTGCTGTCTCAGGGTGG
3541-5-=-=-~~- e i e tomm e e Fommm e Fomme +
CGACGCACAGACCGCAGTAGCACGGGCATCGCAAGCACGGTTTGACGACAGAGTCCCACC
L R VvV W R H R A R S V R A K L L S Q G_G_
CCGTGCCGCCACCTGTGGTARATACCTGTTTAACTGGGCGGTTCGTACCAAACTGAAACT
360i-~------- te———————— fom—————— fmmmmmm— - o dommm——— +
GGCACGGCGGTGGACACCATTTATGGACAAARTTGACCCGCCAAGCATGGTTTGACTTTGA
R A A T C G K Y L F N W A V R T K L K L_
GACCCCGATTCCGGCGGCGAGCCAGCTGGATCTGAGCGGTTGGTTTGTTGCCGGTTATAA
366l~-—m—mw—m tomr e Fommmmm tmm———— - $ommm e dommmem +
CTGGGGCTAAGGCCGCCGCTCGGTCGACCTAGACTCGCCAACCAAACAACGGCCAATATT
T P I P A A S Q L D L S G W F V A G Y N

e T T T e e e e B T e e e e i i vt ar—— ——— o—— —
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CGGCGGCGATATCTATCATAGCCTGAGCCGTGCCCGTCCGCGTTAATARACTAGTGGATC
3721-~—=~—-—~ o —————— + Fmmmmmm - e ¥
GCCGCCGCTATAGATAGTATCGGACTCGGCACGGGCAGGCGCAATTATTTGATCACCTAG

GCCTCGAGGTCGAAAACAAGGG
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Fig. 10
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Figure 13
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REIVINDICACOES

1. — Proteina de fusfio isolada compreendendo

pelo menos trés polipeptideos NS, dentre qual polipeptideo
NS4A, que se originam de um virus da hepatite C (VHC),
caracterizada pelo fato de que os referidos polipeptideos NS sdo
configurados na referida proteina de fusio em uma ordem
diferente da ordem na qual eles aparecem na configuragfo nativa,
onde o polipeptideo NS4A ¢ localizado no N-terminal.

2. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizada pelo fato de que a fusfo entre cada
um dos polipeptideos NS ¢ direta ou através de um peptideo de
ligagdo.

3. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com a
reivindicagdo 1 ou 2, caracterizada pelo fato de que todos os
polipeptideos NS se originam da mesma linhagem ou isolado do
VHC.

4. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com a
reivindicagdo 1 ou 2, caracterizada pelo fato de que pelo menos
dois dos polipeptideos NS se originam de linhagens ou isolados
diferentes do VHC. | |

5. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, caracterizada por
compreender um polipeptideo NS4A, um polipeptideo NS3 e um
polipeptideo NS5B, com NS5B no C-terminal da referida proteina
de fusio.
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6. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4, caracterizada por
compreender um polipeptideo NS4A, um polipeptideo NS3, um
polipeptideo NS4B e um polipeptideo NS5B com NS5B no C-
terminal da referida proteina de fusdo.

7. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6, caracterizada pelo fato de
que o polipeptideo NS3 ¢ modificado se comparado a um
polipeptideo NS3 nativo, de modo a apresentar uma atividade da
protease significativamente reduzida.

8. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com
qualquer uma das reivindicages 1 a 7, caracterizada pelo fato de
que o polipeptideo NS3 €& modificado se comparado a um
polipeptideo NS3 nativo, de modo a apresentar uma atividade da
helicase significativamente reduzida.

9. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 8, caracterizada pelo fato de
que o polipeptideo NS5B ¢ modificado se comparado a um
polipeptideo NS5B nativo, de modo a apresentar uma atividade da
RNA  polimerase dependende do RNA significativamente
reduzida.

10. — Proteina de fusdo isolada de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 9, caracterizada pelo fato de
que a referida proteina de fusio ndo compreende um ou mais dos

sitios de clivagem reconhecidos por NS3 normalmente presentes
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m um precursor de poliproteina do VHC nas jungdes
NS3/NS4A, NS4A/NS4B, NS4B/NS5A e NS5A/NS5B.

1. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10, caracterizada pelo fato de
que os polipeptideos NS4A, NS4B e/ou NS5B sio modificados de
modo a deletar um ou mais dominios hidréfobos normalmente
envolvidos na ancoragem membranar dos polipeptideos NS4A,
NS4B e/ou NS5B nativos.

12. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 11, caracterizada pelo fato de
que o polipeptideo NS3 se origina da proteina NS3 apresentada

no SEQ ID NO: 1 que ¢ modificada pelo menos de tal maneira

que:

o ¢la retenha a parte que se estende da posicdo
12 até a posigdo 56, da posicio 70 até a posi¢do 155 e da posicdo
218 até a posi¢io 248;

o ela compreenda a substituicio do residuo His
na posi¢do 57 por um residuo de aminoacido diferente de His, tal
como um residuo Ala;

o ela compreenda a substituigdo do residuo Thr
na posi¢do 269 por um residuo de aminoacido diferente de Thr,
tal como um residuo Ala; e

o ela compreenda a substitui¢io do residuo Arg

na posi¢do 464 por um residuo de aminoacido diferente de Arg,

tal como um residuo Ala; e
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o ela ndo compreenda o residuo Thr na posigéo
631.

13. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com a
reivindicagdo 12, caracterizada pelo fato de que o polipeptideo
NS3 compreende a seqiiéncia de aminoacidos apresentada no
SEQ ID NO: 5.

14. — Proteina de fusfo isolada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 13, caracterizada pelo fato de
que o polipeptideo NS4A se origina da proteina NS4A
apresentada no SEQ ID NO: 2 que ¢ modificada pelo menos de tal

maneira que:
| o ela contenha a parte do SEQ ID NO: 2 da
posi¢do 21 até a posi¢do 33;

o ela ndo contenha a parte do SEQ ID NO: 2 da
posi¢do 1 até a posigdo 20.

15. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com a
reivindicagdo 14, caracterizada pelo fato de que o polipeptideo
NS4A consiste essencialmente da seqiiéncia de aminodcidos
apresentada no SEQ ID NO: 6 precedida por um residuo Met
iniciador.

16. — Proteina de fusfo isolada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 15, caracterizada pelo fato de
que o polipeptideo NS4B se origina da proteina NS4B
apresentada no SEQ ID NO: 3 que ¢ modificada pelo menos de tal

maneira que: o ela compreenda a parte que se estende do residuo
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Ser na posi¢do 78 até o residuo Leu na posi¢do 109; o ela nio
compreenda o residuo Cys na posicdo 261.

17. — Proteina de fusio isolada, de acordo com a
reivindicagdo 16, caracterizada pelo fato de que o polipeptideo
NS4B  opcional consiste essencialmente da seqiiéncia de
aminoacidos apresentada no SEQ ID NO: 7.

18. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 17, caracterizada pelo fato de
que o polipeptideo NS5B se origina da proteina NS5B nativa
apresentada no SEQ ID NO: 4 que ¢ modificada pelo menos de tal
maneira que:

o ela compreenda a parte que se estende do
residuo Arg na posi¢do 155 até o residuo Leu na posi¢do 182;

o ela compreenda a substituicio do residuo Asp
na posi¢do 220 por um residuo de aminoacido diferente de um
Asp, tal como um residuo Asn;

o ela compreenda a substitui¢do do residuo Asp
na posi¢do 318 por um residuo de aminoacido diferente de um
Asp, tal como um residuo Asn; e

o ela ndo compreende a parte que se estende do
residuo Trp na posic¢do 571 até o residuo Arg na posi¢do 591.

19. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com a
reivindicagéo 18, caracterizada pelo fato de que o polipeptideo

NS5B compreende a seqiiéncia de aminoacidos conforme
apresentada no SEQ ID NO: 8.



10

15

20

25

20. — Proteina de fusdo isolada, de acordo com

qualquer uma das reivindicagdes 12 a 19, caracterizada pelo fato

de que a referida proteina de fusdo compreende uma seqiiéncia de
aminoacidos que € homdloga ou idéntica a seqiiéncia de
aminoacidos apresentada no SEQ ID NO: 9 ou 10.

21. — Molécula de 4cido nucléico isolada,
caracterizada por codificar a proteina de fusfo de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 20.

22. — Molécula de 4cido nucléico isolada, de
acordo com a reivindicagdo 21, caracterizada por compreender
uma seqti€ncia de nucleotideos otimizada para expressdo em uma
célula hospedeira de mamifero.

23. — Molécula de 4cido nucléico isolada, de
acordo com a reivindicagfo 22, caracterizada por compreender
uma seqiiéncia de nucleotideos que é homéloga ou idéntica as
sequi€ncias de nucleotideos apresentadas no SEQ ID NO: 11 ou
SEQ ID NO: 12.

24. — Molécula de acido nucléico isolada, de
acordo com a reivindicagdio 21, caracterizada por compreender
uma seqiiéncia de nucleotideos otimizada para expressio em uma
c€lula hospedeira de levedura.

25. — Molécula de acido nucléico isolada, de
acordo com a‘reivindicagﬁo 24, caracterizada pelo fato de que a
célula hospedeira de levedura é selecionada dentre o grupo que

consiste de Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe ¢

Pichia pastoris.
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26. — Molécula de acido nucléico isolada, de
acordo com a reivindicagfio 25, caracterizada por compreender
uma seqiiéncia de nucleotideos que ¢é homdloga ou idéntica as
seqiiéncias de nucleotideos apresentadas no SEQ ID NO: 13 ou
SEQ ID NO: 14.

27. — Molécula de 4cido nucléico isolada, de
acordo com a reivindicagdo 21, caracterizada por compreender
uma seqiiéncia de nucleotideos otimizada para eXpressdo em uma
c€lula hospedeira procaridtica.

28. — Molécula de 4cido nucléico isolada, de
acordo com a reivindicagdo 27, caracterizada por compreender
uma seqiiéncia de nucleotideos que € homéloga ou idéntica as seqliéncias
de nucleotideos apresentadas no SEQIDNO: 15 ou SEQ IDNO: 16.

29. — Vetor, caracterizado por compreender uma
ou mais cOpias da molécula de 4cido nucléico de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 21 a 28.

30. — Particula viral infecciosa, caracterizada
por compreender a molécula de 4cido nucléico de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 5 a 28 ou o vetor de acordo com
a reivindicagio 29.

31. — Célula hospedeira, caracterizada por
compreender a molécula de 4cido nucléico de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 21 a 28 ou o vetor de acordo
com a reivindicagdo 29 ou a particula viral infecciosa de acordo

com a reivindicagdo 30.
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32. — Meétodo para produzir de forma
recombinante a proteina de fusdio de acordo com qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 20, caracterizado por compreender:

(a) introduzir o vetor de acordo com a
reivindica¢do 29 ou a particula viral infecciosa de acordo com a
reivindicagdo 30 em uma célula hospedeira para produzir uma
célula hospedeira transfectada ou infectada de acordo com a
reivindicagdo 31,

(b) cultivar in vitro a referida célula hospedeira
transfectada ou infectada sob condicoes adequadas para o
crescimento da célula hospedeira,

(c) recuperar a proteina de fusdo da cultura
celular, e

(d) como opgdo, purificar a proteina de fusio
recombinante.

33. - Composigdo, caracterizada  por
compreender a proteina de fusdo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 20, a molécula de 4acido nucléico de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 21 a 28, o vetor de acordo
com a reivindicagdo 29, a particula viral infecciosa de acordo com
a reivindicagdo 30, a célula hospedeira de acordo com a
reivindicagdo 31 ou qualquer combinagio destes.

34. — Uso da proteina de fusdo de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 20, da molécula de 4cido
nucléico de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 21 a 28,

do vetor de acordo com a reivindicagdo 29, da particula viral
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infecciosa de acordo com a reivindicacgdo 30, da célula hospedeira

de acordo com a reivindicagdo 31 ou da composi¢do de acordo

com a reivindicagdo 33, caracterizado por ser para a preparagio

de um farmaco destinado ao tratamento ou prevengdo de
infecgbes pelo VHC, doencas associadas ao VHC e condi¢des
patoldgicas.

35. — Uso, de acordo com a reivindicagdo 34,
caracterizado pelo fato de que o referido uso & realizado de acordo
com uma modalidade terapéutica de indugdo-reforgo, em que a
composi¢do de acordo com a reivindica¢dio 33 €& utilizada tanto
para ou reforgar, ou para induzir e reforcar uma resposta
imunolégica anti-VHC.

36. — Uso, de acordo com a reivindicago 34 ou

35, caracterizado pelo fato de que o referido uso ¢ realizado em

combinagfo com quimioterapia com um ou mais farmacos para o

VHC.
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RESUMO

Patente de Invengdo para “PROTEINA DE
FUSAO NAO ESTRUTURAL DO ViRUS DA HEPATITE C”.

A presente invengdo revela uma proteina de
fuséo isolada compreendendo pelo menos trés polipeptideos NS
originados de um virus da hepatite C (VHC) configurados na
referida proteina de fusdo em uma ordem diferente da ordem na
qual eles aparecem na configuragfo nativa. A presente invengdo
também se refere a uma molécula de 4cido nucléico codificando
tal proteina de fusdo e a um vetor compreendendo tal molécula de
acido nucléico. A presente invengdo também prevé particulas
virais infecciosas e células hospedeiras compreendendo tal
molécula de 4acido nucléico ou tal vetor. A presente invengdo
também diz respeito a um método para produzir tal proteina de
fusdo de forma recombinante. Por fim, a presente invengdo
também prev€ uma composi¢do farmacéutica compreendendo tal

proteina de fusdo, molécula de 4acido nucléico, vetor, particulas

virais infecciosas e célula hospedeira, bem como o uso

terapéutico desta composigdo para o tratamento ou prevengdo de
infecgdes pelo VHC, doengas associadas ao VHC e condigdes
patoldgicas, assim como um método para induzir ou estimular
uma resposta imunolégica contra 0 VHC em um organismo

hospedeiro.
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