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Na presente invencflo descreve-se um vector viral ca-

racterizado por compreender pelo menos:

. uma parte do genoma de um virus,

. um gene codificando para a proteimna F do virus respon-
savel pela SIDA,

assim como os elementos que asseguram a expressfo desta

proteina nas células,

Este vector viral pode ser utilizado a titulo de va-

cina no tratamento, na prevencfio e no diagndstico da SIDA,
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Descriclio do objecto do invento

7 que
TRANSGENE S,A,, Société Anonyme,
francesa, industrial, com sede em
16 rue Henri Regnault, 92400 COUR-
BRVOID, Franca; e INSTITUT PASTEUR,
Instituto nacional francés, com se-
de em 25 rue du Docteur- Houx,
7501%, PARIS, Franga, pretendemobter
em Portugal, para: "VECTOR VIRAL E
PROCESSO PARA A PREPARACEXC DE ADN
RECOMBINANTE CODIFICANDO PARA A PRO
TEINA F DO VIRUS AGENTES CAUSADCR DA
S.I.D.ALT

0 presente invento refere-se mais particularmente ao
processo de preparac¢fo de uma vacina destinada a preven-

gdo de SIDA,

4 sindroma da imuno-deficiéneia adquirida (SIDA) é
uma afeccfo viral que apresenta de momento uma maior im-
portincia na imérica do Norte, na Buropa e na £frica cen-

tral,

As estimativas recentes sugerem que cerca de 1 milhZo
de americanos podem ter sido expostos ao virus da SIDA,
Os individuos afectados apresentam uma imuno-depresséo

’
grave e a doenca e, em geral, fatal.

4 transmissBo da doencga efectua-se na maioria dos ca-
sos por contacto sexual, se bem gue as pessoas que utili-
zam estupefacientes por via intravenosa representem igual-
mente um grupo com elevado risco; por outro lado tém si-

. r . . £
do infectados por este virus um grande ntmero de indivi-
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duos depois de terem recebido sangue ou produtos sanguine-

os contaminados,

’ N .
0 agente causador desta afecgfio é um retrovirus, Nume-
~ . . A . e I's .
rosas afecgles animais tem sido atribuidas aos retrovirus
mas ,acontecem apenas recentemente que puderam ser des-

critos os retrovirus que afectam o homen.

“nquanto os retrovirus das células T humanas (HTLY
human T leukemia virus) dos tipos I e IT tém estado impli-
cados como agente causador de certas leucemias das células
T nos adultos, o retrovirus associado a linfadenopatias
(v{rus LAV), que & igualmente denominado virus HTLV IIT ou
virus relacionado 4.T.D.8., (4RV), & agora correntemente

aceite como o agente responsdvel pela SID4,

0 genoma de varios isolados do retrovirus LAV ou HTLV
TIT foi caracterizado de maneira muito completa (¥Wain-Ho-
bson et al, 1985; Ratner et al, 1985; HMHuesing et al,
1985; Sanchez-pescador et al, 1985) e informacBes sobre a
sequéncia gendémica indicam uma relacfo estreita com o gru-
po dos lentivirus, Os lentivirus, cujo protétipo é o vi-
rus ovin Visna, sfio os agentes de doengas com progressio
muito lenta e qgue apresentam tipicamente um periodo de in-
cubac8o prolongada, O LAV e o virus Visna partilbam nu-
merosas semelhancas, em particular no seu tropismo para o

tecido neural,

A1ém das trés partes de genoma encontradas em todos os

retrovirus e designadas por gag, pol e env, o viris LAV

compreende pelo menos trés outros genes denominados § ou
Ser TAT e F ou 3'orf (Vain-Obson et al, 1985; Arya et
al, 1986), © produto do gene F foi caracterizado por reac
¢8io com soros de doentes atacados de SIDA e a identidade
da proteina confirmada por um processo de sequénecia direc-

ta dos Acidos aminados (4llan et al 1985).

Segundo os autores, a proteina I & reconhecida por 30

a 90% dos soros de doentes., Esta proteina migra sobre um

-2
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gel de acrilamida SDS segundo um peso molecular aparente

compreendido entre 26 e 28 KD, Certos autores puseram em
evidéncia um produto do gene I compreendido entre 2L e 25
KD, evocando a possibilidede de uma iniciac8o da tradugdo

ao segundo ATG,.

A proteina F nZ2o é glicosilada, se bem estejam presen=-
tes dois locais potenciais de N-glicosilagfio, PFinalmente,
foi demonstrado que a proteina F é acilada pelo #dcido mi-
ristico, DTxiste na prote{na F um tetrapéptido (arg - Phe
- asp = Ser), encontrado em algumas protefnas que inter-
vém na adesfio celular, e igualmente numa cadeia do anti-

gene HLA de classe 11,

ALuffray, (Auffray, 1986) evocou a possibilidade da
proteina T desempenhar um papel no reconhecimento e liga-
cHo da protefna env e do virus L'V linféecitos Tl, contri-
buindo assim para a disseminagfio do virns, Além disso,

a variabilidade elevada {2 a 17%} da proteina I de uma ca-
mada para a outra, variabilidade compardvel & da glicopro-
tefna de envolvimentc, deixa pensar que a proteima F de-

sempenha efectivamente um papel na infecc#o (Ratner et al.,
1985).

0 presente invento propde utilizar como vector de ex-
~ 4 . .
pressfo da proteina F um vector viral que permite a ex~
pressfo da proteina num ambiente que permitirid a sua re-
estruturagfo pdés-traduclo.
% por este facto que o presente invento se refere a
"

um vector viral, caracterizado por compreeinder o gene I

do virus responsdvel pela SIDA,

Lntre os vectores virais utilizdveis, devem citar-se
mais particularmente os poxvirus e, designadamente, o vl

rus da vacina {VV).

0 virus da vacina é um virus com ADN de haste dupla
que foi utilizado muito largamente em todo o mundo para

. . 4 2 ’ .
controlar e eliminar a variola, Avancos tecnicos recen-

-3=
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tes permitiram o desenvolvimento deste virus como vector
de clonagem e os virus recombinantes vivos permitiram ex-
primir antigenes estranhos e mesmo obter imunizagles con-

tra diferentes doencas virais ou parasitirias.

Assim, varios grupos puseram recentemente em evidén-
cia a utilizac8lo de recombinanies deste tipo para expri-
mir o antigene da enxaqueca, da henatite B e a glicopro-
teina da raiva para imunizar contra estas doengas (Smith

et al, 1983; Panicali et al, 1983; Liney et al, 1984),

i expressfo de uma sequéncia codificando para uma
proteina estranha pelo virus da vacina {VV) implica ne-

cessariamente duas etapas:

19.) a sequéncia codificando deve ser alinhada com um
promotor de VV e ser inserida num segmento n#o es-
sencial da ADN de VV, clonadc num plasmiceo bacte-

riano apropriado;

28 ,) as sequéncias de ADN de VYV situadas de um lado e
do outro da sequéncia codificando devem permitir
recombinacBes homblogas in vivo entre o plasmideo
e o genoma viral; uma dupla recombinacio recipro-
ca conduz a uma transferéncia do enxerto de ADN do
plasmideo no genoma viral no qual se propaga ¢ ex-
prime (Panicali e Paoletti, 1982;

Smith et al. 1983; Panicali et al., 1983).

Bem entendido que a utilizacZio deste tipo de vector
implica muitas vezes uma delecgfio parcial do genoma do vi

rus vector,

0 presente invento refere-se mais particularmente a

um vector viral caracterizado por compreender pelo menos:

- uma parte do genoma de um virus vector,

. . r ¢
- um gene codificando para a proteina I do virus respon-

sédvel pela SIDA,

- assim como os elementos gue asseguram a expressfio des-

te proteina nas células.

el

¥
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0 invento refere-se igualmente aos ADN recombinantes

que correspondem aos referidos vectores virosos,.

Por "virus responsével pela SIDA", pretende-se desi-
gnar nomeadamente o virus LAV, o virus HTLV III ou ARV,
do mesmo modo que eventuais mutantes pontuais ou delec=
¢8es parciais destes virus, assim como os virus aparenta-

dos,.

Os vectores virosos, na parte que corresponde ao ge-
noma do virus vector {distinto do virus responsdvel pela
SIDA), podem ser constitufidos a partir do genoma de um
virus de qualquer origem, Todavia, serd preferivel uti-
lizar uma parte do genoma de um poxvirus e mais particu-

larmente uma parte do genoma da vacina,

As condigBes necessarias para a expressfo de uma pro-
tedna heterdloga no virus da vacina foram relembradas an-

teriormente,

De um modo geral, o gene em causa, por exemplo o ge-
ne I, deverd, para se poder exprimir, estar sob a depen-
déncia de um promotor de um gene da vacina e este promo-
tor serd em geral o promotor da protéina 7,5k da vacina,
Por outro lado, a sequéncia que codifica deverd ser clo-
nada num gene n#fo essencial da vacina que podera eventual-
mente servir de gene marcador, Na maior parte dos casos,

-
tratar-se-a do gene TK.

A protefna I nativa nfo possui o sinal de excrecglc e
nio é glicosilada, Propde~se aqui modificagles deste ge-
ne para melhorar a imunogenicidade do produto de expres-
s&o,

Prop8e~se modificar o gene I’ de modo a assegurar a
sua excreglo para fora da célula e, por outro lado, para
uma terceira construgfo, a assegurar a fixacfio da protef-

na na membrana,

Para este efeito, o gene poderd ser modificado ao ni-

- B
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vel da sua parte que codifica pela extremidade NH2 termi-

£

nal da proteina adicionando uma sequéncia sinal que pro-
vém de um virus heterdlogo, por exemplo a sequéncia sinal
da glicoproteina do virus rdbico., Isto permitird a excre-
¢80 da proteina para fora da célula,

Bem entendido que se pode utilizar uma sequéncia si-

» 4 . .
nal proveniente de outras proteinas virais,

Finalmente, pode ser interessante para a imunogeneci-
dade da proteina que esta seja fixa na membrana celular e
assim correctamente apresentada ao sistema imunitdrio do
hospedeiro., I por isso que é pronosto, a partir da cons-
truglo precedente (F + sinal de raiva), adicionar ao ni-
vel da parte codificando para a extremidade COOH terminal
da proteina F uma sequéncia codificando para a porcHo
transmembraniria proveniente de um virus heterdlogo,igual-

- Lo o
mente a da glicoproteina do virus rabico.

. ' . . hd .
0 presente invento refere-se em primeiro lugar a uti-
lizac8o dos vectores virosos para a obtencZo da proteina

codificada pelo gemne F do virus LAV em culturas celulares.

Trata-se portanto num primeiro tempo de células de ma-
miferos que foram infectadas por um vector viral segundo
o invento ou ent8o que podem conter a ADN recombinante cor
respondente; de entre estas células, devem citar-se mais
particularmente as células dipldides humenas, culturas pri
» . . I d - « ’
marias assim como as células Vero, DBem entendido que e
possivel prever outros tipos de células como se depreende-

’ Iy
ra de resto dos exemplos seguintes,

As proteihas assim obtidas podem ser utilizadas ands
purificacfio pela realizacfo de vacinas,

% igualmente possivel prever a utilizacfio directa dos
vectores virosos de acordo com o invento a fim de efectuar
uma vacinacfo, sendo a proteina F entfo produzida in situ
e in vivo,

-l
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0 presente invento refere-se igualmente aos anti-cor-
pos langados contra as proteinas P precedentes obtidos
por infeccfo de um organismo vivo com um vector viral tal
como anteriormente se descreveu e recuperacgfo dos anti-
-corpos induzidos depois de decorrido um tempo determina-

do,

Finalmente, o presente invento refere-se 2 deteccHo
dos anti-corpos langados contra as proteinas F anteriores
assim como ao processo de dizgndstico correspondente que
permite, a partir da deteccfio destes anti~corpos na reti-
rada bioldgica de um paciente, detect=zr in vitro a SIDA
nesse paciente,

As técenicas utilizadas para a obtenglfo da proteina

¥, as culturas celulares e as técnicas de vacinag#o s#o

.« an . b3 o~ . .
~identicas as que sfo praticadas actualmente com as vaci-

nas conhecidas e n#o serfo descritas em pormenor,

.t

0 presente invento compreende-se com a leitura dos

métodos e exemplos seguintes,
As figuras seguintes ilustram os exemplos:

. a figura 1 representa a accfo da tunicamicina sobre
as proteinas sintetizadas pelos recombinantes
VV, TG FLAV,1147 e VV, TG, FLAV,1145 e imunoprecipita=-
das devicdo a um sovro anti-LAVj; nesta figura, os pesos
moleculares sfio dados em guiloDaltous, e representam-

-se por:

4
P : o residuo celular
8 : o sobrenadante
- ¢ 0os produtos obtidos sem tratamento

+ os produtos obtidos depois do tratamento com a tu-

nicamicina

1 s VUV, TG, FLAV,L11L5
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2 1 VV,TG,FLAV,1147
3 ¢ virus da vacina, tipo selvagem;

a figura 2 repnresenta a crivagem de soros anti-LAV pels
. 2 '4 . o
sua capacidade em reconhecerem a proteina F sinteti-

¢ .
zada pelos virus recombinante

VV, TG FLAV,11455 os pesos moleculares s8o expressos

em quilodaltons, e representam~se pors
. 0 3 virus da vacina, tipo selvagem

. 1 VV.TG,FLAV,1145, clone C

. 2 1 VV,IG,FLAV,1145, clone D

soro testemunha negativo

. @, by, c, &, e 1 soros de doentes atingidos pela

SIDA;

a figura 3 representa a imunoprecipitagfo das protef-
nas sintetizadas pelo recombinante VV,TG,1147 ; nesta

figura designa-se por :
4 .
« 1 : virus de vacina selvagem

VV, TG, FLAV, 1147

\
we

354

. 2 ¢ a marcacfio das células BHII21 com a metionira S
or 4 T 32
« b : a marcacfio das celulas LIHE21 com POh

. ¢ ¢ a marcacfo das células BIil21 com o Adcido miris-
2
tico “H os pesos moleculares sfo em daltons;

a figura U representa a imunovnrecipitagfio de extiac-
tos de células BHIERL infectadas pelos recombinauntes

. ~ . o~ 2
de vacinacfo depois da marcacéo com 3 POh;
nesta figura designa-se por ¢
- ¢ a imunoprecipitacfio sem adicfo de TPA

a imunoprecipitacBo com adicBo de TPA

[ 4
residuoc celular

[ 2
v ]
Q
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+ S ¢ o sobrenadante de cultura

os pesos moleculares sfio em daltonss

a figura 5 representa a imunoprecipitacg@o das pro=-
teinas sintetizadas pelo virus recombinante

VvV, TG, FLAV,1165 e marcadas com a metionina

39S ; nesta figura designa-se por

. 1 : as células infectadas por VV,TG.FLAV,1145
. 2 : as células infectadas por VV,TG.FLAV,1165
e« 3 : as células infectadas por VV,TG,FLAV,1147

os pesos moleculares sZo em quilodaltons ;

as figuras 62 e 6b representam a weaccHo dos anti-cor

pos de vabtos vacinados com 0s virus recombinantes em
"~ - I4 - o - o

relacfo a proteima I’ produzida em L, coli e transie-

rida sobre nitrocelulosej
na figura Sa 3

. as faixas 1 e 3 representam o virus de vacina sel-

vagem

« as faixas 2, 4, 5, 8, O representam o virus

VV TG FLAY . 1185

. as faixas 6, 7, 8, 11, 12 representam o virus

VV. TG F AY -lllf7

. as faixas 13, 14, 15 representam o virus
9 ’ I
UV TG FLAV, 1106

na figura 6b 3

as faixas 1, 2 representam o virus de vacina sel-
vagem

. a faixa 3 representa o virus VV,TG,FLAV,11L46

. a faixa 4 vepresenta o virus VV,TG,PLAV.11EY

(wa)

« as faixas 5, 6, 7, representam o virus

VV TGFLAV.1165,
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METODOS

1 a

Clomnagem: Ieniatis et al, 1952,

Cnzimas ¢ Utilizadas de acordo com as prescrigles do fore-

necedor,

do derivado de Zoller e Smith,

Mutagénese localizada : !léto
L9853

Transferencia na vacina : Lieny et al, 1984, Unica diferen

¢ca : as células humanas 1U43B subs

tituem as células IMTE ,

Preparacfo da reserva de virus

As células primdrias de frango "livres de germes"
s¥o infectadas com 0,01 pfu/célula durante 4t dias a uma

temperatura de 37°C {meio MFM + 5% NCS),

- . I'd
Purificacfio do virus

Efectua=-se uma centrifugacfo da reserva de virus
acima mencionada durante 15 minutos a 2,500 rotacBes (Ro-
tor G8A Sorvall), C sobrenadante é posto de lado, Re-
toma-se o residuo num tampfo RSB {Tris HCL 10 mi pH 7,54,
KC1 10 mil, Mg012 1!} durante 15 minutos a 49C, Efectua-
-se uma trituragfio em vaso, depois uma centrifugacfio du=-
rante 15 minutos a 2,500 rotagBes. O sobrenadante é adi-
cionado ao produto precedente efectuando-se depois uma se

gunda trituracfio da mesma maneira.

Todos os sobrenadantes sfo denositados sobre 10 ml de
base de sacarose a 36% {p/v) (Tris 10 mi pH 8}, Efectua-
-se uma centrifugacfo durante 2 horas a 14,000 rotagles

(Rotor SW28, Beckman).

0 residuo é retomado, dissociado e remetido sobre uma
segunda base idéntica., O segundc residuo é retomado em
5 ml PBS e carregado sobre um gradiente de 20-40% de sa-

carose (Tris 10 m PH 8) (mesmo rotor). Efectua-se uma

-10=
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centrifugacfo durante L5 minutos a 12,000 rotagles,

Recupera~se a faixa de virus, Ela é enegrecida por
centrifugacio durante 1 hora a 20,00C rotag8es. O resi-

duo é retomado no Tris 10 mi pll &,

Imunonrecipitacdes

TR

Efectua-se uma infecc¢Bo de células BHE21 (caixas
de 3 cm de didmetro, 106 células/caixa, cultivadas em
G107 TCS) com 0,2 pfu/célula durante 18 horas, C
meio é decantado e substituido por 1 ml de meio sem me-
tionina e 10 pt de metiomina 35 (5 m€i/300 ul)} {Amers-

ham) por caixa,

idiciona-se um excesso de metionina ndo radioactiva

apds 2 horas,

No fim da wmarcacfo, efectua-se uma raspagem das célu~
las infectadas, uma centrifugacfo durante 1 minuto numa
centrifugadora Ippendorf, uma senaracgfc das fraccles so-
brenadantes de residuo, uma lavagem do residuo uma vez
em tampfo PBS, depois uma imunoprecipitagfio e um gel [se=

gundo Lathe e outros, 1980).

Imunoprecipitac8o das proteinas sintetizadas em presenca

de tunicamicina

. . ~ [ 4
Depois da infeccBo de celulas BHKR1 como se descre-
veu anteriormente, adicionam-se apés 18 horas 1,5 pg de

tunicamicina por ml de meio durante 1 hora,

0 meio & em seguida decantado e substitufdo por 1
ml de meio MEM sem metionina contende 1,5 npg de tunica-
micina e 10 ul de metionina 35, {Amershem), O seguimen-

to da manipulacgBo efectua-se como anteriormente,

Tratamento endo-I"

Depois da imunoprecipitacgfio das proteinas marcadas
por um soro de doente atingido pela SID4L, a fracgfo pro-

I'd . ’
teina-i sefarocsa e retomada em:

-11=
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0,2 ¥ fosfato de Na, pH 6,1
c,05" SDS

0,1 ¢ Nonidet P40

0,1 % Beta-mercaptoetanocl
0,1 < ZDTA pi 8

e ferve-se durante 5 minutos para desnaturar as provei-

IIAS

" . - o
fLfectua-se uma incubacfo durante 20 horas a 37 C,

com 4 unidades de endo-F, depois uma precipitacfio duran-
. - A A

te 2 minutos em gelo com 1/5 de volume de TCA a 100%,

Lava-se o residuo 3 vezes com acefona a 80%, adiciona-se

o tampBo de amostras e carrega-se sobre gel SDE,

Dosagem dos anti-corpos pelo testeRlisa

Incubam-se placas com 96 orificios (NUNC) com fun-
do planc durante 18 horas a 37°C com 10% pfu de virus da
vacina tipo selvagem em tampfio carbounato, As placas s&o
em seguida saturadas com gelatina a 0,01%. Cs sorvos de
ratos sHo entdHo absorvidos sobre as placas e efectua-se

, ; ’ .
o resto do protocolo como para um teste ELISA classico,

Leituras a 492 o4,

Construcfo dos plasmideos hibridos

0s tamanhos combinados dos diferentes elementos ne-
’ . : ~ . P - . .
cessarios para a transferencia da sequencia codificando
para o gene env no genoma de YV e sua expressfo subsequen
~ . -
te s8o da ordem de varios Kb, Julgou-se portanto neces-
sério minimizar o tamanho do plasmideo de réplicacBo no
. coli utilizado para o trabalho de comnstrugfio de modo

. . . ~ L)
a facilitar as manipulagOes necessarias.

-12-
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0 fragmento HindIIT (HinJ) do genoma de YV contém
o gene completo da timidina Iinase (TK) que ja foi ante-
riormente utilizada para permitir a permuta e a recombi-
nacfo do AND inserido no genoma de VV {Macket et al 1982).
£ importante notar que a transferéncia de um enxerto no
gene TK do genoma de YV criou um virus TK deficiente que
pode ser seleccionado, Foi primeirs que tudo necessario
produzir um plasmideo de pequeno tamanho compreendendo um
dnico local EHindITT utilizdvel para a integracfio do frag-
mento Hin-J VV, £41ém disso, é necessario eliminar as se-
quéncias de restrigfo nio necessarias do plasmideo de mo-

do a permitir as manipulagles seguintes,

4 construgBo foi despoletada a partir do plasmideo
piiL2 (Lusky e Eotchan, 1981) gque é um vector derivado do
plamideo pBR322 por deleccgo espontanea no qual se perdeu
o segmento entre os nucledtidos 1089 e 2491, Tm primeiro
lugar eliminou-se a sequéncia de PstI por insergfo do
fragmento AhaITT-Ahalll de pUCS (Vieira e Messing, 1992
entre dois locais AhaIIl de plML2 eliminando 19 pares de
bases, Utilizou-se o método do "linker-tailing" (resi-
duo ligante) {Lathe et 21 198L) para inserir um ligante
HindIIT entre os locais lirul e ZcoRT tratado por SI des-

te plasmideo, eliminando o local BamiT,

Isto conduz a um plamideo de 2049 pares de bases que
compreende o gene betatlactamase funcional (que confere a
. » . ~ P . . hY I d .
resistencia a ampicilina; e gue compreende alem disso um
. ’ . a ’ . ~ . .
principio de réplicacBo activa no B, coli e um local de

restrigfo Unica HindITT,
Bsta construcfo é denominada pilGlH,

0 fragmento Hin-J do ADN de VV que comporta o gene
K foi previamente clonado num vector proveniente de
pBR327 (Drillien e Spehner, 1983)., DIste fragmento de
1,6 kb foi novemente clomado no local HindITI de pIG1lii,

Seleccionou=-se um clone no qual o gene TK esta distante

~ Y . . ~ . - .
em relacfio ao gene codificando para a resistencia a ampi-

-13-
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cilina,
Bsta construcfo plTGlH-~TE foi utilizada como vector

P . .
na experiencia seguinte,

A etapa seguinte consistiu em isolar um promofor de
VV utilizavel para comandar a expressio da sequéncia co-
dificando para o gene a exprimir, O promotor de um gene
nrecoce codificando para uma proteina de 7,500 daltons
{7,8 k) jA& foi utilizado com &xito com fim idéntico {3mith
et al 194 3) e procedeu-se portanto ao isolamento deste

segmento,

0 gene 7,5k estd situado sobre um dos mais peguenos
fragmentos Sall (fragmento §gl-$) de genoma de VV tipo WR
(Venkatasan e outros, 1981), Como os pequenos fragmentos
s8%0 clonados de maneira preferencial, uma grande propor-
c%o dos clones obtidos por clonagem directa do ADN de VV
tipo ¥R cortado por Sall no plasmido pBR322 compreende
o fragmento Sal-S. Iste fragmento é transferido sobre o
bacteriéfago vector M13mp701 ({Kieny et al., 1983) por di-
gest3o Sall e reunifio conduzindo assim ao bacteridfago

H13TGSal-S,

Neste clone encontra-se um local Scal imediatamente
na proximidade da ATG de iniciacg8io do gene 7,5E., A jusan-
te do gene 7,5K encontram-se situades os locais Unicos

BanmliT e DcoRI provenientes do vector, Os locais Bamlil e

SCal sdo fundidos por intermédio de um ligsnte BgliT 5'-~
~CAGATCTG-3"! depois de terem completado as extremidades
geradas pela digestZo DamllI com o fragmento Klemow da po=-
limérase de T, coli, T=ste processo elimina o local Scal
mas reconstitui o local Bamiil e desloca o local dnico
LeoRlT a jusante., L0 mesmo tempo, o local SalX (AccI) a
jusante é eliminado, tormando-se portanto tinico o local
Sall a mountante,.

~

. Id . -
ELsta construcdo e denominada M13TG 7,5k,

No interior do fragmento Hind-J do ADNH de VV encon-

w1l
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tram-se situadcs locais CalTl e EZcolll que s#o separados por
cerca de 30 pares de bases (Weir e lloss, 1983}, O frag-
mento promotor de 7,5K presente no M13TG7,5K é excisado
por AccT e EcollT e clonado entre os locais ClaTl e FcoRT

de pIG1H-TL para gerar pTGUI.TE-P7,5K,

Lsta construcfio conduz a transferéncia dos locais
BamilIl e EcoRT tmnicos de vector H13 imediatemente a jusan-
te da sequéneia do promotor 7,5Il. Istes locais Unicos
DamiiT e DcoRI s#o utilizados na construglo seguinte,

. ”

0 segmento poli-ligante do bactevriofago M13TG131
(Vieny e outros, 1983) é excisado por EcoRT e BgliT e in-
serido entre os locais Zcolll e BamllI do plasmideo pTGlH-
TK-P7,5K, gerando pTG186-poli., Ilesta construglfio, estfo

A

disponiveis 5 locais de restiigfio Uinicos para a clonagem

de um gene estranho sob o controle de P7,5K (PstT, DemilI,

SstT, Smal, ZcoRI).

THETLIe 2

- ad . ~ .
Construcdo do plasmideo cue comporta a sequencia P

m primeiro lugar, o gene env do LAV envolvido pelas
sequéncias de sinal e tramsmembrauirio da glicoproteina
do virus foi inserido num plasmideo {pTG113L) descrito an-
teriormente. O fragmento PstI-Pstl do plasmideo pTE113L
é¢ clonado no vector 313mp701 numa orientacfio adequada, O

bacteridéfago resultante & o M13TG169:
n Env min PstX
——)

PStI o
/| 777 s

i
|
KpnI HindTIT

o

¢ fragmento gendmico que codifica para a proteina I
é obtido por uma digestfo BamII-HindIIT do plasmideo

pJ19-6, segmento proviral clonado e descrito anteriormente,

-l B
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0 fragmento BamHI - HindIIT de »nJ19-6 é clonado no

vector M13TG1l69 aberto aos locais Epnl e HindIIT, O lo-
cal Baml'T é novamente ligado ao local EpnT por um ligan-

te oligonucledtido simples de sequéncias

5 GATCGTAC-3!

5t ¢ TAC||laAaT e 3
EpnT BamiT
l CLTG €T A cJ

3! 5!

0 bacteridfago resultaunte chama-se M13TG170

PstT SN F TV PstT
—_—
I y T e [T TTTT T | e/ ]
Eon© 8g+T HindIIT
Bami1®

A fim de poder excisar unicamente a sequéncia codi-
ficante da proteina F, gera-se um local BawmET a montante
da ATG de iniciacfo da traducfo, por mutagénese dirigida

. [
por oligonucleotido

ATG P
—>
// ! /[ 211376170 (dnico pedago)

S “~ . » » .
A sequéncia do oligonucleotido é:

5" GAAAGGATCCTGCTATLAG 3!

Bamidl

-1Gm
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. - ”
pelo cligonucleotids marcado nor JP“, isola=se o bacterio-

lig
fago Y13TG173. Tle nfo difere do bacteridfago MI13TGLTO

senfio pelo local DamiIl situado 2 montante do ATG de inicia
cHo.
ATG r TG
: I |
/1 , // (M131G173)
Damiii Sstk

A dntroducgfio deste local permite clomar o fragmento

9

LT

SamHI-SstI que contém o gene T no nlasmidec de transferéin-

cia plG186-poli aberto acs locais DawfI e Sstl e cuja
construcgfo foli descrita anteiviormente., Come se indicou,
a express3o de uma proteina heterdloza no virus da vaci-
na necessita que a segudncia que codifica seja alinhada
com uma seaquéncia do promotor da vacina e seja inserida
num segwento nfo essencial do ADY da vacina, Tste ADH
situado de um lado e doutro permite a recombinagfo com o
genoma da vacina in vivo por uma dunla recombinacfo re-
cinroca que tramsfere a seqguéncia que codifica e o promo-
tor acompanhante mara o genoma da vacina, O plasmideo

resultante € o plasmideo pTG11L7,

~ » A . . .
L transferencia da sequencia codificando do gene
F e do promotcr aconpanhante no genoma da vacina é efec-

tuada como se descreveus

BARENPLO 3

’ .
Clonagem no virus da vacina

para gerar VV,iG,.,Flav,11L7

A estratégia descrita por Smith et. al, 1983, assen-
t2a na permuta in vivo entre um plasmidec que compreende
um enxerto no gene VYV TH e o genoma viral do tipo selwa

. - 5 £
gem cde modo a2 inactivar o gene TE transportado pelo virus

-17-
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Cs virus T podem ser seleccionados por espalhamento so0=
bre uma linha celular (T negativo) em presenca de S-bro-
rnodeoxiduridina (5BUDR) (iackett et., al., 1982)., 4 timi-
dina quinase fosforila o 3BUDR. em 5'-monofosfato, cue é
em seguida convertido em trifosfato., Este composto & um
andlogo de dTTP e a sua incorporagfo no ADH blogueiaz o de
senvolvimento correcto do virus. ™m vius TE pode toda-
via replicar o seu ADN normalmente e conduz a bacteridéfa=-

0

os virais visiveis numa linha celular igualmente ﬁﬁ_.

=

3

I'd . . ”’
0 virus da vacina propage-se no citoplasma das cé-
lulas infectadas primeiro que no nicleo, = por isso que

~ 7’ ’ .
nfo e possivel tirar vantagem da magquinaria de wreplicacfo

e de transcrigfio do ADN do hospedeiro e é necessario que
o virus possua os componentes para a expressiio do seu ge-

- .« e ~ 2 .
noma, O ADN de VV purificado nfo e infecciocso.

. ' R - 2 .
A fim de gerar os recombinantes, ¢ necessario efec-
. . ~ i -
tuar simultaneamente a infecgfio celular com o virus VV e
una transfeccfio com o segmento do ADN clomnado que apresen
. ~ . 7 o
te interesse., Todavia, a geracfo dos vecombinantes e li-
. b a
mitada a peguena proporgdo das células que s#Ho competen-
tes para a transfeccfo pelo ADN, ¥ por esta razdo que
. . -~ L. .
foi mecessario por em pratica uma estrategia de "congiri-
éncia" indirecta para reduzir o rufdo de fundo dos virus
aparentados nfo recombinantes, ZIsto foi efectuado utili-
¢ . . . £
zando como virus infecciosos vivos um mutante termosensie
. ~
vel (ts) da vacina que ndo e capaz de se propagar a uma
~ « . o (8] e g g
temveratura nflo permissiva de 39,5 C /Driliien et Spe-
’ N e~
hner, 1983}. ~uando as celulas sf#o infectadas por um mu-
tante ts em condigBes n8o permitidas e transfectadas com
o ADN de um virus do tivo selvagem, a multiplicacBo wviral
intervird somente nas células que sfo competentes parga
trensfecclo e nas quais uma recombinaclo entre o ADN vi-
ral selvagem e o genoma do virus ts terd tido lugar; ne-
ST BT 4 ’ ~ ke
nhum virus se multiplicard mnas outras células, nfo obstan

te o facto de elas terem sido infectadas, Se um plasmi-
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deo recombinanite contende um fragmento do ADN de wvacina

tal como pIGLl1L47 estiver incluido na mistura de transfec-
¢8o, na concentracgo apronriada, com o ADN do tipo selva-
gem, é do mesmo modo possivel comseguir que ele partici-
pe na recombinacfo homdloga com o ADN da vacina nas célu-

las competentes,

Infectam~se monocamadas de células primarias de fi-
broblastos de embriSes de franges {CZF) a 33°C com VV-Co-
penhaga £s7 (0 1 nfu/célula) e transfectam-se com um co-
precinitado com fosfato de cdlcio do ADN do virus de ti=-
po selvagem VV-Copenhaga (50 ng/106 células) e com o nlas
mideo recombinante {50 ng/156 céilulas).

Depois de incubacie durante 2 horas a uma temperaw-
tura que nfo vermite o desenvolvimento do virus ts
(39,59C), =2s células sB3o incubadas de novo durante 48 ho-
ras a 39,5°C. Utilizam-se diluig¢Bes de virus ts¥ para
infectar novamente uma mono-camada de células humanas
IQBABJfE— a 379C que sfo em seguida incubadas na presen=
¢a de SBUPR (150 pg/ml}, Obtem-se diferentes placas de
virus TK = partir destas células que receberam o plasmi-
deo recombinante, ao nasso que as culturas contiroladas
sem plasmideo nfo apresentam placas vis{veis. Cs virus

TK s8o em seguida sub-clonados por uma segunda selecgfo

em presencga de 5BUDR,

Uma dupnla recombinacBo reciproca correcta entre o
plasmideo hibrido pTGLliL7 e o genoma de VV conduz & per-
muta do gene TEK que comporta o enxertc com o gene TE do
virus, tornando-se assim os recombinantes TK .

Os ADN purificados a partir dos diferentes virus
recombinantes TE sHo digeridos por HindIIT e submetidos
a uma electroforese scbre gel de agarose, Os fragmentos
de ATN sfo transferidos sobre um filtro de mnitrocelulose
segundo a técrica descrita por Southern (1975) 0 filtwro

é em seguida tornado hibrido com o plasmidec pPGL1L7T

10w
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nick-transladado ao 32, Dencis de lavagem do filtro, es-
P,
te #ltimo & fluorografado e s3o visiveis faixas de 3,85,
2,9, 0,8 kb sobre a autoradiografia quando o virus vaci-
na tem incorporado o gemne T do LAV, Um destes recom=-
binantes VV.TG.FLAV,1147 foi seleccionado pelos estudos

seguintes,

EXDUPLO 4

’ . . . [ 4
Proteina I sintetizada a partir de um virus

recombinante vecina-LAV

Para por em evidénciz a expressfo do geme T do LAV
2 partir do virus vacina hibrido, infectam-se as célules
de roedor, BHEZ21l, que sfo cultivadas num meioc G- + 16t
de soro de vitelo fetal com o referido recombinante YV,

TG FLAV,.1147,

Infectam=se uma mono-camada semi-confluente fresca
(106 de células) com 0,2 pfu/célula e incuba=-se durante

18 horas,

0 meio é em seguida eliminado e adiciona-se um
meio com fraco teor de metionina {1 ml para 10 células)
suplementado com lO'pl/ml de metionina 358 {5 mCi/BO@Jpl}
As células sZo incubadas a 37°C e as protefnas marcadas
sf8o reunidas por centrifugac¢fo., Depois de separaclo em
residuo e sobrenadante, as protefnas sZo incubadas com
mn soro pertencenté a pacientes atingidos pela SIDA,

As proteinas que reagem com o soro sfc recuperadas por
adsorgfo sobre uma resina protefna A~sefarose e espalha-
das por electroforese sobre um gel de poliacrilamida SDS
e auto-radiografadas segundo uma técnica descrita por
Lathe el al, 1980, As autoradiografias mostram que al-
guns soros de pacientes atingidos pela SIDA ligam especi-
ficamente duas proteinas dos extractos celulares infec-

tados. Os pesos moleculares aparentes de 25,5 e 27 Ed

20
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sugerem a equivaleéncia com a proteina P identificada por
soros de doentes atingidos pela SIDA, numa prenaracgio de
proteina ¥ auténtica e em extractos de células infecta-

das pelo virus LiV,

A

A sequéncia que codifica para P conduz a um produ-—
to de traduc8o primaria de cerca de 23 Kd ao passo que a
proteina T obtida pelo processo anterior apresenta um pe-
so molecular anarente comnreendido entre 25 e 27 kd,

Esta heterogeneidade pode ser atribuida a uma modificagfo
(acilagéo) e/ou ser devida 2o facto de dois ATG poderen

ser utilizados para a iniciacfic da traducdo de T,

EXENDPLO

Construcic de pTG11L5

0 plasmideo pTG11l45 contém o gene I cuja parte co-
dificando para a extremidade NH, terminal da proteina foi
posta em fase com a sequéncia de sinal da glicoproteina
rdbica, As construgles derivam do bacteridfago II13TGLT0

descrito atris.

A narte 5' do gene F é colocado em fase com & se-
A - . . 3 .
quencia sinal da gllcoproteina rédbica nor meio de uma

~

. . . 7.
eliminac8o gerada pelo oligonucleotido.

. . £ . 4 .
Cs cuatro primeiros acidos aminados da glicopro-
I 4 . s .
tefna rabica s8o counservados nara favorecer uma boa cli-

vagem do péptido sinal,

5' Phe Gly Lys Phe Pro Ile

Gly Gly Lvs Trp Ser Lys 3!
|TTT GGGnﬁﬁﬁ T™rC ¢Ct ATTl.GGT GGC AAG TGG TCA

A
I W
A% v \'
. s F . .
fim do 4 primeiros {0 ATG de iniciagfo &
. ’ 03 - N . .
sinal acidos ami- eliminado)
raiva nados da gli-
coproteina
s .
rabica

-2 -
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0 oligonucledtido que serve para gerar o znel tem

por sequeéncia:

5! TTTTGACCACTTGCCACCAATAGGGAATTITCCCALA 3!

Obtem-se assim obacteridéfago ¥W1L3TG17Ll., O sinal

g
e

. -y . 4 . .
raiva (Sﬁ) da glicoproteina rdbica fundida com o gene

é em seguida transferido para o nlasmideo plG18G-noli,

Para istc faz-se a clonagem do fragmento TstI-Istl
de M13TG171 em pTG186-poli aberto mo local Zsti., € plas-
mideo resultante é denominado pPTG11l45., © gene I fundido
com o sinal raiva & transferido mara a vacina como des- .

crito atras.

Construcio de »TG1146

ileste plasmideo, a sequencia codificandc para a zona
transmembrandria da glicoprotefna rdbica {Ti'R) & fundidas
com a extremidade gene . 0O codfo TGA (Stop) do gene ¥

estd compreendido no anel de eliminacfo gerado pelo oli=-

V4 N » .
onucleotido, cue tem por sequencias
] <3

5' TGCACTCLGTAATACATAGCAGTTCTIGAAGTACTC 3¢

Glu Tyr Phe Lvs iAsn Cys Tyr Val Leu Leu Ser Ala

GAG TAC TTC AAG AAC TGC TAT GT4 TTA CTG AGT GCA

F TMR

Chbtem~se assim o bacteridofago M13TGL72.

0 gene T fundido a2 montante com o sinal raiva e a
jusante com a porcfc transmembrandria raiva é transferi-

do vpara o plasmideo pTG1S6-poli,

22
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Para isto faz=se a clonagem do fragmento FPstI-Istl
de ii13TG172 no plasmideo pIG186-poli, aberto para DPstl

para gerar o plasmideo pTGLl1Ahs,

DIEMPLO 7

. . ~ s . N
Imonoprecipitacio das nroteinas sintetizadas pelos

virus recombinates VV.TG.PLAV,1145 e 1146

Gnerando como se descreveu anteriormente para o

- () A . L)
nlasmideo pTG1147, obitém-se os vectores vacina hibridos
que correspondem aos diferentes plasmideos e preparados

atris.

Tstes vectores virosos serfic denominados respecti-

vamente @
VV., G, FLAY, 115
VV,IG ,FLAV,11L6

As protefnas obtidas como se descreveu atris sfo
testadas por imunoprecipitacfo (figura l). 0s imunopre-—
cipitados obtidos com o produtc de VV.TG.,FLAV,1145 fazem
aparecer uma proteina cujo peso molecular aparenta estar
na proximidade de 28 kd, A proteina posta em evidéncia
no sobrenadante do meio de culbura tem um peso molecular
aparente mais elevado. Parece que o produto do gene ¥

é efectivamente exnelido no sobrenadante da cultura,

Tor o asnecto difuso do sinal autoradiografico su-
gerir a existéncia de uma glicosilacfo conduziu-se ume
manipulag¢io de marcagfo na 358 metionina na presenca de
tunicamicina. Xa presenca de tunicamicina, obtém-se uma
protefna de pesoc molecular aparente de 26 kd, nitidamen=-

te inferior ao descrito atras, Isto indica gue o produ-

2%




10

15

20

25

30

35

53243
D 11685/333 469

to do virus VV.TG.FLAV,1145 é glicosilado. 4 presenga do
péptido sinal e de locais potenciais de N-glicosilaglo
ocasionou uma glicosilagfio da proteina F, Como a diferen=
¢a de peso molecular entre a proteina glicosilada e nfo
glicosilada & de 2 kd, é admissfvel que seja ubtilizmado

a

nenas um dos dois locais de glicosilacZo,

. . . I'e
A mesma experiéncia conduzida com o virus VV,TG,

PLAVL.1147 mostra cue o produto deste virus nfo é glicosi-

lado,

O0s imunonrecinpitados obtidos com o produto de
VV. TG PLAV,1146 fazen aparecer uma proteina de peso mole-
cular aparente superior {3k %kd) =20s observades anterior-
mente., Podia-se esperar este resultado porque o gene T
é fundido com a parte terminal da glicoprotefna ribica,

’ N ’ -
que compreende a parte transmembranaria desta ultima,

E igualmente -demonstrado, pela marcacBio com a meti-
onins 353 na nresenga de tunicemicina, gue o produto de
e - ’ . . £ e ’
VV. DG, FLAV,L1h6 é glicosilado., 4 excrecHo observada &

ey

menor gue a constatada com VV,0G,LAV,1145, indicando cue

. . Al .
a proteina estd bem fixa a superficie das células,

Isto é confirmado por imunofluorescéncia de acordo
’ . . ’ e’ .

com uma técnica descrita atrds. £A superficie das células

aparece nitidamente fluorvessente em relacfio a um testemunho

. I'd
negativo, o gue demonstra a presenga da proteina T mna su-

perficie das células.

BXTHPIO 8

Colocacfo em evidéncia dos anti-corpos anti-" nos ratos

vacinados com os virus VV,DG.,FLAV,1145 1146 e 1147

Vacinam-se ratos Balb/c e €57/B1 machos com 7 sena-
nas por injecc8o sub-cutanea de 5.107 pfu ou pow sacrifi-
cio da base da cauda e aplicacio de 2,107 pfu de virus

VV.IGWFLAY por animal, Recebem uma injecgfo de reforgo

-2l
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com a mesma dose passadas 2 semanas, e sofrem uma colhei-
ta de sangue no monento do reforgo assim como 2 e 4 sema-
nas depois do reforgo. DProcura-se presenga de anti-cor-
pos dirigidos contra detsrminantes do virus LAY e do vie

rus da vacina 1nos seus soros,

Todos os animais vacinados d&o soros capazes de

reagir com o virus cda vacina num teste BLISA.

Utilizaram-se técnicas de imunoprecipitagfo ou de
"estern Blot". Dstes métodos permitem pdr em evidéncia
os anti-corpos capazes de reazir com as proteinas do vi-
rus LAV nfio desnaturadas ou desnaturadas ao SDS num gel
de electroforese e tramnsferidas sobre uma membirana de ni-
trocelulose. Iiesta experidncia, as membranas de nitroce-
lulose empregadas sfo obtidas por transfereéncia das pro-
tefnas contidas num extracto celular infectado pelo vi-
rus LAV sezundo técnicas conhecidas, ZRstas membranas sfo
cortadas em faixas e cada faixa é incubada com o soro dos
ratos vacinados {diluicZo a 1/20). £~ proteina A marcada
a 1251 permite visualizar as protefnas do virus LAYV que

fixaram anti-cornos de ratos,

Utilizaren-se extractos celulares infectados pelo
ko)
virus LAV e marcados com a cisteina J5S para as experién—

ias de imunoprecipitacio.

xr & ~ ~ € s
Varios soros dfo uma reacgfo esnecifica com uma pro
r ~
teina de neso molecular a volta de 27 kd, correspondendo

™

. ¢
a proteina T,

Deve notar-se gque o sorvo de alguias ratos produzen
em "Western Blot" sinais que corvespondem a proteins nXo
identificadas da preparacfo de virus LAV fixas sobre as

membranas,

T PIO O

® ?{‘

Miristilac8o da protefna 3

Mostrou~se que células BHE21 infectadas pelo recom-

-25-
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binante VV.TGFLAV,11L47 exprimem uma proteina semelhante
a proteina F nativa e que se apresenta sob duas formas
de nesos moleculares aparentes de 25 e 27 kd em electro-
forese em gel de poliacrilamida SDE (figura 3j.

roteina T sintetizada pelas

Sendo miristilada a
. o e e £
células infectadas pelo virus HIV selvagem (4Allan e ouw
tros, 1985}, »ro a existénecia de mma modificagfo pés-tra-
. 1 o~ ’ . .
ducional semelhante foi procurada sobre a molecula sinte

3.

Id . ~ L) .
tizada pelo wvirus recombinante por marcacfo com acido mi-

ristico tritiado.

Um tapete de células BHI21 (106 célulaes/caixa) &
infectado com o virus recombinante {a §,2pfu/célula);
12 horas depois da infecclo adicionam-ge lOQ‘ySi/ml de
dcido miristico JH {Amersham) num meio MEH suplementado
em piruvato de sddio 5 mi, Passadas ! ho?as de incuba-
¢80 as proteinas marcadas s¥o recolhidas e imunoprecipi-
tadas com um soro de doentes atingidos pela SIDA., As
protelnas que reagiram com os anti~corpos sfo recupera-
das por adsorgfo sobre uma resina de proteina iL-sefarose
e separadas por electroforese em gel de poliacrilamida
SDS., 7

A auto-radiografia do gel mostira que apenas a for-
ma de peso molecular aparente de 25 kd estd miristiladay

a forma de 27 %kd nfo aparece {figura 3

4 exnressfo da proteina F pelo virus da vacina re-
combinante permite portanto obter uma miristilacfio da mo-
1écula semelhante & da molécula nativa sintetizada pelo

virus HIV,

. s . ” ) 4 .
0 miristato e provavelmente respounsavel pela liga-

¢¥o da molécula nas membranas intracelulares como se
observa para outras proteinas miristilades {Gould e ou-

tros, 1985},

N
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QUADRO 1

Comparacio das sequéncias da proteina F _do HIV-1, do HIV-2

(Guyader e outros, 1987) e da proteina p60src na gua parte

N-terminal, e da parte intracitoplasmica préxima da membrana

do receptor EGF

MwGG&WgEgSMVGWEEVﬂ

MGIA  [S[G]s KH |S|RP

Myr G|S Eﬁs ﬁpgotsoﬁ'
13

tm J//]&Rf__[}:l Elf%_gg_ IL R
F HIV=1,,.
F HIV=2p
pp60src
EGFrec
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THIV-1,

0 local de fosforilagfo pela roteina quinase ¢ de
pp60src e BGTrec esta indicado nela seta, lyr=acido mi-
ristico j tm = parte transmembrandria da proteinz EGTFrec.
EEDEPLO 10
Tosforilac8o da protefna T
A protefna T é mirvistilada {exemplo 9} e encoantra-se
assim fixa & membrana em contacto com outras proteinas
istem anologiss de sequéncia entre T e
: % . .
19%5}, igualmente wmi-
19“b)9

10

15

’ .
membranarias.

a proteina pplOsrc {Gould e outros,
com o receptor LGF {Ulrich e outros,
préxima da membrana (qua-

vlas

20

i

na sua parie
Senco estas duas

dro 1)

na,

25

. !
nela proteina guinase C sobre un local »nro
uma tal mocd

procurol-=se saver S
i

ra .
(“oodgett e outros, 198
Infecta-~se um tap

calxa) com o recombinar

ras de incubacio,

xS

solvida em

30 a
cipitacfo,

-acetato

fosforilac&o par

35
Numerosos i

ristilada, e
intracitopldsmica 7
(ltimas proteinas

imo da mem

Um local de consenso
quinase C existe efectivamente sobre a treonina 15 de ¥
células/

6).
prr21 (10

n) no meio

12 horas depois da infeccfo, adicionam-se 10C uCi i/ml de
32p0, {imersham) Passad
efectua=-se uma

electroforese sobre gel, como descr
figura 3 mostra teina
mente fosforilad proteina

ristilada é igual
duas faixas
meio de cultura, 10 minutes antes da

nesma ao mei o
o éster de forbol 12-tetradecanoil
(res), observa-se um auwento muito ni
Tsto estd de acordc conm uma
,

fosforilacHo pavra a
muito fortemente sumentada
as de

Tosforilas

bro-

difica
de fosfori laga

I A

ete de células
147 (0,1 pfu/cédlula);

nte VV,TG,.,1
as It ho-

MM sem FTosiato.
oprecipitacfio e uma

imu
no exemplo !

it
’ :
Ue & Mie

[ 4
de
4 &
2 PCw

gque a »ro

[$

sta

¥,

ha

’
®
n
©
®
o
1
Q

t P25.1 e PR5=2,
forbo
{tido da

PR5-1, =
piroteina quinase € cuja actividade e

&
nelo TP4 (figura ),
solante NIV »ossuem um gene & cuja
-2 -
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treonina 15 & substituida por uma alaunina (Datner e ou-
tros, 1995). L protefna I' de tais isolados & portanto

teoricamente no fosforizével. Para verificar este pon-
to, construiu-se um recombinante cue exprime unz proted-

na ¥ que tem uma alanina em posieg 15

P25=2 node correspouder guer a uma forma de F
. L soa . e
fosforilada sobre um outro acido aminado que nfo a Thrlj,

;

quer a uma protefna celular imunoprecipitada com T,

s PLO 11

Construclo do plasmideo nTGL191

0 plasmideo pTGL191L contém o gene P proveniente do
nlasmideo pJl9-6 mas em que a treonina na posicfo 15 é
substituida por uma alanina, As construgBes derivam do
bacteridfago H13TG170 descrito anteriormente {exemplo 2},
A mutacfo treonina-alanina é efectuada por meio do oligo-

’ . .
nucledtido de sequéncias

51 TCTPTCCCTCACTGCAGGCCATCC 3!

Obtém-se assim o bacteridfago ¥13TG1151, O gene

o N Id . o~ . s
P=lla é em seguida transferido para o plasmideeo pDG1R6~

> e al

-poli, Para isso, faz-se z clonagem do fragmento Damiiie
-8stl de Z13TG1151 no PTG186-poli aberto nos mesmos lo-
cais. © plasmideo resultante & denominado pTG1191i. A

transferéncia do gene F-iAla na vacina é efectuada como

se descreveu anteriormente,

BXBMPLO 12

Tmunonrecinitacfo das nroteinas sintetizmadas pelo

¢ . .
virus recombinante VV, TG, FLAV,1151

Cperando como foi descrito atrds para o plasmideo

-20m
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pTG1147, obtém-se o vector viral VV,TG.,FLAV,1191,

Examinam-se as proteinas obtidas por imunoprecipi-
tacfo depois de marcacfio com a 353 metionina como se des-
creveu atrias, s nrotewn%s obtidas e visualizadas sobre
gel SDS sdo idénticas as induzidas pelo recombinante

VY., TG LAV, 1147 {n8%o wepresentado).

2

(]
J =
‘Oh como

Se se efectuar uma marcaclio com fosfato
se descreveu atrés, jé nfo se visualisa a forma P25-1 in-
duzida pelo recombinante VV,IG,FLAV,11L7, Além disso, a
adicfBo de TP: no meio nfo modifica a fosforilacfo da for-

ma P25-2 {figura 4},

cam que o local de fosforila-

fede

Tstes resultados ind

¢fBo pela proteina gquinase O é 2 treonina 15, O facto de

a proteina P de alguns isolados n%o ser fosforilizdvel
nela PLC node imsnlicar uma actvividade 3101oglca diferen-

te para estes isoclados. Com efeito, a fosforilaciio pela

PIC constitui gervalwmente uma regulacfo da activi
(2}

.‘».

seus substratos {ver revista por Nishizuka, 198

DIOEDPIO 13

Construcfo do plasmideo pTGE11565

Yostrou=-se que a imunidade da proteina T era acres-
cida se esta fosse ligada 2 uma zona hidrdfoba em C-ier-
rninal {recombinante VV.TG.FLAV.llh6}. Contudo, verifie
cou-se que a conformacZo da protefna n¥o era corrvecta por
aue esta é entBo muito pouco reconhecida por anti-corpos
de individuos seronositivos., Toi nortanto empreendida a
construcfio de um virus recombinante exprimindo a proteina
T ligada a um péptido hidréfobo em N-tewrminal., =ste pé-
ntido desempenharia assim o papel do Acido miristico, as-
segurando ao mesmo tempo uma fixacHo mais sdlida da pro-
tefna na membrana celular, Tste recombinante foi cons-

trufdo a partir do recombinante VV,7G.FLAV,.1145 descrito

-3C-
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atrids, 0O nresente exemplo refere-se portanto & utiliza-
gfo de um vector wviral que expri uma protefma T mais
imunogénea que a proteina P nfo modificada, e que tem uma
conformacio similar 2 da proteina nativa,

0 plasmideo PTG1165 contém nortanto o gene T cuja

TITY
L

parte codificando para a extremidade LI 2termina1 da pro=-
tefna foi posta em Tase com a sequencia de sinal da gii-
coprotefna rédbica, e esta sequéncia de sinal foi mutada
a fim de suprimir a clivagem in vivo entre o péntido de
sinal hidrofobo e a protefna F, £4s construcBes derivam

do bacteridfage 13TG171 descrito atrds (exmermlo 5).

1

fde

. ’ . y
¢ local de clivagem esta situado entre a cina

o)

Y

terminal do péntide sinal e & lisina Ne-terminal cda glico
proteina rdbica, £~ fim de suprimir a clivagem, a glici-
na situada em =1 do local de clivagem foi mutada em tri-
ntofano, a fenilalanina em -2 foi mutada em isoleucina

5

e a prolina em -5 em leucina, 2Xstas mutagSes foram rea-

lizadas por meio do oligonucledtido com 2 sequéncia:

5 AGAGAATITCCATAAACACAATAGAAALACSAG 39

Obtén=se assim o bacteridfago 113TG1107., 4 sequén-
cia de sinal mutada da glicoproteina vrdbica fundida com

ca
o gene F & em seguida transferida para o plasmideo pTG186-

poli.
Para isto, faz-se a clonagem do fragmento PstI-Pstl
de MN12TG1107 no pTG136G=~-poli aberto no local PstI, O

’

plasmideo resultante é denominado pTG1165, © gene F fun-

. L]

dido com a2 sequéncia sinal da waiva mutada é transferido

. ’
para a vacilila Ccomo se descreveu atras,
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o,

Imunonrecinitacdo das proteinas sintetizadas pelo

2

p

virus recombinante VV,TGJLAV,1165

Operando como foi descrito para o plasmideo pTG1147,
obtém-se o virus da vacina recombinante cue corvesponde
ao plasmideo pTG1165 e denonminado VV,TG,ILAY, A4is nroted~
nas obtidas como foi descrito atris sfoc testadas por imu-

\

nonrecipitagdo (figura 5j.
Os imunoprecinitados obtidos com o produto de

YV, TG.LAY,1165 fTizeram aparecer uma proteina cujo peso

molecular anarente é de 26000 daltouns., 4 proteina estd

ausente mnos sobrenadantes de cultura. Uma manipulacfo

de marcacfo com a 358 metionina mna presenga ce tunicami-

cina indica que a proteina obtida nfo é glicosilada,

DETITPLG 15

~

. ~ - . L
ZSolocacacfo em evidencia dos anti-corpos anti-i

nos ratos vacinadcs com os virus YV, DG, FLAV,116%

Vacinam=se ratos Balb/c fémeas com 7 semanas por eSe

i
carificacg®o na base da cauda come se descreveu no exenplo

. A deteccHo dos anti-cornos efectua-se pela téenica
™

Rd . . s
de "Vestern blot®, A »nroteina T produzida no E, coli é

transferida sobre nitrocelulose, sfo recortadas pequenas

1.1.

faixas e incubadas com sorvos dos animais vacinados (z St=-

ra Ga}. L reaccfo observada & de cerca de 3 a 5 vezes
mais forte pare o recombinante VV,TG.FLAV,1165 que para
o recombinante VV,TG,FLAV,11L47, e ecuivalente & do recom-
binante VV,1G,FLLV,1196 (figura 6b}. Contudo, prefere-
~ge a utilizacHo do vecombinante VV,TG,FLAV, 1165 porque

a proteina sintetizada é perfeitamente reconhecida pelos

anti-corpos de individuos de seropositivos, e portanto

-2 -
32
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2 sua conformecio é correcta. O recombinante VV.,7G.,FLAV,
1165 parece ser o melbor candidato para uma vacina contr

kY

¢
a proteina T,

Dendsito das estirpes representativas do invento

0 bacteridfago M13mp701 2 o plasmideo pTGL13L estio
descritos no pedido de patente n?. 86 05043 de & de Lbril
de 1926,

0 plasmideo pJl9-6 foi devositado em 16 de ovenbro
de 1934 na Colecciio Facional de Culturas de Microorgonise—
mos do Instituto Pasteur sob o n? 84 20099,

L estirpe seguinte foi depositada em 6 de Junho de

‘\'

1936 na Colecclio Hacional de Culturasde llicroorganismos

do Tnstituto Pasteurs:

-1, coli treasformado pTGLl1L7 sob o n?, I=551,
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12, = Vector viral caracterizado por compreender pelo

mnenocs:

’
. uma parte do genoma de um Virus,

TR ¢ - -
. um gene codificando para a proteina F do virus respon-
savel pela SIDA,

. nSsim como os elementos que asseguvram a expressfo des-—

I d »
ta nroteina nas celulas,

22, = Vector viral de acordo com a reiviundicagfo 1,
h3
1

. 2 I'4
caracterizado nor a parte do genoma e um Virus ser uma

parte do geunoma de um poxvirus,

2
2%

3
®
<t
d
e
i}
jo R
e
Q
M
£
]
o
n
-

s = Jector viral de acordc com a i

caracterizado por o =moxviirus ser a2 vacina,

36
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he | - Vector viral de acordo com uma das reivindica
~ -~ .
¢des 1 a 3, caracterizado nor compreender uma sequencia

Ge sinal e’ou una sequéncia transmen “brandria nroveniente

’
de um virus heterdlogo.

52, - Vector viral de acordo com a weivindicagfo L,
udneia de sinal e/ou a seeue301a

caracterizado mor a2 seq
transmembrandria proveniente de um virus heterdlogo nro-

. [ 4 .
vir do virus da raiva,

62, - Vector wiral de acordo com uma das reivindica-

¢des 1 a B, caracterizado por o gene que codifica ser o
gene ' total cue compreende desde 2 extremidade 5'

~ H 3 3 . fal 3 - £
. & sequencia de sinal do gene G do virus da reaiva,

« 0 gene I' total,

- P . & v
. a zona transmembrandria (T!') do gene G.

72, = Vector viral de acordo com uma das veivindica-
~ N 3 - . B I
cBes 1 a 6, caracterizado por 2 seguencia de AT codifi-
3 H i £

I'd -~ .
cando para a proteina I estar sob a dependencia de um pro

L
motor de um gene do poxvirus,

2, - Vector viral de acordo com a reivindicagfo 7,
caracterizado por o motor ser um prouotor do gene da va-
na,

92, - Vector viral de acordo com a reivindicagfo 8,

- -~ . Ll 3 .
carscterizado noxr a sequencia de ADE codificando para a
nroteina T estar sob o contiole do promotor do gene da

’ .
nroteina 7,5k da vacina,
102, - Vector viral de acordo com uma das reivindica-

cBes 7 a 9, caracterizado mor a sequéncia codificando pa-

ra a proteina I ser clonads no gene TE da vacina,

-7
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112, - Processo para a nreparacfo de ADH recombinante

caracterizado por se preparar o ADH correspondente ao vec—

tor viral de acordo com uma das reivindicacdes 1 a 10,

122, - nfultura de células de mamiferos caractevizada

Er- . Fal 3 - - - 3 L1

ror os maniferos sevem infectades por um vector viral de
acordo com uma das reivindicacles 1 a 10 ou por compreen=—

der um ADM de acordo com a reivindicacg8o 11,

racBo da »nroteina T do

1...1

138, -~ Processo para a prena
b4 0y
virus respousavel pela SIDL, caract o por se culti-

o 12 e de se

[
V]
H
l_\-
N
0
lO N

varem células de acordo com a reivindica

I

I'4 . .
recuperar a proteina I produzid

1ha, - Processo de acordo com a reivindicacfo 13, ca-
racterizado por se preparar uma proteina que compreende
ainda uma narte de glicoproteina da raiva,

152, - Processo de acordo com a T 13, ca-
racterizado por se preparar uma prcteina gue compreende

. ’, . N . e, N
ainda 1m péntido hidrdfobo em posicHo H-terminal.

162, — Processo para a nreparacio de uma vacina ca—
racterizado por se inco ector viral de acordo
com uma das reivindicagCes 1 a 10 e/ou uma proteina de

c 13

acordo com uma das reivindi

178, - inti-corpos langados contra a nrotefma I do
vius resnonsivel pela 3IDL, caracterizadospor incluirem
um organismo vive com um vector viral de acorde com uma
daos reivindicagles 1 a 10 ou com as nrotefinas obtidas de

reivindicagles 13 a 15 e por se recu=

]

»
12}

acorde com uma da

{
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