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RESUMO

"PROTEINAS V MODIFICADAS DE Morbillivirus"

S&o descritos Morbillivirus modificados possuindo
pelo menos wuma mutacdo na regido correspondente aos
aminoacidos 112-134 da proteina V do virus do sarampo em
que um ou ambos os aminocdcidos 113 ou 114 estdo mutados.
Tais Morbillivirus modificados exibem reduzida repressédo da
expressdo génica. Podem ser incluidas mutacdes ou delecdes
adicionais noutras regides do genoma, incluindo na regiédo

carboxi-terminal.
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DESCRICAO

"PROTEINAS V MODIFICADAS DE Morbillivirus"

Campo do Invento

Este invento refere-se a virus de ARN de cadeia
simples, de sentido negativo, gerados de forma recombinante
e isolados do género Morbillivirus possuindo uma ou mais
mutacdes e/ou delecdes gque reduzem a repressido normalmente

causada pela proteina V.

Antecedentes do Invento

Os virus de ARN de cadeia simples, de sentido
negativo, com envelope sdo organizados e expressos de forma
Uinica. O ARN gendémico de virus de cadeia simples de sentido
negativo serve duas fungdes de molde no contexto de uma
nucleocidpside: como molde para a sintese de ARNs mensa-
geiros (ARNms) e como molde para a sintese da cadeia
antigenoma (+). A replicacdo viral ocorre apds a sintese
dos ARNms e requer a sintese continua de proteinas virais.
A cadeia do antigenoma (+) sintetizada de novo serve como
molde para a geracdo de mais cédépias do ARN gendmico de

cadeia (-).

O complexo ARN-polimerase dependente de ARN actua

e consegue a transcricéo e replicacéo através do
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acoplamento dos sinais que actuam em cis na extremidade 3'
do genoma, em particular, na regido do promotor. 0s genes
virais s&do entdo transcritos unidireccionalmente a partir

do molde do genoma da sua extremidade 3' para 5'.

Com base na reclassificacdo revista em 1993 pelo
Internacional Committee on the Taxonomy of Viruses, foi
estabelecida uma Ordem, designada Mononegavirales. Esta
Ordem contém trés familias de virus com envelope com
genomas de ARN ndo segmentados e de cadeia simples de
polaridade negativa (sentido negativo). Estas familias sé&o
a Paramyxoviridae, Rhabdoviridae e Filoviridae. A familia
Paramyxoviridae foi ainda dividida em duas subfamilias,
Paramyxovirinae e Pneumovirinae. A subfamilia Paramyxovi-
rinae contém trés géneros, Respirovirus (anteriormente
Paramixovirus), Rubulavirus e Morbillivirus. A subfamilia
Pneumovirinae contém o género Pneumovirus. A nova clas-
sificacdo é baseada em critérios morfoldgicos, na organi-
zacdo do genoma viral, nas actividades bioldbgicas e no
parentesco de sequéncia dos genes e produtos génicos. A
actual classificacdo taxondémica dos Morbillivirus & como Sse

segue:

Ordem Mononegavirales

Familia Paramyxoviridae

Subfamilia Paramyxovirinae
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Género Morbillivirus

Virus do sarampo

Morbillivirus do golfinho

Virus da esgana canina

Virus da peste dos pequenos rumi-
nantes

Virus da esgana das focas

Virus da peste bovina

Para muitos destes virus, ndo estéd disponivel
qualquer tipo de wvacina. Assim, h& a necessidade de
desenvolver vacinas contra tais patogénios humanos e
animais. Tais vacinas teriam gue provocar uma resposta
imunitdria protectora no receptor. As caracteristicas
qualitativas e quantitativas de uma resposta t&o favoravel
sdo extrapoladas a partir das observadas nos sobreviventes
da infeccdo pelo wvirus natural, dque, em geral, estédo
protegidos de reinfeccdo pelo mesmo virus ou virus
altamente aparentados durante um periodo significativo

subsequente.

Na tentativa de desenvolver tais vacinas pode ser
considerada uma variedade de abordagens, incluindo a
utilizacdo de: (1) vacinas de proteinas virais individuais
purificadas (vacinas de subunidade); (2) preparacdes de

virus inteiros i1nactivados; e (3) virus vivos atenuados.

As vacinas de subunidade tém a caracteristica
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desejavel de serem puras, definiveis e produzidas em
abundadncia de forma relativamente facil através de varios
meios, incluindo métodos de expressdo de ADN recombinante.
Até a data, com a excepcdo notavel do antigénio de
superficie da hepatite B, as vacinas de subunidade wvirais
provocam geralmente apenas uma imunidade de curta duracéo

e/ou inadequada, particularmente em receptores ingénuos.

Preparacdes de virus inteiros inactivados com
formalina da poliomielite (IPV) e da hepatite A provaram
ser seguras e eficazes. Em contraste, a imunizacdo com
virus inteiros inactivados de forma semelhante tais como
vacinas do virus sincicial respiratdério e do virus do
sarampo provocaram respostas imunitdrias desfavordveis e/ou
perfis de resposta que predispunham os vacinados a doenca
exagerada ou aberrante quando confrontados subsequentemente

com o virus natural ou de "tipo selvagem".

Os derivados vivos apropriadamente atenuados de
virus de tipo selvagem oferecem uma distinta vantagem como
candidatos a vacinas. Como agentes vivos, gque se replicam,
eles iniciam a infeccdo nos receptores durante a qual os
produtos dos genes virais sdo expressos, processados e
apresentados no contexto das moléculas do MHC de classe I e
II especificas dos vacinados, provocando respostas
imunitdrias humorais e mediadas por células, bem como
padrdes coordenados de citocinas e guimocinas, que se
assemelham ao perfil imunitédrio protector dos sobreviventes

da infeccdo natural.
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Este padrdo de resposta imunitédria favoravel
contrasta com as respostas delimitadas provocadas pelas
vacinas inactivadas ou de subunidade, que sdo tipicamente e
amplamente restringidas ao braco de vigildncia imunitéria
humoral. Mais, o perfil da resposta imunitdria provocada
por algumas vacinas de virus inteiros inactivados com
formalina, p. ex., as vacinas do virus do sarampo e do
virus sincicial respiratédério desenvolvidas na década de
1960, ndo s6 ndo conseguiram proporcionar uma proteccdo
sustentada, como de facto conduziram a uma predisposicdo a
doenca aberrante, exagerada e mesmo fatal, quando o
receptor da vacina era confrontado mais tarde com o virus

de tipo selvagem.

Embora os virus vivos atenuados tenham caracte-
risticas altamente desejaveis como candidatos a vacinas,
provou-se que eram dificeis de desenvolver. As principais
dificuldades residem na necessidade de isolar um derivado
do virus de tipo selvagem que tenha perdido o seu potencial
de producdo de doenca (i.e. a viruléncia), ao mesmo tempo
que mantém uma competéncia de replicacdo suficiente para
infectar o receptor e provocar o perfil de resposta

imunitdria desejado numa abundéncia adequada.

Historicamente, este delicado equilibrio entre
viruléncia e atenuacdo foi conseguido através de passagem
em série de um isolado viral de tipo selvagem através de
diferentes tecidos ou células hospedeiros sob condicgdes

variadveis de crescimento (tais como temperatura). Este
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processo favorece presumivelmente 0 crescimento de
variantes virais (mutantes), algumas das guais possuem a
caracteristica favordvel de atenuacéo. Ocasionalmente,
também ¢ conseguida mais atenuacdo através de mutagénese

quimica.

Este esquema de propagacdo/passagem conduz tipi-
camente a emergéncia de derivados de virus dque sé&o
sensivelis a temperatura, adaptados ao frio e/ou alterados
no seu espectro de hospedeiros - cujo um ou todos séo
mudancas dos virus de tipo selvagem, causadores de doenca -

i.e. mudancas que podem ser associadas a atenuacéo.

Diversas vacinas de virus vivos, incluindo
aquelas para a prevencdo do sarampo e da papeira (gque sé&o
paramixovirus), e para a proteccdo contra a poliomielite e
a rubéola (gque s&do virus de ARN de cadeia positiva), foram
geradas através desta abordagem e proporcionam o pilar dos

actuais regimes de imunizacdo infantil em todo mundo.

N&o obstante, isto significa que gerar candidatos
a vacinas de virus vivos atenuados ¢é demorado e, no melhor
dos casos, imprevisivel, assentando grandemente no
crescimento selectivo desses mutantes gendmicos de
ocorréncia aleatdéria com caracteristicas de atenuacéao
desejaveis. Os virus resultantes podem ter o fendtipo
desejado 1in vitro, e parecem mesmo estar atenuados nos
modelos animais. No entanto, demasiado frequentemente

permanecem sob-atenuados ou sobre-atenuados no hospedeiro
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humano ou animal para quem se pretende que sejam candidatos

a vacinas.

Mesmo em relacdo as vacinas actuais em uso, hé
ainda a necessidade de vacinas mais eficazes. Por exemplo,
as vacinas actuais do sarampo proporcionam uma proteccdo
razoavelmente boa. No entanto, as recentes epidemias de
sarampo sugerem deficiéncias na eficédcia das vacinas
actuais. Apesar da imunizacdo materna, ocorreram taxas
elevadas de infeccédo aguda de sarampo em criancas com idade
inferior a um ano, reflectindo a incapacidade das vacinas
para induzir niveis de anticorpos anti-sarampo comparaveis
aos desenvolvidos apds uma infeccdo de sarampo de tipo
selvagem (entradas 1, 2 e 3 na Bibliografia). Como
resultado, as mées imunizadas com vacinas s&0 menos capazes
de proporcionar aos seus bebés anticorpos passivos
derivados através da placenta suficientes para proteger os

recém-nascidos para além dos primeiros meses de vida.

As infeccgdes agudas de sarampo em adolescentes
previamente imunizados e em adultos jovens apontam para um
problema adicional. Estas falhas secundarias das vacinas
indicam limitacdes na capacidade das vacinas actuais para
induzirem e manterem uma proteccdo antiviral que seja
abundante e de longa duracdo (4, 5 e 6). Recentemente, foi
revelado ainda um outro potencial problema. A proteina
hemaglutinina do isolado de sarampo de tipo selvagem
mostrou ao longo dos Ultimos 15 anos uma disténcia

progressivamente crescente das estirpes de vacina (7). Esta



PE1292615 -8 -

"deriva antigénica" levanta preocupacdes legitimas de que
as estirpes de vacina possam ndo conter o repertdrio
antigénico ideal necessdrio para proporcionar uma proteccéo

6ptima. Assim, h& a necessidade de vacinas melhoradas.

A concepcdo racional de vacinas seria ajudada por
uma melhor compreensdo destes virus, em particular, pela
identificacdo dos determinantes de viruléncia viralmente
codificados bem como das mudancas gendmicas que S&o

responsaveis pela atenuacéo.

Devido a sua significédncia como principal causa
de morbilidade e mortalidade humanas, o virus do sarampo
foi estudado de forma bastante extensa. O virus do sarampo
¢ uma grande particula relativamente esférica, com envelope
composta por dois compartimentos, uma membrana lipoproteica
e um nucleo de uma particula ribonucleoproteica, possuindo
cada um funcgdes bioldbgicas distintas (8). O envelope do
virido é uma membrana plasmatica derivada da célula do
hospedeiro modificada por trés proteinas especificadas pelo
virus: A hemaglutinina (H; aproximadamente 80 quilodaltons
(kD)) e as glicoproteinas de fusédo (Fi,2; aproximadamente 60
kD) projectam-se na superficie do virido e conferem a
particula viral capacidades de ligacdo e entrada na célula
hospedeira (9). Os anticorpos para H e/ou F séo
considerados protectores uma vez que neutralizam a
capacidade do virus para iniciar a infeccédo (10, 11 e 12).
A proteina da matriz (M; aproximadamente 37 kD) é a

proteina anfipética gque reveste a superficie interna da
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membrana, que se pensa orquestrar a morfogénese do virido e
consumar assim a reproducdo do virus (13). O nucleo do
virido contém o ARN gendémico de 15894 nucledtidos de
comprimento sobre o qual é conferida a actividade de molde
através da sua intima associacdo com aproximadamente 2600
moléculas da proteina da nucleocépside (N) de aproxima-
damente 60 kD (14, 15 e 16). Frouxamente associados a esta
particula helicoidal de ribonucleoproteina com aproxima-
damente um micrédmetro de comprimento estdo niveis enziméa-
ticos da ARN-polimerase dependente do ARN viral (L; aproxi-
madamente 240 kD) que concertada com o cofactor da poli-
merase (P; aproximadamente 70 kD), e talvez ainda outras
proteinas especificadas pelo virus bem como codificadas
pelo hospedeiro, transcreve e replica as sequéncias do

genoma do virus do sarampo (17).

As seis proteinas estruturais do virido do virus
do sarampo s&do codificadas por seis genes contiguos, que
ndo se sobrepdem e que sdo alinhados como se segue: 3'-N-P-
M-F-H-L-5'. Foram também identificados mais dois produtos
génicos do virus do sarampo com uma funcdo até agora
incerta. Estas duas proteinas nédo estruturais, conhecidas
como C (aproximadamente 20 kD) e V (aproximadamente 45 kD),
sdo ambas codificadas pelo gene P. A proteina C &
codificada por um segundo enquadramento de leitura dentro
do ARNm de P. A proteina V ¢é codificada por um ARNm
derivado do gene P editado co-transcricionalmente que
codifica uma proteina hibrida possuindo as sequéncias

amino-terminais de P e um dominio carboxi-terminal rico em
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cisteina semelhante a um dedo de zinco que falta na

proteina P (9).

Todos os Morbillivirus produzem uma proteina V
(18), incluindo o virus do sarampo, o virus da peste
bovina, o virus da esgana canina e o virus da esgana das
focas (19). A proteina V do virus do sarampo & uma proteina
ndo estrutural codificada pelo gene P (8). Tal como a
maioria dos paramixovirus, o virus do sarampo codifica
maltiplas proteinas a partir do gene P incluindo a proteina
V, a proteina P e a proteina C (9). A traducdo de ambas as
proteinas P e V inicia-se no mesmo coddo de metionina
resultando em polipéptidos que sdo idénticos para os
primeiros 230 aminocdcidos. O terminal carboxilo (terminal
C) da proteina V difere da proteina P porque a edicdo do
ARN ocorre nalguns ARNms do gene P que causam uma mudanca
de engquadramento gque resulta na traducdo de um Unico
terminal C da proteina V mais curto (18). A sequéncia de
aminoacidos da proteina C ndo se relaciona com a proteina V
e P porque ¢é traduzida inteiramente a partir de um
enquadramento de leitura diferente que comeca num coddo de

iniciacdo da traducdo a jusante (20).

Os ARNms de P e V do virus do sarampo partilham o
mesmo coddo de iniciacdo e os primeiros 230 aminodcidos das
proteinas P e V sdo idénticos. O ARNm de V contém uma
insercdo do residuo "G" que expande a sequéncia "GGG" nos
nucledétidos 2496 a 2498 para incluir um quarto residuo "G".

A edicdo ocorre durante a transcricdo quando um residuo "G"
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extra n&o dirigido pelo molde ¢é inserido entre os
nucledtidos 2495 e 2499, causando uma mudanca no
enquadramento de leitura, pela qual os 276 amino&cidos
carboxi-terminais da proteina P sdo substituidos por um
carboxi-terminal de 68 aminocacidos rico em cisteina da

proteina V.

A funcdo da proteina V ndo é bem compreendida,
mas todos os Morbillivirus codificam uma proteina V. Isto
indica que a proteina V executa funcdes benéficas que
tornaram vantajoso aos Morbillivirus conservar a capacidade
de sintetizar a proteina V. Sabe-se que a expressdo da
proteina V nédo ¢é essencial para a replicacdo viral em
células em cultura (19, 21-25), mas em sistemas modelo
animais a expressdo da proteina V parece influenciar a
gravidade da infeccdo. Por exemplo, o virus de Sendai (um
paramixovirus ndo Morbillivirus) produz normalmente
pneumonia em sistemas modelo de ratinho mas é menos
virulento se a infeccdo for efectuada com um virus
recombinante que seja deficiente para a expressdo da
proteina V (22 e 26). O virus da parainfluenza de tipo 3
humano recombinante (outro paramixovirus nédo Morbillivirus)
exibe também um fendétipo atenuado em roedores e macacos se
um defeito na expressdo da proteina D for combinado com um
defeito no enquadramento de leitura aberto da proteina V

(23) .

De forma semelhante, o0s resultados dos estudos

com sistemas modelo animais utilizados para o virus do
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sarampo sugerem também um papel para a proteina V na
patogenicidade. A infeccdo do pulmdo do rato do algodéo
pelo virus do sarampo recombinante gera menos descendéncia
viral se o virus infectante for deficiente para a expresséo
da proteina V (27). Também, a sobrevivéncia de timbcitos
humanos em tecido transplantado em ratinhos SCID era menos
susceptivel a infeccg¢do com virus do sarampo se o virus
infectante ndo expressasse a proteina V (28). Finalmente,
ratinhos CD46 transgénicos inoculados intracranialmente com
virus do sarampo tinham maiores taxas de sobrevivéncia se o
virus ndo expressasse a proteina V (29). A conclusido de que
a proteina V do virus do sarampo tem um papel na
patogenicidade ¢é também suportada pelas andlises da
sequéncia que verificaram mutacdes na regido de codificacéo
da proteina V nas variantes menos patogénicas ou nas
estirpes de vacina (30 e 31). Tomados em conjunto, estes
resultados apoiam a hipbdtese de que a proteina V tem um
papel importante na determinacdo da viruléncia do virus do

sarampo e de varios outros paramixovirus.

Embora pareca claro que a proteina V pode
influenciar o curso da infeccdo, o mecanismo por detras
deste fendmeno ndo ¢ conhecido. 0s resultados de varios
estudos comecaram a atribuir potenciais func¢des a proteina
V. Por exemplo, mostrou-se que as sequéncias de aminodcidos
partilhadas pela proteina V e pela proteina P medeiam a
interacc¢do com a proteina da nucleocédpside (N) viral (27 e
32-39). Esta interaccdo entre a proteina V e a proteina N

parece afectar a distribuicdo celular da proteina N (27,
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40, 41) e tem provavelmente algumas func¢des adicionais néo
identificadas. Verificou-se também que algumas proteinas V
interagem com proteinas celulares (42, 43), e no exemplo do
virus simio 5 (SV5), é possivel que a interaccdo com uma
proteina celular seja responsavel pela inibicdo da wvia de
sinalizacdo do interferdo durante a infeccdo (44). Para
além das interaccdes proteina-proteina gque envolvem a
proteina V, vArios estudos ligaram a proteina V a
mecanismos de controlo que regulam a expressdo e replicacéo
génica viral. A expressido da proteina V do virus de Sendai
num sistema de expressdo transiente inibe a replicacdo de
uma particula deficiente-de interferéncia (DI) (45) e inibe
de forma semelhante a replicacdo da particula DI numa
reaccdo de transcricédo in vitro (35). Consistente com estas
observacdes que relacionam a proteina V com repressdo, foi
observado que diversos virus deficientes para a expresséo
da proteina V produzem niveis elevados de ARN gendmico,

ARNm e de proteinas virais durante a infeccg¢édo (21, 26, 27).

Para além das propriedades agora descritas, todas
as proteinas V virais contém um terminal C rico em
cisteina. As proteinas V dos paramixovirus ndo partilham um
grau elevado de semelhanca de aminodcidos, mas todas contém
sete residuos de cisteina posicionados de forma idéntica
(46) . Esta caracteristica impressionante conduziu a
especulacdo (47) de gque as proteinas V possam realmente ser
proteinas de dedo de zinco ou que pelo menos formem algum
tipo de estrutura secundaria coordenada por zinco (48, 49,

50), e, de facto, verificou-se que varias proteinas V se
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ligam a zinco (51, 52, 53). A possibilidade da proteina V
formar uma estrutura coordenada por zinco gera um interesse
consideréavel porgue estes tipos de estruturas formam
frequentemente dominios proteicos que estdo envolvidos na
interaccdo de &cidos nucleicos ou na interaccdo proteina-
proteina (48, 49, 50). E também digno de nota que um virus
de Sendai recombinante gue expresse uma proteina V truncada
sem a regido C-terminal Unica é também menos patogénico,
sugerindo que o papel da proteina V na patogenicidade

requer este dominio (24).

Para além das sequéncias que codificam as
proteinas especificadas pelo virus, o genoma do virus do
sarampo contém dominios ndo codificantes de proteina
distintivos gque se assemelham aos que dirigem as vias
transcricional e replicativa de virus aparentados (9, 54).
Estes sinais reguladores encontram-se nas extremidades 3' e
5'" do genoma do virus do sarampo e em curtas regides
internas que abrangem cada fronteira intercistrénica. Os
ultimos codificam o putativo promotor e/ou elementos
reguladores da sequéncia gque dirigem a transcricéo
genbdmica, a encapsidacdo do genoma e do antigenoma e a
replicacéo. Os tultimos sinalizam a terminacéo da
transcricdo e a poliadenilacdo de cada ARNm viral
monocistrénico e depois o reinicio da transcricdo do gene
seguinte. Em general, o complexo da polimerase do virus do
sarampo parece responder a estes sinais muito como as ARN-
polimerases dependentes de ARN de outros virus de ARN de

cadeia negativa ndo segmentados (9, 54, 55, 56). A
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transcricdo inicia-se na extremidade 3' do genoma do virus
do sarampo ou prdéximo desta e prossegue entdo no sentido 5'

produzindo ARNms monocistrdénicos (16, 54, 57).

O virus do sarampo parece ter prolongado os seus
dominios reguladores terminais para além dos limites das
sequéncias lider e de codificacdo reboque (54). Para o
sarampo, estas regides englobam os 107 nucledtidos
gendmicos a 3' (a "regido gendmica promotora 3'", também
referida como o "promotor prolongado", que compreende 52
nucledétidos que codificam a regido lider, seguidos de trés
nucledétidos intergénicos, e 52 nucledtidos gue codificam a
regido ndo traduzida 5' do ARNm de N) e os 109 nucledtidos
da extremidade 5' (69 codificam a regido ndo traduzida 3'
do ARNm de L, o trinucledétido intergénico e 37 nucledbdbtidos
que codificam o reboque). Dentro destes aproximadamente 100
nucledétidos 3'-terminais tanto do genoma como do antigenoma
existem duas regides curtas de sequéncia nucleotidica
partilhada: 14 de 16 nucledtidos nas extremidades 3
absolutas do genoma e do antigenoma s&do idénticos. Interna
a esses terminais, foi encontrada uma regido adicional de
12 nucledétidos de absoluta identidade de sequéncia. A sua
posicdo nos locais em que a transcricdo do genoma do virus
do sarampo se deve iniciar e a replicacdo do antigenoma
deve comecar e prdéximo destes, sugere gue estes curtos
dominios Unicos da sequéncia englobam uma regido promotora

prolongada.

Estes elementos discretos da sequéncia podem
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ditar locais alternativos da iniciacdo da transcricdo - o
dominio interno exigindo a iniciacdo da transcricdo no
local de inicio do gene N, e o dominio 3'-terminal
dirigindo a producdo do antigenoma (54, 58, 59). Para além
do seu papel regulador como determinantes que actuam em cis
da transcricdo e da replicacdo, estas regides promotoras
gendmicas e antigendmicas prolongadas a 3' codificam as
extremidades 5' nascentes dos ARNs do antigenoma e do
genoma, respectivamente. Dentro destes ARNs nascentes
reside como sinais ainda ndo identificados para a nucleacéo
da proteina N, outro elemento regulador chave necessério
para a formacéo do molde da nucleocépside e
consequentemente para a amplificacdo da transcricdo e da

replicacéo.

Em todos os Morbillivirus, o0S sSinais de accdo em
cis necessdrios para funcgdes virais essenciais, incluindo a
replicacdo, a transcricdo e a encapsidacdo estdo contidos
nos terminais gendmicos ndo codificantes. Os elementos
obrigatdérios de accdo em trans para a funcionalidade estéo
contidos nos genes N, P e L. Factores de acgdo em trans
adicionais, tais como as proteinas V e C, podem modular a
funcionalidade. Mutacdes em qualquer uma destas regibes
podem resultar na alteracdo de fungdes vitais, incluindo

atenuacdo da eficiéncia da transcricdo/replicacdo viral.

A aparente ligacdo entre a expressdo da proteina
V e a patogenicidade, e o interesse continuo na atenuacdo

de wvacinas (30, ©60) conduziram a necessidade de examinar
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mais detalhadamente a funcdo da proteina V do wvirus do
sarampo. Em particular, existe a necessidade de utilizar
sistemas de expressdo transiente para estudar diversas
propriedades da proteina V incluindo a actividade de
repressdo da proteina V, a interaccdo da proteina V com a
proteina N e a capacidade da proteina V para se ligar a

ARN.

Sumdrio do Invento

Concordantemente, é um objecto deste invento
identificar regides dos genomas de Morbillivirus respon-
sédveis pela repressdo da expressdo génica através da pro-
teina V desses virus. E outro objecto deste invento gerar
versdes mutantes da proteina V de Morbillivirus nas quais a
repressdo da expressdo génica seja reduzida. E ainda outro
objecto deste invento gerar Morbillivirus gerados de forma
recombinante contendo uma ou mais dessas mutacdes. E ainda
outro objecto deste invento formular vacinas ou composicdes
imunogénicas contendo tais Morbillivirus gerados de forma
recombinante. Numa concretizacdo do invento, a proteina V é

do virus do sarampo.

Estes e outros objectos do invento tal como
discutidos abaixo s&do alcancados para Morbillivirus através
de um virus de ARN de cadeia simples de sentido negativo
ndo segmentado, gerado de forma recombinante, isolado do
género Morbillivirus tal como definido na reivindicacdo 1.

Numa concretizacdo do invento, estes aminoacidos sédo
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mutados para alanina.

Outra modificacdo da proteina V pode ser feita
através da mutacdo ou delecdo de pelo menos uma porcido da
regido carboxi-terminal (C-terminal) da proteina V de
Morbillivirus, correspondendo aos aminoadcidos 231-299 da
proteina V do virus do sarampo, do virus da esgana canina e
do Morbillivirus do golfinho, e aos aminodcidos 231-303 do

virus da peste bovina.

Estas modificacbes tém o efeito de reduzir a
repressdo da expressdo génica pela proteina V num sistema
de mini-replicdo. Os resultados sédo facilmente estendidos a
recuperacdo de Morbillivirus infeccioso inteiro através da
utilizacdo do sistema de "recuperacdo" conhecido na arte e

descrito abaixo.

O mini-replicdo do virus do sarampo com exXpressédo
do gene repdrter da cloranfenicol-acetiltransferase (CAT)
em ensaios transientes foi fortemente reprimido pela
proteina V. A actividade de repressdo foi diminuida pela
substituicdo de aminodcidos numa regido situada no terco
amino-terminal da proteina entre os aminoadcidos 112-134,
bem como através de mutacdo ou delecdo pelo menos numa
porcédo da regido C-terminal rica em cisteina da proteina V

(aminodcidos 231-299).

No <caso do virus do sarampo, as mutacdes

descritas acima podem ainda ser combinadas com mutacdes que
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sdo atenuantes, como se segue:

1) pelo menos uma mutacdo atenuante na regido
promotora gendémica 3' seleccionada a partir do grupo que
consiste no nucledtido 26 (A - T), nucledtido 42 (A - T ou
A -5 C) e no nucledtido 96 (G - A), onde estes nucledtidos
sdo apresentados na cadeia positiva, antigendémica, no
sentido da mensagem;

2) pelo menos uma mutacdo atenuante no gene da
ARN-polimerase seleccionada a partir do grupo que consiste
nas mudancas de nucledétidos que produzem mudancas num

aminoadcido seleccionado a partir do grupo gque consiste nos

residuos 331 (isoleucina - treonina), 1409 (alanina -
treonina), 1624 (treonina - alanina), 1649 (arginina -
metionina), 1717 (Acido aspartico - alanina), 1936 (his-

tidina - tirosina), 2074 (glutamina - arginina) e 2114
(arginina — lisina);

3) para o gene N, pelo menos uma mutacdo
atenuante seleccionada a partir do grupo que consiste nas
mudancas de nucledtidos que produzem mudancas num
aminodcido seleccionado a partir do grupo que consiste nos
residuos 129 (glutamina — lisina), 148 (&cido glutdmico -
glicina) e 479 (serina — treonina);

4) para o gene P, pelo menos uma mutacdo
atenuante seleccionada a partir do grupo que consiste nas
mudancas de nucledbdtidos que produzem mudancas num
aminodcido seleccionado a partir do grupo que consiste nos
residuos 225 (4cido glutédmico - glicina), 275 (cisteina -
tirosina) e 439 (leucina - prolina);

5) para o gene C, pelo menos uma mutacdo
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atenuante seleccionada a partir do grupo gue consiste nas
mudancas de nucledbdtidos que produzem  mudancas num
aminoadcido seleccionado a partir do grupo que consiste nos
residuos 73 (alanina - valina), 104 (metionina - treonina)
e 134 (serina - tirosina); e

0) para o sinal de terminacdo do gene F (sinal
de terminacdo da transcricdo gque actua em cis), a mudanca
no nucledtido 7243 (T - C), onde estes nucledtidos sédo
apresentados na cadeia positiva, antigendémica, isto &, no

sentido da mensagem (codificacé&o).

Noutra concretizacéo deste invento, estes
Morbillivirus mutantes sédo utilizados para preparar vacinas
ou composicdes imunogénicas gue provocam uma resposta
imunitdria protectora contra a forma de tipo selvagem de

cada virus.

Noutra concretizacdo deste invento, € descrito um
método para reduzir a repressdo causada por uma proteina V
de Morbillivirus que compreende a insercdo de pelo menos
uma mutacdo na proteina V de Morbillivirus, em dque a
referida mutacdo ¢é seleccionada a partir do grupo dque

consiste na mutacdo dos aminodcidos 113 e 114.

Ainda noutra concretizacdo deste invento, &
descrita uma sequéncia nucleotidica isolada codificando uma
proteina V de Morbillivirus que foi modificada através da
insercdo de pelo menos uma mutacdo na proteina V de

Morbillivirus, em que a referida mutacdo é seleccionada a
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partir do grupo que consiste na mutacdo dos aminoacidos 113
e 114 da proteina V do virus do sarampo ou dos aminoacidos
de wuma proteina V de Morbillivirus que correspondam a

estes.

Ainda noutra concretizacdo deste invento, é
proporcionada uma composicdo que compreende um vector de
transcricdo compreendendo uma molécula de &cido nucleico
isolada <codificando um genoma ou antigenoma de um
Morbillivirus, em gque a porcdo da molécula de é&cido
nucleico isolada que codifica a proteina V é a sequéncia
nucleotidica que foi modificada através da insercédo de pelo
menos uma mutacdo na proteina V de Morbillivirus, em que a
referida mutacdo ¢é seleccionada a partir do grupo dgue
consiste na mutagdo dos aminoacidos 113 e 114 da proteina V
do virus do sarampo ou dos aminoadcidos de uma proteina V de
Morbillivirus que correspondem a estes, juntamente com pelo
menos um vector de expressdo que compreenda pelo menos uma
molécula de acido nucleico isolada codificando as proteinas
de accédo em trans N, P e L necessarias para a encapsidacéo,
transcricdo e replicacdo, pelo que células hospedeiras séo
transformadas, infectadas ou transfectadas com estes
vectores e cultivadas sob condic¢des que permitam a co-
expressdo destes vectores para produzir o Morbillivirus
desejado. Cada um desses virus ¢ entdo utilizado para
preparar vacinas ou composicdes imunogénicas que provoguem
uma resposta imunitdria protectora contra a forma de tipo

selvagem de cada virus.
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Breve Descricédo das Figuras

A Figura 1A representa 0s quatro vectores
plasmidicos de expressdo utilizados para as transfeccdes.
Os vectores de expressdo dependentes da ARN-polimerase T7
(61) foram preparados para dirigir a expressdo dos genes N,
P, L ou V de tipo selvagem de Edmonston em células

infectadas com MVA/T7 (62).

A Figura 1B representa o mini-replicdo que foi
derivado de pMV107-CAT (63). A sequéncia lider da wvacina do
virus do sarampo de Edmonston em pMV107-CAT foi convertida
na sequéncia de tipo selvagem (60). A transcricdo do ADN
plasmidico do mini-replicdo através da ARN-polimerase T7
gerou uma cdédépia do mini-replicdo de ARN de sentido negativo

em células transfectadas.

A Figura 1C representa um ensaio de CAT gue
demonstra o efeito da expressdo da proteina V na actividade
do mini-replicdo num ensaio de expressdo transiente. A
pista 1 foi o controlo positivo obtido a partir das células
que foram transfectadas com todos os vectores plasmidicos
(N, P e L) necessarios para dirigir a expressdo do mini-
replicdo. A pista 2 foi idéntica a pista 1, excepto que as
células foram transfectadas com todos os plasmideos excepto
o vector da polimerase L. Nas pistas 3 a 7, foram incluidas
na transfeccéo quantidades crescentes de vector de
expressdo da proteina V. A massa total de ADN transfectado

foi mantida constante através da inclusdo da quantidade
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apropriada de ADN do vector sem qualguer insercdo. A
actividade relativa de CAT foi calculada com base na

actividade de 100% na pista 1.

Figura 2 representa uma comparacdo das sequéncias
de aminoacidos das proteinas V de quatro Morbillivirus
diferentes. A sequéncia de aminocécidos da proteina V do
virus do sarampo de tipo selvagem de Edmonston (numero de
acesso do GeneBank AF266288) (SEQ ID NO: 1) foi comparada
com a do virus da esgana canina (AF014953) (SEQ ID NO: 4),
a do virus da peste bovina (Z30697) (SEQ ID NO: 2) e a do
Morbillivirus do golfinho (Z47758) (SEQ ID NO: 3). As
regides contendo niveis mais elevados de identidade estéo
sublinhadas com uma barra estriada e s&o designadas como
regides conservadas (CR1 a CR6). As sequéncias notaveis
adicionais estdo sublinhadas com uma barra preta. Estas
incluem regides envolvidas na interaccdo da proteina V (e
P) com a proteina N (34), uma regido envolvida na
localizacédo celular do complexo de proteinas V-N (27, o64),
e a regido rica em cisteina contendo o dominio de ligacédo a
zinco (51). Outras sequéncias de interesse incluem uma
regido basica entre 229-234, uma substituicédo de
aminodcidos da vacina do virus do sarampo (&dcido glutédmico
para glicina) na posicdo 225 (30), e uma regido de
repeticdo de leucina reminiscente de um fecho de leucina
entre as posigdes 93-107 (65, 66). A regido comum a
proteina V e P prolonga-se do aminodcido 1-230 e as
sequéncias uUnicas da proteina V (letras de aminoacidos a

cheio) prolongam-se de 231-299. As posicdes de aminoacidos
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dadas na Figura ao longo do topo das sequéncias alinhadas

correspondem as da proteina V do virus do sarampo.

A Figura 3 representa um mapa dos vectores de
expressdo da proteina V do virus do sarampo mutante. Os
vectores de expressdo da proteina V marcados com epitopo
utilizados nestes estudos séao mostrados de forma
esqueméatica. 0s vectores da proteina V mutante foram
gerados numa estrutura do plasmideo vector que expressava a
proteina V com uma etiqueta HA do virus da gripe (67) em
vez da metionina iniciadora da proteina V. 0Os destaques da
sequéncia sdo mostrados num mapa da proteina V no topo da
Figura e s&do descritos mais completamente em relacdo a
descricdo da Figura 2 acima. As proteinas de tipo selvagem
(haV-wt) e mutantes (haVl-11) sé&do ilustradas abaixo do mapa
da proteina V. A etiqueta HA ¢é desenhada como uma caixa
estriada no terminal amino e a restante sequéncia da
proteina V é desenhada como uma caixa aberta. As
substituic¢cdes de aminoédcidos estdo indicadas como pontos
pretos Jjuntamente com as posicdes dos aminodcidos e as
mudancas de aminoadcidos. 0s mutantes de delecdo ou
truncagem estdo desenhados com um mapa da proteina V
interrompido. A Figura 4A representa a repressdo do mini-
replicdo por proteinas V de virus do sarampo mutantes, na
forma de um ensaio de CAT mostrando os resultados de uma
experiéncia de expressdo transiente testando a actividade
das proteinas V mutantes (haV-1 a haV-8; ver a descricéo
para a Figura 3). A quantidade de vector de proteina V (200

ou 400 ng) e a identidade dos mutantes s&do mostradas na
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Figura 4A por baixo do ensaio de CAT. A actividade relativa
¢ calculada como uma percentagem da pista 2 que foi
derivada de uma transfeccdo efectuada sem qualquer vector
de expressdo da proteina V. A pista 1 foi um controlo

negativo efectuado sem a proteina L.

A Figura 4B  representa um "Western Dblot"
efectuado para monitorizar a expressdo da proteina V em
experiéncias de expressdo transiente. As pistas 1 e 2 séo
controlos negativos derivados de células transfectadas na
auséncia de um vector da proteina V (pista 1) ou
transfectadas com um vector da proteina V gque expressa uma
proteina V sem uma etiqueta. O "Western blot" foi sondado

com anticorpo anti-HA.

A Figura 4C representa uma anédlise da represséo
do mini-replicdo através de haV-1 utilizando quantidades

crescentes (100 ng a 1 ng) do vector de expressdo.

Figura 5 representa a actividade de ligacédo ao
ARN associada a proteina V do wvirus do sarampo. Os
extractos citoplasméticos brutos preparados a partir de
células transfectadas através de lise com NP40 foram
analisados quanto a actividade de ligacdo ao ARN utilizando
contas de agarose ligadas a homopolimeros de polir-
ribonucledétidos. Um diagrama de fluxo ilustrando o proce-
dimento é mostrado na Figura 5A. A Figura 5B representa
"Western blots" utilizados para examinar proteinas

capturadas nas resinas de polirribonucledtidos. As células
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foram transfectadas utilizando as mesmas condicdes
utilizadas para as experiéncias de mini-replicdo (pistas 1-
8), excepto que nalguns transfeccdes as células foram
transfectadas apenas com o vector de expressdo de haV
(pistas 9-12). As pistas 1-4 representam uma andlise da
ligacdo da proteina N as quatro resinas de polinucledtidos
diferentes. As pistas 5-12 representam uma anéadlise da
fraccdo ligada para a proteina haV. De forma semelhante, as
pistas 9-16 representam uma anadlise da proteina V gque se
liga a poli(G) na presenca de EGTA (EG), EDTA (ED) ou ARN

de levedura (ARN).

A Figura ©6 representa a ligacdo ao ARN por
proteinas V de virus do sarampo mutantes. O ensaio de
ligacdo do homopolimero de polirribonucledtidos descrito na
Figura 5 foi utilizado para andlise de proteinas V de virus
do sarampo mutantes (haV 1-11, pistas 3-13; ver a descricéo
para a Figura 3). Nesta experiéncia, as células foram
transfectadas apenas com vectores de expressdo de V. O
extracto celular examinado na pista 1 foi um controlo
negativo que continha proteina V que ndo continha uma
etiqueta de epitopo. Poli(G) foi wutilizada para testar

todas as proteinas mutantes.

A Figura 7 representa uma comparacdo das
sequéncias de aminoadcidos em CR2 (aminoacidos 100-140) para
a proteina V do virus do sarampo de tipo selvagem,
designada haV (SEQ ID NO: 7); um mutante onde a tirosina no

aminoacido 113 e o acido aspéartico no aminoacido 114 sé&o
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substituidos por alaninas, designado haV-5 (SEQ ID NO: 8);
um mutante onde os aminodcidos 112-134 s&o suprimidos,
designado haV-23 (SEQ ID NO: 9); um mutante onde o &cido
aspartico no aminodcido 114 e a histidina no aminoécido 115
sdo substituidos por alaninas, designado haV-24 (SEQ ID NO:
10); e um mutante onde a tirosina no amincacido 113, o
dcido aspértico no aminodcido 114 e a histidina no
aminoadcido 115 s&o substituidos por alaninas, designado

hav-25 (SEQ ID NO: 11).

A Figura 8 descreve o efeito das mutacbes de CR2
descritas na Figura 7 num ensaio de CAT gue demonstrou o
efeito da expressdo da proteina V na actividade do mini-
replicdo num ensaio de expressdo transiente. A barra 1 era
o controlo positivo obtido a partir de células que foram
transfectadas com todos os vectores plasmidicos (N, P e L)
necessarios para dirigir a expressdo do mini-replicdo. A
barra 2 era idéntica a barra 1, excepto que as células
foram também transfectadas com um vector de expresséo
codificando haV; nas Dbarras 3-06, as células foram
transfectadas com vectores de expressdo codificando as
mutacdes de CR2 indicadas. A actividade relativa de CAT foi

calculada com base na actividade de 100% na barra 1.

A Figura 9 representa uma comparacdo das
sequéncias de aminocédcidos no terminal C (aminoacidos 220-
299) para a proteina V do virus do sarampo de tipo
selvagem, designada haV (SEQ ID NO: 12); um mutante onde os

aminoacidos 232-299 estdo suprimidos, designado haV-1 (SEQ
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ID NO: 13); um mutante onde as cisteinas nos aminoacidos
251 e 255 sdo substituidas por alaninas, designado haV-12
(SEQ ID NO: 14); um mutante onde as cisteinas dos
aminodcidos 269 e 272 s&do substituidas por alaninas,
designado haV-13 (SEQ ID NO: 15); um mutante onde os
aminoacidos 279-299 s&do suprimidos, designado haV-14 (SEQ
ID NO: 16); um mutante onde os aminoacidos 267-299 séo
suprimidos, designado haV-15 (SEQ ID NO: 17); um mutante
onde os aminoacidos 250-299 sdo suprimidos, designado haV-
16 (SEQ ID NO: 18); um mutante onde os aminoadcidos 243-299
sdo suprimidos, designado haV-17 (SEQ ID NO: 19); um
mutante onde o0s aminocdcidos 236-299 sdo suprimidos,
designado haV-18 (SEQ ID NO: 20); um mutante onde o0s
aminodcidos 229-299 sdo suprimidos, designado haV-19 (SEQ
ID NO: 21); um mutante onde as argininas dos amino&cidos
233 e 234 s&do substituidas por alaninas, designado haV-20
(SEQ ID NO: 22); um mutante onde as argininas dos
aminocacidos 233 e 234 sdo cada uma substituidas por A&cido
aspartico, designado haV-21 (SEQ ID NO: 23); e um mutante
onde o0s aminoédcidos 229-237 sdo suprimidos, designado haV-

22 (SEQ ID NO: 24).

A Figura 10 representa o efeito das mutacdes C-
terminais descritas na Figura 9 num ensaio de CAT gue
demonstrou o efeito da expressdo da proteina V na
actividade do mini-replicdo num ensaio de expresséo
transiente. A barra 1 era o controlo positivo obtido a
partir de células que foram transfectadas com todos os

vectores plasmidicos (N, P e L) necessarios para dirigir a
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expressdo do mini-replicdo. A barra 2 era idéntica a barra
1, excepto que as células foram também transfectadas com um
vector de expressdo codificando haV; nas barras 3-14, as
células foram transfectadas com vectores de expressao
codificando as mutacdes C-terminais indicadas. A actividade
relativa de CAT foi calculada com base na actividade de

100% na barra 1.

Descricdo Detalhada do Invento

Embora exemplificado com o virus do sarampo, O©
invento é também aplicavel a outros Morbillivirus, incluin-
do mas ndo se limitado ao virus da esgana canina e ao virus

da peste bovina.

Uma consideracdo da potencial 1ligacdo entre a
atenuacdo do virus do sarampo e 08 mecanismos envolvidos no
controlo da expressdo génica e da replicacdo (30, 60)
conduziu a analise da proteina V. A expressdo da proteina V
foi ligada a patogenicidade viral (22, 23, 26-29) e também
ao controlo da expressdo génica e da replicacdo (21, 26,
27, 35, 45). O objectivo foi o de analisar melhor o efeito

da proteina V na expressdo génica do virus do sarampo.

Antes de construir vectores de expressdo de
proteinas V mutantes, a semelhanca de aminoadcidos entre as
proteinas V de diversos Morbillivirus diferentes foi
examinada (Figura 2). As regides de elevada identidade de

aminoacidos podem conter dominios funcionais importantes, e
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uma ou mais destas regides conservadas (CR) podem
participar na repressdo do mini-replicdo. O alinhamento das
proteinas V do virus do sarampo de tipo selvagem de
Edmonston, do virus da peste bovina, do Morbillivirus do
golfinho e do virus da esgana canina revelou diversas
regides conservadas de notavel identidade de sequéncia
designadas CR1-6 (mostradas na Figura 2), para além de
confirmar observacdes anteriores (46) de que o terminal C
continha sete residuos de cisteina espacados de forma
idéntica entre o0s Morbillivirus. Varias das CRs foram o

alvo ao gerar vectores de proteinas V mutantes.

Para além da identificacdo de regides contendo
elevados niveilis de identidade, foi wutilizada anédlise de
computador para pesquisar potenciais motivos funcionais e a
literatura foi examinada quanto a indicios adicionais a
respeito da possivel ©posicdo dos potenciais dominios
funcionais da proteina V do virus do sarampo. Os resultados
destas andlises s&o ilustrados no alinhamento da Figura 2.
Diversos estudos encontraram regides da proteina V e P que
influenciam a interaccdo com a proteina N. A ponta do
terminal amino (terminal N) da proteina V e P, situado
dentro de CR1, contém sequéncias que mediam a interaccéo
com a proteina N (34) (Figura 2) num ensaio de dois
hibridos. Sequéncias adicionais envolvidas na interaccéo
proteina-proteina V-N foram localizadas entre 0s
aminoacidos 204 a 230 (27, 64) gque abrangem CR4. O dominio
de ligacdo ao zinco da proteina V do virus do sarampo (51)

estd no terminal C e requer provavelmente pelo menos Vvarios
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dos residuos de cisteina verificados em CRL e CR6. Na
extremidade do terminal N do dominio rico em cisteina
existe uma regido bem conservada contendo aminoécidos
bédsicos (229-234) que ¢é parte de CR5. Préximo da mesma
regido (aminodcido 225) na proteina V do virus do sarampo
estd uma substituicdo de aminodcidos verificada nas
estirpes de vacina de Edmonston (Adcido glutdmico do tipo
selvagem para glicina (30)). Finalmente, na proteina V do
virus do sarampo havia uma repeticéo de leucina
(aminoadcidos 93-107) que era reminiscente de um motivo
fecho de leucina (65, 66). Varios destes dominios e motivos
eram candidatos atractivos para mais estudos utilizando o
sistema de mini-replicdo e o0s vectores de expressdo de

proteinas V mutantes.

Para além da preparacdo de um vector de expresséo
da proteina V (Figura 1A), foram preparados plasmideos de
expressdo de T7 para os trés componentes basicos do
aparelho de replicacédo incluindo as proteinas N, P e L de
tipo selvagem de Edmonston. Para eliminar qualquer
potencial confusdo devida a expressdo da proteina C a
partir do coddo de iniciacdo da traducdo a Jjusante nos
vectores da proteina P e V, o engquadramento de leitura
aberto da proteina C foi modificado para impedir a traducéo
da proteina C. O cod&o ATG da proteina C foi convertido em
ACG e o segundo coddo no enguadramento de leitura aberto da
proteina C foi convertido num coddo stop (TCA para TAA).
Estas modificacdes foram silenciosas em relacéao as

proteinas P e V.
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Indicacdes de que a proteina V pode estar
envolvida na regulacdo da transcricdo do ARNm do virus do
sarampo e da replicacdo do genoma (21, 26, 27, 35, 45)
sugeriram uma experiéncia para testar se um sistema de
mini-replicdo responderia a expressdo da proteina V. O
sistema de mini-replicdo foi preparado com componentes do
tipo selvagem de Edmonston de modo a que as mutacdes do
gene V que afectam a funcdo da proteina V de tipo selvagem
pudessem ser avaliadas, e para potencialmente aplicar estas
descobertas a futuros estudos genéticos de atenuacdo do
virus utilizando virus de tipo selvagem recombinante. O
mini-replicdo do virus do sarampo de tipo selvagem de
Edmonston (Figura 1B, pMVwtl07-CAT) foi derivado do mini-
replicdo de plO07MV-CAT (63) através da conversdo da
sequéncia lider da vacina em pMV107-CAT na sequéncia lider

do tipo selvagem de Edmonston (60).

Para determinar se 0s componentes de tipo
selvagem eram capazes de dirigir uma expressido detectavel
do mini-replicdo, células HEp2 foram transfectadas com ADN
do mini-replicdo e o0s vectores de expressdo das proteinas
N, P e L infectando simultaneamente com MVA/T7 (62) para
proporcionar a ARN-polimerase T7. 48 horas apdbds a
transfeccdo, as células foram colhidas e o0s extractos
celulares foram analisados gquanto a actividade de CAT. O
sistema de mini-replicdo de tipo selvagem de Edmonston
produziu prontamente actividade de CAT acima dos niveis de
fundo produzidos nos controlos negativos que foram

transfectados com todos os DNAs excepto o vector de
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expressdo da proteina polimerase L (Figura 1C, pistas 1 e
2, e dados ndo mostrados). Isto indicou gque a actividade de
CAT produzida durante o ensaio de expressdo transiente era
especifica e dependente de um aparelho de replicacéo

intacto do virus do sarampo.

O sistema de mini-replicdo foi entdo utilizado
para determinar se a expressdo da proteina V tinha um
efeito detectédvel na expressdo do mini-replicdo num ensaio
de expressdo transiente. As transfecc¢des do ensaio do mini-
replicdo foram executadas com quantidades crescentes de
vector de expressdo da proteina V. A massa total de ADN
transfectado foi mantida constante através da inclusdo da
quantidade apropriada de vector de expressdo sem qualquer
insercdo. O efeito do aumento da gquantidade de wvector de
expressdo da proteina V de 0 para 400 ng é mostrado na
Figura 1C. O controlo positivo na pista 1 mostrou a
quantidade de actividade de CAT obtida na auséncia de
expressdo da proteina V (Figura 1C, pista 1). A pista 2 foi
um controlo negativo gque mostrou que a actividade de CAT
era indetectédvel quando o vector de expressdo da proteina L
era omitido. As pistas 3-7 ilustram o efeito negativo de
quantidades crescentes de expressdo da proteina V. A
repressdo da actividade de CAT foi evidente mesmo nas
quantidades mais baixas de vector de expressdo da proteina
V (pistas 3 e 4) e foi muito forte a quantidades mais
elevadas, eliminando virtualmente a expressido detectdvel do
mini-replicéo quando foram transfectados 400 ng do

plasmideo de expressdo da proteina V (pista 7). Os aumentos
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de duas vezes no vector de expressdo da proteina V
utilizados nas pistas 3-7 também se correlacionaram bem com
as diminuicdes observadas na actividade relativa de CAT.
Estes resultados mostram claramente gque um aspecto da
funcdo da proteina V pode ser observado com um ensaio de
mini-replicdo. Este efeito negativo facilmente detectavel
da expressdo da proteina V num ensaio de mini-replicéo
proporcionou um formato conveniente para examinar melhor o
fendétipo de repressdo do mini-replicdo de mutantes da

proteina V.

Para comecar a analisar mutantes da proteina V, o
vector de expressdo da proteina V (Figura 1A) foi
modificado para incluir uma etiqueta de epitopo no terminal
amino da proteina V (pMV-haV-wt; Figura 3). Isto foi feito
para facilitar a deteccdo por "Western blot" da proteina em
lisados de células transfectadas e para permitir uma
comparacéo relativa da estabilidade e dos niveis
estaciondrios de proteinas V mutantes. O coddo metionina
iniciador do vector de expressdo da proteina V de tipo
selvagem foi substituido pela etiqueta de epitopo de
hemaglutinina de influenza (HA) (67). Este vector de
proteina V modificada (pMV-haV-wt) reteve também as
substituicdes de bases que impedem a expressido da proteina
C. O teste de pMV-haV-wt em experiéncias de mini-replicéo
revelou que a presenca da etiqueta HA N-terminal n&o teve
qualquer efeito detectédvel na capacidade da proteina V para
reprimir a actividade do mini-replicdo (Figura 4, pistas 1-

4, e dados ndo mostrados).
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A primeira série de mutag¢des introduzidas em pMV-
haV-wt foi dirigida a alguns dos motivos da sequéncia
ilustrados na Figura 2. Uma destas mutacdes resultou numa
proteina V truncada gque ndo tinha o terminal C original da
proteina V contendo os residuos de cisteina (os aminoacidos
231-299 foram suprimidos) (Figura 3, pMV-haV-1). 0
plasmideo pMV-haV-2 converteu a sequéncia de codificacdo de
V de tipo selvagem na sequéncia da vacina de Edmonston
(coddo do aminoécido 225; acido glutadmico para glicina). As
seis mutacdes restantes (numeros 3-8 de pMV-haV) foram
substituicdes de aminodcidos dirigidas a algumas das CRs.
Inicialmente, foram introduzidas substituicdes de
aminodcidos numa tentativa de alterar a funcdo de dominios
especificos na proteina V sem alterar grandemente a
estrutura da proteina. Utilizando uma estratégia sugerida
pela abordagem de carga-para-alanina (68, 69, 70), foram
introduzidas mutacdes que tiveram como alvo primeiramente
dois coddes de aminoacidos consecutivos que especificavam
residuos de aminoacidos carregados ou ©polares e o0s

converteram em coddes codificando alanina.

Embora este invento seja exemplificado por
mutantes possuindo alaninas em vez de residuos de tipo
selvagem, outras mutacdes ndo conservativas dos residuos de
tipo selvagem estdo também dentro ambito deste invento. Por
exemplo, o Acido aspartico é uma molécula &cida (carregada
negativamente) . Consequentemente, uma mutacdo nao
conservativa serd uma em que é feita uma substituicdo para

um aminodcido a excepcdo de acido glutémico, que é também
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uma molécula &cida. Aminoédcidos alternativos adequados
incluem os aminoédcidos lisina, histidina e arginina gque séo
moléculas bésicas (carregadas positivamente). Aminodcidos
alternativos adequados incluem ainda os aminodcidos com
grupos funcionais apolares tais como alanina, isoleucina,
leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptofano e
valina, e os aminocécidos com grupos funcionais polares né&o
carregados tais como asparagina, c¢isteina, glutamina,

glicina, serina, treonina e tirosina.

De forma semelhante, a tirosina ¢ uma molécula
polar nédo carregada. Consequentemente, uma mutacdo né&o
conservativa serd uma na qual é feita uma substituicdo num
aminoacido excepto asparagina, cisteina, glutamina,
glicina, serina e treonina, gque s&do também moléculas
polares ndo carregadas. Aminoadcidos alternativos adequados
incluem os aminoécidos lisina, histidina e arginina que sé&o
moléculas bésicas (carregadas positivamente). Aminodcidos
alternativos adequados incluem ainda os aminoacidos com
grupos funcionais apolares tais como alanina, isoleucina,
leucina, metionina, fenilalanina, prolina, triptofano e
valina, e o0s aminocdcidos com grupos funcionais &cidos
(carregados negativamente) tais como A4cido aspértico e

dcido glutédmico.

A anédlise dos vectores de proteinas V mutantes 1
a 8 num ensaio de mini-replicdo é mostrada na Figura 4A. Os
resultados indicam que dois vectores (pMV-haV-1 e pMV-haV-

5) diminuiram a capacidade de reprimir a actividade do
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mini-replicdo. Um mutante (haV-1) era um mutante de delecéo
que ndo tinha o terminal C original da proteina V
(aminoédcidos 231-299); o segundo mutante (haV-5) continha
as mutacdes de substituicdo nos aminodcidos 113 e 114
(situados em CR2; ver Figura 2). Isto sugeriu que esta
funcdo poderia ser parcialmente mediada independentemente
por CR2 e pelo terminal C. Tal como o mutante de truncagem
C-terminal, o mutante de CR2 manteve também uma actividade

residual de repressédo.

As pistas 1 e 2 na Figura 4A continham amostras
de controlo. A transfeccdo analisada na Pista 1 ndo tinha o
vector de expressdo da proteina L e revelou um nivel baixo
de actividade de CAT de fundo. O controlo positivo na pista
2 mostrou a actividade méxima observada na auséncia de
proteina V. A repressdo mediada por 200 e 400 ng de vector
de proteina V de tipo selvagem contendo a etiqueta HA (pMV-
haV-wt) ¢é mostrada nas pistas 3 e 4. Tal como descrito
acima, a etiqueta HA N-terminal teve pouco efeito na
capacidade da proteina V para reprimir o mini-replicédo, e
nesta experiéncia, 200 e 400 ng de vector haV-wt reprimiram
a actividade do mini-replicdo em cerca de 7 e 16 vezes,
respectivamente. A maioria dos mutantes reprimiram a
actividade de CAT quase tédo eficazmente quanto o vector de
haV-wt, reduzindo a actividade de CAT a 20% ou menos
(pistas 3, 7, 9, 11, 15, 17, 19) da actividade de controlo
(pista 2), quando foram transfectados 200 ng do vector de
proteina V. Dois vectores de proteina V (pMV-haV-1, pistas

5 e 6; pMV-haV-5, pistas 13 e 14) eram visivelmente menos
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eficazes a reprimir a actividade do mini-replicdo nesta e
em experiéncias repetidas. O plasmideo pMV-haV-1 néo
possuia o terminal C da proteina V <rico em cisteina,
enquanto que pMV-haV-5 continha uma dupla substituicdo de

alanina em CR2 (aminodcidos 113-114).

Ambos o0s dominios implicados na repressdo tém
caracteristicas 1interessantes. O terminal C inclui o
dominio de ligacdo ao zinco e contém também um dominio de
ligacdo ao ARN (Figura 5). A sequéncia primaria de
aminoadcidos de CR2 ¢é digna de nota porgque os modelos
computacionais prevéem que um pequeno agrupamento de
residuos carregados pode ser posicionado ao longo de uma
face de uma hélice alfa proposta (residuos 114 D, 118 E,
121 K, 125 D). Assim, CR2 é potencialmente uma hélice alfa
anfipadtica semelhante as sequéncias que foram observadas

nalguns factores de transcricdo (71).

A actividade de repressdo associada a CR2 é
também interessante porque esta sequéncia de aminoécidos
estéd presente em ambas as proteinas V e P. Os papéis
essenciais da proteina P como subunidade de polimerase e
factor de montagem da nucleocédpside (72) sdo Dbastante
distintos do papel nédo essencial da proteina V na
repressdo. Contudo, estas duas proteinas partilham uma
quantidade significativa da sequéncia de aminoadcidos. CR2
pode ser um local de interaccdo proteina-proteina que
funcione diferentemente no contexto de V e P. Sem estar

limitado pela teoria, pode também ser possivel que o
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terminal C dUnico da proteina V confira uma estrutura
tercidria a proteina V que expde CR2, permitindo por sua
vez que funcione como um dominio repressor, enquanto gue na

proteina P este dominio é sequestrado.

Para determinar se a reducdo na repressdo causada
pelo mutante haV-1 ou haV-5 se correlaciona simplesmente
com fraca expressdo da proteina, foi efectuado um "Western
blot" utilizando anticorpo anti-HA  para estimar a
abundédncia relativa de proteina V em células transfectadas
(Figura 4B). As células para esta experiéncia foram
transfectadas exactamente como efectuado durante as
experiéncias de mini-replicdo, de modo a que as células
contivessem as proteinas N, P e L bem como a proteina V. As
proteinas V marcadas eram detectédveis em todos o0s extractos
de células transfectadas a excepcdo de dois controlos
negativos. Nenhum vector de proteina V foi transfectado nas
células utilizadas para fazer o extracto analisado na pista
1, e na pista 2, as células foram transfectadas com o
vector que codifica a proteina V que ndo inclui uma
etiqueta de epitopo. A proteina detectada na pista 3 foi a
proteina V de tipo selvagem marcada com HA. A proteina na
pista 4 era o mutante de truncagem gque ndo possuia o
terminal C e a sua mobilidade foi notavelmente alterada. As
restantes proteinas eram mutantes (tal como descrito acima)
que continham substituicdes de aminoacidos (Figura 4B,
pistas 5-11). Véarias destas proteinas tinham mudancas de
mobilidade pequenas mas visiveis neste gel de

poliacrilamida a 12% (por exemplo, pistas 10 e 11). No
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entanto, isto ndo era inesperado, uma vez que oS residuos
carregados e polares foram substituidos por alaninas nestas
proteinas. A abundéncia relativa de todas as proteinas foi
julgada ser bastante semelhante, excepto que haV-1 (pista
4) era mais baixa nesta experiéncia e isto foi reprodutivel
em experiéncias repetidas. Isto sugere que a reduzida
actividade de repressdo de haV-1 pode resultar de niveis
mais baixos das proteinas, enquanto que a reduzida
actividade de repressdo de haV-5 ndo foi causada por uma

proteina instéavel.

Para examinar melhor a possibilidade de haVv-1
reprimir fracamente simplesmente porque era instavel, foi
efectuado um ensaio de mini-replicdo com guantidades
crescentes de vector de proteina V para ajudar a
suplementar a quantidade intracelular de proteina haV-1
(Figura 4C) . Esta experiéncia de mini-replicéo foi
efectuada tal como descrito acima, excepto que a guantidade
maxima de vector de proteina V foi aumentada de 400 ng para
1 pg. A massa de ADN foi mantida constante em todas as
transfeccdes através da inclusdo da quantidade apropriada
de ADN estrutural do vector (sem insercdo). A Figura 4C,
pista 1, foi o controlo positivo que foi efectuado sem
adicdo de vector de proteina V. As pistas 2 e 3 mostram o
efeito da adicdo de vector ha-V de tipo selvagem a 100 ng
(pista 2) e 400 ng (pista 3), gque reduziu a actividade
nesta experiéncia para 58% e 26%, respectivamente. A adicéo
de guantidades crescentes de haV-1 teve pouco efeito na

actividade de MV-CAT e ndo foi observada qualquer tendéncia
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6bvia para correlacionar a massa crescente do vector havV-1
com maiores niveis de repressdo. Isto sugeriu gque a acti-
vidade de repressédo diminuida de haV-1 ndo era simplesmente
devida a niveis intracelulares reduzidos da proteina e era

em vez disso um efeito da perda do terminal C.

Uma regido contendo um elevado teor de ami-
noadcidos bésicos no tergco N-terminal da proteina V de SV5
medeia a ligacdo do ARN (73). Uma regido hombéloga nédo é
aparente na proteina V do virus do sarampo (73), mas foi
examinada a possibilidade de que a proteina V do virus do
sarampo possa também ligar-se ao ARN através das sequéncias

semelhantes a dedos de zinco no terminal C (Figura 5).

Para avaliar a actividade de ligacdo ao ARN da
proteina V, foi wutilizado um ensaio de ligacdo de
homopolimero de polirribonucledtidos (Figura b5A) que foi
utilizado com sucesso para estudar diversas proteinas
celulares de ligacdo ao ARN (74-77). Varias proteinas de
ligacédo ao ARN apresentam uma afinidade caracteristica para
homopolimeros de polirribonucledétidos. Por exemplo, a
proteina hnRNP U celular liga-se com uma afinidade
relativamente elevada a poli(G) e poli(U,) mas liga-se
pouco ou nada a poli(A) ou poli(C) (75). Este conceito foi
utilizado para determinar se a proteina V em extractos de
células transfectadas poderia ser capturada em resinas de
homopolimeros. As células foram transfectadas com todos os
vectores de expressdo (N, P, L, V e mini-replicdo) utili-

zados na transfeccdo do mini-replicdo e foram entéo
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infectadas com MVA/T7. Os lisados celulares citoplasmiticos
foram preparados 48 horas depois e incubados durante 30-60
minutos a 4°C com contas de agarose ligadas a um dos quatro
homopolimeros de polirribonucledétidos. As contas foram
recolhidas através de centrifugacdo, a seguir ressuspensas
e lavadas trés vezes em tampdo de lise celular. As
proteinas ligadas foram eluidas a partir das contas

fervendo em tampdo de carga de SDS-gel.

Inicialmente, para testar o ensaio, foi examinada
a capacidade de capturar uma proteina de ligacdo a ARN
conhecida expressa a partir de um plasmideo transfectado.
Concordantemente, as proteinas eluidas a partir das quatro
resinas diferentes foram analisadas através de "Western
blot" utilizando o anticorpo monoclonal egpecifico para a
proteina N (Figura b5B). A proteina N foi facilmente
detectada em amostras ligadas a poli(G) e poli(U) (pistas 2
e 4). A guantidade de proteina N ligada a poli(G) era
geralmente superior neste ensaio e em diversas experiéncias
repetidas. Pouca ou nenhuma proteina N foi capturada com

poli(A) ou poli(C).

A experiéncia foi <repetida tal como descrito
acima para analisar a capacidade da proteina haV para
interagir com as resinas de homopolimeros (Figura 5B,
pistas 5-8). A anadlise de um "Western blot" com anticorpo
anti-HA revelou vresultados que eram semelhantes aos
resultados obtidos apds a andlise da proteina N (Figura 5B,

pistas 1-4). As resinas poli(G) e poli(U) mostraram ambas
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afinidade para haV (pistas 6 e 8). A proteina V ligou-se
melhor a poli(G) e mais fracamente a poli(U), enquanto que
se ligou fracamente a poli(A) ou poli(C). Nalgumas
experiéncias, foi observada uma banda muito fraca,
indicando uma interaccédo de baixa afinidade com poli(A); no

entanto, esta interaccdo é geralmente indetectéavel.

0O facto da proteina V se ligar facilmente a
poli(G) e poli(U) e mal a poli(A) e poli(C) indicou que o
ensaio ndo media simplesmente a afinidade para resinas
polianidénicas, e mostrou também que a proteina V demonstrou
uma preferéncia para dois polinucledtidos. Tanto a proteina
V como a proteina N preferiram poli(G) e poli(U) (Figura
5); esta é uma caracteristica mostrada por varias proteinas

celulares de ligacdo ao ARN (74, 76, 77).

O facto do perfil de ligacdo da proteina haV ser
bastante semelhante ao da proteina N levantou a
possibilidade da proteina V ser capturada indirectamente em
resinas de poli(G) e poli(U) através da interaccdo com a
proteina N, em vez de uma interacg¢do directa com o ARN.
Para examinar esta ©possibilidade, foram transfectadas
células apenas com o vector de expressdo da proteina haV e
foram preparados extractos celulares e tratados tal como
descrito acima. A anadlise através de "Western blot" mostrou
que a proteina haV (Figura 5B, ©pistas 9-12) estava
novamente ligada a poli(G) e poli(U). Isto indicou que a
interaccdo da proteina V com resinas de homopolimeros néo

requeria nenhuma outra proteina viral. De facto, na



PE1292615 - 44 -

auséncia de outras proteinas virais, ligavam-se geralmente
quantidades maiores de proteina V a poli(G) e poli (U)
(comparar as pistas 6 a 10 e 8 a 12). Isto sugeriu gque uma
das outras proteinas virais pode interferir ligeiramente
com a interac¢do entre a proteina V e o0s polirribo-

nucledtidos.

Foi também efectuada uma anadlise limitada das
condic¢cdes que influenciam a ligacdo de haV a poli(G)
(Figura 5B, pistas 13-16). A adic&do de EGTA ou EDTA 10 mM
(pistas 14 e 15) a reaccdo de ligacdo reduziu a gquantidade
de proteina V ligada a poli(G). A adicdo de ARN competidor
de levedura (pista 16) a reaccédo de ligacdo (25 ng por ml)
teve pouco efeito na ligacdo. No entanto, isto ndo foi
especialmente surpreendentemente, porque 0Ss extractos
citoplasmadticos continham j& quantidades significativas de
ARN celular e a adicéao de ARN de levedura teve
provavelmente pouco impacto. Estes resultados sugerem gque a
ligacdo da proteina V a poli(G) ¢é estimulada por catides
bivalentes e ¢é uma interaccdo relativamente especifica,
porque a adigdo de um ARN né&do especifico (ARN de levedura)
ndo pareceu diminuir a guantidade de proteina V ligada a

resina.

Para determinar se a ligacdo ao ARN se podia
correlacionar com a capacidade para reprimir a actividade
do mini-replicdo, foi de seguida wutilizado o ensaio de
ligacdo a poli(G) para analisar a actividade de ligacdo ao

ARN de proteinas haV mutantes. Os mutantes da proteina haV
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(Figura 3) foram expressas em células sem quaisquer outras
proteinas virais. Extractos citoplasméticos brutos foram
preparados e ligados a resinas poli(G) tal como descrito
acima, e as proteinas ligadas foram analisadas através de
"Western blotting" (Figura 6). Tal como mostrado anterior-
mente, a haV foi capturada por poli(G) e detectada pelo
anticorpo anti-HA num "Western blot" (pista 2), enquanto
que uma amostra contendo proteina V sem uma etiqueta HA
(pista 1) ndo gerou qualgquer sinal de fundo. A analise das
proteinas mutantes revelou niveis semelhantes de actividade
de ligacdo a poli(G) para a maioria das proteinas V (pistas
4-13). A excepcdo foi o mutante haV-1. Ligaram-se niveis
muito baixos desta proteina mutante a poli(G). Isto indicou
claramente que a proteina era deficiente para ligacédo
(pista 3). 0s niveis baixos mas detectédveis de ligacdo por
haV-1 indicaram gque a actividade de 1ligacdo ao ARN foi
substancialmente reduzida, mas ndo inteiramente eliminada.
Estes resultados demonstraram que a maioria dos mutantes
mantiveram uma actividade de ligacdo ao ARN quase
equivalente a da haV de tipo selvagem. Um dos dois mutantes
que era deficiente para repressdo do mini-replicdo (haV-5)
ligou-se a poli(G) tdo bem como haV de tipo selvagem,
enquanto que o outro mutante (haV-1) exibiu uma actividade
de ligacd&o a poli(G) significativamente reduzida. Isto
sugeriu que pode haver uma correlacgdo entre a repressdo do
mini-replicdo e a actividade de ligacdo ao ARN mediada pelo
terminal C Unico da proteina V. Por sua vez, isto sugeriu
que a actividade de ligacdo ao ARN da proteina V pode ter

um papel regulador na expressdo génica e replicacdo do
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virus do sarampo.

Uma potencial ligacdo entre a actividade de
ligacdo ao ARN associada a proteina V e a repressédo do
mini-replicdo poderia ser extraida dos resultados dque
mostraram gque uma proteina V mutante sem a regido C-
terminal rica em cisteina se ligava fracamente ao ARN era

também um repressor menos eficaz do mini-replicédo.

Numa experiéncia separada, mostrou-se que a
repressdo do mini-replicdo nédo se correlaciona com a
capacidade da proteina V para se ligar a proteina N. A
formacdo de um complexo de proteinas V-N ndo era necessaria
para a repressdo do mini-replicdo mediada pela proteina V;
os mutantes da proteina V, haV-9 e haV-11 (Figura 3) néo
conseguiram interagir com a proteina N, mas mantiveram

intacta a actividade de repressdo (dados ndo mostrados).

A anadlise dos mutantes da proteina V sugeriu que
o terminal C era necessario para uma ligacdo de elevada
afinidade ao ARN. A delecdo desta regido que inclui o
dominio de ligacdo ao =zinco (51) reduziu extremamente a
quantidade de proteina que podia ser recolhida nas resinas
poli(G), mas ndo eliminou inteiramente toda a ligacdo. Isto
pode sugerir que hé& um segundo dominio de ligacdo ao ARN
fraco na proteina V. Sem estar limitado pelo seguinte, uma
possibilidade atractiva é que o dominio semelhante a um
dedo de zinco no terminal C forme um componente importante

de um dominio de ligacdo ao &acido nucleico, e um segundo
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dominio na proteina V coopera com o terminal C para criar

um local de ligacdo de afinidade mais elevada.

Estes estudos de ligacdo ao ARN mostraram também
que a proteina V podia interagir com ARN sem qguaisquer
proteinas virais adicionais  presentes nos extractos
celulares brutos. Isto sugere que a proteina V se liga
directamente ao ARN. Esta conclusédo ndo ¢ absoluta, porque
permanece possivel que a proteina V interaja com uma
proteina celular gque por sua vez seja responsavel pela
ligacdo ao ARN. Se este modelo for verdadeiro, os dados
indicam que o terminal C pode mediar a interaccdo proteina-
proteina responséavel pela interaccdo com um factor celular.
A proteina V recombinante purificada serd importante para
examinar melhor se a proteina V se liga directamente ao

ARN.

Embora a proteina haV-5 mutante seja deficiente
para a repressdo do mini-replicdo (Figura 4), liga-se ao
ARN (Figura 6) tdo bem como a proteina de tipo selvagem.
Assim, a actividade de repressdo do mini-replicdo associada
a CR2 ndo se correlacionou facilmente com as outras duas
actividades analisadas (ligacdo ao ARN e interaccdo com a
proteina N). Para CR2 funcionar eficazmente como um motivo
de repressido, pode regquer um dominio de 1ligacdo ao ARN
intacto no terminal C da proteina V. A proteina V pode ser
semelhante a alguns factores de transcricdo da ARN-

polimerase II e possul uma estrutura modular (78).
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Para testar melhor a possibilidade de CR2 estar
directamente envolvido na represséo, este dominio
(aminoédcidos 112-134) foi suprimido para gerar haV-23
(Figura 7; SEQ ID NO: 9). Surpreendentemente, esta delecéo
ndo afectou grandemente a actividade de repressédo (Figura
8). O facto de CR2 poder ser suprimido sem afectar a
repressdo apoia que CR2 ndo contém um dominio que participe
activamente na repressdo. Em vez disso, parece dque O
defeito causado pela substituicdo dos aminoédcidos 113 mais
114 verificados em haV-5 (Figuras 7 e 8) gerou um efeito
negativo dominante (a anadlise "Western Dblot" precedente
indicou que o defeito na repressdo ndo foli causado pela

instabilidade de haV-5).

Sem estar limitado pela teoria, a substituicédo de
YD por AA em haV-5 gerou uma subtil alteracdo na estrutura
tercidria da proteina V que Dblogueia parcialmente a
actividade de repressdo. Alternativamente, pode haver
interaccdo entre a proteina V e outras proteinas virais ou
proteinas celulares. A dupla substituicdo por alanina pode
favorecer uma interaccdo proteina-proteina gue iniba a
actividade de repressdo ou sequestre a proteina V num

complexo proteico inactivo.

O conceito de que o fendétipo de repressdo fraco
foi causado por um efeito negativo dominante criado pela
dupla substituicdo de alanina foi ainda testado através da
execucdo de gsubstituicdes de aminodcidos adicionais gue

foram muito semelhantes mas distintas das mutacdes
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verificadas em haV-5 (Figura 7). A substituicdo de YD por
AA  original em haV-5 foi efectuada num motivo bem
conservado consistindo em VYDH situado no limite amino de
CR2 (Figura 2). Este motivo era idéntico em sequéncias da
proteina V do virus do sarampo, do virus da esgana canina,
do virus da peste bovina e do Morbillivirus do golfinho. No
mutante haV-24 (SEQ ID NO: 10), a sequéncia VYDH foi
convertida em VYAA, e no mutante haV-25 (SEQ ID NO: 11),
VYDH foi convertida em VAAA. Ambos estes mutantes
reprimiram a expressdo do gene MV do mini-replicdo té&do bem
como a proteina haV de tipo selvagem (Figura 8). Isto
implica que o defeito de haV-5 é muito especifico para a

substituicdo de VYDH por VAAH.

A possibilidade de um dominio semelhante a um
dedo de zinco C-terminal ter um papel na repressdo foi
ainda examinada através da introducdo de substituicdes de
aminodcidos em pares de residuos de cisteina no terminal C
(Figura 9). A haV-12 mutante (SEQ ID NO: 14) foi gerada com
0os residuos de cisteina 1 e 2 (aminoéadcidos 251 e 255)
convertidos em alaninas. De forma semelhante, a haV-13
mutante (SEQ ID NO: 15) foi gerada com os residuos de
cisteina C-terminais 4 e 5 (aminoadcidos 269 e 272)
substituidos por alaninas. 0s residuos de cisteina foram
mutados em pares esperando que isto alterasse
significativamente uma estrutura semelhante a um dedo de
zinco no terminal C e produzisse uma alteracdo facilmente

detectédvel na actividade de represséo.
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Surpreendentemente, os estudos de expressdo da
CAT destes mutantes (Figura 10) revelaram que esta era
afectada apenas suavemente pelas substituicdes das
cisteinas; tanto haV-12 como haV-13 retiveram uma pProporcao
significativa da actividade de repressdo da proteina haV de
tipo selvagem (cerca de 65% do tipo selvagem). Este
resultado era um tanto inesperado; previa-se que a
substituicdo de residuos de cisteina coordenando o zinco
abolisse a repressdo. Possivelmente, a substituicdo de
apenas dois dos sete residuos de cisteina ndo destruiu
completamente a putativa estrutura de ligacdo ao é&cido
nucleico do dedo de zinco. Alternativamente, é possivel que
o putativo motivo de dedo de zinco tenha um papel menos
proeminente na repressdo do que o anteriormente previsto.
Assim, foram preparadas duas séries adicionais de mutacdes

para examinar melhor o papel do terminal C na represséo.

Num conjunto de mutacdes, foram feitas pequenas
delecdes incrementais a comecar a partir do terminal C (de
haV-14 a haV-19; ID SEQ NOS: 16-21). A delecdo mais pequena
(haV-14) removeu 21 aminoidcidos do terminal C, enguanto que
a maior delecéo (hav-19) removeu 71 residuos de
aminoacidos. O mutante haV-19 foi construido embora fosse
quase idéntico a havV-1 (Figura 9; SEQ ID NO: 13), porgue a
delecdo em haV-19 removeu diversos aminodcidos adicionais
que faziam parte do pequeno motivo basico situado entre os
aminodcidos 229-234, e o fendétipo de haV-19 podia ser visto

como a verificacdo do fendétipo mutante mostrado por havV-1.
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A andlise dos mutantes C-terminais no ensaio do
mini-replicdo revelou que os mutantes de delecdes grandes
(haVv-1 e haV-19) se comportavam de forma semelhante;
reprimiram a expressdo génica do mini-replicdo apenas cerca
de duas vezes ou menos em vez das 5-8 vezes de repressdo
induzidas pela haV de tipo selvagem (Figura 10). De forma
interessante, a actividade de represséo diminuida
apresentada pelas delecdes grandes foi reproduzida por
todos os mutantes de truncagem menores. Mesmo a menor
delecdo do terminal C (haV-14) resultou numa proteina V que
reprimia apenas cerca de duas vezes. Este resultado
implicou que a integridade da ponta do terminal C &

essencial para a actividade intacta de represséo.

Para além de analisar o efeito das mutacdes de
delecdo C-terminais, foram geradas diversas mutacdes
adicionais para examinar a possibilidade do motivo béasico
(KKGHRR; amino&cidos 229-237, SEQ ID NO: 12) no inicio do
terminal C tUnico da proteina V ter tido algum papel na
repressdo. A conversdo dos dois residuos de arginina em
alanina (haV-20; SEQ ID NO: 22) ou acido aspartico (hav-21;
SEQ ID NO: 23) teve um efeito que foi semelhante ao das
mutacdes de delecdo C-terminais. O0Os dois mutantes de
substituicdo reprimiram a expressdo do mini-replicdo numa
média de apenas 1,5 a 3 vezes enquanto que a repressdo da
proteina V de tipo selvagem variava normalmente de 5-8
vezes (Figura 10). Estes resultados implicaram que a
perturbacdo do motivo bésico destruiu também a funcgédo de

repressdo da proteina V normal.
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Este resultado foi ainda examinado através da
delecdo do motivo bésico (Figura 9, haV-22; SEQ ID NO: 24),
enquanto se deixava o <restante terminal C intacto.
Surpreendentemente, uma experiéncia preliminar indicou gue
a delecdo do motivo Dbésico nédo teve qualquer efeito
perceptivel na actividade de repressdo; haV-22 reprimiu a
actividade de CAT em cerca de nove vezes (Figura 10).
Tomados em conjunto, estes resultados sugerem gue as
substituicdes de aminodcidos no motivo basico produzem um
efeito negativo dominante na actividade de <represséo
causando possivelmente uma mudanca desfavoréavel na
estrutura tercidria da proteina. Por outro lado, a delecédo
do motivo bésico produziu pouca mudanca na capacidade da
proteina V para reprimir a expressdo génica do mini-

replicéao.

O mecanismo de repressdo do mini-replicdo da
proteina V do virus do sarampo ¢ desconhecido. Os
resultados sugerem gue o mecanismo ndo requer interaccédo
com a proteina N, mas envolve interaccdo com o ARN. A
ligacdo ao ARN podia resultar em niveis reduzidos de CAT
num ensaio do mini-replicdo através de varios mecanismos
diferentes. Por exemplo, a actividade de ligacdo ao ARN
podia reprimir a traducgdo se a proteina V se ligar a ARNms
virais. A proteina V podia também influenciar taxas de
encapsidacdo se se ligar a ARNs virais nascentes e impedir
a associacdo do ARN a proteina N. Inversamente, podia de
algum modo estimular a montagem da nucleocépside, forcando

desse modo o sistema do mini-replicdo a sobreproduzir ARN
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de comprimento gendmico a custa de ARNm. A proteina V podia
também ser considerada como andloga a um factor de
transcricdo que se ligue ao promotor ou préximo deste e
reprima a transcricdo. Se a proteina V for andloga a um
factor de transcricédo, pode ser um regulador do interruptor

que equilibra a sintese do genoma e a sintese de ARNm.

A disseccéd@o das fungdes da proteina V proporciona
uma base para a introducdo de mutacdes atenuantes em
estirpes de Morbillivirus candidatas para utilizacdo em
composicgdes imunogénicas. Os estudos publicados mostraram
que a eliminacdo da expressdo da proteina V resulta em
replicacédo viral atenuada (19, 22, 23, 26-29). Graus
varidveis de atenuacdo sdo introduzidos tendo como alvo
substituigdes de aminodcidos em dominios especificos da
proteina V, em vez de eliminar a expressdo. Por exemplo, a
perda parcial da funcdo de repressdo da proteina V é
alcancada através da mutacdo de um ou mais residuos de
cisteina no terminal C Unico. As substituicdes numa regido
partilhada por P e V s&o adequadas, tais como as
substituicdes por alanina em CR2, se tiverem um efeito na
funcdo da proteina V sem muito efeito na proteina P. Estas
mutacdes sdo avaliadas utilizando o0s sistemas genéticos
inversos para "recuperacdo", tal como descritos na arte

(19, 79, 80, 81).

O sistema genético inverso deve ser utilizado
para gerar um Morbillivirus infeccioso contendo as mutacdes

deste invento, porque o ARN gendémico nu ndo pode servir
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como molde para a transcricdo e replicacdo. Em vez disso,
estas sequéncias gendmicas sdo reconhecidas apenas quando
sdo inteiramente encapsidadas pela proteina N na estrutura
da nucleocépside. E apenas nesse contexto que se reconhece
que as sequéncias promotoras terminais gendmicas e
antigendémicas iniciam as vias da transcricdo ou da

replicacéo.

A transcricdo e replicacdo de genomas virais de
ARN de cadeia simples de sentido negativo sdo alcancadas
através da actividade enzimatica de uma proteina
multimérica que actua no nucleo da ribonucleoproteina
(nucleocéapside). Todos os Morbillivirus requerem as trés

proteinas virais, N, P e L, para que estas vias prossigam.

As mutacdes aqui descritas s&o introduzidas em
estirpes de Morbillivirus utilizando mutagénese dirigida ao
local. Um ou mais mutacdes tal como agqui definidas sé&o
introduzidas numa estirpe de Morbillivirus. O0Os efeitos
cumulativos de diferentes combinacdes de mutacdes podem ser

avaliados.

Este invento ¢é exemplificado com o sistema de
mini-replicdo. As mudang¢as nas SsSequéncias nucleotidicas
codificando as mutacdes em CR2 e no terminal C da proteina
V de Morbillivirus (bem como na regido promotora e na
proteina L, nas proteinas N, P e/ou C e/ou no sinal de
terminacdo do gene F do wvirus do sarampo) podem ser

facilmente inseridas em virus inteiros utilizando técnicas
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conhecidas na arte. As mutacdes sdo introduzidas através de
métodos de ADN recombinante padrdo numa cdépia do ADN do
genoma viral. Este pode ser um fundo de genoma viral de
tipo selvagem ou modificado, gerando desse modo um novo
virus. 0Os <clones ou as particulas infecciosas contendo
estas mutacdes sdo gerados utilizando o sistema de
recuperacdo de ADNc, que foi aplicado a uma variedade de

virus de ARN de sentido negativo, incluindo o virus de

Sendai (82); o virus do sarampo (83, 88); o virus sincicial
respiratério (84); PIV-3 (85); o virus da raiva (86); da
estomatite vesicular (VSV) (87); e o virus da peste bovina
(89); estas referéncias sédo aqui incorporadas por
referéncia.

Resumidamente, todos os sistemas de recuperacdo
de Morbillivirus podem ser resumidos como se segue: Cada um
requer um DNA clonado eguivalente ao genoma viral inteiro
colocado entre um promotor de ARN-polimerase dependente de
DNA apropriado (por exemplo, o promotor da ARN-polimerase
T7) e uma sequéncia de ribozima auto-clivante (p. ex., a
ribozima delta da hepatite) gque é introduzida num plasmideo
bacteriano propagavel. Este vector de transcricéo
proporciona o molde de ADN facilmente manipulavel a partir
do qual a ARN-polimerase (p. ex., a ARN-polimerase T7) pode
fielmente transcrever uma cdpia de ARN de cadeia simples do
antigenoma (ou do genoma) viral com os terminais 3' e 5'
exactos, ou qguase exactos. A orientacdo da cépia do ADN
gendmico viral e das sequéncias promotora e da ribozima

flanqueadoras determinam se o0s equivalentes do ARN do
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antigenoma ou do genoma S&do0 transcritos. S&o também
requeridas para a recuperacdo da descendéncia do novo virus
as proteinas de accdo em trans especificas do virus
necessarias para encapsidar os transcritos de ARN nus de
cadeia simples do antigenoma ou do genoma viral em moldes
funcionais da nucleocapside: a proteina da nucleocéapside
(N) wviral, a fosfoproteina (P) associada a polimerase e a
proteina polimerase (L). Estas proteinas compreendem a ARN-
polimerase dependente de ARN viral activa que se deve
encaixar neste molde de nucleocédpside para alcancar a

transcricédo e replicacéo.

Tipicamente, estas proteinas virais de accdo em
trans sdo geradas a partir de um ou mais vectores
plasmidicos de expressdo que codificam as proteinas
requeridas, embora algumas ou todas as proteinas de accéo
em trans requeridas possam ser produzidas dentro de células
de mamifero modificadas para conterem e expressarem estes
genes e produtos génicos especificos do virus como

transformantes estéveis.

As circunsténcias tipicas (embora ndo necessa-
riamente exclusivas) para a recuperacdo incluem um meio
celular de mamifero apropriado no qual a polimerase T7 estéa
presente para dirigir a transcrigdo do ARN antigendédmico (ou
gendémico) de cadeia simples do vector de transcricgéo
contendo ADNc gendémico viral. Na transcricdo ou logo depois
desta, este transcrito de ARN do antigenoma (ou genoma)

viral é encapsidado em moldes funcionais pela proteina da
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nucleocédpside e acoplado pelos componentes requeridos da
polimerase produzidos simultaneamente a partir de
plasmideos de expressdo co-transfectados codificando as
proteinas de accg¢do em trans especificas do virus neces-
sdrias. Estes acontecimentos e processos conduzem a
transcricdo pré-requisito de ARNms virais, a replicacdo e a
amplificacdo de novos genomas e, desse modo, a producdo de

nova descendéncia viral, i.e., a recuperacéio.

Para a recuperacdo do virus da raiva nédo Mor-
billivirus, VSV e de Sendai, a polimerase T7 ¢é propor-
cionada através do virus vaccinia recombinante VTF7-3. Este
sistema, no entanto, requer que o virus recuperado seja
separado do virus vaccinia através de meios fisicos ou
bioquimicos ou através de passagens repetidas em células ou
tecidos gque ndo sejam um bom hospedeiro para poxvirus. Para
a recuperacdo do ADNc do virus do sarampo (e presumi-
velmente para outros Morbillivirus), esta exigéncia &
evitada através da criacdo de uma linha celular gque expres-
se a polimerase T7, bem como as proteinas N e P virais. A
recuperacdo é alcancada através da transfeccdo do vector de
expressdo do genoma e do vector de expressdo do gene L na
linha celular ajudante. As vantagens do mutante de amplo
espectro de hospedeiros do virus vaccinia, MVA-T7, que
expressa a ARN-polimerase T7, mas produz pouca ou nenhuma
descendéncia infecciosa em células de mamifero, s&do explo-
radas para recuperar o virus do sarampo e outros Mor-
billivirus. Apds a expressdo simultdnea das proteinas de

encapsidacdo necessarias, o ARN viral antigendédmico inteiro
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sintético é encapsidado, replicado e transcrito ©por
proteinas polimerases virais e o0s genomas replicados sé&o
empacotados em virides infecciosos. Para além de tais
antigenomas, foram agora recuperados com sucesso anadlogos

dos genomas para Sendai e PIV-3 (85, 90).

O sistema de recuperacdo proporciona assim uma
composicdo que compreende um vector de @ transcricéo
compreendendo uma molécula de 4cido nucleico isolada
codificando um genoma ou um antigenoma de um Morbillivirus.
A molécula de &cido nucleico contém pelo menos uma mutacédo
na regido correspondente aos aminodcidos 112-134 da
proteina V do virus do sarampo (e, opcionalmente, outras
mutacdes aqui descritas), Jjuntamente com pelo menos um
vector de expressdo que compreende pelo menos uma molécula
de 4cido nucleico isolada codificando as proteinas de accéo
em trans necessidrias para a encapsidacdo, transcricdo e
replicacdo (p. ex., N, P e L para um Morbillivirus). As
células hospedeiras sédo entdo transformadas, infectadas ou
transfectadas com pelo menos dois vectores de expresséo
agora descritos. As células hospedeiras s&o cultivadas sob
condic¢cdes que permitem a co-expressdo destes vectores para

produzir o virus infeccioso modificado.

O virus infeccioso recuperado é testado quanto ao
seu fendtipo desejado (repressédo reduzida pela proteina V,
sensibilidade a temperatura, adaptacdo ao frio, morfologia
das placas fégicas e atenuacdo da transcricdo e da

replicacdo), primeiro por meios in vitro. As mutacgdes nos
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genes N, P ou C ou no sinal de terminacdo do gene F do
virus do sarampo sdo também testadas utilizando o sistema
de mini-replicdo onde as actividades de encapsidacdo de
accéao em trans e de polimerase requeridas SETe)
proporcionadas por virus ajudantes de tipo selvagem ou de
vacina, ou por plasmideos que expressam o0s genes N, P e
diferentes L ancorando mutacdes atenuantes especificas dos

gene (63, 83).

Se o fendtipo atenuado do virus recuperado
estiver ©presente, as experiéncias de confronto sédo
conduzidas com um modelo animal apropriado. Os primatas né&o
humanos proporcionam o modelo animal preferido para a
patogénese da doenca humana. Estes primatas s&do primeiro
imunizados com o virus atenuado, gerado de forma recom-
binante, depois confrontados com a forma de tipo selvagem
do wvirus. Os macacos sdo infectados por véarias vias,
incluindo mas ndo se limitando as vias de inoculacéo
intranasal, intratraqueal ou subcutdnea (91). 0Os macacos
rhesus e cinomdélogos experimentalmente infectados serviram
também como modelos animais para estudos de proteccgédo

induzida por vacina contra sarampo (92).

A proteccdo ¢é medida por critérios tais como
sinais e sintomas de doenca, sobrevivéncia, derramamento de
virus e titulos de anticorpo. Se o0s critérios desejados
forem verificados, o virus gerado de forma recombinante é
considerado uma vacina candidata ou composicdo imunogénica

Z

viavel para testes em seres humanos. O virus "recuperado" é
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considerado como sendo "gerado de forma recombinante", tal
como © sdo a descendéncia e as geracdes posteriores do

virus, que também incorporem as mutacdes.

Mesmo que um virus "recuperado" seja subatenuado
ou sobre-atenuado relativamente aos niveis Optimos para
utilizacdo em vacina, esta ¢ uma informacdo que é valiosa

para desenvolver tais estirpes ideais.

De forma ideal, um coddo contendo uma mutacdo
pontual pode ser estabilizado através da introducdo de uma
segunda ou de uma segunda mais uma terceira mutacdo no
coddo sem mudar o aminoadcido <codificado pelo codé&o
possuindo apenas a mutacdo pontual. Os clones do wvirus
infecciosos contendo as mutacbes estabilizantes sdo também
gerados utilizando o sistema de "recuperacdo" de ADNc

descrito acima.

Foi divulgado anteriormente, no pedido de patente
internacional publicado WO 98/13501 (93), gque ¢é por este
meio incorporado por referéncia, a criagcdo e o isolamento
de virus de ARN de cadeia simples, de sentido negativo, néo
segmentados, atenuados, gerados de forma recombinante da
Ordem Mononegavirales (tal como o virus do sarampo)
possuindo pelo menos uma mutacdo atenuante na regiédo
promotora gendmica 3' e possuindo pelo menos uma mutacéo

atenuante no gene da ARN-polimerase.

Especificamente, estas mutacdes compreenderam:
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1) pelo menos uma mutacdo atenuante na regido
promotora gendmica 3' seleccionada a partir do grupo dque
consiste no nucledétido 26 (A - T), no nucledtido 42 (A - T
ou A - C) e no nucledtido 96 (G - A), onde estes nucle-
6tidos s&do apresentados na cadeia positiva, antigendmica,
no sentido da mensagem; e

2) pelo menos uma mutacdo atenuante no gene da
ARN-polimerase seleccionada a partir do grupo que consiste
nas mudancas de nucledétidos que produzem mudancas num
aminodcido seleccionado a partir do grupo gue consiste nos
residuos 331 (isoleucina - treonina), 1409 (alanina - treo-
nina), 1624 (treonina - alanina), 1649 (arginina - meti-
onina), 1717 (&4cido aspartico - alanina), 1936 (histidina -
tirosina), 2074 (glutamina - arginina) e 2114 (arginina -

lisina).

Para além disso, foi divulgado no pedido de
patente internacional publicado WO 99/49017 (94), gque & por
este meio incorporado por referéncia, a criacdo e o
isolamento de virus do sarampo atenuados, gerados de forma
recombinante possuindo pelo menos uma mutacdo atenuante nos
genes N, P ou C, ou no sinal de terminacdo do gene F.
Especificamente, estas mutacdes compreenderam:

1) para o gene N, pelo menos uma mutacédo
atenuante seleccionada a partir do grupo gque consiste nas
mudancas de nucledtidos que produzem mudancas num amino-
dcido seleccionado a partir do grupo gue consiste nos

residuos 129 (glutamina — lisina), 148 (&cido glutdmico -
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glicina) e 479 (serina - treonina);

2) para o gene P, pelo menos uma mutacédo
atenuante seleccionada a partir do grupo que consiste nas
mudancas de nucledtidos que produzem mudancas num
aminodcido seleccionado a partir do grupo gue consiste nos
residuos 225 (4cido glutémico - glicina), 275 (cisteina -
tirosina) e 439 (leucina - prolina);

5) para o gene C, pelo menos uma mutacdo ate-
nuante seleccionada a partir do grupo gque consiste nas
mudancas de nucledtidos que produzem mudancas num
aminoadcido seleccionado a partir do grupo gque consiste nos
residuos 73 (alanina - wvalina), 104 (metionina - treonina)
e 134 (serina - tirosina); e

0) para o sinal de terminacdo do gene F (sinal
de terminacdo da transcricdo de accdo em cis), a mudanca no
nucledétido 7243 (T - C), onde estes nucledtidos sdo
apresentados na cadeia positiva, antigendmica, isto &, no

sentido da mensagem (de codificacéo).

Mutacdes atenuantes individuais ou em combinacbes
de qualgquer um ou de ambos estes conjuntos de mutacdes
podem ser incorporadas nos Morbillivirus deste invento,
incluindo especificamente as que tém pelo menos uma mutacéo
na regido correspondente aos aminoacidos 112-134 da
proteina V, bem como as que contém uma tal mutacdo nos
aminodcidos 112-134 e uma mutacdo ou delecdo em pelo menos
uma porcdo da regido C-terminal gque comeca no aminodcido

231.
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Os virus deste invento sdo wutilizados para
formular uma composicdo de vacina ou imunogénica. Para o
fazer, o virus é ajustado a uma concentracdo apropriada e
formulado com qualgquer adjuvante, diluente ou transportador
adequado. 0Os meios fisiologicamente aceitédveis podem ser
utilizados como transportadores e/ou diluentes. Estes
incluem, mas ndo se limitam a: &gua, um meio isotdnico
apropriado, glicerol, etanol e outros solventes conven-
cionais, solucdo salina tamponada com fosfato e semelhan-
tes. Adjuvantes adequados incluem, mas ndo se limitam a
fosfato de aluminio, hidréxido de aluminio, MPL™ (mono-
fosforil-lipido A 3-0-desacilado; RIBI ImmunoChem Research,
Inc., Hamilton, MT, agora Corixa), andlogos sintéticos de
lipido A tais como 529 (Corixa), Stimulon™ QS-21 (Aquila
Biopharmaceuticals, Framingham, MA) e IL-12 (Genetics

Institute, Cambridge, MA).

Numa concretizacdo deste invento, pretende-se que
a formulacdo incluindo o Morbillivirus seja para utilizacéo
como vacina ou composicdo imunogénica. O virus pode ser
misturado com aditivos crioprotectores ou estabilizantes
tais como proteinas (p. ex., albumina, gelatina), aclcares
(p. ex., sacarose, lactose, sorbitol), amino&cidos (p. ex.,
glutamato de sdédio), solucdo salina ou outros agentes
protectores. Esta mistura é mantida num estado liquido, ou
entdo ¢é desidratada ou liofilizada para transporte e
armazenamento e misturada com Agua imediatamente antes da

administracéo.
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As formulacdes compreendendo os Morbillivirus
deste invento s&do Uteis para imunizar um Ser humano ou
outro sujeito vertebrado para induzir proteccdo contra a
infeccdo pelo correspondente virus de tipo selvagem. Assim,
este invento proporciona ainda um método de imunizacdo de
um sujeito para induzir proteccdo contra infeccdo por um
Morbillivirus através da administracdo ao sujeito de uma
quantidade imunizante eficaz de uma formulacdo da vacina ou
da composicdo imunogénica incorporando uma versdo desse

virus gerado tal como descrito acima.

Uma quantidade suficiente da wvacina ou da
composicdo imunogénica num numero apropriado de doses é
administrada ao sujeito para provocar uma resposta
imunitdria. Os peritos na arte serdo prontamente capazes de
determinar tais quantidades e dosagens. A administracéo
pode ser através de qualquer forma eficaz convencional, tal
como aplicada intranasalmente, parentericamente, oralmente
ou topicamente a qualquer superficie mucosa tal como a
superficie intranasal, oral, do olho, do pulm&o, vaginal ou
rectal, tal como através de um spray de aerossbdéis. O meio
preferido de administracdo ¢ através da administracéio

intranasal.

Todas as patentes e publicacdes aqui citadas sé&o

incorporadas por este meio por referéncia.

Para que este invento possa ser melhor
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compreendido, sdo expostos o0s seguintes exemplos. Os

exemplos tém apenas a finalidade de ilustrar e ndo devem

ser interpretados como limitantes do ambito do invento.

Exemplos

Exemplo 1

Células e Virus

Células HEp2 foram criadas em meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com soro fetal
bovino a 10%. Fibroblastos de embrido de galinha (CEFs;
SPAFAS, Inc.) foram mantidos no mesmo meio. A estirpe
atenuada do virus vaccinia gque expressa a ARN-polimerase do
fago T7 (MVA/T7; 62) foi criada em CEFs. Os ensaios de

placas féagicas foram efectuados também em CEFs.

Exemplo 2

ADN Recombinante

Os clones de expressdo das proteinas N, P e L do
virus do sarampo (Figura 1A) foram cada um preparado a
partir de ARN total de células infectadas através de
transcricdo reversa e amplificacdo por PCR (RT/PCR) com
iniciadores especificos do gene, seguido de clonagem num
vector de expressdo apropriado dependente da ARN-polimerase

T7 (61). Células Vero foram infectadas com a estirpe de
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tipo selvagem do virus do sarampo de Edmonston e quando
cerca de 70% ou mais das células exibiam um efeito
citopatico, o ARN foi preparado através do método de
extracgdo de guanidinio-fenol (95). A RT/PCR foi efectuada
com o virus avidrio de mioblastose RT e a polimerase Pwo
contido no estojo de amplificacdo Titan de um sé tubo
(Roche Molecular Biology). O passo de RT foi efectuado
durante 30-60 minutos a 47°C, seguido de 30-35 ciclos de
amplificacdo por PCR. Os fragmentos de ADN amplificados
foram clonados num plasmideo de expressdo T7 (Figura 1;
(61, 83)) com o coddo de iniciacdo da traducdo colocado no
local NcoI do vector. Os ADNs clonados foram verificados
através de sequenciacdo por ciclos (96) e os erros de
substituicdo de nucledtidos foram corrigidos através de
mutagénese por oligonucledtidos utilizando o estojo Morph
(bprime-3prime, Inc.) ou através da substituicdo de
subfragmentos por fragmentos de ADN amplificados de novo

tal como descrito anteriormente (96).

O clone de expressdo da proteina V inicial foi
preparado através de amplificacdo por PCR a partir de um
clone do ADNc inteiro de tipo selvagem de Edmonston
utilizando iniciadores que flanqueiam a regiéo de
codificacdo da proteina V. O ADN amplificado foi clonado no
vector de expressdo T7 e o residuo nucleotidico G adicional
necessario para gerar a mudanca de enquadramento do gene V
foi adicionado no local de edicéo (18) através de
mutagénese dirigida por oligonucledtidos. 0Os vectores de

expressdo da proteina V de tipo selvagem e mutante foram
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também preparados com uma etiqueta de epitopo de
hemaglutinina do virus da gripe (etiqueta HA; (67)) no
terminal amino. O vector plasmidico T7 foi modificado para
incluir uma sequéncia gque inclui um coddo de iniciacédo e
codifica a etiqueta de epitopo HA (CC ATG GCT TAT CCT TAT
GAC GTG CCT GAC TAT GCC (SEQ ID NO: 5), seguida de um
poliligador (plasmideo pT7/HA). A regido de codificacdo da
proteina V foi clonada com a etiqueta HA no terminal amino.
Isto serviu para substituir o coddo iniciador de metionina
da proteina V, resultando na criacdo de um plasmideo
designado pMV-haV-wt. Os mutantes da proteina V foram
preparados na estrutura de pMV-haV-wt através de mutagénese

dirigida por oligonucledtidos ou delecdes.

0 iniciador desenhado para amplificar a
extremidade b5' das regides de codificacdo de P e V
(CGGCCATGGCAGAAGAGACAGGCACGCCACGTAAAAAACGGAC) (SEQ ID NO:
6) continha duas mudancas de bases (sublinhadas) para
destruir o enquadramento de leitura aberto da proteina C a
jusante. Estas mudancas eram silenciosas em relacdo aos
enquadramentos de leitura abertos de P e V. As mesmas
mudancas de nucledtidos foram realizadas nas construcdes

pT7MV-haV.

Para todas as construcdes de expressdo de
proteina, a insercdo de ADNc foi clonada a 3' de um local
interno de entrada no ribossoma (IRES) para facilitar a
traducdo do transcrito da ARN-polimerase T7. Um trecho de

50 residuos de adenosina estava situado na extremidade 3°',
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seguido de um terminador da ARN-polimerase T7. Ambos o0s
vectores de expressdo de P e V continham substituicdes de
bases desenhadas para destruir a iniciacdo da traducdo do

enquadramento de leitura aberto da proteina C a jusante.

O mini-replicdo do virus do sarampo (pMVwtl07-
CAT, Figura 1B) era um derivado de pMV107-CAT (63). O
plasmideo pMV107-CAT continha a sequéncia lider verificada
em estirpes de vacina do virus do sarampo (60) e foi
convertido no plasmideo pMV107wt-CAT (que continha o lider
de tipo selvagem) utilizando mutagénese dirigida por

oligonucledétidos.

Exemplo 3

Experiéncias de Expressdo Transiente

A andlise de expressdo transiente do mini-
replicdo foi efectuada essencialmente tal como descrito
anteriormente (96) utilizando gquantidades variaveis de
vectores virais de expressdo da proteina (Figura 1B) e um
mini-replicdo do virus do sarampo contendo o gene repdrter
CAT (Figura 1B). O mini-replicdo do virus do sarampo era um
derivado de pMV107-CAT (63) contendo o gene repdrter CAT e
a sequéncia lider do sarampo da estirpe de tipo selvagem de
Edmonston do virus do sarampo (60). Células HEp2 em placas
de seis pocos foram utilizadas para transfeccdo guando as
células eram aproximadamente 70-90% confluentes. As

misturas de transfeccdo foram ©preparadas através da
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combinacdo de ADN do mini-replicdo (50-200 ng de pMVwtl07-
CAT) e plasmideos de expressido (400 ng de pMVwt-N, 300 ng
de pMVwt-P[C"], 100 ng de pMVwt-L) em 200 pl de OptiMEM
isento de soro. Os plasmideos de expressdo da proteina V
foram incluidos nesta mistura de acordo com quantidades que
variaram de 25-400 ng, tal como especificado na Figura 1C.
Foi adicionado Lipofectace (12-15 ul; Invitrogen/Life
Technologies) & mistura ADN-meio e incubou-se durante 20 a
30 minutos a temperatura ambiente. Uma mistura MVA/T7
separada foil ©preparada em quantidade suficiente ©para
proporcionar 0,8 ml de OptiMEM isento de soro contendo
suficiente MVA/T7 para infectar cada pogco de células a
transfectar com cerca de 2 pfu por célula. Antes de iniciar
a transfeccéo, a mistura de transfeccéo ADN-meio-
Lipofectace foi combinada com 800 pl da mistura MVA/T7-meio
e misturou-se suavemente através de pipetagem. Em seguida,
os meios de cultura foram removidos das monocamadas
celulares e foi adicionado as células 1 ml da mistura de

transfeccdo combinada.

Apds incubacdo de um dia para o outro, a mistura
de transfeccdo e o0s meios foram substituidos por DMEM
suplementado com FBS a 10% e as células foram incubadas
mais um dia. Cerca de 48 horas apdés o inicio da
transfeccdo, as c¢élulas foram colhidas e o0s extractos
preparados para analise da actividade de CAT tal como
descrito anteriormente (96). A expressdo de CAT é mostrada
na Figura 1C. Nalgumas experiéncias, as proteinas nos

extractos celulares brutos foram analisadas através de
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"Western blotting" para monitorizar a expressdo da proteina
(97). As células transfectadas foram lisadas wutilizando
tampdo TN (Tris [pH 7,4] 50 mM, NaCl 150 mM) suplementado
com NP40 a 0,2%. Os extractos celulares foram clarificados
através de centrifugacdo para remover oS nlUcleos e foi
adicionado ao extracto citoplasmatico um volume igual de
tampdo de amostra de Laemmli (Tris [pH 6,8] 62,5 mM,
glicerol a 25%, SDS a 2%, azul de bromofenol a 0,01%). As
amostras foram ajustadas para conterem aproximadamente 2,5%
de B-mercaptoetanol e depois fervidas. A electroforese em
gel de SDS-poliacrilamida e a electrotransferéncia foram
efectuadas utilizando protocolos padrdo (97). A proteina V
etiquetada com epitopo foi detectada utilizando o anticorpo
monoclonal de ratinho 12CA5 (Roche Molecular Biology) ou o
anticorpo monoclonal de rato 3F10 (Roche Molecular
Biology). A deteccdo foi efectuada com um anticorpo
secunddrio conjugado com peroxidase (Sigma) e reagentes de
quimioluminescéncia (Roche Molecular Biology ou New England

Biolabs) .

Exemplo 4

Repressdo da Expressdo do Mini-replicdo através de

Proteinas V Mutantes do Virus do Sarampo

O ensaio de CAT de expressdo transiente do mini-
replicdo descrito no Exemplo 3 foi repetido utilizando
quantidades varidveis dos mutantes das proteinas V do virus

do sarampo haV-1 a haV-8, que tém as seguintes diferencas
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da sequéncia de tipo selvagem (haV-wt) (ver Figura 3):

hav-1 Delecdo dos aminodcidos 231-299

hav-2 Mutacéo do adcido glutémico no
aminodcido 225 para glicina

haV-3 Mutacdes das lisinas nos aminodcidos
229 e 230 para alaninas

hav-4 Mutacdes da lisina e treonina nos
aminoacidos 204 e 209 para alaninas

hav-5 Mutacdes da tirosina e do acido
aspartico nos aminodcidos 113 e 114 para alaninas

haV-6 Mutacdes da leucina e glutamina nos
aminodcidos 100 e 101 para alaninas

hav-7 Mutacdes do 4cido glutdmico e da
cisteina nos aminodcidos 14 e 15 para alaninas

haVv-8 Mutacdes do dcido glutédmico nos

aminoacidos 3 e 4 para alaninas

Foram utilizados 200 ou 400 ng de cada plasmideo
de V (codificando proteina V de tipo selvagem ou haV-1 a
haV-8 V) e a actividade relativa de CAT foi medida como
percentagem da actividade resultante de wuma transfeccéo
efectuada sem qualgquer vector de expressdo da proteina V
(pista 2). 0Os resultados estdo representados na Figura 4A.
Uma percentagem mais baixa correlaciona-se com um grau mais
elevado de repressdo da expressdo de CAT. A expressdo da
proteina V foili monitorizada através de um "Western blot"

que foi analisado com um anticorpo anti-HA (Figura 4B).

0 ensaio de CAT foi repetido utilizando
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quantidades crescentes (100 ng a 1 pg) do plasmideo de V
codificando haV-1 e as actividades relativas estéo
representadas na Figura 4C.

Exemplo 5

Ensaios de Ligacdo ao ARN

Foram efectuados ensaios de ligacdo ao ARN (74,
76, 77) para avaliar a ligacdo da proteina V do virus do
sarampo ao ARN, utilizando resinas de agarose ligadas a
polirribonucledtidos (Sigma). As células transfectadas
foram lisadas tal como descrito acima utilizando tampdo TN
suplementado com NP40 a 0,5%, glicerol a 5%, MgCl, 1 mM,
ZnCl, 1 mM e uma mistura de inibidores de proteases (Roche
Molecular Biology). As resinas de agarose contendo
polirribonucledtidos (aproximadamente 25-50 pl do volume
estabelecido de contas) foram adicionadas ao lisado celular
clarificado e incubadas 30-60 minutos a 4°C com agitacédo.
Apbds a incubacdo, as resinas foram lavadas trés vezes para
remover as proteinas n&do ligadas. As proteinas foram
eluidas das resinas através da fervura em tampdo de Laemmli
suplementado com B-mercaptoetanol a 2,5%. O procedimento é
resumido pelo fluxograma da Figura b5HA. As proteinas
capturadas pelas resinas de polinucledtidos foram
analisadas através de "Western blotting" tal como descrito
acima. O ensaio foi realizado primeiro com proteina V de
tipo selvagem, e depois com haV-1 até havV-11. Os mutantes

havV-1 a haV-8 sdo tal como descritos acima; os mutantes
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haV-9 a haV-11 possuem as seguintes diferencas da sequéncia

de tipo selvagem (haV-wt) (ver Figura 3):

hav-9 Delecdo dos aminoé&cidos 1-20
hav-10 Delecdo dos aminodcidos 208-230
hav-11 Delecdo dos aminodcidos 1-20 e 208-230

Os resultados estdo representados nas Figuras 5B

(tipo selvagem) e 6 (mutantes).

Exemplo 6

Repressdo da Expressdo do Mini-replicdo através de

Proteinas V Adicionais do Virus do Sarampo Mutantes em CR2

O ensaio de CAT de expressdo transiente do mini-
replicdo descrito nos Exemplos 3 e 4 foi repetido
utilizando os mutantes de CR2 da proteina V do wvirus do
sarampo haV-5 e haV-23 até haV-25, que possuem as seguintes
diferencas da sequéncia de tipo selvagem (haV) (SEQ ID NO:
7) em CR2 (aminoécidos 100-140; ver Figura 7):

hav-5 Mutacdes da tirosina e do acido
aspartico nos aminodcidos 113 e 114 para alaninas (SEQ ID
NO: 8)

haV-23 Delecdo dos aminoé&cidos 112 a 134 (SEQ
ID NO: 9)

hav-24 Mutacdes do Acido aspartico e da
histidina nos aminodcidos 114 e 115 para alaninas (SEQ ID
NO: 10)

hav-25 Mutacdes da tirosina, do adcido
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aspartico e da histidina nos aminoé&dcidos 113 a 155 (SEQ ID

NO: 11)

Foram utilizados 400 nanogramas de cada plasmideo
de V (codificando proteina V de tipo selvagem, haV-5 ou
hav-23 até havV-25) e a actividade relativa de CAT foi
medida como uma percentagem da actividade resultante de uma
transfeccdo efectuada sem qualquer vector de expressdo de
proteina V (barra 1). Os resultados estdo representados na
Figura 8. Uma percentagem mais baixa correlaciona-se com um

grau mais elevado de repressdo da expressido de CAT.

Exemplo 7

Repressdo da Expressdo do Mini-replicdo através de

Proteinas V Adicionais do Virus do Sarampo Mutantes no

Terminal C

O ensaio de CAT de expressdo transiente do mini-
replicdo descrito nos Exemplos 3 e 4 foi repetido
utilizando os mutantes da proteina V do wvirus do sarampo
hav-1 e haV-12 até haV-22, que possuem as Sseguintes
diferencas da sequéncia de tipo selvagem (haV) (SEQ ID NO:
7) no terminal C (amino&cidos 220-299; ver Figura 9):

hav-1 Delecdo dos aminoédcidos 232 a 299 (SEQ
ID NO: 13)

hav-12 Mutacbes das cisteinas nos aminoacidos
251 e 255 para alaninas (SEQ ID NO: 14)

hav-13 Mutacdes das cisteinas nos aminoacidos
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269 e 272 para alaninas (SEQ ID NO: 15)

havV-14 Delecdo dos aminoécidos 279 a 299 (SEQ
ID NO: 16)

havV-15 Delecdo dos aminoé&cidos 267 a 299 (SEQ
ID NO: 17)

hav-16 Delecdo dos aminodcidos 250 a 299 (SEQ
ID NO: 18)

hav-17 Delecdo dos aminoédcidos 243 a 299 (SEQ
ID NO: 19)

hav-18 Delecdo dos aminodcidos 236 a 299 (SEQ
ID NO: 20)

hav-19 Delecdo dos aminoacidos 229 a 299 (SEQ
ID NO: 21)

havV-20 Mutacdes das argininas nos aminoéacidos

233 e 234 para alaninas (SEQ ID NO: 22)

hav-21 Mutacdes das argininas nos aminoacidos
233 e 234 para &cido aspéartico (SEQ ID NO: 23)

haV-22 Delecdo dos aminoédcidos 229 a 237 (SEQ

ID NO: 24)

Foram utilizados 400 nanogramas de cada plasmideo
de V (codificando a proteina V de tipo selvagem, haV-1 ou
hav-12 até haV-22) e a actividade relativa de CAT foi
medida como uma percentagem da actividade resultante de uma
transfeccdo efectuada sem qualquer vector de expressdo de
proteina V (barra 1). Os resultados estdo representados na
Figura 10. Uma percentagem mais baixa correlaciona-se com

um grau mais elevado de repressédo da expressdo de CAT.
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REIVINDICACOES

1. Virus de ARN de cadeia simples, de sentido
negativo, ndo segmentado, gerado de forma recombinante e
isolado do género Morbillivirus, em qgque o referido virus
compreende pelo menos uma mutacdo na sua proteina V de
Morbillivirus caracterizada por pelo menos uma mutacdo ser
seleccionada a partir do grupo que consiste nos aminoacidos
113 e 114 da proteina V do virus do sarampo oOU nNos
aminocdcidos de uma proteina V de Morbillivirus correspon-

dente a estes.

2. Morbillivirus da reivindicacdo 1, em que o
virus ¢ seleccionado a partir do grupo que consiste em
virus do sarampo, virus da esgana canina, virus da peste
bovina, virus da peste dos peguenos ruminantes, Mor-

billivirus do golfinho e virus da esgana das focas.

3. Morbillivirus da reivindicacdo 1, em que a
mutacdo € no aminocadcido 113 da proteina V do virus do

sarampo ou nos aminocadcidos correspondentes a este.

4, Morbillivirus da reivindicacdo 3, em que a
mutacdo no aminodcido 113 da proteina V do virus do sarampo
ou no aminoacido correspondente a este é de tirosina para

alanina.

5. Morbillivirus da reivindicacédo 1, em que a
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mutacdo € no aminocadcido 114 da proteina V do virus do

sarampo ou no aminodcido correspondente a este.

6. Morbillivirus da reivindicacdo 5, em que a
mutacdo no aminodcido 114 da proteina V do virus do sarampo
ou no aminoadcido correspondente a este é de &cido aspartico

para alanina.

7. Morbillivirus da reivindicacdo 1, em que
existe uma mutacdo em ambos o0s aminodcidos 113 e 114 da
proteina V do virus do sarampo ou em ambos 0s aminoacidos

correspondentes a estes.

8. Morbillivirus da reivindicacdo 7, em que a
mutacdo no aminodcido 113 da proteina V do virus do sarampo
ou no aminoacido correspondente a este é de tirosina para
alanina e a mutacdo no aminoédcido 114 da proteina V do
virus do sarampo ou no aminocacido correspondente a este é

de &acido aspartico para alanina.

9. Morbillivirus da reivindicacdo 2, em gque o0

virus é o virus do sarampo.

10. Virus do sarampo da reivindicacdo 9, que
compreende ainda uma mutacdo ou uma delecdo de pelo menos
uma porcéo da regido carboxi-terminal (C-terminal)
compreendendo ou correspondendo aos aminodcidos 231-299 da

proteina V do virus do sarampo.
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11. Virus do sarampo da reivindicacdo 10, em que
a mutacdo na regido C-terminal é em cada um dos aminoacidos

233 e 234.

12. Virus do sarampo da reivindicacdo 11, em que
a mutacdo em cada um dos aminoacidos 233 e 234 ¢é de

arginina para alanina.

13. Virus do sarampo da reivindicacdo 11, em que
a mutacdo em cada um dos aminodcidos 233 e 234 & de

arginina para acido aspéartico.

14. Virus do sarampo da reivindicacdo 10, em que
a delecdo é seleccionada a partir do grupo que consiste na
delecdo dos aminodcidos 232 a 299, 279 a 299, 267 a 299,

250 a 299, 243 a 299 e 236 a 299.

15. Virus do sarampo da reivindicacdo 14, em que

a delecdo é dos aminodcidos 232 a 299.

16. Virus do sarampo da reivindicacdo 15, em que
a delecd@o se prolonga para montante da regido C-terminal e

¢é dos aminodcidos 229 a 299.

17. Virus do sarampo da reivindicacdo 9, que
compreende ainda:

a) pelo menos uma mutacdo atenuante na regido
promotora gendmica 3' seleccionada a partir do grupo que

consiste no nucledétido 26 (A - T), no nucledtido 42 (A - T
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ou A - C) e no nucledétido 96 (G - A), onde estes
nucledétidos sédo apresentados na cadeia positiva,
antigendémica, no sentido da mensagem; e

b) pelo menos uma mutacdo atenuante no gene da
ARN-polimerase seleccionada a partir do grupo gue consiste
nas mudancas de nucledétidos que produzem mudancas num

aminodcido seleccionado a partir do grupo que consiste nos

residuos 331 (isoleucina - treonina), 1409 (alanina -
treonina), 1624 (treonina - alanina), 1649 (arginina -
metionina), 1717 (Acido aspartico - alanina), 1936
(histidina - tirosina), 2074 (glutamina - arginina) e 2114

(arginina — lisina).

18. Virus do sarampo da reivindicacdo 9, que
compreende ainda pelo menos uma mutacéao atenuante
seleccionada a partir do grupo gque consiste em:

a) para o gene N, mudancas de nucledétidos que
produzem mudancas num aminodcido seleccionado a partir do
grupo gque consiste nos residuos 129 (glutamina - lisina),
148 (4cido glutémico - glicina) e 479 (serina - treonina);

b) para o gene P, mudancas de nucledtidos que
produzem mudancas num aminoacido seleccionado a partir do
grupo que consiste nos residuos 225 (4cido glutdmico -
glicina), 275 (cisteina - tirosina) e 439 (leucina -
prolina);

c) para o gene C, mudancas de nucledtidos que
produzem mudancas num aminodcido seleccionado a partir do
grupo que consiste nos residuos 73 (alanina - valina), 104

(metionina - treonina) e 134 (serina - tirosina); e
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d) para o sinal de terminacdo do gene F, a
mudanca no nucledtido 7243 (T - C), onde estes nucledtidos
sdo apresentados na cadeia positiva, antigendmica, no

sentido da mensagem.

19. Virus do sarampo da reivindicacdo 10, que
compreende ainda:

a) pelo menos uma mutagcdo atenuante na regido
promotora gendmica 3' seleccionada a partir do grupo que
consiste no nucledétido 26 (A - T), no nucledtido 42 (A - T
ou A - (C) e no nucledtido 96 (G - A), onde estes
nucledtidos sédo apresentados na cadeia positiva,
antigendémica, no sentido da mensagem; e

b) prelo menos uma mutacdo atenuante no gene da
ARN-polimerase seleccionada a partir do grupo gue consiste
nas mudancas de nucledétidos que produzem mudancas num

aminodcido seleccionado a partir do grupo gque consiste nos

residuos 331 (isoleucina - treonina), 1409 (alanina -
treonina), 1624 (treonina - alanina), 1649 (arginina -
metionina), 1717 (Acido aspéartico - alanina), 1936
(histidina - tirosina), 2074 (glutamina - arginina) e 2114

(arginina — lisina).

20. Virus do sarampo da reivindicacdo 10, que
compreende ainda pelo menos uma mutacédo atenuante
seleccionada a partir do grupo que consiste em:

a) para o gene N, mudancas de nucledtidos que
produzem mudancas num aminoacido seleccionado a partir do
grupo que consiste nos residuos 129 (glutamina - lisina),

148 (4cido glutémico - glicina) e 479 (serina - treonina);
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b) para o gene P, mudancas de nucledtidos que
produzem mudancas num aminoacido seleccionado a partir do
grupo gque consiste nos residuos 225 (4cido glutédmico -
glicina), 275 (cisteina - tirosina) e 439 (leucina -
prolina);

c) para o gene C, mudancas de nucledtidos que
produzem mudancas num aminodcido seleccionado a partir do
grupo que congsiste nos residuos 73 (alanina - valina), 104
(metionina — treonina) e 134 (serina - tirosina); e

d) para o sinal de terminacdo do gene F, a
mudanca no nucledtido 7243 (T - C), onde estes nucledtidos
sdo apresentados na cadeia positiva, antigendmica, no

sentido da mensagem.

21. Morbillivirus da reivindicacdo 2, em que O

virus é o virus da esgana canina.

22. Virus da esgana canina da reivindicacédo 21,
que compreende ainda uma mutacdo ou uma delecdo de pelo
menos uma porcdo da regido C-terminal correspondente aos
aminodcidos 231-299 da proteina V do virus da esgana

canina.

23. Morbillivirus da reivindicacdo 2, em que O

virus é o virus da peste bovina.

24. Virus da peste bovina da reivindicacdo 23
que compreende ainda uma mutagcdo ou uma delecgdo de pelo
menos uma porcdo da regido C-terminal correspondente aos

aminodcidos 231-299 da proteina V do virus da peste bovina.
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25. Morbillivirus da reivindicacdo 2, em que o

virus é o Morbillivirus do golfinho.

26. Morbillivirus do golfinho da reivindicacéo
25 que compreende ainda uma mutacdo ou uma delecdo de pelo
menos uma porcdo da regido C-terminal correspondente aos
aminoacidos 231-299 da proteina V do Morbillivirus do

golfinho.

27. Composicéo imunogénica compreendendo um

virus isolado de acordo com a reivindicacédo 1.

28. Utilizacdo de uma composicdo de acordo com a
reivindicacdo 27 na preparacdo de uma composicdo para
imunizacdo de um individuo contra um virus de ARN de cadeia
simples, de sentido negativo, nédo segmentado, do género

Morbillivirus.

29. Composicdo imunogénica da reivindicacdo 27

que compreende ainda um adjuvante.

30. Utilizacdo de uma composicdo de acordo com a
reivindicacdo 29 na preparacdo de uma composicdo para
imunizacdo de um individuo contra um virus de ARN de cadeia
simples, de sentido negativo, nédo segmentado, do género

Morbillivirus.
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31. Método para reducgdo da repressido causada por
uma proteina V do género Morbillivirus que compreende a
insercdo de pelo menos uma mutacdo na proteina V de
Morbillivirus, em que a referida mutacdo é seleccionada a
partir do grupo que consiste na mutacdo dos aminoacidos 113
e 114 da proteina V do virus do sarampo ou dos aminoacidos

de uma proteina V de Morbillivirus correspondentes a estes.

32. Sequéncia nucleotidica isolada codificando
uma proteina V de Morbillivirus que foi modificada através
da insercédo de pelo menos uma mutacdo na proteina V de
Morbillivirus, em que a referida mutacdo é seleccionada a
partir do grupo que consiste na mutacdo dos aminocadcidos 113
e 114 da proteina V do virus do sarampo ou dos aminoacidos

de uma proteina V de Morbillivirus correspondentes a estes.

33. Composicdo que compreende:

i) um vector de transcricdo compreendendo uma
molécula de acido nucleico isolada codificando um genoma ou
antigenoma de um Morbillivirus, em que a porcdo da molécula
de &cido nucleico isolada que codifica a proteina V é a
sequéncia nucleotidica da reivindicacdo 32, e

ii) pelo menos um vector de expressdo que
compreende pelo menos uma molécula de 4&acido nucleico
isolada codificando as proteinas de accgdo em trans N, P e L
necessarias para encapsidacdo, transcricdo e replicacéo,
através da gqual apds expressdo é produzido um Morbillivirus

infeccioso.
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34. Método para producdo de um Morbillivirus
infeccioso que compreende a transformacdo, infeccdo ou
transfeccdo de células hospedeiras com pelo menos os dois
vectores da reivindicacdo 33 e cultura das células
hospedeiras sob condigdes que permitam a co-expressédo
destes vectores de forma produzir o) Morbillivirus

infeccioso.

Lisboa, 29 de Dezembro de 2006
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