i

b
wegpecie

(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(11) Numero de Publicacao: PT 1597376 E

(51) Classificagdo Internacional:
C12N 15/86 (2007.10)

(22) Data de pedido: 2004.02.27

(30) Prioridade(s): 2003.02.28 CA 2421086

(43) Data de publicagéo do pedido: 2005.11.23

(45) Data e BPI da concessao:

2007.12.19
023/2008

(73) Titular(es):

INSTITUT PASTEUR

25-28, RUE DU DOCTEUR ROUX F-75015 PARIS
FR

UNIVERSITE PARIS 7 - DENIS DIDEROT FR

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE

SCIENTIFIQUE (CNRS) FR
(72) Inventor(es):

NADIA NAFFAKH FR
PASCALE MASSIN FR
SYLVIE VAN DER WERF FR

(74) Mandatario:

MANUEL GOMES MONIZ PEREIRA

RUA ARCO DA CONCEIGAO, N.2 3, 12 ANDAR 1100-028
LISBOA PT

(54) Epigrafe: PROMOTOR DA ARN POLIMERASE | DE GALINHA E SUA UTILIZAGAO

(57) Resumo:

PROMOTOR DA ARN POLIMERASE | DE GALINHA E SUA UTILIZAGAO



DESCRICAO

PROMOTOR DA ARN POLIMERASE I DE GALINHA E SUA UTILIZAQAO

A presente invencdo refere-se a um novo polinucledtido
possuindo uma actividade promotora da transcricdo, vectores
contendo este polinucledétido e a sua utilizacdo para a
transcricdo de sequéncias de interesse, tais como para a
producdo de virus de ARN sem “capping”. A presente invencéo
refere-se igualmente as células hospedeiras, preferivelmente
de origem avidria, contendo um polinucledétido ou um vector da

invencéo.

A prevencdo da gripe assenta essencialmente na vacinacgédo, a
qual ¢é fortemente recomendada. Por exemplo, em Franca ¢é
comparticipada em 100% pela Caixa Nacional de Seguros de
Doenca, nos individuos ©pertencentes a grupos de risco:
essencialmente as pessoas com 65 ou mais anos de idade e
ainda, 0s individuos afectados ©por infeccdes crdnicas
(respiratdérias, cardiovasculares, renais, ou metabdbdlicas). A
imunidade apdés a vacinacdo ¢ conferida pela producdo de
anticorpos dirigidos contra as glicoproteinas de superficie,
especialmente contra a hemaglutinina (HA) mas também contra a

neuraminidase (NA).

I- Os métodos actuais: produgdo em ovos de galinha

embrionados, e inactivacgéo

As vacinas anti-gripais s&o compostas por trés estirpes
diferentes de virus, uma do tipo A(H3N2), uma do tipo A (HINL1)
e a terceira do tipo B. A escolha das estirpes vacinais é

reconsiderada todos os anos em funcdo dos dados da vigilancia
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das variantes em circulacdo, e é objecto de uma recomendacdo
emanada pela OMS a cerca de meados de Fevereiro para o
hemisfério Norte. As vacinas correntemente utilizadas desde
cerca de trinta anos sdo compostas por virus multiplicados em
ovos de galinha embrionados e inactivados (Manuguerra, 2001,
Reperes sur les infections bronchopulmonaires, pp. 328-342.

Editados por P. Léophonte & Y. Mouton: PIL).

Para os virus de tipo A, s&o preparados virus gquimeras de
elevado poder de multiplicacdo em ovo embrionado e possuindo
0os HA e os NA das variantes indicadas pela OMS e fornecidos
aos produtores industriais de vacinas. Deve contar-se um a
dois ovos embrionados para fabricar uma dose de vacina
trivalente. A purificacdo ¢é realizada de maneira diferente
consoante a sociedade de fabrico, mas seguindo 0 mesmo
principio: o liquido alantdico ¢é recolhido e os wvirus séo
inactivados por tratamento com formaldeido ou com (-
propiolactona, antes de serem purificados por
ultracentrifugacdo. Podem igualmente ser fragmentados com
auxilio de solventes de lipidos e/ou de detergentes tais como
o Tween 80. Os virus inteiros ou fragmentados sdo de seguida
ajustados a dose habitual de 15 pg de HA por dose de vacina,
para cada uma das estirpes.Uma etapa de purificacdo na
presenca de detergente dialisdvel permite produzir uma vacina
sub-unitéaria, que nao contém apenas essencialmente
glicoproteinas do envelope (HA e NA) do virus. Apesar da
maior reactogenicidade da vacina a base do virus inteiro, sé&o
sobretudo vacinas fragmentadas e sub-unitdrias que sé&o
comercializadas. 0 detalhe necesséario relativamente a
producdo e ao controlo da qualidade da wvacina antes da sua
comercializacdo em conformidade com as normas europeias ¢ da

ordem dos 6 meses.



Compostas por virus inactivados, as vacinas anti-gripais séo
geralmente bem toleradas, e apenas provocam efeitos
indesejdveis muito fracos: reacgdes locais no local da
injeccéo, reaccdes febris e cefaleias nos dois dias
posteriores a injeccdo. As contra-indicacdes da vacinacéo
anti-gripal limitam-se as alergias as proteinas do ovo,
principalmente a ovalbumina, e as alergias aos residuos de
fabrico ou ao tiomersal. Na auséncia de informacdo sobre o
efeito que pode ter sobre o desenvolvimento fetal, a
vacinacdo anti-gripal ¢é desaconselhada as mulheres gréavidas

durante o primeiro trimestre de gravidez.

A eficédcia com a qual as vacinas compostas por virus
inactivados protegem contra uma infeccdo gripal subsequente é
dificil de avaliar, uma vez que pode variar enormemente de
uma estacdo para outra, em particular em funcdo do grau de
parentesco antigénico entre os virus gque circulam e aqueles
incluidos na vacina, e depende igualmente do estado
imunitdrio do vacinado. Em Franca, a melhoria da cobertura de
vacinacdo entre 1979 e 1999 foi acompanhada por uma
diminuicdo da mortalidade ligada a gripe (cerca de 20 000
mortos por ano em 1979, 2 500 mortos por ano desde 1985), o
que sugere, sem no entanto o demonstrar, um impacto positivo
da politica de vacinacdo. Por outro lado, a compilacdo de
numerosos estudos permitiu estimar gue a vacinacdo em pessoas
idosas permite diminuir na ordem de 50% o numero de
pneumonias virais e de hospitalizacdes, e na ordem de 70% o
nuimero de casos de gripe mortal (Gross et al., 1995, Annals

of Internal Medecine, 123, 518-527).



ITI- As perspectivas de evolugdo das vacinas anti-gripais

Sdo0 actualmente exploradas varias vias de investigacdo com o
objectivo 1) de melhorar a intensidade, a qualidade, e a
duracdo das respostas induzidas pela vacina anti-gripal, e
alargar a sua especificidade; e 2) permitir uma resposta
rédpida em caso de emergéncia de um virus de um novo subtipo
potencialmente pandémico. Os trabalhos respeitantes a
producdo de vacinas vivas, por um lado, e a producdo de virus
vacinais em cultura de células, por outro lado, sdo aqui
abaixo resumidos. Entre as outras vias de investigacéo
exploradas, pode-se citar igualmente a utilizacdo de
adjuvantes, de vacinas sub-unitédrias recombinantes ou de

vacinas polinucleotidicas.

— Produgdo de vacinas vivas

Uma vacina anti-gripal viva ¢é susceptivel de induzir uma
imunidade mais alargada e mais durdvel, em particular devido
a estimulacdo da imunidade por mediacdo celular, e de ser
melhor aceite pela populacéado em geral, dado que é
administrada por via nasal e ndo por via parentérica. Podem
ser actualmente considerados dois tipos de vacinas vivas: as

vacinas vivas atenuadas e as vacinas vivas recombinantes.

Vacinas vivas atenuadas

As estirpes atenuadas s&do obtidas por quimerismo das estirpes
selvagens circulantes com uma estirpe dadora atenuada por
adaptacdo ao frio, cujo genotipo é bem caracterizado, sem no
entanto que as relacdes entre as mutacdes e o fenotipo (de

atenuacdo, de adaptacdo ao frio, de termossensibilidade) néo
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sejam perfeitamente estabelecidas (Keitel et al., 1998,
Textbook of 1Influenza, pp. 373-390. Editado por K. G.
Nicholson, R. G. Webster & A. J. Hay. Oxford, Inglaterra:
Blackwell Science, Ltd.).

O processo de producdo das vacinas atenuadas em ovos de
galinha embrionado ¢ anédlogo aquele descrito acima, sendo
naturalmente suprimida a etapa de inactivacdo do virus. Os
resultados de ensaios clinicos conduzidos recentemente por
laboratdérios americanos indicam que vacinas trivalentes
compostas por estirpes atenuadas administradas por via intra-
nasal sdo inofensivas em adultos, em pessoas idosas e em
criancas, apresentando como Unicos efeitos secundédrios a
irritacdo da garganta e um escorrimento nasal durante os dois
dias ©posteriores a vacinacdo Poderiam ter uma eficécia
protectora superior a das vacinas inactivas, em particular
pelo facto da inducdo de uma resposta mucosal em anticorpos
do tipo IgA, mas o seu potencial de transmissdo e de reversdo
ainda estd prdé documentar. A vacinacdo com auxilio de virus
vivos atenuados é praticada em larga escala na Russia desde
vdrias dezenas de anos, mas ¢ dificil retirar resultados
globais convincentes devido a uma muito grande dispersido das

condicdes utilizadas.

Vacinas vivas recombinadas

A recente optimizacdo de sistemas de genética reversa para oS
virus gripais (Neumann et al., 2001, Virology 287, 243-50)
permite antever a producdo de virus recombinantes no genoma
daqueles com introducéo de modificacbes genéticas
introduzidas especificamente com o objectivo de lhes conferir

propriedades de atenuacdo e de imunogenicidade adequadas.
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Esta abordagem apresentaria uma seguranca acrescida (devido a
auséncia de agentes contaminantes do tipo daqueles gue podem
estar presentes nas recolhas a origem das estirpes virais, e
a possibilidade de minimizar e controlar mais facilmente os
riscos de reversdo do virus vacinal) e permitiria responder
de modo mais especifico a situacdes epidémicas variadas. Os
sistemas de genética inversa que existem actualmente baseiam-
se na utilizacdo do sistema de transcricdo da ARN polimerase
I humana. Devido a uma estreita especificidade de espécie da
ARN polimerase I, a sua utilizacdo estd restrita a células de
origem humana ou de primatas. Poder-se-iam aplicar a producéo
de virus vacinais recombinantes em cultura de células, mas

ndo em ovo embrionado de galinha.

— Produgdo de virus vacinais em cultura de células

As principais vantagens dos ovos embrionados de galinha como
suporte para a producdo de virus gripais vacinais sdo: i) um
rendimento de virus muito elevado; e ii) minimizar o risco de
contaminacdo por agentes patogénicos para o Homem, o que &
particularmente importante ter em conta na perspectiva da
producdo de vacinas ndo inactivadas. A possibilidade de
produzir wvirus vacinais em células cultivadas em meio
desprovido de soro é também explorada. As industrias Baxter e
Solvay recentemente homologaram bancos de células derivadas,
respectivamente, das linhagens Vero e MDCK, para a producgédo
de virus vacinais. Uma vacina produzida em MDCK e inactivada
obteve a autorizacdo de comercializacdo em 2001, mas deixou

de ser comercializada.

O futuro verad provavelmente a co-existéncia no mercado de

varios tipos de vacinas anti-gripais, inactivados ou vivos,
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produzidos em ovo embrionado de galinha ou em células em
cultura, entre as quais algumas se revelardo possivelmente
particularmente indicadas para a vacinacdo de uma certa
categoria de individuos, e menos indicadas para uma outra. Em
caso de pandemia, deverdo ser mobilizados todos os métodos de
producédo disponiveis, em ovos embrionados e em células em

cultura.

A presente invencdo responde a estas necessidades e a outras
necessidades como ficard evidente a uma pessoa competente na

técnica através da leitura da presente descricdo da invencéo.

A presente invencdo refere-se a um polinucledétido, ADN
recombinantes contendo este polinucledétido e a sua
utilizacdo, preferivelmente para a producdo de um virus de

ARN sem “capping” para efeitos de vacinacéo.

Mais especificamente, a presente invencdo tem como objectivo
um polinucledétido isolado ou purificado gque consiste na
sequéncia SEQ ID NO: 1, apresentada na figura 1, ou um
fragmento desta, e qgue possui uma actividade promotora da

transcricéo.

A presente invencdo refere-se igualmente a um polinucledtido
isolado ou purificado que consiste na sequéncia SEQ ID NO: 2,
apresentada na figura 2, ou um fragmento desta, e qgque possui

uma actividade promotora da transcricédo.

A invencdo refere-se entre outros a um ADN recombinante
compreendendo um dos polinucledtidos da invencdo ou um seu
fragmento; um vector compreendendo um dos polinucledtidos da

invencdo ou um ADN recombinante ou um fragmento destes; uma
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célula hospedeira e um ovo embrionado de origem aviaria
contendo o referido vector.

A invencédo incide igualmente sobre a utilizacdo de pelo menos
um dos seguintes elementos para a producdo de uma sequéncia
de interesse tal como por exemplo um virus de ARN sem

“capping” recombinante:

- um polinucledtido segundo a invencédo;

- um ADN recombinante segundo a invencéo;

- um vector segundo a invencado;

- uma célula hospedeira segundo a invencédo; e

- um ovo embrionado de origem avidria segundo a invencéo.

Numa realizacdo particular, a invencdo refere-se a um método
de producdo de virus sem “capping” recombinantes por genética

reversa, caracterizado por compreender as seguintes etapas:

a) introducdo numa célula ou num ovo embrionado de origem
avidria de um ou vArios vectores, compreendendo o ou O0S
referidos vectores um ADN recombinante segundo a invencdo e
0s ADN expressando as proteinas necesséarias a
transcricdo/replicacdo do ARN viral;

b) aplicacdo a célula ou ao ovo obtido em a) de condicdes que
permitam a expressdo de virus recombinantes; e

c) recuperacdo dos virus recombinantes obtidos em b).

Numa utilizacdo preferida, a presente invencdo propde um
método de producdo de virus gripais recombinantes por
genética reversa, caracterizada por compreender as seguintes

etapas:



a) introducdo numa célula avidria ou num ovo embrionado de
galinha de pelo menos um vector compreendendo um ADN
recombinante segundo um modo preferido da invencdo e vectores
expressando as proteinas Pa, PR1l, PB2 e NP de um virus

gripal;

b) aplicacdo a célula ou ao ovo obtido em a) de condicdes que

permitam a expressdo de virus gripais recombinantes; e

c) recuperacdo dos virus recombinantes obtidos em b).

A clonagem do promotor da ARN polimerase I de galinha permite
com vantagem optimizar um sistema de genética reversa
adaptada a producdo de virus vacinais recombinantes em ovo
embrionado de galinha, que poderia revelar-se particularmente

adaptado a producdo de vacinas vivas.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 mostra uma sequéncia (SEQ ID NO: 1) correspondente
ao fragmento AgelI-SacI do ADN gendmico de galinha contendo o

promotor da ARN polimerase I de galinha.

A Figura 2 mostra um segundo fragmento de ADN gendmico de
galinha (BsaI-SacI) a sequéncia SEQ ID NO: 2 contendo o

promotor da ARN polimerase I de galinha.

A Figura 3 mostra o protocolo utilizado para analisar a
eficdcia da transcricdo da sequéncia CAT a partir das

sequéncias derivadas do cosmideo C13-C18.



A Figura 4 mostra os resultados da anédlise iterativa de
fragmentos de restricdo do fragmento PacI/NotI derivado do

cosmideo C13-C18.

A Figura 5 mostra o resultado de reaccdes de sequenciacdo e
de extensdo do iniciador levadas em paralelo, que evidenciam,
no seio do fragmento Agel/SacI, descrito na figura 1, o
principal local de iniciacdo da transcricdo pela ARN

polimerase I da galinha.

A Figura 6 é um esquema que mostra os niveis de CAT medidos
nos extractos citoplasmadticos das células transfectadas com
plasmideos que codificam para pseudo ARN gripais sob controlo
dos promotores Poli humano ou da galinha (em ng/10° células

transfectadas e a 24 h pdés-transfeccédo).

A originalidade da presente invencdo assenta numa sequéncia
polinucleotidica que possuili preferentemente uma actividade
promotora da transcricdo, principalmente as células aviarias.
Os 1inventores identificaram esta sequéncia promotora como

sendo o promotor da ARN polimerase I de galinha.

A invencdo refere-se ainda a implicacdo deste polinucledtido
na producdo de sequ~encias de interesse, tais como por
exemplo virus gripais recombinantes segundo o sistema de

genética reversa.

1. Polinucledétido e ADN recombinante

Segundo um primeiro aspecto, a invencéo visa um
polinucledtido isolado ou purificado que consiste na

sequéncia SEQ ID NO: 1 apresentada na figura 1 ou na
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sequéncia SEQ ID NO: 2 apresentada na figura 2, ou um
fragmento destas. Este polinucledtido, ou um dos seus

fragmentos, possui uma actividade promotora da transcricéo.

Por fragmentos, preferem-se os fragmentos cuja sequéncia
compreende pelo menos 10, 12, 15, 18, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 60, 75 ou 100 nucledtidos consecutivos da sequéncia SEQ
ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2 e possuindo uma actividade promotora

de transcricéo.

Apesar do polinucledétido ou o promotor da invencdo se
caracterizar preferentemente pelo facto de possuir uma
actividade promotora de transcricdo em células aviédrias, este
promotor possui particularmente a capacidade de promover a
transcricdo nas células de aves, e ainda mais particularmente

nas células de galinha.

Por sequéncia nucleotidica, acido nucleico, sequéncia
nucleica ou acido nucleico, polinucledtido, sequéncia
polinucleotidica, termos que serdo empregues indiferentemente
no rpesente pedido, entende-se designar uma encadeamento
preciso de nucledtidos, modificados ou néo, permitindo
definir um fragmento ou uma regido de um polinucledtido,
compreendendo ou ndo nucledtidos ndo naturais, e podendo
corresponder ainda a um cadeia dupla de ADN ou uma cadeia
simples de ADN. Inclui igualmente moléculas de ADN, moléculas
de ARN, ADNc, sequéncias artificiais e todos os fragmentos
destes. Naturalmente, as definicdes “derivado”, “wariante” e
“mutado” aplicam-se igualmente aos polinucledtidos segundo a
presente invencdo. Qualquer polinucledétido que tenha sido
modificado gquimicamente, enzimaticamente ou metabolicamente

mas que conservou as propriedades do polinucledtido de
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origem, ou seja, a actividade promotora de transcricdo nas
células aviarias, estd incluido no Aambito da presente

invencédo.

Deve ser entendido que a presente invencdo ndo se refere as
sequéncias nucleotidicas no seu ambinete cromossédmico
natural, ou seja, o estado natural. Trata-se de sequéncias
que foram isoladas e/ou purificadas, ou seja que foram
recolhidas directamente ou indirectamente, por exemplo por
clonagem, amplificacdo e/ou sintese quimica, tendo o seu
ambiente pelo menos parcialmente modificado. Deve ser
entendido que um polinuclebdétido que ¢é introduzido num
organismo por transformacdes, manipulacdo genética ou por
qualgquer outro método de recombinacdo ¢ “isolado” mesmo se

estd presente no referido organismo.

As sequéncias promotoras segundo a invencéo possuem
preferentemente uma sequéncia de ADN gue apresenta uma
percentagem de identidade superior a 70 % com uma ou outra
das sequéncias SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2 descritas nas
figuras 1 e 2. Mais particularmente, as sequéncias promotoras
da invencdo apresentam uma percentagem de identidade de mais
de 80 %, e ainda mais preferentemente de 90 % com uma ou
outra das sequéncias SEQ ID NO: 1 ou SEQ ID NO: 2 descritas
nas figuras 1 e 2, ou um fragmento destas. Por «percentagem
de identidade», entende-se uma percentagem que indica o grau
de identidade entre duas sequéncias de é&acidos nucleicos ao
longo das sequéncias na sua totalidade. Se as sequéncias
consideradas forem de tamanhos diferentes, a percentagem de
identidade ¢é expressa em funcdo do comprimento total da

sequéncia mais curta. Para <calcular a ©percentagem de

identidade, as duas sequéncias s&do sobrepostas de modo a
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maximizar o numero de bases idénticas permitindo intervalos,
dividindo-se depois o numero de bases idénticas pelo numero

total de bases da sequéncia mais curta.

Um outro aspecto da invencdo refere-se a um ADN recombinante

compreendendo um polinucledétido tal como definido acima.

Este ADN recombinante pode conter, por exemplo, a sequéncia
promotora SEQ ID NO: 1 apresentada na figura 1 ou SEQ ID NO:
2 apresentada na figura 2, ou um derivado destas, na qual é
inserido um local de clonagem, facilitando assim a utilizacé&o
desta sequéncia como promotor «portdtil». Segundo um modo
preferido, o ADN recombinante da presente invencdo contém
entre outros uma sequéncia a transcrever. Por «sequéncia a
transcrever» ou «sequéncia de interesse», entende-se uma
sequéncia que pode servir de matriz para sintetizar moléculas
de ARN sem “capping”, ou seja cujas extremidades do produto
de transcricdo ndo contenham nucledétidos suplementares. Mais
preferentemente, a sequéncia a transcrever é& um ADNc de virus
de ARN com polaridade negativa, tal como um ortomixovirus ou
um paramixovirus. A titulo de exemplo, o ortomixovirus € um
Influenza, preferivelmente do tipo A, enquanto que o
paramixovirus ¢é preferentemente escolhido entre o género
Rubulavirus (preferivelmente o virus da papeira ou o virus da
doenca de Newcastle), 0 género dos Morbilivirus
(preferencialmente o virus da rubéola), 0 género dos
Pneumovirus (preferentemente o virus respiratdrio sincicial)
ou o género dos Metapneumovirus. Segundo um modo preferido da
invencédo, o ADN recombinante é caracterizado por expressar um
ARNv de um ortomixovirus, tal como um virus gripal e
preferentemente um ARNv escolhido entre os segmentos do ARNv

1 a 8 do wvirus Influenza. A «sequéncia a transcrever» ou a
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«sequéncia de 1interesse» pode igualmente servir para a
producdo de ARN anti-senso, ou seja, cuja estrutura assegura,
por hibridacdo com a sequéncia alvo (por exemplo um virus de
ARN com polaridade negativa) uma inibicdo da replicacédo ou
transcricdo de um ARN viral ou uma inibicdo da expressido do

produto proteico correspondente.

A presente invencdo refere-se igualmente a vectores contendo
ADN recombinantes como descritos anteriormente. Estes
vectores permitem a introducdo e eventualmente a expressido da
sequéncia a transcrever numa célula hospedeira. Como exemplo
de vectores, pode citar-se os vectores de expressdo
plasmidicos, os vectores virais, 08 vectores integrativos e
0s vectores autossémicos. Mais particularmente, um vector
segundo a presente invencdo ¢ o plasmideo pGEM-ChPolI-C15.
Este plasmideo estd contido na estirpe pGEM-ChPolI-Cl5-E.coli
1305 depositada segundo o tratado de Budapeste na Coleccéo
Nacional de Culturas de Microrganismos (CNCM) Institut
Pasteur 28, rua do Dr. Roux, 75724 PARIS (Franca) a 24 de
Fevereiro de 2003 com o numero I-2976. O plasmideo pGEM-
ChPoll-Cl15 ¢é derivado do plasmideo pGEM52F+ (Promega). Um
fragmento de restricdo Eael de 524 pb derivado da sequéncia
que codifica para a cloramfenicol acetil transferase
bacteriana (CAT) foi clonado no local NotI de pGEM52F+. Um
fragmento de restricdo Agel-Sacl derivado do cosmideo C13-C18
foi clonado ao nivel do local EcoRI de pGEM52F+, a montante
da insercdo CAT. Este fragmento de 1260 pb contém o promotor

minimo da ARN polimerase I de galinha da presente invencéo.

A invencdo refere-se também a producdo de aves transgénicas

que expressam sob o controlo do promotor Poll dos ARN que
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conferem uma resisténcia contra infecc¢des por microrganismos

patogénicos, em particular contra os virus gripais aviédrios.

2. Célula e ovo embrionado de origem avidaria

Segundo um outro aspecto, a invencdo refere-se a células
transformadas com um vector tal como descrito anteriormente.
Preferivelmente, a célula hospedeira assim transformada & de
origem avidria. Segundo uma variante preferida da invencédo, a
célula hospedeira ¢ uma célula de ave, e ainda mais
preferentemente uma célula de galinha. Entende-se gque no
sentido da presente invencéao as células hospedeiras
transformadas o sdo preferentemente de modo estdvel. No
entanto, ¢ concebivel fornecer células transformadas de modo

transitdério.

Segundo um aspecto conexo, a presente invencdo refere-se
igualmente a ovos embrionados «transfectados» de origem
avidria (preferentemente de galinha). Mais particularmente,
os ovos embrionados da presente invencdo compreendem um

vector tal como descrito anteriormente.

Os processos utilizados para introduzir um vector tal como
descrito anteriormente numa célula hospedeira ou num 0VO
embrionado segundo a presente invencéao assentam nos
conhecimentos gerais de alguém perito na técnica em matéria
de transfeccdo celular e de incubacdo de ovos, € nado serao

entdo descritos em mais detalhe.
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3. Métodos e procedimento de utilizagédo

Segundo um outro aspecto, a invencdo refere-se a producdo de
sequéncias de 1interesse tais como por exemplo de virus
vacinais recombinantes, e mais particularmente a producdo de
um virus de ARN sem “capping” recombinante. Num aspecto
suplementar, a invencdo visa a utilizacdo de pelo menos um
dos seguintes elementos para a producdo de uma sequéncia de
interesse, por exemplo de um virus de ARN sem “capping”

recombinante:

- um polinucledtido segundo a invencédo;

- um ADN recombinante segundo a invencéo;

- um vector segundo a invencédo;

- uma célula hospedeira segundo a invencédo; e

- um ovo embrionado de origem avidria segundo a invencéo.

Num aspecto conexo, a presente invencdo propde um método de
producdo de virus sem “capping” recombinantes. Tal producéo
baseia-se no sistema de producdo de virus recombinantes por
genética reversa tal como descrito anteriormente. Mais
particularmente, o método segundo a presente invencéao

compreende as seguintes etapas:

a) introducdo numa célula ou num ovo embrionado de origem
avidria de um ou vVArios vectores, compreendendo o ou O0S
referidos vectores um ADN recombinante segundo a invencdo e
ofS ADN expressando as proteinas necessarias a
transcricdo/replicacdo do ARN viral (como por exemplo as
proteinas PA, PB1l, PB2 e NP de um virus gripal);

b) aplicacdo a célula ou ao ovo obtido em a) de condicdes que

permitam a expressdo de virus recombinantes; e
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c) recuperacdo dos virus recombinantes obtidos em b).

Compreende-se que na etapa a), todos os ADN (ADN recombinante
segundo a 1invencdo e os ADN gue expressam as proteinas
necessarias a transcricdo/replicacdo do ARN viral) podem ser
transportados por um uUnico vector ou por dois vectores ou

mais.

Segundo uma utilizacdo preferida, a presente invencdo propde
igualmente um  método de producéo de virus gripais
recombinantes, caracterizada por compreender as seguintes

etapas:

a) introducdo numa célula avidria ou num ovo embrionado de
galinha de pelo menos um vector compreendendo um ADN
recombinante expressando um ARNv de um virus gripal e
vectores expressando as proteinas PA, PBl, PB2 e NP de um
virus gripal tal como Influenza, preferivelmente do tipo A;

b) aplicacdo a célula ou ao ovo obtido em a) de condicdes que
permitam a expressdo de virus gripais recombinantes; e

c) recuperacdo dos virus recombinantes obtidos em b).

Compreende-se que a etapa c¢) dos métodos da invencdo, ou
seja, a recuperacdo dos virus recombinantes, pode ter lugar
directamente em células, apds lise celular, ou entdo a partir
do sobrenadante. No caso em que sdo utilizados ovos
embrionados, um perito na técnica saberd quais os métodos a
utilizar para recuperar ©0s virus recombinantes assim

produzidos.

Os exemplos que se seguem servem para ilustrar a extensdo da

utilizacdo da presente invencdo e ndo a limitar o seu
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alcance. Apesar de se poderem utilizar outros métodos ou
produtos equivalentes aqueles que se encontram abaixo para
testar ou realizar a presente invencdo, sdo descritos o

material e os métodos preferidos.

Os exemplos seguintes permitirdo evidenciar outras

caracteristicas e vantagens da presente invencéo.

EXEMPLOS

Os exemplos que se seguem servem para ilustrar a extensdo da
utilizacdo da presente invencdo e ndo a limitar o seu
alcance. Apesar de se poderem utilizar outros métodos ou
produtos equivalentes aqueles que se encontram abaixo para
testar ou realizar a presente invencdo, sdo descritos o

material e os métodos preferidos.

Os sistemas de genética reversa utilizados de modo a obter os
virus gripais recombinantes a partir de ADNc clonados
assentam todos na transfeccdo de plasmideos que codificam
para os ARN virais (ARNv) sob o controlo do promotor da ARN
polimerase I humana (Neumann et al., PNAS 96: 9345-50, 1999 ;
Fodor et al., J. Virol. 73:9679-82, 1999; Hoffman et al.,
PNAS 97:6108-13, 2000) . A utilizacéao deste promotor
justifica-se pelo facto das extremidades do produto de
transcricdo ndo deverem conter nucledtidos suplementares (se
tal nd3o for o caso, o0s sinais de transcricdo/replicacdo
localizados ao nivel das extremidades 5’ e 3 nao

codificantes dos ARNv deixam de ser funcionais).

A utilizacdo do promotor da ARN polimerase I humana assegura

a iniciacdo da transcricdo num local muito preciso, e assim a
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exactiddo da extremidade 5’ dos ARNv sintetizados nas células
transfectadas. Mas este tipo de sistema apenas pode ser
aplicado em células de origem humana ou simia, devido a muito
estreita especificidade de espécie dos promotores das ARN
polimerase I (Heix e Grummt, Curr. Op. Gent. Dev. 5:652-56,

1995).

Ou, dispor de um sistema de genética reversa aplicéavel as
células aviarias gque poderiam abrir a via a producdo de
vacinas gripais recombinantes em ovos de galinha embrionados,
unico suporte actualmente autorizado para a producdo de uma
vacina gripal nos Estados Unidos. A vacinacdo constitui
actualmente o Unico método de prevencdo contra a gripe e é
fortemente recomendada para individuos de certas categorias
de grupos de risco. O fabrico da wvacina assenta na
multiplicacdo de estirpes vacinais em ovos embrionados, e
necessita, a cada reactualizacdo da composicdo vacinal, de
seleccionar virus qguimeras possuindo os segmentos HA e NA
representativos das estirpes circulantes, derivando os outros
segmentos de uma estirpe dadora adaptada ao crescimento em
ovo. Poderia ser wvantajoso substituir o processo longo e
aleatdério pela producdo de virus quimeras por genética

reversa em ovo embrionado.

Assim, na perspectiva de optimizar um sistema de producédo de
virus gripais recombinantes por genética reversa em células
aviarias, os inventores empreenderam a clonagem do promotor
da ARN polimerase I de galinha. Actualmente n&o era
realizavel uma clonagem por PCR com base nas homologias entre
as sequéncias nucleotidicas dos promotores Poll clonados,
dados que os sistemas de transcricdo Poll sdo extremamente

divergentes de uma espécie para outra. Procederam a um
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processo de triagem da totalidade ou de parte do genoma de

galinha.

1) Obtengdo do cosmideo C13-18

A cartografia do genoma de galinha indicava que os genes que
codificam para os ARN ribossomais (local NOR) se situavam no
cromossoma 16, na proximidade do local de genes do complexo
de histocompatibilidade (Schmid et al., Cytogenet. Cell
Genet., 90:169-218, 2000). O laboratdério do Pr. H. Auffray,
cujo trabalho no Instituto Gustave Roussy de Villejuif tem
uma parte que incide sobre o) complexo maior de
histocompatibilidade, publicou em 1988 dados relativos a um
cosmideo recombinante (¢13-18) que contém 30 kb de ADN
gendmico de galinha, entre os quais o0s genes do complexo
maior de histocompatibilidade, mas também varias unidades de
transcricdo do local NOR, e por consequéncia pelo menos um
exemplar do promotor Poll (Guillemot et al., EMBO J., 7:2775-
85, 1988). Este cosmideo foi gentilmente fornecido por R.

Z00rob.

2) Andlise do cosmideo C13-18 por “Southern blot”

O cosmideo (C13-18 foi analisado prdé “Southern blot” apds
digestdo pelos enzimas de restricdo NotI, PacI, e SfiI,
isoladamente ou em combinacdo, e utilizando como sonda
oligonucledtidos escolhidos em bases de dados de sequenciacéo
parcial dos ARN ribossomais de galinha disponiveis nos bancos

de dados:

oligonucleétido 28S/+/2 : 5/ -GAGTCAGCCCTCGACACAAGCTTTTG-3’
(SEQ ID NO: 3);
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oligonucledétido 18S/-/1.5 : 5’-CTACTGGCAGGATCAACCAGGT-3’ (SEQ
ID NO: 4); e

oligonucledétido 18S/-/4 : 5’ -TAGAGGAGAACGCGACCTCGAGAC-3’ (SEQ
ID NO: 5).

Esta anélise permitiu reconstituir o mapa de restricgédo
grosseiro do cosmideo C13-18, e posicionar os ARN ribossomais
185 e 28S em relacdo aos diversos 1locais de restricéao
localizados no cosmideo. Resultou na identificacdo de um
fragmento PacI-NotI de cerca de 16 kb correspondente a maior
parte de uma regido intergénica, e por consequéncia muito
susceptivel de conter uma cépia da sequéncia do promotor

PolI.

3) Clonagem do fragmento de restrigdo PacI-NotI num vector
“repdrter”, e evidenciagdo da presenga de um promotor de

transcrigdo no seio do fragmento PacI-NotI

A fim de se testar a presenca da sequéncia do promotor PolI
no seio do fragmento de restricdo PacI-NotI, os inventores
procuraram clonar este Ultimo a montante de uma sequéncia

repdrter.

Com este objectivo, foi modificado o cosmideo pTCEF (Grosveld
et al., 1982, Nucleic Acids Res., 10, 6715-32), que possui um
unico local de clonagem Sall, por insercdo de uma sequéncia
sintética que contém miltiplos locais de clonagem (Stul-PacI-

NotI-PmeI) ao nivel do local Sall.

O fragmento PacI-NotI de 16 kb derivado de C13-18 foi clonado
no cosmideo pTCF modificado, ao nivel dos locais PacI e NotlI

introduzidos de novo. Foram seleccionados doils clones de
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cosmideos recombinantes pTCF- (PacI-NotI) (n°® 2.5 e 2.7).
Depois, foi clonado um fragmento de restricdo Eael de 500pb,
derivado do gene bacteriano da cloramfenicol acetil
transferase (CAT) e foi clonado ao nivel do local NotI dos
cosmideos pTCF-(PacI-NotI), numa e noutra orientacdo. Foram
seleccionados quatro cosmideos recombinantes: n® 2.5.3 e n°
2.7.13 (CAT em orientacdo +), n® 2.5.4 e n°® 2.7.16 (CAT em

orientacdo -).

De modo a se testar a presenca da sequéncia do promotor Poll
no seio do fragmento de restricdo PacI-NotI, transfectaram-se
células de 1linha QT6 (fibrossarcoma de codorniz) com os
cosmideos pPTCF-(PacI-NotI)-CAT (+) e pTCF-(PacI-NotI)-CAT(-).
Os ARN foram extraidos das células 24 horas apdbds a
transfeccdo com auxilio do reagente “IriZol” (Gibco-BRL) e
tratados com DNase (RNase-free DNase, Ambion) de modo a
eliminar as moléculas de cosmideo contaminante das
preparacdes de ARN. Os ARN foram colocados sobre uma membrana
de nylon (Hybond N+, Amersham) a razdo de 5 pg por ponto, e
hibridados com uma ribossonda marcada com 32P, correspondente
a sequéncia CAT (+). Foram obtidos sinais positivos com os ARN
preparados a partir de células transfectadas com os cosmideos
PTCF- (PAcI-NotI)-CAT (-) n° 2.5.4 e 2.7.1l0, sugerindo a
presenca de um promotor de transcricdo no fragmento de
restricdo PacI-NotI. Nestas primeiras experiéncias, a razéo
sinal/ruido de fundo era no entanto bastante fraca. Foi
melhorada nas experiéncias seguintes apds optimizacdo das
condicbes de tratamento dos ARN com DNase (durante 2 vezes 1
hora a 37°C na presenca de 8 unidades de enzima) e das
condicdes de hibridacéao e de lavagem das membranas
(hibridacdo durante a noite a 65°C num tampdo formamida 50 %,

SSC b5x, Denhart 5x, SDS 0,5 %; 2 lavagens de 10 min a
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temperatura ambiente num tampdo SSC 2x, SDS 0,1 %, seguidas
de 2 lavagens de 10 min a 65°C num tampdo SSC 0,2x, SDS 0,1
%). A metodologia, que foi aplicada de seguida de modo
interactivo para examinar a presenca de um promotor de
transcricéo nos fragmentos de restricéo derivados do
fragmento  PacI-NotI, é recapitulada na figura 3. Os
resultados obtidos s&o detalhados abaixo, e recapitulados na

figura 4.

4) Criagdo de delegdes parciais no interior do fragmento de
restrigédo PacI-NotI clonado no vector repdrter, e
evidenciagdo da presenga de um promotor de transcrigdo num

fragmento SfiI-NotI de cerca de 6 kb

De modo a identificar mais precisamente a regido do fragmento
PacI-NotI contendo o promotor, foram obtidas delecdes
parciais do fragmento PacI-NotI por digestdo dos cosmideos
PTCF- (PacI-NotI)-CAT(-) n°® 2.7.16 e pTCF-(PacI-NotI)-CAT (+)

nO

2.7.13 com as combinacdes de enzimas PacI-Sfil ou SfiI-
NotI (estando o local Sfil situado no seio do frgmento Pacl-
NotI), enchimento das extremidades com auxilio da sub-unidade
de Kleenow do ADN Poll de E.coli, e religacdo das moléculas
obtidas a elas mesmas. A presenca de um promotor da
transcricdo no seio dos cosmideos deletados foi testada
utilizando uma metodologia descrita aqui acima (transfeccéo
das células QT6 e analise dos ARN extraidos das células
transfectadas por hibridacéo com uma sonda  CAT). Os
resultados obtidos sugeriram que um promotor de transcrigédo

estava presente nos cosmideos tendo retido a porcdo SfiI-Notl

(de cerca de 6 kb) do fragmento PacI-NotTI.
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5) Andlise iterativa de fragmentos de restrigdo derivados do
fragmento SfiI-NotI, e evidenciagdo da presenga de um

promotor da transcrig¢do num fragmento AgeI-SacI de 1200 pb

Nesta etapa, de modo a prosseguir com a andlise de fragmentos
de restricdo derivados do fragmento SfiI-Notl segundo a mesma
metodologia, foi construido wum novo vector repdrter. Com
efeito, os fragmentos de restricdo analisados tinham a partir
dagqui uma dimensdo suficientemente reduzida para poderem ser

clonados num plasmideo.

Este novo vector vrepdrter foi construido a partir do
plasmideo pGEM-S-zf" (Promega) , no qual foi clonado o
fragmento Eael de 500 pb derivado do gene bacteriano CAT na
orientacdo (+) ao nivel do local unico NotI. Foi apenas
utilizada esta orientacdo da sequéncia CAT no vector
repdérter, uma vez Jgue as experiéncias anteriores tinham
indicado que o par sequéncia repdrter CAT (+) / ribossonda
CAT (=) originavam resultados mais especificos e
reprodutiveis do gque o par sequéncia repdrter CAT (-

y/ribossonda CAT (+).

Os fragmentos de restricdo SfilI-Sacl (na pratica, um
fragmento Stul-SacI incluindo o fragmento Sfil-SacI) e
SacINotI derivados do framgneot SfiI-NotI foram sub-clonados
ao nivel da posicdo EcoRV do vector pGEM-CAT(+) (clone n® 9),
situado a montante da sequéncia repdrter CAT. Através da
metodologia descrita acima, a presenca de um promotor de
transcricdo foi evidenciada no fragmento StulI-SacI, clonado

no plasmideo pGEM- (Stul-SacI)-CAT(+) (clone n° 12).
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Foi estabelecido um mapa de restricdo do fragmento Stul-SacI,
baseado nas digestdes do plasmideo pGEM- (Stul-Sacl)-CAT(+) n°
12 com os enzimas de restricdo Smal e Agel. Dois framentos de
restricdo Smal-Smal, um fragmento de restricdo Agel-Agel, e ©
fragmento Stul-Sacl deletado deste fragmento de restricéo

o

Agel-Agel, foram sub-clonados no vector pGEM-CAT(+) n® 9 ao
nivel do local EcoRV. A presenca de um promotor de
transcricdo foi evidenciada no fragmento Stul-SacIl deletado
do fragmento Agel-Agel, clonado no plasmideo denominado por

comodidade V12-Agel (clone n° 29).

O fragmento Stul-Sacl deletado foi recortado em dois
fragmentos Stul-Agel e Agel-Sacl, obtidos por digestdo do
plasmideo V12-Agel n°® 29 pelos enzimas de restricdo Ncol +
Agel por um lado (para o fragmento Stul-Agel), e Agel + NotI
por outro lado (para o fragmento AgeIl-SacI). Cada um dos dois
fragmentos foi sub-clonado no vector pGEM-CAT(+) ao nivel do
local EcoRV. A presenca de um promotor de transcricdo foi
evidenciada no fragmento AgeI-SacI de 1200 pb, clonado no

plasmideo pGEM- (AgcI-SacI)-CAT(+) (clone n°® 15).

6) Sequenciagdo do fragmento AgeI-SacI, e determinagdo do
ponto de iniciagdo da transcrigdo pela técnica de extensdo de

iniciador

O fragmento Agel-Sacl clonado no plasmideo pGEM- (AgcI-SacI)-
CAT (+) n°® 15 foi sequenciado. A sequéncia é representada na

figura 1 (SEQ ID NO: 1).

Os 800 pb distais desta sequéncia contém 8 repeticdes de uma
sequéncia de cerca de 90 nucledtidos, o que é caracteristico

dos promotores Poli: com efeito, a presenca das sequéncias
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activadoras repetidas a montante do local de iniciacdo da
transcricédo foi descrita para varios promotores Poli
derivados de outras espécies (Paule M., 1998, Promoter
Structure of Class I Genes. Em Transcription of Ribosomal RNA
Genes by Eukaryotic RNA Polymerase I. Editado por M. R.
Paule: Springer-Verlag e R.G. Landes Company).

O local preciso da iniciacdo da transcricdo do promotor Poli
de galinha foi entdo procurado nos 400 pb préximos do
fragmento Agel-SacI, pela técnica de extensdo de iniciador.
Um oligonucledtido complementar da sequéncia CAT transcrita a
partir do plasmideo pGEM- (AgeI-SacI)-CAT (+) (sequéncia SEQ ID
NO: 6 : 5'-ATGTTCTTTACGATGCGATTGGG-3’) foi marcado com “?P na
sua extremidade 5’ com auxilio da polinucledtido cinase do
fago T4 (Biolabs) e utilizado em duas reaccdes em paralelo:
1) como iniciador para a extensdo de um ADN complementar dos
ARN CAT extraidos de células QT6 transfectadas <com o
plasmideo pGEM-(AgcI-SacI)-CAT(+) n°® 15, na presenca de
transcriptase reversa (SuperScript II, Invitrogen), e 2) como
iniciador para a sequenciacdo do plasmideo pGEM- (AgcI-Sacl)-
CAT (+) n° 15 com auxilio do kit «T7 Sequencing Kit»
(Pharmacia Biotech). Foi detectado um tUnico produto de
transcricdo na reaccdo de extensdo do iniciador, confirmando
a existéncia de um local de iniciacdo da transcricdo preciso.
Este ultimo foi localizado numa regido rica em A e T, em
concordancia com os dados disponiveis para os promotores Poll
derivados de outras espécies, situado a cerca de 200 pb do

oligonucledétido utilizado como iniciador.

Em paralelo, a anadlise de fragmentos de restricdo derivados
do fragmento Agel-Sacl foi prosseguida a fim de delimitar o

promotor minimo (que corresponde a uma regido da ordem dos
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250 pb para os promotores Poli de outras espécies) (ver
figura 5). O fragmento Agel-Sacl foi recortado em trés
fragmentos AgelI-Bsal, BsalI-Bsal e Bsal-Sacl, obtidos por
digestdo do plasmideo pGEM-(AgcI-SacI)-CAT(+) n° 15 pelos
enzimas de restricdo Ncol + Bsal por um lado (para os
fragmentos Agel-Bsal e Bsal-Bsal), e Bsal + Notl por outro
lado (para o fragmento Bsal-SacI). Cada um dos dois
fragmentos foi sub-clonado no vector pGEM-CAT (+) ao nivel do
local EcoRV. Apenas o fragmento Bsal-Sacl de serca de 600 pb
(figura 2), <clonado no plasmideo pPGEM-(Bsal-SacI)-CAT (+)
(clone n°® 16), permite a transcricdo da sequéncia repdrter
CAT, o que é perfeitamente coerente com o facto de se tratar
do fragmento proximal no qual estd localizado o local de

iniciacdo da transcricéo.

O nucledtido +1 no local de iniciacdo da transcricdo foi
determinado pela técnica de extensdo do iniciador, utilizando
um oligonucledétido situada a cerca de cinquenta pares de
bases a jusante da regido de iniciacdo (ver figura 5). Este
oligonucledtido de sequéncia SEQ ID NO: 7 (57 -
GGCCGGTCAACCCTGCTC-3’) foi marcado com °’P na sua extremidade
5’ com auxilio da polinucledétido cinase do fago T4 (Biolabs)
e utilizado em duas reaccdes em paralelo: 1) como iniciador
para a extensdo de um ADN complementar dos ARN CAT extraidos
de células QT6 transfectadas com o plasmideo pGEM-(AgcI-
SacI)-CAT(+) n® 15, na presenca de transcriptase reversa
(SuperScript II, Invitrogen), e 2) como iniciador para a
sequenciacdo do plasmideo pGEM- (AgcI-SacI)-CAT(+) n® 15 com
auxilio do kit «T7 Sequencing Kit» (Pharmacia Biotech). Foi
detectado um produto de transcricéo maioritéario,
correspondente a um local de iniciacdo gque possui um ambiente

nucleotidico caracteristico (nucledtidos sublinhados abaixo)
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da sequéncia consenso estabelecida apds as sequéncias de

promotores Poll de outras espécies:

TTATATOTIOGTIC T G AGGAGU G A QG TG A GYG* ACTCGGET ([EQ
DN ]

Deve notar-se que foram no entanto detectados trés outros
tipos de produtos de transcricdo, minoritérios, nesta
experiéncia de extensdo de iniciador, correspondendo a uma
iniciacdo nos nucledtidos -1, +13 e +14 (nucledétidos marcados

por um asterisco acima).

Foram construidos plasmideos destinados a expressar um ARN
pseudo-gripal portador da sequéncia do gene repdrter CAT sob
o controlo do promotor Poll de galinha com base no modelo do
plasmideo pPolI-CAT-Rz concebido por Pleschka et al. Com
auxilio do promotor PolI humano (1996, J. Virol., 70:4188-
92): estes plasmideos (pPR7-C16-CAT-Rz e pPR7-AC16-CAT-Rz)
contém as sequéncias que codificam para o gene CAT, clonados
em anti-senso, e flanqueados pelas sequéncias 5’ e 3’ néo
codificantes derivadas do segmento gendmico NS de um virus
gripal humano do tipo A; o posicionamento da extremidade 5’
ndo codificante exactamente a montante do nocledétido -1 do
promotor Poll de galinha, por um lado, e a insercédo da
sequéncia ribozima do virus da hepatite O na extremidade 3’
ndo codificante, por outro lado, s&o destinados a assegurar a
exactiddo das extremidades do produto de transcricdo. O
plasmideo pPR7-Cl6-CAT-Rz contém os nt-1 a -425 do promotor
PolI de galinha, enquanto que o plasmideo pPR7-ACl16-CAT-Rz
apenas contém os nt -1 a -246 (para outras espécies, a
dimensdo do promotor Poll minimo foi estimada a cerca de 250

nt) .
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Os plasmideos pPolI-CAT-Rz (promotor PolI humano), pPR7-Clo-
CAT-Rz ou pPR7-AC16-CAT-Rz (promotor PolI) avidrio foram
transfectados em células aviarias QT6 ou em células de
primata COS-1, em simultdneo com plasmideos que codificam
para as proteinas PB1, PB2, PA e NP de um virus gripal. Se as
células transfectadas expressam ARN pseudo-gripais correctos
ao nivel das extremidades 5’ e 3’ ndo codificantes, e
simultaneamente as proteinas PR1, PB2, PA e NP, o0s ARN
pseudo-gripais podem ser transcritos e replicados, e a
eficdcia do processo de transcricdo/replicacdo pode ser
estimado através da medicdo do nivel de proteina CAT nas
células transfectadas. Os niveis de proteina CAT foram entéo
medidos por ELISA nos extractos citoplasmaticos

transfectados, preparados 24 horas apds a transfeccédo.

Os niveis de CAT medidos na presenca do plasmideo pPolI-CAT-
Rz eram da ordem de 2OOng/1O6 células transfectadas quando se
tratavam de c¢élulas COS-1, enquanto gue eram muito baixos
(<O,O6ng/106 células transfectadas) quando se tratam de

células QT6 (figura 6).

Pelo contrario, os niveis de CAT medidos na presenca dos
plasmideos pPolI-Cl6-CAT-Rz e pPolI-ACl6-CAT-Rz eram muito
baixos (<0,06ng/10° células transfectadas) em células COS-1,
mas eram da ordem de, respectivamente, 200 e 1OOng/lO6

células nas células QT6 (figura 6).

Estes resultados estabelecem gque as sequéncias do promotor
PolI de galinha clonadas nos plasmideos pPolI-Cl16-CAT-Rz e
PPolI-AC16-CAT-Rz permitem, apds transfeccdo em células de
origem avidria, a transcricdo in vivo de mini-réplicdes

comportando os sinais de replicacdo de um virus gripal de
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tipo A. Abrem entdo via ao desenvolvimento de sistemas de
genética reversa que permitem obter virus gripais
recombinantes em células aviarias em cultura, ou directamente

em ovos embrionados de galinha.
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REIVINDICAGOES

1. Polinucleétido isolado ou purificado consistindo na
sequéncia SEQ ID NO: 1 ou de um fragmento deste constituido
por pelo menos 10 nucledtidos consecutivos da sequéncia SEQ

ID NO: 1 e possuindo uma actividade promotora da transcricao.

2. Polinucleétido isolado ou purificado consistindo na
sequéncia SEQ ID NO: 2 ou de um fragmento deste constituido
por pelo menos 10 nucledtidos consecutivos da sequéncia SEQ

ID NO: 2 e possuindo uma actividade promotora da transcricao.

3. Polinucledtido segundo a reivindicacao 1 ou 2,
caracterizado por possuir uma actividade promotora da
transcricdo nas células aviarias, preferencialmente em
células de aves de criacado, e mais particularmente em células

de galinha.

4. ADN recombinante compreendendo um dos polinucledtidos

definidos nas reivindicacdes 1 a 3.

5. ADN recombinante segundo a reivindicacgao 4,
caracterizado por compreender entre outros uma sequéncia para

transcricao.

6. ADN recombinante segundo a reivindicacao 5,
caracterizado pela sequéncia para transcricado ser um ADNc de

virus de ARN sem “capping”.

7. ADN recombinante segundo a reivindicacao 6,
caracterizado pela sequéncia para transcricgcdo ser um ADNc de

virus de ARN de polaridade negativa.
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8. ADN recombinante segundo a reivindicacao 7,
caracterizado pelo virus de ARN de polaridade negativa ser um

ortomixovirus ou um paramixovirus.

9. ADN recombinante segundo a reivindicacgao 8,
caracterizado pelo ortomixovirus ser um virus de Influenza,

preferivelmente de tipo A.

10. ADN recombinante segundo a reivindicacao 9,
caracterizado por expressar um ARNv de um ortomixovirus, tal
como virus gripal e preferivelmente um ARNv escolhido entre

08 segmentos de ARNv 1 a 8 do virus de Influenza.

11. ADN recombinante segundo a reivindicacao 8,
caracterizado pelo paramixovirus ser escolhido entre o género
dos Rubulavirus tal como o virus da papeira e o virus da
doenca de Newcastle, o género dos Morbilivirus tal como o
virus da rubéola, o género dos Pneumovirus tal como o virus

respiratdédrio sincicial e o género dos Metapneumovirus.

12. Vector compreendendo um polinucledétido segundo qualgquer
uma das reivindicagbes 1 a 3 e/ou um ADN recombinante segundo

qualgquer uma das reivindicacdes 4 a 11.

13. Células hospedeiras compreendendo um vector segundo a

reivindicacao 12.

14. Célula hospedeira segundo a reivindicacéao 13,

caracterizada por ser de origem aviaria.



15. Célula hospedeira segundo a reivindicacao 14,
caracterizada por ser uma célula aves de criacgdo, e mais

particularmente de galinha.

16. Ovo embrionado de origem avidria compreendendo um vector

segundo a reivindicacgao 12.

17. Utilizacdo de pelo menos um dos elementos seguintes para
a producdo de um virus de ARN com polaridade negativa

recombinante:

- um polinucledétido segundo qualgquer uma das reivindicacgdes 1
a 3;

- um ADN recombinante segundo gualquer uma das reivindicacdes
4 a 11;

- um vector segundo a reivindicacgédo 12;

- uma célula hospedeira segundo qualqgquer uma das
reivindicacdes 13 a 15; e

- um ovo embrionado segundo a reivindicacao 16.

18. Método de preparacao de virus gripais recombinantes por
genética reversa, caracterizado por compreender as seguintes

etapas:

a) introdugdo numa célula avidria ou num ovo embrionado de
origem avidria de pelo menos um vector compreendendo um ADN
recombinante tal como definido na reivindicacao 9 e vectores
expressando as proteinas PA, PRBRl, PB2 e NP de um virus
gripal;

b) aplicacdo a célula ou ao ovo obtido em a) de condigdes que
permitam a expressado de virus gripails recombinantes; e

c) recuperacgao dos virus gripais recombinantes obtidos em b).
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19. Método segundo a reivindicacadao 18, caracterizado pela
célula ser uma célula de ave de criacao, e mais

particularmente de galinha.

20. Método segundo a reivindicagao 18, caracterizado pelo

virus gripal ser o Influenza, preferivelmente do tipo A.

21. Método de preparacao de virus sem “capping”
recombinantes por genética reversa, caracterizado por
compreender as seguintes etapas:

a) introdugdo numa célula avidria ou num ovo embrionado de
origem avidria de um ou de varios vectores, compreendendo ©
referido ou os referidos vectores um ADN recombinante segundo
qualguer uma das reivindicacgdes 4 a 11 e os ADN gue expressam
as proteinas necessdrias a transcricgao/replicacdo do ARN
viral;

b) aplicacdo a célula ou ao ovo obtido em a) de condicdes que
permitam a expressao de virus gripais recombinantes; e

c) recuperacao dos virus gripais recombinantes obtidos em b).

22. Polinucledtido segundo a reivindicacao 1 ou 2,
caracterizado por estar contido na estirpe pGEM-ChP0olI-C15-
E.coli 1305 depositada na CNCM a 24 de Fevereiro de 2003 com

o0 numero I-2976.
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TECECGGCEECEECTAGRBG T CRCTRCORTE TEEEC oSS ANANGEOS G AALEETOTACS
CHGCTCCGACEEELCTCETCOGRCTCRETOECTCUGLEBOSHRGI TARGESTLOOTROR
GEEGUGETCTCEABRARCGGUERARACEETCTRCCOGEETGCTACCSACTOSOSCTOTOOREG
GLEGCEGECTAGARSTOGCTEONGREECGELUTTECEATCCECETCCASS TCTACCOG G T
CEERTTETCTTERCCECTCTAGCTETGEEEEGESECGCTACAGC TCCGGAGLTGCCAGRG
GETCGCTETAATT T TETACCYCCAGCTTACCTCRAGGTAARCCTCEGCTRCCEYCEEAGT
CECTECTEETAGTCHGUGCLTATEEEECTAGRACET YT T TTPCGGATCGCCT PATATG TS
GTCTCTAGEAGCEAGTEALEALTCGGCTCCRETAGTRACAGTERAGCEEGCRCTCECGAGT
AGGGTTEACCGGCCAGCORICTAGRGRSECEATCAGECEGUEELERCEECEECTPTCTCGSE
GCATCGETTCET TCEATLGETCCEETCECTTLEET PRGTCCGTCRCTCCTCATCOOSCAG
LT TS T COTSEGC I ARLGUGGT I TT GCAGGCEAGCAGCGRRARARAGCCARAGCARGECEA

TCACTAGTSCGROC
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PpTCF-CAT pICF (PacI.NotI)-CAT

! l

' ¥

Dia 1 e« Transfeccao de células QT6 com Fugene (Roche)
Dia 2 « Extracgdo dos ARN das células transfectadas com Trizol
(GibcoBRL)

» Tratamento dos ARN com DNase RNase free (Ambion) 2 vezes 1 h a
37°C com 8U de enzima

» Extracgao fenol-CHCl;, precipitagao dos ARNs com etanol, retoma
dos sedimentos de ARN com agua p.p.t.

* Medigao da concentragao por Abs 260 nm
Dia 3 + Deposicao de 5 pg de ARN sobre uma membrana Hybond N+ com
auxilio de um equipamento de Slot-Blot (Hoefer Scientific Instrument)

* Hibridacao com uma ribossonda CAT complementar a uma cadeia
CAT susceptivel de ser transcrita, sintetizada pela polimerase do fago
T7 ou SP6 (Promega) na presenca de o«*?P.rUTP (Amersham), purificada em

colunas QIAGEN (PCR Purification Kit)

Tampdo de hibridacéo:
Condigdes de hibridacao: durante a noite a 65°C num forno e

hibridagao (Amrsham Life Sciences)

Dia 4 « Lavagens

. Exposigao contra um ecra de PhosphoImager (Molecular
Dynamics), varrimento no PosphorImager

* Quantificagdo dos sinais com auxilio do programa informético

Dmage Quart (Molecular Dynamics)

-

"

pTCF PTCF {Pacl-Notl)
CAT CAT

FIGURA 3
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Transcricao da
Sequéncia CAT
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6 = pGBM (S£-Sacl)-CAT, 7 = pGEM (Smal-900)-CAT, 8 = pGEM (Smal-300)-CAT,
9= pGEM (Agel-1000)-CAT, 16 = pORM (Sfik-Sach-) 7 (Agel)- CAT,

1t = pGEM (Sfil-Agel)-CAT, 12 = pGEM (Agel-Sacl)-CAT
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Seguido pela transcricio e da replicacao por quantificacao

da proteina CAT
COS8-1 QTé
pPoll-CAT-Rz ~ 200 <(,08
pPR7-C16-CAT-R2 <0,06 ~ 200
gPR7-7C16-CAT-Rz <0,06 © 100

Niveis de CAT medidos nos extractos citoplasmicos de células ttransfectadas
(em ng/10° células transfectadas), is 24h apés a transfecciio
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