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Neméria descritiva referente &

patente de invengfo de THE
WELLCOME FOUNDATION LINMITED,
britanica, industrial e comer-
cial, com sede em 183~-193 EFus=
ton Road, London KWL, Inglater
ra, (inventores: liichael James
Prancis e Berwyn Ewart Clarke,
residentes na Inglaterra), pa-
ra "PROCES30 PARA A PREPARACAO
DE PEPTIDEOS".

VENORIA DESCRITIVA

A presente invencgfo refere-se a um
processo para a preparacgfo de peptideos sintéticos do rinovi-
rus humano (HRV), bem como a preparagfo de vacinas que contém
estes peptideos.

A varticula HRV é constituida por
uma molécula de ARN de cadeia simples mais 60 cépias das pro-
teinas estruturais VPl e VP3, 58 cdépias das proteinas VP2 e
VP4 e 2 cépias do seu precursor VPO (Medappva et al., 1971;
Rueckert, 1976). A recente publicagio da estrutura atémica do
HRYV tipo 14 (HRV14) (Rossmann et al., 1985) forneceu uma infor
magio pormenorizada sobre a localizaglo e a estrutura das pro-
teinas VPl, VP2 e VP3 tal como ocorrem na superficie do virifo
intacto.

As posicBes das substituigBes de dci
dos aminados encontrazdos em mutantes resistentes a neutraliza-

cdo seleccionados por varios anticorvos monoclonais forem usa
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das para a identificacZo de gquatro locais antigénicos na parti
cula HRV14 (Sherry e Rueckert, 1985; Sherry et al., 1986). Es-
tes locais foram designados por NIm-IA, IIm-IB, Nim-II e iiTm-
-III, de acordo com a proteina viral na qual estes locails es-
t&o0 fundamentalmente situados. lMediante o uso de um anticorpo
monoclonal foi também efectuado o mapeamento de um epitopo de
neutralizagdo na proteina VP2 de HRV2. Este epitopo inclui os
residuos de Acidos aminados de 153 a 164 (Skern et al., 1987).
Estes doze residuos sfo, usando o cédigo de uma letra:
GREVEAETRLIP.

De acordo com Skern et al., verificcu
~se por andlise das propriedades de ligac8o das vroteinas ex-
pressas a partir de plasmideos contendo um gene truncade da Pxo
teina VP2 que o local de ligagBo do anticorpo monoclonal se may
tinha desde que as supressdes da extremidade carboxi nfo se es-
tendessem para além do 4cido aminado 164. N80 foi observada
qualguer ligacBo logo que a supressdo alcangou o &cido aminado
153, No entanto, a falta de um local de restrigdo adequado na
sequéncia entre a extremidade l-terminal da proteina VP2 e a
regifioc VP2 de interesse impede uma definig8o da frenteira II-
~terminal do local de ligag¢8o do anticorpo monoclonal.

0s locais antigénicos que até agora
foram identificados para HRV foram todog previstos a partir de
trabalho sobre a particula virica. T8o foi relatado qualquer
trabalho usando peptideos sintéticos. o entanto tem havido um
interesse crescente no desenvolvimento de peptideos sintéticos
para uso em vacinas contra outros picornavirus, tais como o vi-
rus da doenga de pés—e-boca e o virus de polio.

és produzimos agora peptidecs de seis
determinantes imunogénicos previstos de HRV2. Verificou-se que
quatro destes peptideos reagem com soro de coelho anti~HRV2.
Destes quatro, trés produziam anti-soroc que reagia bem com par-
ticulas viricas em andlises por ELISA indirecta e por técnica
de mancha de Western. Lo entanto, o anti-soro contra um destes
peptideos reagia com virus numa andlise por ELISA de sanduiche
e num ensaio de imunoprecipitagfio e neutralisava in vitro a in-
fectividade deste. Este peptideo é:

VEAETRLIPDLQPTEC.
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Por outras palavras, o peptideo cor-

responde aos residuos de 4cidos aminados 156 a 170 da proteina
VD2 de HRV2. Este peptideo possui também um residuo de cistei~
na carboxi-terminal n3o natural. Apenas nove dos residuos de
4cidos aminados do epitopo IIm-II propostos por Skern et al.
estdo presentes no peptideo. 0s peptideos sintéticos que con-
+8m esta sequéncia nonapeptidica sfo deste modo capazes de sug
citar um anticorpo neutralisante contra HRVZ.

Por conseguinte, a presente invengéo
proporciona peptideos adequados para serem nsados como vaci-
nas, peptideos estes que apresentam um epitopo que contém os
residuos de dcidos aminados 156 a 164 da proteina VP2 de HRV2
ou residuos de Acidos aminados equivalentes de outro HEV. Bs-
tes Acidos podem ser substituidos por outros Acidos aminados
que nfo afectem a antigenicidade do peptideo. Os peptideos po-
dem ser preparados sob a forma de um conjugade ligado a um Su-
porte fisiologicamente aceitével. Em alternativa, os peptideos

podenm conter um sequéncia suporte.
0s veptideos da presente invengéo

contem uma sequéncia eficaz antigenicamente. Esta sequencia se
ré designada como sequéncia IIm-II. Para URVZ2, esta sequéncia
é:

VEKAETRLYO »

gs3o residuos de Acidog aminados equl
valentes de outros HRV os residuos de dcidos aminados de VP2
correspondentes aos residuos de dcidos aminados de VP2 156 a
164 de HRV2. Por outras palavras, estes residuos podem ser cor
respondentes aos residuos de VP2 de outro serétipo de HRV. Es-
tes residuos podem ser facilmente determinados através do ali-
nhamento da sequéncia VP2 de outro HRV com a sequéncia VP2 de
HRV2. Esta determinacBo é possivel devido 4 homologia entre as
sequéncias VP2 de diferentes tipos de HRV. A Figura 1 anexa
ilustra este facto. Desta figura, foram alinhadas as sequeén-
cias VP2 de HRVZ2 e de HRV14. %, possivel verificar-se que 08 rg
siduos 156 a 161 de HRV14 correspondem aos residuos 156 a 164
de HRV2. Estes residuos de HRV14, sublinhados na figura, s#os

LSSAIE.
£ possivel substituir um ou vérios




4cidos aminados das sequéncias NIm-II definidas por um ou va-
rios outros &cidos aminados que nfo afedem a antigenicidade do
epitopo. Em consequéneia, um dcido aminado pode ser substitui-
do por outro gue conserve o carécter fisicoquimico do epitopo
original, isto €, em termos de densidade de carga, hidrofilici
dade/hidrofobocidade, dimensio e configuragdo, e deste modo
conserve a estrutura imunolégica. Por exemplo A pode ser subs-
tituido por G ou vice-versa; V por 4, L ou Gj; X por R; S por I
ou vice-versa; E por D ou vice~versa; e Q por II ou vice-versa.
Tal como mencionado anteriormente, estas substituigdes s&8o pos
siveis desde que nfo seja afectada a antigenicidade do epitopo.

Tia sua forma mais simples, um pepti-
deo pode ser constituido pelos residuos de 4cidos aminados 156
o 164 da proteina VP2 de HRVZ ou pelos residuos de dcidos ami-
nados correspondentes de ocutro HEV. Para HRVZ e HRV14 estes
peptideos s#o, respectivamente:

VKAETRIFP e LASSANE.

Em alternativa, podem ser previstos
peptideos mais compridos apresentando o epitopo NIm-II. Podem
ser adicionados outros residuos de dcidos aminados adicionais
numa ou a ambas as extremidades da sequéncia NJIm-II. Deste mo-
do, é possivel construir um peptideo com até 50 ou por exemplo
com até 20 residucs de dcidos aminados. Podem ser adicionados
a qualquer das extremidades um, doils, trés ou mais dcidos ami-
nados. De acordo com uma forma de concretizagdo da presente in-
vengdo, apenas se adicionam residuos de &4cidos aminados extra
& extremidade carboxi-terminal. B possivel adicionar até 30,
por exemplo até 15 ou até 6 residuos de dcidos anminados adicig
nais independentemente a cada extremidade do epitopo NIm-II.

O0g residuos de dcidos aminados que
s8o adicionados & sequéncia NIm-II derivaveis de um HRV parti-
cular podem ser os existentes nasg posigles correspondentes da
sequéncia VP2 para esse HRV. Por exemplo, o residuo de acido
aminado na posicio 165 da proteina VP2 de HRV2 é D. De prefe-
réncia, por conseguinte, este é o primeiro residuo na extreni-
dade de carboxi-terminal do epitopo bisico de HRV2. Os pepti-
deos preferidos construidos deste mode a vartir de sequéncias

de VP2 de HRVZ2 ¢ de ELKV14 sfo, respectivamentes
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VEAETRLUPDLAPTE e LSSANEVGGPVK.

Para além disso, os peptideos mais
compridos podem conter também cépias miltiplas do epitopo NIm-
~IT ou de sequéncias tal como as definidas anteriormente englo
badas naqusle epitopo. Também pode ser adicionado um residuo
de cisteina (C) a qualtuer das extremidades ou a ambas as ex-
tremidades dos peptideos presentes. Em particular, pode adicig
nar-se um residuo de ¢ apenas & extremidade carboxi-terminal.
Este residuo & adicionado a fim de facilitar o acoplamento 2o
suporte e/ou a fim de aumentar a imunogenicidade de um veptides

0 peptideo pode ser ligado a um supor
te a fim de criar um conjugado que € imunogenicamente ectivo.
pode ser utilizado qualquer suporte apropriadoe fisiologicamen-
te aceitdvel. Por exemplo, o suporte pode ser albumina de soro
de bovino, tiroglobulina, ovalbumina ou hemoclanina de Ilegathu
ra crenulata ("keyhole limpet hemocyanin"). O peptideo pode
ser ligado a toxoide de tétano e/ou a toxoide de difeteria,
proporcionando simultaneamente tanto um imunogénio como uma va
cina multivalente.

Para além deste procedimento em que
uma sequéncia suporte é ligada a um peptideo, é possivel prepa
rar um peptideo gue incorpora em si mesmo um sequéncia suporte
para o epitopo de VP2. A sequéncia NIm-II ou a seguéncia de um
peptideo mais comprido podem ser ligadas a uma sequéncia super
te ou conter em si essa sequéncia suporte. Proporciona-ge uma
sequéncia suporte heterologa. Por sequéncia suporte heterologa
entende-se que a sequéncia total do reptideo, por exemplo uma
proteina de fusfo contendo a sequéncia HIn-IT e a sequéncia su
porte nfo correspondem & totalidade ou a parte da sequéueia da
proteina VP2 de um HRV particular. A sequeéncia suporte pode
nem ser uma sequéncia de HRV. A vproteina suporte é escolhida
de tal modo que o produto resultante seja fisiologicamente
aceitivel.

0s peptideos da presente invenclo sfo

peptideos sintéticos. Podem
a partir de Acidos aminados
mados contendo deois ou mais

ser preparados por sintese quimica
isolados e/ou de peptideos ja for-
residucs de édcidos aminados. Podem

cer utilizados métodos de sintese em fase gdlida ou em solu-




¢8o. Em alternetiva, os peptideos podem ser preparados por me-
todologias de ADY recombinaite. Para este fim, prepara—se una
sequéncia de ADN que codifica para uma sequéncia NIm-II ou pa-
ra uma sequéncia mais comprida que englobe a sequéncia MIm-II.
Prepara~-se um vector de expresséo contendo a sequéncia de ADN
que tem a capacidade de expressao do peptideo quando fornecido
a um hospedeiro adeguado. i sequéncia de ADN estéd localizada
entre os sinais de inicio e de fim de tradug8o. Pambém se pro-
porcionam elementos de regulacgfo de transcrigéo adequados, en
particular um promotor para a sequéncia de ADY e um local de
terminacédo de transcrigfo. A sequéneia de ADW é provorcionada
no quadro correcto de modo a permitir a ocorrencia da expressig
do peptideo num hospedeiro compativel com o vector.

Pode ser utilizsdo qualquer sistema
hospedeiro-vector apropriado. O vector pode gser um plasmideo.
Nesse caso pode utilizar-se um hospedeiro bacteriano ou uma lg
vedura. Em alternativa, o vector pode ser um vector viral. Es-
te pode ser usado para transfectar células ou uma linha de cé-
lulas de mamifero a fim de causar a expressio de pepitideos.

0 veetor viral peode ser um virus de
variola bovina recombinante. Tormalmente, insere-se uma sequeén-
cia de ADI que codifigque para ura sequéncia Im~IT ou para una
sequéncia mals longa que inclua & seguéncia FIm-II num vecior
plasmidico a juzante de um promotor do virus de variola bovina
e flanqueado por sequéncias de guinase de timidina (TZ) de va-
riola bovina. O vector de recombinaciio resultante é introduzi-
do em células infectadas pelo virus de variola bovina. Comc re-
sultado de recombinacfio homéloga, gera-se un virus de variola
bovina recombinante T que expressa o peptideo.

Um exenplo da utilizagdo de tecnolo-
gia de ADN recombinante para tornar o epitopo de VIm-IT parte
duma proteina de fus8o é o seguinte. £ o possivel proporcionar
uma sequéncia de ADN aue codifigque para uma proteina de fusdo
contendo hemaglutinina (H4) do virus da zripe num local do
qual se proporciona o epitopo ¥Im-II normalmente ocupado por
um epitopo antigénico natural. Por outras palsvras, a totalida-
de ou parte de um epitopo antigénico natural de HA podem ser

substituidas vor um elemento epitopo HIm-II ou vor uma sequén-




cia mais comprida contendo a sequeéncis HIm-II.

Para a expressdoc da proteina de fu-
s3o, integra-se a sequéneia de ADI num vector de expresséo. A
sequéncia de ADN é integrada num vector de tal modo que O vec-
tor, quando fornecido a uma célula procaridtica, tenha a capa-
cidade de expressar a proteina de fusfo. Torna-se necesséria
uma céluls hospedeirs para a glicosilagéo correcta de hA. O
vector pode ser um vector viral que integra unma sequéncia de
ADIY de tal modo que a proteina de fusfo seja expressa pelas oé
lulas infectadas pelo vector. Uma vacina pode conter um vector
viral como estes e uma substincia veicular ou um diluente fi-
siologicamente zceitdvel. leste caso, o vector viral é de pre-
ferdncia um virus da variola bovina recombinante que contém a
sequéncia de ADN. Bm alternatina, uma vacina pode conter uma
proteina de fus8o e uma stibstircia veicular ou un diluente fi-
siologicamente aceitavel.

4 HA do virus de gripe é uma protei-
na de membrana integral. Quando expressa em células infectadas
por virus recombinantes de variola bovina, a proteina HA de
fusfo estd normalmente glicosilada e é transportada para a su-—
perficie da célula através da qual fica saliente. Aqui apresen
ta o epitopo NIm-II do lado de fora da superficie celular. Ior
malmente, prevé-se o epitopo ¥Im-II no local antigénico A de
HA.

outro exemplo do uso da tecnologia
de ADY recombinante para preparar una proteina de fusfc para
apresentar o epitopo WIm-II ao sistema irune consiste na produ
¢do de uma proteina de fusHo contendo HBcAg a cuja extremidade
amino~terminal estd ligado um epitopo IUm-II. Esta proteina de
fussio pode ser expressa do mesmo modo gue a proteina de fuséo
HA excepto em que se pode empregar qualguer sistema hospedeire
compativel e nfo apenas um hospedeiro eucaridtico. Também ape-
nas a proteina de fus8o que pode ser usada para vacina como
HBcAg nfio é uma proteina de superficie. ¢ epitopo I'Im-II pode
ser fundido directamente & proteina HBcAg. Em alternativa, o
epitopo pode ser fundido & proteina HBcAg por meio da interven
¢8o dum adaptador. Este adaptador pode ser constituildo por um

. R s a2 vy
ou mais, por exemplo até dez, resfducs de édcidos aminados.




0s peptidecs da presente invengfo 1O
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dem aumentar o nivel de anticorpos de neutralizag8o. Gstes pep
tideos podem portanto ser usados em seres humanos como vacinas,
A vacinag8o é efectuada por adninistracfo a um pesciente de uma
quantidade eficaz de um peptideo. Pode ser adoptada uma via
oral ou via parenteral, como seja a via sub-cutnea, intrave-
nosa ou intramuscular. INormalmente, administra-se um peptideo
numa quantidade de 1 a 1000 ug por dose, de preferéncia 10 a

100 ug por dose, quer por via oral ou por via parenteral. Iio
caso de se utilizar um vector viral capaz de expressar une pro
teina de fusdo HA como vacina, as vias de administraglo e a
quantidade de virus dada sfo as mesmas. Para um virus recombi-
nante da variola bovina, este pode ser administrado por via
dermal.

Paras finalidade de vacinag8o, formu-
1a-se normalmente um veptideo com uma substéncia velcular ou
com um diluente farmaceuticamente aceitdvel. Poden ser usadas
formulacdes, substéucias veiculares, adjuventes e diluentes
normais. Estes serfio evidentenmente determinados pela via de
administracao.

Le vacinas administradas a pacientes
ineluirdio de preferéncia nfio apenas um peptideo contendo un
epitopo NIm-II mas também outros antigenes. Estes poden estar
sob a forma de peptideos contendo unm epitopo NIm~-II ou um tivo
diferente de HRV e/ou outros epitopos de HRV.

Os seguintes exemplos ilustram a in-
vencgdo.

Tos desenhos anexocs:

A Figura 1 mostra as sequéncias VP2
para HRV2 e para HRV14;

L Figura 2 é o Espectro de [fassa de
Bombardeamento por Atomos Répidos (FABIS) da regifo do ifo mo-
lecular do peptideo 4 (Zxemplo 1);

A Figura

>

% mostra os resultados da

imunoprecipitac8o de iRV purificado por soros anti-peptideo

para a sequéncia NIm-II (Exemplo 2); e

4 Pigura 4 mostra og resultados da

LTS
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analise de mancha dg VWestern de s0ros anti-nentideo de zDRVe.




Exemplo 1: Preparacdio de peptidecs

Por referéncia a um modelo grafico de
computador de HRV14 (gerado por Dr. D. Stuart, Departamento de
Biofisica Molecular, Universidade de Oxford, CGB usando coordena
das fornecidas por Dr. lI.G. Rossmann) e por alinhamento de se-
quéncias de HRV14 com HEVZ, outro serétipo do virus (Stanway et
al., 1984; Skern et al., 1985; Callahan et al., 1985), nés sele
ciondmos ur certo nimero de locais imunogénicos potencialmente
importantes de HRV2 (trés de VPLl, um de VP2 e dois de VP3) para
avaliacBo usando peptideos sintéticos. Ais sequéncias e as loca-
lizacGes dos peptideos de HEY2 produzidos s@o dados no Quadro L

Realizou~se a sintese usando uma adaptag8o da téenica de larri-
field (1963) descrita por Houghten (1985). Cada peptideo tinha
um residuo adicional de cisteina nflo natural na extrenidade C-
—terminal a fim de facilitar o acoplamente da hemocianina de
Megathura crenulata (Keyhole limpet haemcayanin = XILH).

Wa figura 2 apresenta-se um Espectro
de Massa de Bombardeamento por Atomos Rapidos (FABKS) da regifio
do ifio molecular do peptideo 4 (peso molecular 1811, 922). 0
espectro de FAB mostra um ifo (M + H)+ para o composto esperado
a M/Z 1813, confirmendo deste modo O pPeso molecular proposto.

Exemplo 2: Ensaios dos veptideos
0s peptideos foram inicialmente en-

saiados in vitro a fim de determinar a respectiva reactividade
com soro de coelho anti-HRV2 usando ums andlise por ELISA indi-
recta na qual se escrutinou uma gama de concentracgtes de pepti-
deos ligados & fase sélida com um excesso de anti-soro. Esta
téenica identificou guatro peptideos reactives, dois de VPL, um
de VP2 e um de VP3 (Quadro 1).

Bstes quatro pevtideos foram vortanto
seleccionados para imunizagfo avds acoplamento a KLU pelo méto-
do de MBS (Liu et al., 1979). Inocularam-se pares de coelhos in
tramuscularmente com 500 ug de cada peptideo emulsionado cou
ad juvante de Freund completo e reinoculou-se por via subtutanea
42 dias mais tarde com a mesma dose emulsionada com adjuvante
de Freund incompleto. Monitorizaram-se amostras de soro a inter
valos de 14 dias para verificacfo de actividade anti-peptideo.
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Todos os coelhos produziram anticorpos anti-peptideo que podiam
ser detectados 14 dias apbs a primeira inoculaglo e nas amos-
tras de sangue final colhidas 28 dias apbs a revacinagBo a acti
vidade anti-peptidica ia de 3,7 log; & 4,7 log;, de acordo comn
determinagBes por ELISA indirecta (Quadro 2).

0s soros anti-peptideo foram sub-se-
quentemente analisados para deteccdo de actividade anti-IRV2
usando varios sistemas diferentes de anédlise, nomeadamente ELI-
SA indirecta, ELISA de "sandwich", imunoprecipitac8o e neutrall
zagdo (Quadro 2). Todos os anti-soros reagiam con HRV2 numa and
lise por ELISA indirecta, dando os anti-soros reiativos aos pe—
puideos 3, 4 e 6 t{tulos significativamente mails elevados (35,1
ab,? logio) do que os anti-soros relatives ao peptideo 2 (1,5
al,8 logio). o entanto, apenas o anti-soro de coelho nlnerc
5 inoculado com o peptideo 4 de VP2 reagiu bem numa andlise pon
ELISA de "sandwich".

4 diferenga nos resultados com as
duas analises estd provavelmente relacionada com o grau de dis—
torgio das particulas viricas induzida pelo método de ligagdo
3 fase sélida (McCullough et al., 1985). A ligag8o directa &
uma superficie pldstica, como na ELISA indirecta, causa uuma
distorgdo de outro picornavirus, o virus da doencga de pés—e-bo-
ca, por exposicfio de locails antigénicos n#io normalmente acessi-
veis a anticorpos peptidicos. A andlise por ELISA de "sandwich"
impSe uma menor alteragio fisica das particulas viricas uma
vez que estas est8o aprisionadas pelo anticorpo imcbilizado.

Uma vez que ambas as técnicas de ELIA
SA podem distorcer o virus, em maior ou menor grau, deixou-se
também que os soros reagissem em solugdo com varticulas de
HRV2 purificadas marcadas con 32S-metionina e precipitou-se
usando espectros de estafilococos A. Apenas 0S5 SOIros relativos
ao peptideo 4 mostraram qualquer nrecipitacfc significativa do
virus (Quadro 2). No entanto, o grau de precipitag@o observado
era significativamente diferente entre os dois soros de coelho
ensaiados (Fig. 1). O anti-soro do coelnc niinero 5 (e--e) pre-
cipitou )90 ¢ do virus marcado, enguento que o do coelho nume
ro 6 (0--0) precivitou apenas 58 ¢ (na mesma andlise (m—-w) re

presenta anti-soro de coelho vormal ). Bste resultado & prova-




velmente devido a uma diferenga nas afinidades funcionals glo-
bais dos dois anti-sorog para com particulas nativas de rinovi
rus. 0 anti-soro que era mais activo na precipitagdo do virus
era também o que reagia na ELISA de "sandwich".

Todos os anti-soros de peptidecs fo-
ram também experimentados para avaliacgfo da respectiva capaci-
dade de neutralizar o virus. Incubaram-se os enti-soros sem di
luicZo e com uma diluigfo de 1l:4 cada um com una série de di-
luigBes de virus e obteve-se a diferenga de titulo em log;
com virus mais soro de coelho normal, tomando-se o virus mais
soro anti-peptideo como indice de neutralizag8o. Usando esta
técnica apenas o anti-soro relativo ac neptideo 4 revelou acti
vidade de neutralizacio, detectando-se uma actividade signifi-
cativamente mais elevada com o anti-soro do coelho nimero 5 ewn
relacdo ao do coelho numero 6 (Quadro 2). Zra este anti-soro
que reagia melhor nas andlises por ELISA de "sandwich" e de
imunoprecipitacfo. Uma vez gque ambos os soros tinhanm niveis se
melhantes de actividade anti-peptidica, a diferenga observada
na andlise de neutralizacgfo de anticorpos deve ser devida a di
ferencas qualitativas nas populagBes de anticorpeos com regpei-
to a conformacgdo do epitopo que reconhecei.

Tinalmente, levou-se a efeito uma
andlise de mancha de VWestern a fim de determinar se os anti-
-soros de peptideos reconheciam »roteinas virais isoladas de
modo especifico. Em contraste com o soro anti-HRVZ2 policlonal
(pista 1), que n3o reagiu, todos os anti-veptideo reagiram com
a proteina viral correspondente, tendo os anti-soros relativos
aos peptideos 3 (pista %), 4 (pista 4) e 6 (pista 5) a reacti~
vidade mais alta (Figura 4; pista 2 é o anti-soro relativo zo
peptideo 2). Estas observacdes confirmem os resultados da ELI-
SA indirecta. Para além disso o anticorpo monoclonal descrito
por Skern et al., (1987) que cobre o local do nosso peptideo 4
também reagiu em andlise de mancha de Western. Em geral as
reacgfes eranm especificas para cada proteina, se bem que o an-
ti~soro relativo ao peptideo % apresentasse reaccfo cruzada
com VP2 e VP3 e o anti-soro relativo ao peptideo 4 apresentas—
se reaccéie cruzada num grau limitado com VPl. o entanto o ni

vel da reactividade cruzada é t#c baixo que os anti-soros

11 -




constituir@o reagentes de marcagfo Utels para as proteinas
viais.
Exemplo 3: peptideo de HRYV 14

Toi sintetizado um veptideo para a
sequéncia LSSANEVGGPVKC usando uma adaptaglo da técenica de iler
rifield (1963%) descrita por Houghten (1985). Na extremidade C-
~terminal do peptideo colocou-se um residuo de cisteina n#o na+
tural. 0 veptideo foi acoplado a KLE (5 mg de peptideo/3,2 ng

de KLH).

4 actividade do peptideo foi analisa
da. No dia O inocularam-se por via intramuscvlar (i.m.) 500 ug
do peptideo acoplado a KIH em dois coelhos usando adjuvantes
de Preund completo. Ifo dia 42 inocularam-se i.m. outros 500 ug
do peptideo acoplado a XLH em cada coelho usando adjuvante de
Freund incompleto. Sangraram-se os dois coelhos no dia 84. ie-
diram-se as actividades anti-veptideo e anti-HRV14 por ELISA
indirecta. Os resultados s8o avresentedos no Quadro 3 abaixo.

QUADRO 3

ELISA indirecta (50% de DO médx.) Indice de

Peptideo HRV14 neutralizacéo
Coelho neo. 1 3, T 3,8 0,7
Coelho no, 2 4,1 24,0 1,7
* logio
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Quadro 1 - PEPTLDECS DO RINOVIRUS HUMAMO TIPO 2: TOCALIZAGAQ,

SEQUENCIA E REACTIVIDADE COL. SORO ANTI-HRVZ.

Nimero do|Proteina Sequéncia de Reactividade com
peptideo viral LocalizagéoAécidos aminados |soros anti-HRVZH
(ELISA IWDIRECTA)
NIm-TIA/
1 VPl NIm—-IB KLEVILANYITXENFTC -
duas partes i
2 VP1 |de NIm~II |[KHIHKDIGHC ++
Extremidade
carboxi~
3 VPl |-terminal |IQTAIVIRPITTTAGPINYC b
Parte de
NIn-IT
4 VP2 [NIm~II VXKAETRLNPDIQPTEC ++E
5 VP3 |NIm-III VLQSSINAPDKC -
Extremidade
carboxi~ter
6 VP3 |minal "Edge |FCLEMARDINLHIQSGATAQC ++
of canyon"*

[




Concentracéo de peptideo reactivo com anti-soro:
++++ 0,01 ug/ml, +++ 0,1 ug/ml, ++ 1 ug/ml, + 10 ug/ml e
- 100 ug/ml.

Rossmann et al., 1985.

Esta sequéneia nfo é contigua na estrutura primidria de VPL.
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REIVINDICACODES

- 18 -

Processo para a preparagfo de um pep
t{deo sintético adequado para utilizagfio como vacina contra um
rinovirus humano (IRV) e que apresenta um epitopo que compreen
de os residuos dos 4cidos aminados 156 a 164 de VP2 ou de HRV
tipo 2 ou residuos de 4cidos aminados equivalentes de outro
HRV, sendo opcionalmente um ou mais destes residuos substitui-
dos por um ou mais residuos de outros Acidos aminados de modo
a que a antigenicidade do peptideo nfo seja afectada, caracte-
rizado por compreender as fases de sintetizar por via guimica
o referido peptideo a partir de 4cidos aminados isolados e/ou
de peptideos de dois ou de mais residuos de dcidos aminados
previamente preparados.

vrocesso de acordo com a reivindica-
¢80 1 caracterizado por o referido peptideo ser composto de um
’ . 4 Id - .
maximo de 20 residuos de &acidos aminados.

- 38 -

Processo de acordo com a reivindica-
¢8o 1 caracterizado por o referido peptideo conter um méximo
de 15 residuos de Acidos aminados depois da extremidade carbo-
xi-terminal do referido epitopo.

- 48 -

Processo de acordo com qualguer das




reivindica¢Bes 1 a 3 caracterizado por o referido peptideo con-
ter adicionalmente um regiduo de cisteina nfo naiural numa das

extremidades ou em ambas.

- 5 -

Processo de acordo com qualquer dag
reivindicacgtes 1 a 4 caracterizado por o referido peptidec ter
incorporado nma sequéncia suporte heterdloga em relagfo ao re-
ferido epitopo.

—- 62 -

Processo de acordc com qualguer das
reivindicac¢Ses 1 a 4 caracterizado por compreender adiclional-
mente uma fase de ligacg@io do peptideo protezido a um suporte

fisiolégicamente aceitavel.

- 78 =

Processo para a preparagfo de um pep-
tideo sintético adequado para utilizagfo como vacina contra um
rinovirus humano (HRV) e que apresenta um epitopo que compreen—
de os residuos dos &cidos aminados 156 a 164 de VP2 ou de HRV
tipo 2 ou residuos de dcidos aminados equivalentes de outro IRV
sendoopcionalmente um ou mais destes residuos substituidos por
um ou mais residuos de outros dcidos aminados de modo & que a
antigenicidade do peptideo nfo seja afectada; ou uma proteina
de fns3o na qual o referido peptideo se ercontra ligado a uma
sequéncia de suporte heterdloga adeguada para esse fimy carac-
terizado por compreender as fases de:

(i) preparagio de um vector de expressdo incorpvorando uma se-—
quéncia de ADN que codifica vara o referido peptidec cu pro
teira de fusio e que possui a capacldade ds expressgal ©




referido peptideo ou proteina de fusfo quando presente num
hospedeiro apropriado e

4ii) integrar o referido vector de expressdo no referido hospe-
deiro de modo a possibilitar a ocorréncia da expressfo do
peptideo ou proteina de fusfo.

Processo de acordo com a reivindi-
cagéio 7, caracterizado por o referido peptideo ser composto de
’ - Id - -
um méximo de 20 residuos de acidos aminados.

- 93 -

Processo de acordo com a reivindi-
cagdio 7, caracterizado por o referido vevptideo conter um mixi-
mo de 15 residuos de &cidos aminados depols de extremidade car
boxi-terminal do referido epitopo.

Processo de acordo com gualgquer das
reivindicagBes 7 a 9 caracterizado por a sequéncia suporte re-
ferida ser HBcAgZ.

Drocesso para & preparagio de uma

vacina caracterizado por se incorporar numa formulagfoc um pep-
tideo quando preparado de scordo com gualquer das reivindica-

¢Bes 1 a 9 em conjuntc com una substancia veicular ou un dilu-
ente farmaceuticamente aceitdvels.




A requerente declara que o primeiro
pedido desta patente foi apresentado no Reino Unido em 16 de
Abril de 1987, sob o nf2. 8709274.

Lisboa, 14 de Abril de 1988.




RESUIIC

"PROCESSC PARA A PREPARACAO D& PEPTIDEOS™

A invencg8o refere-se a um processo
para a preparagdo de un pentideo sintético adeguado para ubili-
zaclo como vacina contra um rinovirus humano (HRV) e que apre-
senta um epitopo que compreende os residuos dos dcidos amina-
dos 156 a 164 de VP2 ou de HRV tivo 2 ou residucs de dcidos
aminados equivalentes de outro HRV, sendo opcionalmente um ou
mais destes residuos substituidos por um ou mais residuos de
outros 4cidos aminados de modo a que a antigenicidade do pepti-
deo nfio seja afectada; que compreende as fases de sintetizar
por via quimica o referido peptideo a vartir de dcidos amina-
dos isolados e/ou de peptideos de dois ou de mals residuos de
4cidos aminados previamente preparados.
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