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“PLATAFORMA DE IMUNIZACAO PARA USO EM UMA
ESTRATEGIA DE IMUNIZACAO PRIME-BOOST E KIT”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a uma plataforma inovadora de
vacinas ou de composi¢des imunogénicas compreendendo dois sorotipos
diferentes de virus recombinantes de estomatite vesicular e ao uso da nova
plataforma em composi¢des e métodos para regimes de vacinagdo
profilaticos e terapéuticos contra patégenos humanos.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Ao longo deste pedido, varias referéncias sdo citadas entre
colchetes para descrever mais amplamente o estado da técnica a que
pertence esta invencdo. A divulgagdo dessas referencias é incorporada como
referenda aqui na presente descrigéo.

A melhor maneira de preparar CD8+CTL e sintetizar os
antigenos alvo por transeccdo de DNA ou infecgdo utilizando de vetores
virais ou bacterianos. Os requisitos como vetores de vacina viral sdo uma
ampla gama de hospedeiros e boa expressdo do gene de interesse.

O virus da estomatite vesicular (VSV) infecta a maioria das células
de mamiferos e expressa protefnas virais em até 60% das proteinas totais,
em células infectadas (KIM, G. N, and C. Y. KANG. Virology 857:41, 2007).
Na natureza, o VSV infecta porcos, gado e cavalos, e causa a doenga
vesicular em torno da boca e da pata. Embora a infec¢do humana pelo VSV
tenha sido relatada, o VSV ndo causa sintomas graves (FIELDS, B. N,, and
K. HAWKINS. N Engl J Med 2777:989, 1967; JOHNSON, K. M. et al., Am J
Trop Med Hyg 15:244, 1966).

O VSV é um virus do RNA de fita negativa que codifica cinco
protefnas, a proteina de nucleocapsideo (N), fosfoproteina (P), matriz
proteica (M), glicoproteina de supertficie (G), e RNA polimerase dependente
de RNA (L). As protefnas N, P e L. do VSV sédo requeridas
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para a sintese de RNAs e mRNAs genomicos de sentido positivo e
sentido negativo, que sdo necessarios para a sintese de proteinas VSV,
bem como genes de interesse, como proteinas do virus da hepatite C
(HCV) humano.

Desde o desenvolvimento do sistema de genética reversa do
VSV (LAWSON, N. D., et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A 92:4477, 1995;
WHELAN, S. P. et al.,, Proc Natl Acad Sci U.S.A 92:8388, 1995) para
gerar VSVs recombinantes de cDNA, o VSV tem sido estudado como um
vetor de vacina viral para a imunizagdo de varios agentes patogénicos
(BRANDSMA, J. L., et al., J Virol 81:5749, 2007; DADDARIO-DICAPRIO,
K. M., et al., J Virol 80:9659, 2006; KOHL, W., et al., J Gen Virol 88:157,
2007; KUATE, S., et al., Virology 362:26, 2007; PALIN, A., et al., Vaccine
25:741, 2007; SCHWARTZ, J. A., et al., Virology 366:166, 2007).

Embora o VSV seja um virus de rapida replicacao,
eventualmente, respostas imune, humoral e celular, contra o VSV serao
produzidas no animal hospedeiro, como quaisquer outros vetores virais
(YEWDELL, J. W. et al, J Exp Med 163:1529-1938, 1986;
PUDDINGTON, L. et al., J Virol 60:708- 717, 1986; KALINKE, U. et al.,
Immunity 5:639-652, 1996). Animais infectados com VSV desenvolvem
respostas imunes em uma ou duas semanas, incluindo um anticorpo
neutralizante (KALINKE, U. et al., Immunity 5:639-652, 1996), o que
dificulta a eficacia da imunizagao para a vacinagao com o mesmo vetor.
O VSV é neutralizado por anticorpos sorotipo-especificos contra a
glicoproteina G da superficie viral. Dois sorotipos diferentes de VSV,
VSV-Indiana (VSVm4) e VSV-New Jersey (VSVny) mostram S50% de
identidade de aminoacido na glicoproteina (GALLIONE, C. J., and
ROSE, J. K. J. Virol. 46:162-169, 1983). Anticorpos produzidos contra
um sorotipo de VSV nao neutralizam os outros sorotipos de VSV

(CARTWRIGHT, B., and BROWN, F. J. Gen. Virol. 16:391-398, 1972),
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por isso outros autores utilizaram o VSVina como um vetor de vacina em
que a glicoproteina foi substituida pelo vetor de VSVyy; para minimizar
os problemas decorrentes da presente resposta imune contra os vetores
virais [ROSE, N. F. et al., J. Virol. 74:10903-10910, 2000; ROSE, N. F.
et al., Cell 106:539-549, 2001].

Embora o VSVimg com proteina G do sorotipo de VSVyy seja
util para evadir da resposta imune humoral, nao vai impedir a resposta
imune celular que pode ser desencadeada por outras proteinas VSV
incluindo as proteinas N, P, M e L. As respostas imunes celulares
contra proteinas VSV, excluida a proteina G, podem resultar em
incompletas respostas imunes contra o antigeno de interesse. Portanto,
a geracao de VSV recombinante adicional a partir de outro sorotipo
pode aumentar a eficacia do uso do VSV como um vetor vivo de vacina
viral.

Curiosamente, foi sugerido anteriormente que a geracédo de
um completo vetor do sorotipo [y|VSVns néao foi tentada devido ao
potencial de respostas de reagdao cruzada de linfocitos T citotéxicos
entre os sorotipos Indiana e New Jersey (CLARKE, et al., Springer Semin
Immun 28:239, 2006).

Tendo em vista o contexto acima, seria vantajoso prover
uma abordagem para a imunoprofilaxia e imunoterapia utilizando
ambos os sistemas imunes, celular e humoral. Como tal, o Depositante
desenvolveu um sistema que compreende uma combinac¢ao de vacinas
que provoca uma resposta contra agentes infecciosos.

DESCRICAO RESUMIDA DA INVENCAO

Em wum aspecto a presente invencao fornece uma
plataforma de imunizagao para o uso em uma estratégia de imunizacao
prime-boost caracterizada pelo fato da referida plataforma de

imunizag¢ao compreender: (a) uma vacina ou composi¢do imunogénica
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contendo um virus recombinante de estomatite vesicular (rVSV) de um
sorotipo, e (b) outra vacina ou composi¢do imunogénica compreendendo
um rVSV de outro sorotipo.

Em um aspecto da presente invengao a plataforma de
imunizagao é caracterizada pelo fato de que um sorotipo é Indiana e o
outro sorotipo é New Jersey.

Em outro aspecto da presente invencdo a plataforma de
imunizacao € caracterizada por cada um dos dois sorotipos rVSV
incluirem um gene mutante de matriz protéica (M).

Em outro aspecto da presente invencao a plataforma de
imunizacgao € caracterizada pelo fato de um sorotipo incluir um gene de
glicoproteina (G) de superficie do outro sorotipo.

Em outro aspecto da presente invengao a plataforma de
imunizagao é caracterizada por os dois sorotipos rVSV serem capazes de
expressar uma ou mais proteinas de interesse.

Em outro aspecto da presente invengao a plataforma de
imunizagdo é caracterizada pelo fato dos dois sorotipos rVSV serem
capazes de expressar uma ou mais proteinas do virus da hepatite C
(HCV).

Em outro aspecto a presente invengao proporciona um
regime de imunizagéao caracterizado pelo fato do mencionado regime de
imunizagdo compreender a administracdo a um individuo de uma dose
prime (inicial de preparacgao) de uma vacina ou composicao imunogénica
compreendendo um rVSV de um primeiro sorotipo, seguido por uma
dose boost (dose secundaria) de wuma vacina ou composi¢ao
imunogénica compreendendo um rVSV do segundo sorotipo.

Em um aspecto, o regime de imunizagdao € caracterizado

pelo fato da dose boost ser seguida por pelo menos mais uma dose da
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vacina ou composi¢do imunogénica compreendendo o rVSV do primeiro
sorotipo.

Em outro aspecto o regime de imunizagdo € caracterizado
pelo fato do primeiro sorotipo ser Indiana e o segundo New Jersey.

Em outro aspecto o regime de imunizagao é caracterizado
pelo fato do primeiro sorotipo ser New Jersey € o segundo sorotipo
Indiana.

Em outro aspecto o regime de imunizagao € caracterizado
pelo fato do primeiro e o segundo sorotipos rVSV incluirem um gene
mutante M.

Em outro aspecto o regime de imunizacao € caracterizado
pelo fato do segundo sorotipo rVSV incluir o gene G do primeiro
sorotipo rVSV.

Em outro aspecto o regime de imunizacdo € caracterizado
pelo fato do primeiro e o segundo sorotipos rVSV serem capazes de
expressar uma ou mais proteinas de interesse.

Em outro aspecto o regime de imunizagao € caracterizado
pelo fato de as referidas uma ou mais proteinas de interesse serem uma
ou mais proteinas de um virus exégeno selecionado do grupo composto
por: HCV, virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus do Nilo
Ocidental, Hantaviroses, virus Influenza, virus Ebola, virus da Dengue
de febre hemorragica, virus da encefalite japonesa, SARS Coronavirus.

Em outro aspecto o regime de imunizac¢do € caracterizado
pelo fato do primeiro e o segundo sorotipos rVSV serem capazes de
expressar uma ou mais proteinas de HCV.

Em outro aspecto o regime de imunizacao € caracterizado
pelo fato do primeiro sorotipo ser Indiana e o segundo sorotipo ser New
Jersey, onde tanto o rVSV Indiana como o rVSV New Jersey incluirem

um gene mutante M, e em que o rVSV Indiana e o rVSV New Jersey
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serem capazes de expressar uma ou mais proteinas de um virus
exogeno.

Em outro aspecto, ainda, a presente invengao fornece um
método para induzir uma resposta imune em um mamifero a um VSV
caracterizado pelo fato do mencionado método compreender as
seguintes etapas: (a) administrar ao mamifero uma quantidade eficaz de
uma primeira vacina ou composi¢do imunogénica, em que a referida
primeira vacina ou composi¢do imunogénica compreenda um rVSV de
um primeiro sorotipo, e (b) administrar ao individuo uma quantidade
efetiva de uma segunda vacina ou composi¢do imunogénica, em que a
referida segunda vacina ou composi¢do imunogénica compreenda um
rVSV de um segundo sorotipo.

Em um aspecto o método da presente invengao para induzir
uma resposta imune em um mamifero a um VSV é caracterizado pelo
fato do mencionado método ainda compreender: (c) administrar ao
individuo uma quantidade eficaz da primeira vacina ou composicdo
imunogénica.

Em outro aspecto o método da presente inveng¢ao para
induzir uma resposta imune em um mamifero a um VSV é caracterizado
pelo fato do primeiro sorotipo ser Indiana e o segundo sorotipo ser New
Jersey.

Em outro aspecto o método da presente invengao para
induzir uma resposta imune em um mamifero a um VSV é caracterizado
pelo fato do primeiro sorotipo ser New Jersey e o segundo sorotipo ser
Indiana.

Em outro aspecto o método da presente invencao para
induzir uma resposta imune em um mamifero a um VSV é caracterizado
pelo fato do primeiro e o segundo sorotipos rVSV incluirem um gene

mutante M.



10

15

20

25

7/27

Em outro aspecto o método da presente invencao para
induzir uma resposta imune em um mamifero a um VSV é caracterizado
pelo fato do segundo sorotipo rVSV incluir o gene G do primeiro
sorotipo rVSV.,

Em outro aspecto o método da presente inveng¢ao para
induzir uma resposta imune em um mamifero a um VSV é caracterizado
pelo fato da resposta imune incluir uma resposta imune humoral e/ou
celular.

Em outro aspecto o método da presente invengao para
induzir uma resposta imune em um mamifero a um VSV é caracterizado
pelo fato do primeiro e segundo sorotipos rVSV serem capazes de
produzir particulas do tipo virus tendo a capacidade de provocar uma
resposta imune mediada por células e/ou humoral.

Em outro aspecto o método da presente invengado para
induzir uma resposta imune em um mamifero a um VSV é caracterizado
pelo fato do primeiro e o segundo sorotipos rVSV serem capazes de
expressar uma ou mais proteinas de um virus exégeno, e a dita
resposta imune ainda compreender uma resposta imune para uma ou
mais proteinas de virus exogeno, onde o referido virus exoégeno é
selecionado do grupo composto por: HCV humano, HIV, virus do Nilo
Ocidental, Hantaviroses, virus Influenza, virus Ebola, virus da Dengue
de febre hemorragica, virus da encefalite Japonesa, SARS Coronavirus.

Em outro aspecto o método da presente invencao para
induzir uma resposta imune em um mamifero a um VSV é caracterizado
pelo fato do primeiro e o segundo sorotipos rVSV serem capazes de
expressar uma ou mais proteinas de HCV, e a dita resposta imune
ainda compreender uma resposta imune a uma ou mais proteinas de

HCV.
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Em mais um aspecto a presente invencao prové um
medicamento combinado 1til para induzir uma resposta imune contra
um patogeno, caracterizado pelo fato do referido medicamento
combinado compreender: (a) uma vacina ou composi¢do imunogénica
contendo um rVSV de um sorotipo que seja capaz de expressar uma ou
mais proteinas do patégeno, e (b) outra vacina ou composi¢do
imunogeénica contendo um rVSV de outro sorotipo que seja capaz de
expressar uma ou mais proteinas do patégeno.

Em um aspecto o medicamento combinado € caracterizado
por um sorotipo ser um rVSV Indiana e o outro um sorotipo rVSV New
Jersey, onde o rVSV Indiana e o rVSV New Jersey incluem um gene
mutante M.

Em mais um aspecto da presente invengao um método é
fornecido para prevenir ou tratar uma infeccao causada por um
patogeno, caracterizado por o referido método compreender: (a)
administragdo a um individuo de uma quantidade eficaz de uma
primeira vacina ou composi¢ao imunogénica compreendendo um rVSV
de um primeiro sorotipo capaz de expressar uma ou mais proteinas do
patogeno, e (b) administrar ao individuo uma quantidade efetiva de uma
segunda vacina ou composi¢ao imunogénica compreendendo um rVSV
de um segundo sorotipo capaz de expressar uma ou mais proteinas do
patogeno.

Em um aspecto o método da presente invengao para
prevenir ou tratar uma infecgdo causada por um patégeno é
caracterizado pelo fato de o mencionado método compreender ainda: (c)
administracao ao individuo de uma quantidade eficaz da primeira
vacina ou composi¢ao imunogénica.

Em outro aspecto o método da presente invengao para

prevenir ou tratar uma infeccao causada por um patogeno €
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caracterizado por o primeiro ser um sorotipo rVSV Indiana e o segundo
um sorotipo rVSV New Jersey.

Em outro aspecto o método da presente invenc¢ao para
prevenir ou tratar uma infec¢do causada por um patégeno é
caracterizado pelo fato de o primeiro ser um sorotipo rVSV New Jersey e
o segundo um sorotipo rVSV Indiana.

Em um aspecto adicional a presente invengao prové um kit
que inclui: (a) pelo menos uma dose de uma quantidade eficaz de uma
vacina compreendendo um rVSV de um sorotipo, e (b) pelo menos uma
dose de uma quantidade eficaz de uma vacina compreendendo um rVSV
de outro sorotipo.

Em um aspecto o kit da presente invencao €é caracterizado
por (a) e (b) serem formuladas em um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

As vantagens da utilizacdo do VSV e dois sorotipos do VSV
como vetores da vacina incluem:

(1) A utilizagao de dois sorotipos de VSV faz o VSV um vetor de vacinas
mais eficaz, pois um sorotipo de VSV (primeira vacina) nao ira
neutralizar o outro sorotipo VSV (segunda vacina) ou facilmente matar
as células infectadas com o outro sorotipo de VSV.

(2) O VSV nao causa doengas graves em seres humanos e a maioria das
pessoas infectadas sdo veterinarios que lidam com os animais doentes
ou cientistas que trabalham com o VSV. Portanto, a taxa de
soropositivos em uma populagdao humana, em geral, é muito baixa, o
que torna o VSV um atraente vetor de vacina.

(3) O VSV replica de uma forma auto-limitada em wum individuo
infectado, mas ainda provoca intensas respostas imunes celulares e

humorais.
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(4) O VSV replica bem na maioria das células de mamiferos em cultura
e titulagao viral de alto rendimento.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A presente invencao tornar-se-a mais plenamente entendida
a partir da descricao detalhada aqui transmitida e das figuras que a
acompanham, que sao incluidas somente a titulo de ilustracao e nao
limitam o escopo da invencao.

A figura 1 ilustra organizacdo de genes do virus da
estomatite vesicular (VSV), cepa do sorotipo Indiana (Ind) resistente ao
calor (HR) e do sorotipo New Jersey (NJ) cepa Hazlehurst (Haz).

A figura 2 ilustra um sistema de genética reversa para a
recuperacao de VSV de cDNA.

A figura 3 ilustra a cinética de crescimento do VSVs
recombinantes sem o gene de interesse.

A figura 4 ilustra a expressdo de proteinas VSV nas células
de rim do hamster recém-nascido infectado com VSVs recombinantes.

A figura 5 apresenta respostas das células CD8+T de
peptideos especificos VSV em camundongos Balb/c recebendo um
unico virus, com posologia de 3 vacinas VSV.

A figura 6 mostra respostas das células CD8+T de peptideos
especificos VSV em camundongos Balb/c recebendo em um regime de
administracdo de vacinas sucessivas VSV na ordem: New Jersey-
Indiana-New Jersey.

A figura 7 retrata respostas das células CD8+T de peptideos
especificos VSV em camundongos Balb/c recebendo em um regime de
administracdo de vacinas sucessivas VSV na ordem de Indiana-New

Jersey-Indiana.
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A figura 8A mostra a comparacgao de respostas das células
CD8+T de peptideos especificos VSV em camundongos Balb/c
recebendo um ou dois sorotipos de vacinas do VSV.

A figura 8B mostra a comparagao da reativagao de células
CD8+T apés estimulacgao ex vivo com peptideos HCV classe | MHC em
um coorte de camundongos (n = 2) vacinados com VSVi,a-M(MS1R) +
HCV-CoreAER, depois VSVn;-M(M48/51R) + HCV-CoreAER, seguido trés
semanas mais tarde por uma dose adicional de VSVin¢-M(MS1R) + HCV-
CoreAER (conjunto de barras a direita do painel).

A figura 9 ilustra a clonagem de genes de HCV Core com ou
sem mutacoes de deleg¢éao no clone de cDNA do VSVn..

A figura 10 ilustra a clonagem de genes de HCV Core com
ou sem mutagoes de delecao no clone de cDNA de VSVing.

A figura 11 descreve a expressao de proteinas do HCV Core
a partir do VSVyy recombinante do tipo selvagem M e mutante M (A). A
expressao das proteinas VSV das mesmas células foi igualmente
detectada (B). A expressao foi determinada pelo teste de Western blot
usando anticorpo Core ou anticorpo VSVyy.

A figura 12 descreve a expressao de proteinas do HCV Core
do VSVma recombinante do tipo selvagem M e mutante M (A). A
expressdo das proteinas VSV das mesmas células foi igualmente
detectada (B). A expressao foi determinada pelo teste de Western blot
usando anticorpo Core ou anticorpo VSVny.

A figura 13 mostra a expressdo do HCV Core a partir do
rVSVns € rVSVinge com genes do HCV Core. Proteinas do HCV Core foram
detectadas por rotulagem da célula infectada durante uma hora com
3H-Leucina e imunoprecipitando a proteina do Core com anticorpo

contra o HCV Core.
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A figura 14 ilustra a clonagem de genes HCV NS3 no clone
de cDNA de rVSVn(Mwr), rVSVni(Mmagr-M5iR, IVSVid(Mwr), e
rVSVind(Mms1r).

A figura 15 mostra a recuperacao de rVSVny(Mwr),
rVSVni(Mmasr-M51R)S, r'VSVind(Mwr)S e rVSVina(Mwmsir) expressando NS3. A
expressdao do NS3, sorotipos e fenotipos M do rVSV recuperado foi
confirmada por analise de Western blot usando o anticorpo HCV NS3 e
anticorpos sorotipos especificos VSV.

A figura 16 ilustra a clonagem de genes HCV NS5A e NS5B
no clone cDNA de rVSVns(Mwr), rVSVnj(Mmasr-ms51r), VSVma(Mwr) e
rVSVina(Mumsir).

A figura 17 mostra o rVSVn(Mwr) recuperado,
rVSVns(Mmasr-ms1r), expressando NSS5A. A expressdo de NS5A, sorotipos
e fenétipos M do rVSV recuperado foi confirmada por meio de analise de
Western blot usando anticorpo do HCV NS5A e anticorpos especificos
do sorotipo VSVny.

A figura 18 retrata o rVSVme(Mwr) recuperado,
rVSVmd(Mwmsir), expressando NSS5A. A expressao de NSSA, sorotipos e
fenétipos M do rVSV recuperado foi confirmada por analise de Western
blot usando o anticorpo do HCV NSS5A e anticorpos especificos do
sorotipo VSVinq.

A figura 19 retrata o rVSVn(Mwr) recuperado,
rVSVnj(Mmagr-msir), expressando NS5B. A expressdo de NS5B, sorotipos
e fenotipos M do rVSV recuperado foi confirmada por analise de
Western blot usando anticorpo do HCV NS5B e anticorpos especificos
do sorotipo VSVn.

A figura 20 retrata o rVSVmd(Mwr) recuperado,
rVSVimd(Mwmsir), expressando NSS5B. A expressao de NSS5B, sorotipos e

fenotipos M do rVSV recuperado foi confirmada por meio do teste de
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Western blot usando o anticorpo do HCV NS5B e anticorpos especificos
do sorotipo VSVing.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

1. DEFINICOES

Por conveniéncia, o significado de certos termos e frases
empregadas na especifica¢do, exemplos e reivindicacdes anexadas é
fornecido abaixo. A menos que definidos de outra forma, todos os
termos técnicos e cientificos usados aqui tém o mesmo significado que
comumente entendido por técnicos no assunto a que pertence esta
invencgao. Os artigos "um" e “uma” sdo usados aqui para se referir a um
ou mais de um (ou seja, a pelo menos um) do objeto gramatical do
artigo.

Os termos "animal" e "individuo", como aqui utilizados,
incluem todos os membros do reino animal, incluindo mamiferos,
preferencialmente humanos.

O termo “quantidade eficaz" como aqui utilizado significa
uma quantidade eficiente e em doses e por periodos de tempo
necessarios para atingir o resultado desejado.

Os termos "Indiana" e "IND" sao usados para se referir ao
sorotipo VSV Indiana (VSVing).

"Mwr" "M(WT)" sao usados para se referir a VSV com um
gene M tipo selvagem. "M51R" é usado para se referir a um gene M no
VSVin¢ com uma metionina alterada para uma arginina na posicao 51.
“M48R-MS51R" é usado para se referir a um gene M em VSVny com uma
metionina alterada para uma arginina nas posi¢oes 48 e 51.

Os termos "New Jersey" e "NJ" sdao usados para se referir ao
sorotipo VSV New Jersey (VSVn). "Ind-M(M51R)/NJ G" € usado para se
referir a VSVima com um gene mutante M e expressando a proteina G do

VSV sorotipo New Jersey (VSVny). "Ind-M(WT)/NJ G" é usado para se
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referir a VSVina com uma proteina M tipo selvagem e expressando uma
proteina G do VSVny.

"NJ-M (M48R-M51R)/Ind G" € usado para se referir a VSVny
com um gene mutante M e expressando uma proteina G do VSVing. "NJ-
M(WT)Ind G" é usado para se referir a VSVny com um gene M tipo
selvagem e expressando uma proteina G do VSVina.

O termo "proteina”, como aqui utilizado, € definido como
uma cadeia de residuos de aminoacidos, geralmente com uma
sequéncia definida. Como usado aqui, o termo proteina é inclusivo dos
termos "peptideos" e "proteinas". Os termos também abrangem um
polimero de aminoéacidos que tenha sido modificado.

"rVSV" é usado para se referir a um virus recombinante da
estomatite vesicular.

2. VisAo GERAL

A presente invengao apresenta plataformas de imunizagao,
regimes de vacinagao e medicamentos Uteis para induzir uma resposta
imune em um individuo e prevenir ou tratar uma infeccdo patogénica
em um individuo, onde as referidas plataformas, regimes e
medicamentos constituem um VSV recombinante de um sorotipo, e um
VSV recombinante de outro sorotipo.

Antes da inveng¢do atual, outros grupos de pesquisa
utilizaram o VSVs ligado ao gene da glicoproteina de superficie (G) para
a segunda imunizag¢ao para evitar a neutralizagdo do virus booster pelos
anticorpos, provocada pelos virus prime. Antes da invenc¢ao atual, no
entanto, nenhum outro grupo de pesquisa utilizou dois sorotipos
diferentes do rVSV em um regime ou estratégia de imunizagao prime e
boost.

Assim, em um aspecto, a presente invengao prové uma

plataforma de imunizagdo para uso em uma estratégia de imunizacgao
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prime-boost caracterizada pelo fato da mencionada plataforma de
imunizagao ser composta por:

(a) uma vacina ou composi¢do imunogénica contendo um virus
recombinante da estomatite vesicular (rVSV) de um sorotipo, e

(b) outra vacina ou composi¢do imunogénica compreendendo um rVSV
de outro sorotipo.

Em outro aspecto, a presente invengdo prové um
medicamento combinado 1til para induzir uma resposta imune contra
um patoégeno, caracterizado pelo fato do referido medicamento
combinado compreender:

(a) uma vacina ou composi¢dao imunogénica compreendendo um rVSV
de um sorotipo que seja capaz de expressar uma ou mais proteinas do
patogeno, e

(b) outra vacina ou composi¢do imunogénica compreendendo um rVSV
de outro sorotipo que seja capaz de expressar a uma ou mais proteinas
do patégeno.

O Depositante desenvolveu um sistema de genética reversa
para recuperar o VSVny do cDNA pela primeira vez (ver figuras 1 e 2;
KIM, G. N. and KANG, C. Y., Virology, 357:41-53, 2007). O VSV
recombinante € um vetor viral eficaz juntamente com o VSVinq para a
expressao de genes estranhos (ou seja, genes de virus exdgenos), que
pode ser usado para minimizar os problemas associados com respostas
imunes preexistentes contra o VSV em si. Além do sistema de vetor
VSV, o Depositante também gerou um clone de comprimento total do
VSVma (figura 1) que pode ser usado como um vetor de expressao para
evitar a neutralizacao de vetores VSV apés a imunizagao boost.

As caracteristicas da plataforma do Depositante incluem a
imunizac¢ao rVSV, em um aspecto, o uso de dois sorotipos diferentes de

VSV, e, em outro aspecto, o uso de VSVs com genes M do tipo selvagem
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e M mutante. Em aspectos da invengao os dois sorotipos diferentes de
VSV sao 0 VSVing € 0 VSV

A proteina M VSV inibe a sintese de proteinas celulares de
forma muito eficiente, mas quando a metionina € alterada para arginina
na posicdo 51 no VSVme M e nas posi¢oes 48 € 51 no VSVn M, as
proteinas M perdem seu efeito inibitério sobre a expressao da proteina
celular do hospedeiro (KIM, G. N., and C. Y. KANG. Virology 357:41,
2007; PETERSEN, J. M., et al, Mol Cell Biol 20:8590, 2000; von
KOBBE, C, et al.,, Mol Cell 6:1243, 2000). O rVSV com o gene mutante
M podem, portanto, ser vetores de melhor expressao do que vetores
rVSV com tipo selvagem M, porque eles ndao vao bloquear a expressao
de proteinas imune relacionadas, tais como quimiocinas nas células
que apresentem antigenos.

3. VACINAS OU COMPOSICOES IMUNOGENICAS DA INVENCAO

A presente invencdo também apresenta vacinas ou
composi¢des imunogénicas que compreendem um rVSV de um primeiro
sorotipo e vacinas ou composi¢goes imunogénicas que compreendem um
rVSV de um segundo sorotipo, como descrito acima. A vacina ou as
composigdes imunogénicas da invengdao sdo adequadas para
administragdo a individuos em uma forma biologicamente compativel in
vivo. A expressao "forma biologicamente compativel adequada para
administragdo in vivo", como aqui utilizada, significa uma forma da
substancia a ser administrada na qual quaisquer efeitos toxicos sao
superados pelos efeitos terapéuticos. As substancias podem ser
administradas a qualquer animal ou individuo, de preferéncia seres
humanos. As vacinas da presente inven¢dao podem igualmente ser
fornecidas como uma preparacao liofilizada. As vacinas da presente
invencdao também podem ser fornecidas como uma solugao que possa

ser congelada para o transporte. Além disso, as vacinas podem conter
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conservantes adequados, como o glicerol, ou podem ser formuladas sem
conservantes. Se apropriado (ou seja, nenhum dano para o VSV na
vacina), as vacinas podem também conter solventes, adjuvantes e/ou
veiculos adequados.

A dose da vacina pode variar de acordo com fatores como o
estado de doenca, idade, sexo e peso do individuo, bem como a
capacidade do anticorpo para obter uma resposta desejada no
individuo. O regime de dosagem pode ser ajustado para fornecer a
otima resposta terapéutica. A dose da vacina também pode ser variada
para dar uma resposta otima a dose preventiva, dependendo das

circunstancias.

4. METOoDOS DE Uso

A presente invenc¢dao também apresenta métodos de induzir
uma resposta imune em um individuo e prevenir ou tratar uma infec¢ao
patogénica em um individuo, que compreende a administracdo ao
individuo de uma quantidade eficaz de uma combinagédo de vacinas ou
composi¢oes imunogénicas.

Como tal, em um aspecto, a presente invencao fornece um
método para induzir uma resposta imune em um mamifero a um VSV
caracterizado pelo fato do referido método compreender as seguintes
etapas:

(a) a administracao ao mamifero de uma quantidade eficaz de uma
primeira vacina ou composi¢do imunogénica, onde a referida primeira
vacina ou composi¢do imunogénica compreende um rVSV de um
primeiro sorotipo, e

(b) administragdo ao individuo de uma quantidade efetiva de uma
segunda vacina ou composi¢ao imunogénica, em que a referida segunda
vacina ou composi¢do imunogénica compreende um rVSV de um

segundo sorotipo.
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Em outro aspecto, a presente invenc¢ao também fornece um
método para prevenir ou tratar uma infecgao causada por um patégeno,
caracterizado pelo fato do mencionado método compreender: (a) a
administracdo a um individuo de uma quantidade eficaz de uma
primeira vacina ou composi¢ao imunogénica compreendendo um rVSV
de um primeiro sorotipo que seja capaz de expressar uma ou mais
proteinas do patogeno, e (b) administracao ao individuo de uma
quantidade efetiva de uma segunda vacina ou composi¢do imunogénica
compreendendo um rVSV de um segundo sorotipo que seja capaz de
expressar a uma ou mais proteinas do patégeno.

Em determinados aspectos da invengao, os métodos para
induzir uma resposta imune em um mamifero a um VSV e os métodos
para prevenir ou tratar uma infecgao causada por um patégeno podem
ainda compreender a etapa de (c) administragdo ao individuo de uma
quantidade eficaz da primeira vacina ou composi¢ao imunogénica. A
etapa (c) pode ser administrada ao individuo mais de uma vez ao longo
da indugao de uma resposta imune, prevenc¢ao ou tratamento.

A informagdo acima de forma geral descreve a presente
invencao. Uma compreensédo mais completa pode ser obtida tendo como
referéncia os exemplos especificos a seguir. Estes exemplos sao
descritos apenas para fins de ilustragdo ¢ nao se destinam a limitar o
escopo da invencédo. Alteragoes na forma e substituigao de equivalentes
sdo contempladas a medida que as circunstancias possam sugerir ou
tornar conveniente. Apesar dos termos especificos terem sido
empregados neste documento, tais termos sao destinados em um
sentido descritivo e nao para fins de limitacao.

EXEMPLOS
Os exemplos sdao descritos para fins de ilustracdo e nao se

destinam a limitar o escopo da invengao.



10

15

20

25

19/27

EXEMPLO 1 - RECUPERACAO DO VSV POR GENETICA REVERSA

O Depositante gerou VSVs recombinantes de cDNA pelo
sistema de genética reversa, que foi estabelecido antes por Rose e
Wertz, separadamente (LAWSON, N. D., et al., Proc Natl Acad. Sci U.S.A
92:4477, 1995; WHELAN, S. P. et al., Proc Natl Acad Sci U.S.A 92:8388,
1995). Células renais de hamster recém-nascido expressando
polimerase do RNA bacteriéfago T7, denominado células BHK-T7
(BUCHHOLZ, U. J. et al.,, J Virol 73:251, 1999), foram transfectadas
com um plasmideo de DNA, codificando o genoma de comprimento total
do VSV, sorotipo Indiana ou sorotipo New Jersey, e plasmideos
codificando genes VSV N, P e L. O meio de cultura celular contendo
virus recém-gerado foi colhido 48 a 72 horas apés a transfecgao,
dependendo do grau de efeitos citopaticos pelo VSV recombinante. A
figura 2 ilustra o sistema de genética reversa para a recuperagao de
VSV do DNA.

A figura 1 ilustra os clones de cDNA de VSVia e VSV
gerados pelo Depositante. O diagrama da figura 1 descreve a ordem dos
genes (N, P, M, G e L) e sitios de restricao enzimatica (Pac I, Not I, Kpn I,
e Spe I) no clone de comprimento total de DNA do genoma VSV, que
pode ser usada para clonar genes de interesse (genes estranhos) no
genoma do VSV. As mutacgoes introduzidas no gene M (MS51R no VSVing
e M48R-MS51R no VSVny) do VSV sao também mostrados.

Com referéncia a figura 3, os VSV recombinantes foram
purificados por 3 consecutivas escolhas de placas e amplificados em
células de rim de hamster recém-nascido. A fim de determinar a
cinética de replicagdo do VSVs recombinante, infectamos as células
BHK com uma multiplicidade de infecgdo (MOI), de 3 e colhemos o meio

de cultura celular a partir de células infectadas a cada 2 horas até 10
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horas apés a infecgao. A titulagéo viral no meio de cultura colhido foi
determinada por ensaio de placa.

EXEMPLO 2 - EXPRESSAO DE PROTEINAS VSV EM CELULAS DO RIM DO

HAMSTER RECEM-NASCIDOS INFECTADOS COM VSVS RECOMBINANTES

Expressdao de proteinas recombinantes do VSVs (dois
sorotipos, VSVinga € VSVny, VSVs M do tipo selvagem e mutante M e
VSVs com gene G ligado) foi examinada por meio do teste de Western
blot utilizando anticorpos contra o VSVma € 0 VSVny. Nossos anticorpos
contra VSVma ou VSVny detectam quatro proteinas do VSV (N, P, M e
G). A figura 4 mostra trés bandas de proteinas, porque a proteina N e a
proteina P migram como as proteinas do mesmo tamanho no gel SDS-
PAGE.

O anticorpo contra VSVin¢ ou VSVny poderia detectar todas
as quatro proteinas do VSV, N, P5, M e G, que foram expressas a partir
de um tnico sorotipo. A troca do gene G no V8Vin¢-NJG foi confirmada
pela falta de detecg¢do da proteina G por anticorpos VSVia porque os
anticorpos do VSV nao reagem de forma cruzada com a proteina G do
VSV (faixas 2 € 4). A troca do gene G no VSVyy-IG foi confirmada pelas
diferencas de tamanho em VSVina G € VSVny G. O VSVia G migra
ligeiramente mais lento do que o G do VSVny, 0 que € mostrado nas
faixas 6 e 8. A mutagdo no gene M (M51R na proteina do VSVina M €
M48R-MS1R na proteina do VSVyy M) faz com que as proteinas M
migrem um pouco mais rapido do que as proteinas M do tipo selvagem
de ambos os sorotipos, o que esta demonstrado nas faixas 3, 4,7 e 8. O
padrao de migracdao das proteinas M confirma a mutagdo no VSVs
mutante.

EXEMPLO 3 - REGIMES DE VACINACOES OU REGIMES PARA ENCONTRAR A

MELHOR COMBINACAO DE INOCULACAO VIRAL
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Com referéncia as figuras 5 a 8 e tabela 1, uma vez que um
dos objetivos do Depositante é utilizar um regime prime e boost para
imunizar os animais, o Depositante determinou a melhor ordem dos
sorotipos VSV recombinantes para o regime de imunizacdao prime e
boost. O Depositante estudou se a vacinacao com 1) vetores com base
em dois diferentes sorotipos (VSVma ou VSVyy), 2) vetores VSV
expressando a proteina G do sorotipo alternativo ou 3) a proteina do
VSV M do tipo selvagem citotéxico ou mutante nao-citopatico forneceu
alguma vantagem para a geracao de células CD8+T especificas de VSV.
A tabela 1 ilustra todas as possiveis combinag¢ées do sorotipo.

Grupos de camundongos foram vacinados com rVSVs em
um programa de trés doses de vacinacao. Neste estudo de vacinacao
consistindo em 13 grupos de camundongos, o objetivo foi determinar a
construcgao (ou construgoes) da vacina do recombinante VSV que gerou
o maior percentual de células CD8+T especificas do nucleocapsideo
VSV, com base na producdo de gama-interferon (IFNy) apés a
estimulagdo com o peptideo VSV N275 do VSV N (peptideos especificos
MHC I H2d direcionados para a sequéncia de aminoacidos em VSV N).
Em particular, nés estudamos se a vacinagdo com (1) vetores baseados
em duas diferentes cepas (VSVina ou VSVny), (2) vetores expressando a
proteina G do sorotipo alternativo ou (3) a proteina do VSV M do tipo
selvagem citotoxico ou mutante néo-citopatico proporcionaram alguma
vantagem para a geragao de células CD8+T especificas de VSV N.

Seis camundongos Balb/c femininos com seis semanas de
idade (tipo MHC H2d) por grupo receberam 1x10° pfu (unidade de
formacdo de placa) de rVSV por dose 1, administrado por injecéao
intramuscular no musculo posterior da coxa e diluido em um total
volume de 50 pl de PBS. Os camundongos receberam 1x106 pfu de

rVSV por dose 2, e 5X106 de rVSV pela dose 3. Um periodo de tempo de
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quatro semanas separaram as doses 1 e 2, e um adicional de 10
semanas separaram as doses 2 e 3. Os camundongos foram
sacrificados 7 dias apés a 3* dose e esplendcitos colhidos para a
detecgdo de células CD8+T especificas para um peptideo nucleocapsideo
VSV (VSV N275).

Uma suspensao de célula unica de esplendcitos foi
preparada em RPMI completo e, em seguida, 1x10°6 de células foram
transferidas para pog¢os apropriados em uma placa de 96 pogos com
fundo em U. O peptideo VSV N especifico VSV N275, NH2-MPYLIDFGL-
COOH (GenScript Corporation, Piscataway NJ) e misturas de co-
estimulante anti-CD28 (clone 37,51, BD Biosciences, San Jose CA)
foram adicionados e as misturas foram incubadas por 2 horas.
Brefeldin A (BD Biosciences) foi adicionado de acordo com as instrugoes
do fabricante para bloquear a secreg¢do de citocina e as células foram
incubadas por mais 3 horas. As células foram marcadas com anticorpos
de reconhecimento de CD8 (FITC-CD8a, BD Biosciences clone 53-6.7)
de murino ou anticorpos de controle de isotipos apropriados. As células
foram lavadas e, depois, permeabilizadas com reagentes do kit
Cytofix/cytoperm (BD Biosciences) de acordo com as instrucgdes do
fabricante e, em seguida, incubadas para IFNy (APC-IFNy, BD
Biosciences, clone XMG 1.2). As células incubadas foram identificadas
através de um citémetro de fluxo FACS Calibur (BD Biosciences) e do
software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland OR). Os dados sédo expressos
como a porcentagem média de esplenocitos CD8+IFNy+ em 4 a 6
camundongos por grupo (+/- desvio padrao médio, SEM) para cada
vacina. Uma estatistica significante foi determinada utilizando uma
ANOVA one-way com uma corre¢ao de Bonferroni (software Prism 4.0,
GraphPad Software Inc., San Diego, CA).

RESULTADOS
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Os resultados mostram claramente que a alternancia dos
sorotipos VSV para a segunda dose é melhor do que o fornecimento de
trés doses de um sorotipo VSV tnico para a geragao de células CD8+T
especificas de VSV N. Em vista dos resultados apresentados neste
documento, uma estratégia para induzir células CD8+T especificas de
VSV N é uma primeira dose de VSVine-M mutante, seguido de uma dose
de VSVns-M mutante, e, finalmente, uma dose de VSVima-M mutante
(figura 8A).

EXEMPLO 4: ESTUDOS DE IMUNIZACAO cOM VSV RECOMBINANTE

EXPRESSANDO PROTEINAS DO HCV

ANTECEDENTES

O virus da hepatite C (HCV) é o agente causador da
Hepatite C em humanos. O numero de casos de hepatite C é estimado
em cerca de 170 milhées no mundo inteiro. Aproximadamente 3% da
populacao mundial estdo cronicamente infectadas pelo virus. Estima-se
que aproximadamente 3 milhdes de pessoas nos Estados Unidos estao
cronicamente infectadas com o HCV, com a maioria das infecgdes
ocorrendo entre pessoas de 30 a 50 anos de idade.

A infecgdo por HCV pode ser extremamente grave. A
infecgao inicial pode nao causar nenhuma doenga ou pode resultar em
hepatite acompanhada de ictericia; a insuficiéncia hepatica fulminante
é rara. No entanto, a maioria das infecgées pelo VHC torna-se cronica.
Esta infeccao crénica, embora tolerada por alguns, conduz a doenga
hepatica, cirrose e carcinoma hepatocelular. Estes pacientes
cronicamente infectados sao a fonte de quase todas as novas infecgoes.

Embora o genoma HCV ja tenha sido isolado e sequenciado
mais de uma década atras, nenhuma vacina eficaz para prevenir a

infecgdo pelo HCV ou tratar o HCV agudo ou crénico foi desenvolvida.
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A vacina ou estratégia de vacinagao do HCV ideal sera
aquela que induza respostas imunes tanto humorais como celulares.
Assim, a nova estratégia de imunizagdao com o VSV recombinante
desenvolvida pelo Depositante, utilizando dois sorotipos diferentes VSV,
prové uma plataforma para a obtengao de um sistema de vacina para o
HCV.

GERACAO DE VSV RECOMBINANTE EXPRESSANDO PROTEINAS DO HCV

Com referéncia as figuras 9 a 20, os genes do HCV core,
NS3, NS5A e NS5SB foram primeiro clonados em um vetor pBluescript II
KS (Stratagen) para introduzir sequéncias intergénica de jungédo do
VSV, que estejam envolvidas na interrupgao transcricional do gene
montante e reinicio transcricional do VSV no seu a jusante. O
comprimento total do Core e quatro genes do HCV Core com delegoes
em regides envolvidas na localizagao do ntucleo e ancorando na
membrana ER foram clonados no vetor pBluscript I KS. O
comprimento total do gene NS3 foi clonado em um vetor pBluescript Il
sem modificacoes. Os NSS5A e NS5B completos, e os NSS5A e NS5B com
delegoes na regido de ancoragem da membrana ER foram clonados em
um vetor pBluescript II KS. Apés a confirmagao das sequéncias corretas
em cada clone, os genes do HCV com sequéncias intergénica de jungao
do VSV, exceto NS5B total, foram cortados com a enzima de restrigao
KPN I e clonados em pVSVny-M(WT) e pVSVns-M(M48R-MS5S1R) entre o
gene G e o gene L. O corte Pac I de genes HCV com sequéncias de
juncgéo intergénica do VSV foi clonado no local do Pac I entre os genes G
e L no pVSVina-M(WT) e pVSVima-M(MS1R). Os NSSB inteiros foram
cortados com Spe | a partir de um vetor pBluescript II e finalizados
bruscamente com o fragmento Klenow e ligados a pVSVny, que foi
cortado com KPN I e encerrado bruscamente com o fragmento Klenow.

A insercao do NS5B em pVSVns foi confirmada por digestao do



10

15

20

25

25/27

plasmideo com Pac I, cujo local foi apresentado a ambas as
extremidades do clone NS5B. Genes do HCV Core foram parcialmente
digeridos com a Kpn | por causa da presenga de um local Kpn I
adicional no gene do nucleo. Os mesmos clones no vetor pBluescript II
foram cortados com a enzima de restricao, Pac I, a fim de clonar genes
HCV, Core, NS3, NS5A e NS5B em pVSVina-M(WT) e pVSVing-M(MS51R).
A insercao de genes HCV nos pVSVs foi confirmada pela digestdo dos
plasmideos com a KPN I ou Pac I e pelo sequenciamento de DNA.

Os recombinantes VSVia € VSVny expressando HCV Core
(figuras 11, 12 e 13), NS3 (figura 15), NS5A (figuras 17 e 18), e NS5B
(figuras 19 e 20) foram recuperados a partir de clones de cDNA pela
genética reversa do VSV. Os virus recombinantes foram purificados por
trés consecutivas escolhas de placa e amplificados pela infecgao das
células BHK com uma multiplicidade de infeccao (MOI) de 0,1. A
expressdo de proteinas de HCV a partir dos virus foi determinada por
meio do teste de Western blot usando lisatos de célula infectadas por
virus e antissoros contra proteinas de HCV. O teste Western blot dos
mesmos lisatos de célula usando antissoros contra VSVima e VSV
determinou o sorotipo e o fenétipo do gene M do vetor VSV expressando
cada proteina HCV. As proteinas M mutantes de VSVmde(Mwmsir) €
VSVns(Mmagr-m518) migram ligeiramente mais rapido do que as proteinas
do tipo selvagem M no gel SDS-PAGE.

Resultados

Com referéncia a figura 8B, vigorosa reativagao das células
CD8+T foi observada apés a estimulagdo ex vivo com peptideos HCV
MHC classe | em uma coorte de camundongos (n=2) vacinados com
VSVima-Mmsir + HCV-CoreAER, depois com VSVnj-Mmassirk + HCV-
CoreAER, e seguida trés semanas mais tarde por uma dose adicional de

VSVmd-msir + HCV-CoreAER. Essa reativagao mostrou-se especifica para
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peptideos HCV desde que um rato de controle imunizado com o vetor

VSV sozinho nao exibiu células CD8+T especificas para peptideos HCV

(conjunto de barras do lado esquerdo do painel). A reativacao de células

CD8+T especificas para dois epitopos do nucleocapsideo VSV foi

utilizada como controle positivo em todos os ratos.

TABELA 1: VACINACOES PARA ENCONTRAR AS MELHORES COMBINACOES DE

INOCULACAO VIRAL PARA INDUZIR AS MAIS FORTES RESPOSTAS IMUNES EM

CAMUNDONGOS
Dose 3
Dose 1
Grupo (10 sem. apés Dose | Num. de
(1x106
ID N°, 2,5x106 Animais
pfu/camun., IM)
pfu/camun., IM) | pfu/camun., IM)
1-0 PBS PBS PBS 6
1-1 rVSVns-M(WT) rVSVns-M(WT) rVSVns-M(WT) 6
5 rVSVans-M(M48R- | r'VSVns-M(M48R- | r'VSVns-M(M48R-
1- 6
MS1R) MS1R) MS5S1R)
1-3 rVSVina-M(WT) rVSVina-M(WT) rVSVina-M(WT) 6
1-4 | rVSVinge-M(MS1R) | r'VSVing-M(MS1R) | rVSVina-M(MS5S1R) 6
1-5 rVSVay-M(WT) rVSVina-M(WT) rVSVns-M(WT) 6
rVSVns-M(M48R- rVSVns-M(M48R-
1-6 rVSVine-M(MS1R) 2+6
MS5S1R) M51R)
1-7 rVSVina-M(WT) rVSVns-M(WT) rVSVimna-M(WT) 6
rVSVns,-M(M48R-
1-8 |rVSVima-M(MS1R) rVSVina-M(MS1R) 6

M5IR)
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rVSVny-M(WT)/ind

1-9 | rVSVn-M(WT) rVSVins-M(WT)
G
rVSVns-M(M48R- | rVSVny-M(M48R- | rVSVn-M(M48R-
1-10
M51R) M51R)/ina G M51R)
rVSVina-M(WT)/na
1-11 | rVSVina-M(WT) rVSVina-M(WT)
G
_ rVSVind-
1-12 |rVSVina-M(M51R) I'VSVina-M(M51R)
M(M51R)/ng G

IM: intramuscular; Pfu: unidade formadora de placa; wks: semanas
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REIVINDICACOES

1. Plataforma de imunizacdo para uso em uma estratégia
de imunizacdo prime-boost, caracterizada por a dita
plataforma de imunizagdo compreender:

a. uma vacina ou composicdo imunogénica compreendendo
um virus recombinante da estomatite vesicular (rVSsSV) de
comprimento total de um sorotipo Indiana (rVSVipng), €

b. outra vacina ou composicdo imunogénica compreendendo
um rVSV de um sorotipo New Jersey (rVSVys;), em que o rVSViyg
expressa uma proteina M do sorotipo Indiana com uma metionina
na posicado 51 alterada para uma arginina (substituicdo M51
R), e o rVSVys inclui um gene M mutante que expressa uma
proteina M do sorotipo de Nova Jersey com uma metionina na
posicdo 48 alterada para uma arginina, e uma metionina na
posicdo 51 alterada para uma arginina (substituicdo M48R-M51
R) .

2. Plataforma de imunizacdo para uso, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizada por os dois sorotipos rVSV
expressarem uma ou mais proteinas de interesse.

3. Plataforma de imunizacdo para uso, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada por os dois sorotipos rVSV
expressarem uma ou mais proteinas do virus da Hepatite C
(HCV) .

4., Plataforma de imunizacdo para uso, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizada por a vacina compreendendo o

sorotipo rVSV Indiana ser usada como vacina primdria (prime),

Peticao 870200139728, de 06/11/2020, pag. 5/13



2/3

e a vacina que compreende o sorotipo rVSV New Jersey ser
usada como vacina de reforco (boost) ou vice-versa.

5. Plataforma de imunizacdo para uso, de acordo com a
reivindicagdo 1, caracterizada por as vacinas ou composigdes
imunogénicas incluirem ainda wum diluente adequado, um
adjuvante, um veiculo farmaceuticamente aceitdvel ou uma
combinacdo dos mesmos.

6. Plataforma de imunizacdo para uso, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada por a referida plataforma de
imunizagdo ser para uso na prevengado ou tratamento de uma
infecgcdo causada por um patdgeno.

7. Plataforma de imunizacgdo para uso, de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizada por o) patdgeno ser
selecionado a partir de virus da hepatite C humana, Virus da
Imunodeficiéncia Humana, virus do Nilo Ocidental,
Hantaviroses, virus Influenza, virus Ebola, virus da Dengue
de febre hemorrédgica, virus da encefalite Japonesa, e SARS
Coronavirus.

8. Plataforma de imunizacgcdo para uso, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizada por a dita plataforma de
imunizagdo ser para uso na prevengdo ou tratamento da
hepatite C.

9. Kit caracterizado por compreender:

a. pelo menos uma dose de uma quantidade eficaz de uma
vacina compreendendo um virus recombinante da estomatite

vesicular (rVSV) de comprimento total de um sorotipo Indiana

Peticao 870200139728, de 06/11/2020, pag. 6/13
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(rvSVing), e

b. pelo menos uma dose de uma quantidade eficaz de uma
vacina compreendendo um rVSV de comprimento total de outro
sorotipo,

em que um sorotipo é Indiana (rVSViyy) e o outro sorotipo
é New Jersey (rVSVys), € em que o rVSVi,qy expressa uma proteina
M do sorotipo Indiana tendo uma metionina na posigdo 51
alterada para uma arginina (substituicdo M51 R), e o rVSVys
incluir um gene M mutante que expressa uma proteina do
sorotipo M de Nova Jersey com uma metionina na posicdo 48
alterada para uma arginina, e uma metionina na posigdao 51

alterada para uma arginina (substituicgdo M48R-M51 R).

Peticao 870200139728, de 06/11/2020, pag. 7/13
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