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Inventia se referd la un procedeu de obtinere a asialoglicoproteinelor purificate
provenind de la virusul hepatitei C (HCV), in scopul utilizarii lor in prevenirea si trata-
mentul hepatitei cu virusul C.

Se cunoaste ca virusul hepatitei C (HCV) s-a dovedit a fi agentul etiologic prin-
cipal al hepatitei serice non-A non-B (EP 388232 A1). Au fost izolate noi secvente
si polipeptide ale virusului hepatitei C care si-au gasit aplicatii in teste imunologice, in
producerea de anticorpi anti-HCV, in tehnologia DNA recombinant.

De asemenea, se cunoaste ca s-a incercat obtinerea unor noi polipeptide imu-
nogene cadificate cu clone continand cDNA provenit de la virusul hepatitei C (HCV],
si faptul cad s-au realizat metode noi pentru purificarea unei polipeptide HCV imuno-
gene.

Din WO 89/1466989 se cunoaste ca au fost identificate recent noi specii ale
virusului hepatitei C, ca fiind, in primul rand, cauza hepatitei non-A non-B transmisibila
prin sange (hepatita BB- non-A, non-B).

in EP 318216 A1 este descrisa o familie de secvente cDNA derivate de la
virusul hepatitei C (HCV), care codificd antigeni cu proprietatea de a reactiona
imunologic cu anticorpi prezenti la indivizi avand hepatita non-A non-B (NANBH]), dar
care, in general, lipsesc de la indivizii infectati cu virusul hepatitei A (HAV] sau virusul
hepatitei B (HBV).

Procedeul de obtinere a asialoglicoproteinelor purificate provenind de la virusul
hepatitei C(HCV), conform inventiei, constd in dezvoltarea pe un mediu de cultura
adecvat a unei celule-gazda transformatd cu o gend structurala ce codificd o
asialoglicoproteina a virusului hepatitei C selectata din grupul E, si/sau E;, provocarea
expresiei sialilarii si izolarea asialoglicoproteinelor virusul hepatitei C(HCV) din cultura
de celule prin cuplarea cu o proteind care leagd manoza terminala.

Avantajele pe care le oferad inventia sunt legate de izolarea si purificarea unor
proteine ale virusului hepatitei C exprimate fara sialilare, avand ca rezultat obtinerea
de recombinanti proteici similari glicoproteinelor native din virusul hepatitei C si care,
se pot utiliza sub forma de agregate de tip like-virus, cu utilizéri in obtinerea de vacci-
nuri si teste imunologice.

Hepatita non-A si non-B (NANBH) este o boala transmisibila (sau o familie de
boli) care se pare ca este indusa pe cale virala si se distinge de alte forme de boli de
ficat asociate cu virusuri, cum ar fi, de exemplu, cele cauzate de virusul hepatitei A
(HAV), virusul hepatitei B (HAB), virusul hepatitei delta (HDV), cu citomegalovirus
(CMV) sau cu virusul EpsteinBarr (EBV). Evidenta epidemiologicd sugereaza ca exista
trei tipuri de hepatite Non-A si Non-B: tipul epidemic transmisibil prin apa; tipul asociat
transmisibil prin sdnge-ac de seringd si sporadic se produce tipul dobandit in mod
obisnuit. Numarul de agenti cauzativi este necunoscut. Hepatita cu virus C pare sa fie
forma predominantd de hepatitd legatd de transfuzie, intr-un numar de tari sau de
regiuni incluzand Statele Unite, Europa si Japonia.Este evidentd, asadar, implicarea
virusului hepatitei C (HCV) in inducerea carcinomului hepatocelular. Astfel, apare
necesitatea unei metode eficiente pentru prevenirea si tratamentul infectiei in hepatita
cu virus C [HCV). Necesitatea unor metode sensibile, specifice pentru screeningul si
identificarea transporturilor, in cazul hepatitei cu virusul C (HCV) si in cazul produselor
din sange si a produselor din sénge contaminate cu virusul hepatitei C (HCV) este
semnificativa. Hepatita post-transfuzionald (PHT) se produce, la aproximativ 10 % din
pacientii transfuzati si virusul hepatitei C (HCV) se evidentiaza, la peste S0 % din
aceste cazuri. Problema majora in aceasta boald este avansarea frecventd la boli
cronice de ficat (25...55 % din cazuri).
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Ingrijirea pacientului, ca si prevenirea transmiterii virusului hepatitei C prin sange sau
produse din sénge sau printr-un contact personal stréns, necesitd instrumente pre-
cise de diagnostic si prognostic, pentru detectarea acizilor nucleici, a antigenilor si
anticorpilor referitor la virusul hepatitei C (HCV]. in plus, existd, de asemenea, necesi-
tatea unor vaccinuri eficiente si a unor agenti imunoterapeutici pentru prevenirea
si/sau tratamentul bolii.

Virusul hepatitei C (HCV) apare in séngele indivizilor infectati in proportii relativ
scazute fata de alte tipuri de infectii cu virusuri, ceea ce face ca virusul sa fie foarte
dificil de detectat. Greutatea virald scade este probabil cauza primara pentru care
virusul hepatitei non-A, non-B este dificil de detectat. Chiar daca,totusi, in prezent
acest vector a fost clonat, virusul hepatitei C (HCV) s-a dovedit a fi inca dificil de cul-
tivat si propagat. In acest sens, existd o necesitate acutd, in ceea ce priveste tehnicile
de recombinare pentru producerea proteinelor de diagnostic/tratament si profilaxie
a hepatitei cu virusul C.

In plus este foarte necesara existenta unui vaccin pentru hepatita cu virus C.
Deoarece, insa este extrem de dificila cultivarea virusului hepatitei C in linii celulare,
n-a fost posibil s&@ se produca specii virale atenuate prin treceri seriale in culturi de
tesuturi sau culturi de celule.

S-a descoperit ca doud proteine ce contin virusul hepatitei C, E1 si E2, par a
fi asialiglicoproteine asociate membranei, cand sunt exprimate in sisteme recombi-
nante. Acest fapt este surprinzator, deoarece la mamifere glicoproteinele nu raman,
de obicei sub forma cu manoza terminald, find modificate, in continuare cu alte tipuri
de carbohidrati; forma cu manoza terminald este in mod tipic numai de tanzitie. n
cazul E1 si E2 (asa cum s-a exprimat in sistemele noastre), asialoglicoproteina pare
a fi in forma finita. E1 (proteina 1 de acoperire) este o glicoproteina avand o greutate
moleculara de aproximativ 35 kD, care este transferata din regiunea E1 prevazuta
pentru genomul virusului hepatitei C. E2 (proteina 2 de acoperire] este o glicoproteinad
avand o greutate moleculara, de aproximativ 72 kD, care este transferata de la
regiunea NS1 prevazuta (proteina 1 nestructurald) a genomului virusului hepatitei C,
pe baza modelului flaviviral al virusului hepatitei C. Deoarece, glicoproteinele virale sunt
adesea puternic imunogene, E1 si E2 reprezintd primii candidati pentru utilizare in
imunoanalize si pentru tratament si vaccinuri profilactice.

Este semnificativa descoperirea ca E1 si E2 nu sunt sialilate. Forma particulara
a unei proteine dicteaza adesea,care celule pot servi ca gazde corespunzatoare pentru
exprimarea recombinantd. Procariotele, cum ar fi, de exemplu, Escherichia coli, nu
produc glicosilarea proteinelor si, in general nu sunt corespunzatoare pentru produ-
cerea glicoproteinelor utilizate ca antigeni, deoarece glicozilarea este adesea impor-
tanta pentru completa antigenitate, solubilitate si stabilitate a proteinei. Eucariotele
inferioare, cum ar fi, de exemplu, drojdiile si fungii, produc glicozilarea proteinelor, dar
sunt, in general, necorespunzatoare, in ceea ce priveste adaugarea gruparilor ter-
minale de acid sialic la complecsii de carbohidrati. Astfel, proteinele derivate din drojdii
pot fi deosebite din punct de vedere antigenic de corespondentii naturali (nerecom-
binanti). Pentru aplicatiile in care antigenitatea produsului este importanta, este pre-
ferata exprimarea in celulele mamiferelor, deoarece glicozilarea proteinei recombi-
nante poate fi foarte asemanatoare cu cea, in cazul proteinelor virale la animalele
sdlbatice.

Noi date aratd ca in timpul infectiei, virusul hepatitei C (HCV) poate patrunde
in celulele gazda, fie cu ajutorul receptorului asialoglicoproteinei descoperit pe hepa-
tocite, fie cu ajutorul receptorilor manozei descoperiti pe celulele endoteliale hepatice
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si pe macrofagii hepatici (in special celulele Kupffer). S-a descoperit cd in mod
surprinzitor, majoritatea proteinelor naturale E1 si E2 nu contin grupari terminale de
acid sialic, dar ca acestea sunt glicozilate, numai in portiunile inferioare. O fractiune
ingusta contine aditional N-acetil glucozamine terminale. in acest sens, obiectul pre-
zentei inventii este un procedeu de obtinere a unor glicoproteine (E1 si E2) de aco-
perire a virusului hepatitei C, la care lipsesc toate sau aproape toate gruparile termi-
nale de acid sialic, denumite de aceea asialoglicoproteine.

Termenul de “asialoglicoproteind” se refera la o proteind glicozilata care este
substantial liberd de resturi de molecule de acid sialic. Asialoglicoproteinele pot fi
obtinute prin recombinare sau prin purificare dintr-o cultura de celule sau din surse
naturale. Asialoglicoproteinele preferate in prezent sunt derivate de la virusul hepatitei
C (HCV), de preferinta glicoproteinele E1 si E2, preferate fiind proteinele recombi-
nante E1 si E2 (rE1 si rE2). O proteina este “substantial libera” de acid sialic conform
acestei definitii, dacd numarul de resturi de acid sialic nu interfereaza substantial cu
legaturite glicoproteinei la proteinele legate de manoza, cum ar fi, de exemplu GNA.
Acest grad de sialilare va fi obtinut, in general, atunci cand mai putin, de aproximativ
40%, din carbohidratul total legat la azot este acid sialic, muit mai preferabil atunci
cand existd mai putin, de aproximativ 30 %, mult mai preferabil atunci cand exista mai
putin, de aproximativ 20%, mult mai preferabil la mai putin, de aproximativ 10 %,
mult mai preferabil la mai putin, de aproximativ 5% si mult mai preferabil la mai putin
decét, aproximativ 2 %.

Termenul de “E1" utilizat in prezenta inventie se refera la o proteina sau la o
polipeptida exprimata ca fiind formata din primii 400 de aminoacizi ai poliproteinei viru-
sului gepatitei C, uneori referindu-se la aceasta ca la proteina E sau proteina S. In
forma naturald existd o proteind cu greutate moleculara de 35 kD, care s-a gasit a
fi puternic asociata la membrana. La majoritatea speciilor naturale de virusuri ale
hepatitei C (HCV) proteina E1 este codificata in poliproteina virala, dupa care urmeaza
proteina C (partea interioara). Proteina E1 se intinde de la, aproximativ aminoacidul
182, la aproximativ aminoacidul 383, din catena totald a poliproteinei. Termenul de
“E1" asa cum este utilizat in prezenta inventie, include asadar analogi si mutanti sec-
tionati care sunt incrucisati din punct de vedere imunologic, cu proteina naturala E1.

Termenul de “E2" utilizat in prezenta inventie se refera la o proteina sau la o
polipeptida exprimata ca fiind formata din primii 900 de aminoacizi din poliproteina
virusului hepatitei C (HCV), iar uneori se referd la proteina NS1. in forma sa naturalad
aceasta este o glicoproteind cu greutatea moleculard 72 kD, care a fost gasita ca
fiind puternic asociata la membrana. In cazul majorit&tii speciilor naturale de virus al
hepatitei C, proteina E1 urmeaza proteina E2. Proteina E2 se intinde, de la aproxi-
mativ aminoacidul 384 pana la, aproximativ aminoacidul 820. Termenul de “E2" este
utilizat In prezenta inventie incluzand analogi si mutanti sectionati,care sunt din punct
de vedere imunologic reactiv incrucisati cu proteina naturala E2.

Termenul de “agregat” utilizat in prezenta inventie se refera la un complex de
E1 si/sau E2 contindnd mai mult decat un monomer E2. Dimerii E1:E2, dimerii E2:E3
si heterodimerii E1:E2 sunt toti “agregate” conform scopului prezentei definitii. Com-
pozitile, conform prezentei inventii, pot include, asadar agregate mai mari si pot avea
greutdti moleculare de peste 800 kD.

Termenul de “particuld” utilizat in prezenta inventie se refera la agregatul
E1/E2 sau la E1, la E2 care sunt vizibili prin microscopie electronica si au dimensiuni
de cel putin 20 nm.Particulele preferate sunt cele care au o prezentare sferica, bruta

si un diametru de aproximativ 40 nm, prin microscopie electronica.
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Termenul de “purificat” asa cum este aplicat la proteine, se referd la o compo-
zitie in care proteina doritd cuprinde cel putin 35% din componentele totale de pro-
teine din compozitie. Proteina doritd cuprinde,de preferinta, cel putin 40%, mult mai
preferabil, cel putin 40 %, mult mai preferabil, cel putin aproximativ 50 %, chiar mult
mai preferabil, cel putin aproximativ 60%, incd mult mai preferabil, cel putin aproxi-
mativ 70%, chiar mult mai preferabil, cel putin aproximativ S0% si cel mai preferabil,
cel putin aproximativ 95% din componentele de proteine totale. Compozitia poate con-
tine alti compusi, cum ar fi, de exemplu, carbohidrati, saruri, lipide, solventi si alti
compusi asemanatori, fara a fi afectata determinarea procentajului de puritate, asa
cum s-a utilizat in prezenta inventie. O asialoglicoproteina “izolata™ a virusului hepatitei
C (HQV), se refera la o compozitie de asialoglicoproteine HCV, care este cel putin de
puritate 35 %.

“Proteina care leagd manoza” ca termen utilizat in prezenta inventie, se refera
la o lecitin sau la o alta proteind, care se leagd, in mod specific, de proteinele avand
manoza terminald glicozilatd (cum sunt asialoglicoproteinele), de exemplu, lectinele
legate de manoza, anticorpii specifici pentru manoza terminala glicozilata, proteina
receptor contindnd manoza, (R.A.B. Ezekowitz si colaboratorii, J.Exp.med. (1380)
176: 1785-34), proteine receptor contindnd asialoglicoprateine (H.Kurata si colabo-
ratorii, J.Biol.Chem (1990) 265:11295-98), proteine serice legate la manoza
(I.Schuffenecker si colaboratorii, Cytogenet Cell Genet (1991) 56:98-102; K.Sastry
si  colaboratorii, J.Imunol. (1991) 147:682-97), proteine serice legate de
asialoglicoproteine si alti compusi asemanatori. Lectinele legate de manoza includ, de
exemplu GNA, Concanavalin A (ConA) si alte lectine cu proprietati de legare similare.

Termenul de “lectind GNA” se refera la aglutinina din Galanthus nivalis, o lecting
disponibila comercial care se leaga la glicoproteinele cu manoza terminala.

O glicoproteind “recombinantd” asa cum este utilizat acest termen in prezenta
descriere de inventie, este o glicoproteind exprimata dintr-o polinuclectida recombi-
natd, n care gena structurald care codifica glicoproteina este exprimata sub controlul
secventelor de reglare nediacente, in mod natural la gena structurald sau in care
gena structurald este modificatd. De exemplu, una dintre acestea poate forma un
vector in care gena structurald E1 este plasata sub controlul unui fragment functional
al promotorului de gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) de drojdie. Un
promotor utilizat, de preferinta, in drojdii, este promotorul hibrid ADH2/GAPD, des-
cris in US 4880734, care utilizeazd un fragment promotor GAPDH in combinatie cu
o secventd de activare in amonte, derivata de la alcool dehidrogenaza-2. Modificarile
genei structurale pot include substituirea diferitilor codoni, cu codoni degenerati (de
exemplu, pentru utilizarea codonilor gazda preferati, se elimind sau se genereaza
portiunile de clivaj ale enzimei de restrictie, pentru controlul formarii formelor
aciculare, etc) si substituirea, inserarea sau eliminarea unui numar limitat de codoni
pentru codificarea diferitilor aminoacizi (de preferintd, nu mai mult, de aproximativ 10
%, mult mai preferabil sub, aproximativ 5% dintr-un numar de secvente de aminoacizi
naturali, care pot fi modificate] si altele asemanatoare.

in mod similar, receptorul “recombinant” se refera la o proteina receptor care
este exprimata dintr-o polinuclectidd recombinantd, in care gena structurala, care
codifica receptorul, este exprimata sub controlul secventelor de reglare adiacente nu
in mod natural, la gena structurald, sau in care gena structurald este modificata.

Termenul de “polipeptidé izolatd” se refera la un tip de polipeptida care poate
fi substantial libera de alte componente virale in cadrul virusului hepatitei C (HCV), in
special nucleotide de tip polinucleotide. O compozitie de polipeptida poate fi, in mod

150

155

160

165

170

175

180

185

180

195



200

205

210

215

220

225

230

235

240

245

RO 115446 B1

“substantial liberd” de alte componente, dacé greutatea acestei polipeptide in compo-
zitie este, de cel putin 70 % n greutate polipeptide si alte componente n combinatie,
mult mai preferabil, de cel putin, aproximativ 80 % in greutate polipeptide, incad mult
mai preferabil, de aproximativ 90 % in greutate polipeptide si, cel mai preferabil, de
95 % sau mai mult. De exemplu, o compozitie care contine 100 yg/ml de E1 si
numai 3 pg/mi de alte componente ale virusului hepatitei C (HCV), (de exemplu, acidul
dezoxiribonucleic DNA, lipide, etc) care sunt substantial libere de “alte componente
virale ale virusului hepatitei C” si astfel este o compozitie de polipeptide izolate, con-
form scopului acestei definitii.

Termenul de “lider de secretie” se refera la o polipeptida care, atunci cand este
codificata la portiunea N-terminald a proteinei produce o proteind secretata in mediul
de cultura celular dupa translatie. Liderul de secretie, in general, va deriva din celula
gazda utilizatd. De exemplu, liderii corespunzatori de secretie pentru utilizare in drojdi
includ factorul alfalieder Saccharomices cerevisiae (US 487008).

Termenul de “eucariote inferioare “ se referd la celule gazda, cum ar fi drojdii,
fungi si altele. Eucariotele inferioare sunt, in general (dar nu in mod necesar) unicelu-
lare. Eucariotele inferioare preferate sunt drojdile, in special, specii de
Saccharomices, Schizosaccharomices, Kluveromices, Pichia, Hansenula si altele.
Saccharomices cerecisiae, S. Carlsbergensfs si K. lactis sunt cele mai utilizate drojdii
cu rol de gazda, fiind cele mai convenabile gazde pentru fungi.

Termenul de “eucariote superiocare” se refera la celule-gazda derivate de la ani-
male superioare, cum ar fi, de exemplu, mamifere, reptile, insecte si altele. Celulele
gazda de eucariote superioare preferate, in prezent sunt derivate de la hamsterul
chinezesc (de exemplu, CHO), maimute (de exemplu, celule COS), om si insecte (de
exemplu, Spodoptera frugiperda). Celulele gazda pat fi utilizate ca suspensii sau culturi
la baloane, culturi de tesuturi, culturi de organe si altele.

Termenul de “modulator de calciu” se refera la un compus capabil sa capteze
sau s3 lege ionii de calciu in reticulul endoplasmic sau care este capabil s& modifice
concentratia ionilor de calciu in acesta, prin efectul asupra proteinelor care regleaza
calciu (de exemplu, proteinele cu canale de calciu, pompe de calciu, etc). Modulatorii
de calciu convenabili includ, de exemplu, thapsigargina, EGTA [acid etilenglicol (B-amino
etil eter)}-N,N,N’,N-tetraacetic]. Modulatorul preferat in prezent este thapsigargina
(O.Thastrup si colaboratorii, Proc.nat.Acad.Sci. USA (1990) 87:2466-70).

Termenul de “imunogen” se referd la capacitatea unei substante de a produce
un raspuns imun celular si/sau umoral atunci cand este singura sau este legaté la un
suport, in prezenta sau in absenta unui adjuvant. “Neutralizarea” se refera la un
raspuns imun care blocheaz infectivitatea, partial sau total a agentului infectios. Un
“vaccin” este o compozitie imunogena capabild s& confere protectie fata de virusul
hepatitei C (HCV) fie partial, fie complet, fiind folositoare pentru tratamentul unui
individ.

Termenul de “lichid biologic” se refera la un fluid obtinut dintr-un organism, cum
ar fi serul, plasma, saliva, secretiile gastrice, mucusul si altele. in general, un lichid
biologic va fi ales pentru prezenta particulelor de virus al hepatitei C. Unele fluide biolo-
gice sunt utilizate ca sursad a altor produse, cum ar fi, de exemplu, factorii de
coagulare (de exemplu, factorul VII:C), albumina serica, hormonul de crestere si altii.

in astfel de cazuri, este important ca sursa de fluid biologic sa fie libera de
contaminare cu virusuri,cum ar fi, de exemplu, virusul hepatitei C.

Regiunea E1 a genomului virusului hepatitei C (HCV), este descrisa in EP

388232, ca regiunea “E”, in timp ce E2 este descrisa ca “NS1". Regiunea El
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cuprinde aminoacizii 192-383 din catena poliproteinei virale. Regiunea E2 cuprinde,
aproximativ aminoacizii 384-820. Secventele complete ale prototipurilor acestor
proteine (tulpina HCV-1) sunt disponibile (EP 388232), ca metode generale pentru
clonarea si exprimarea dintr-o polinucleotida codificand primii 850 - 800 aminoacizi
ai poliproteinei HCV; procedeele post-translationale in majoritatea celulelor-gazda
eucariote cliveaza poliproteina initiald, in C, E1 si E2.

Poate fi sectionat capdtul 5' a regiunii codificate pentru a se reduce cantitatea
de proteina C produsa.

Exprimarea asialoglicoproteinelor poate fi realizata printr-un numar de metode.
De exemplu, una din acestea poate obtine exprimarea in eucariote inferioare (cum ar
fi, drojdiile], care nu aditioneaza in mod normal resturile de acid sialic la proteinele
glicozilate. Tn sistemele de exprimare la drojdii se prefers sa se utilizeze in prezent un
lider de secretie, cum ar fi, de exemplu, factorul alfa al liderului de secretie
Saccharomices cerevisiae, astfel ca proteina sa fie exprimata in mediu de cultura dupa
translatie. De asemenea, se prefera, in prezent sa se utilizeze mutanti cu deficiente
de glicozilare, ca de exemplu, pmrl, deoarece acesti mutanti furnizeazd numai
glicozilarea interna si adesea secreta proteine heteroloage cu eficienta ridicata (H. K.
Rudolph si colaboratorii, Cell (1989) 58: 133 - 45). In mod alternativ, una din metade
poate utiliza alte specii de drojdii, cum ar fi, de exemplu, Pichia pastoris, care exprima
glicoproteine cu 8 - 9 resturi de manoza, intr-un model care se crede ca se aseamana
cu modelul glicozilarii interne observat la mamifere si la Saccharomices cerevisiae.

In mod alternativ, printr-una din metode se poate obtine exprimarea in celulele
de mamifere si blocarea glicozilarii terminale (aditie de acid sialic). Constructiile de
recombinanti vor include, de preferintd, un semnal de secretie pentru a se asigura ca
proteina este directionatd spre reticulul endoplasmic. Transportul la aparatul Golgi
pare a fi blocat chiar de catre proteinele E1 si E2; exprimarea la nivel inalt a E1 sau
E2 in celulele de mamifere pare sa opreasca secretia tuturor proteinelor celulare la
reticulul endoplasmic sau cis Golgi. In mod aditional, una din metode poate sa utilizeze
un mutant defectiv de glicozilare (P.Stanley, Ann. Rev.gener. (1984) 18:525-52). in
cazul in care mutantul de glicozilare sau de transport exprima E1 sau E2 cu sialilare,
reziduurile terminale de acid sialic pot fi indepartate prin tratament cu neuraminidaza.

Randamentul poate fi crescut ulterior prin utilizarea unui modulator de calciu
pentru a obtine eliberarea proteinei din reticulul endoplasmic. Astfel de modulatori
includ thapsigargina, EGTA si A23817 (0.Thastrup si colaboratorii, proc.Nat.Acad.
Sci. USA (1990), 87, 2466-70). De exemplu, se pot exprima cantitati mari de E1 sau
E2 intracelulare in celule de mamifere (de exemplu, CHO, COS, celule Hela si altele],
prin transfectarea cu un vector recombinant al virusului vaccinei. Dupa ce se lasa un
timp pentru exprimarea proteinei si acumularea in reticulul endoplasmic, celulele sunt
expuse la un modulator de calciu intr-o concentratie suficient de mare pentru a pro-
duce eliberarea continuturilor reticulului endoplasmic. Proteina este apoi recuperata
din mediul de cultura, care este inlocuit pentru ciclul urmator.

In plus, este avantajos s& se exprime o forma sectionatd in proteina de aco-
perire. Atat proteina E1, cét si proteina E2 par a avea un domeniu hidrofobic superior
care, aparent, fixeaza proteina in reticulul endoplasmatic si previne eliberarea sa.
Astfel, una din metode prevede eliminarea portiunilor de secventa gasite intr-una sau
in mai multe din regiunile contindnd aminoacizii 170 - 190, aminoacizii 260 - 290 sau
aminoacizii 330 - 380 ale proteinei E1 (numarénd de la inceputul poliproteinei) si
aminoacizii 660 - 830 din proteina E2 (vezi, de exemplu, fig. 20-1 din EP 388232).
Este ca sicum, cel putin unul din aceste domenii hidrofobe formeaza o regiune
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transmembranara, care nu este esentiald pentru antigenitatea proteinei si care,
astfel, poate sa fie eliminata fara nici o consecinta. Cea mai buna regiune pentru eli-
minare, poate fi determinatd prin conducerea unui numar mic de experimente de
eliminare in cadrul acestei specialitati de catre specialistii obisnuiti. Eliminarea portiu-
nilor hidrofobe 3' terminale ale proteinei E2 are ca rezultat secretia unei portiuni din
proteina E2,exprimata cu sialilarea proteinei secretate.

Pentru obtinerea exprimarii se poate utiliza orice varietate de vectori.
Eucariotele inferioare, cum sunt drojdiile, sunt tipic transformate cu plasmide utilizand
metoda de precipitare cu fosfat de calciu sau sunt transfectate cu ajutorul unui virus
recombinant. Vectorii pot fi replicati independent in celulele - gazda sau pot fi integrati
in genomul celulei-gazda. Eucariotele superioare pot fi transformate cu plasmide, dar
acestea sunt infectate tipic cu un virus recombinant, de exemplu, virusul recombinant
al vaccinei. Este preferatd, in special, vaccina, atata timp cat infectarea cu vaccina
opreste exprimarea proteinelor din celula gazda. Celulele gazda preferate includ liniile
celulare Hela si plasmocitele. In sistemul prezent, aceasta inseamnd ca E1 si E2 se
acumuleaza ca specii glicozilate principale in reticulul endoplasmatic gazda. Deoarece
rE1 si rE2 vor fi glicoproteinele predominante care au manoza terminala, ele vor fi
usor de purificat din celule prin utilizarea lectinelor, cum ar fi, de exemplu, aglutinina
din Galanthus nivalis (GNA), care leaga resturile de manoza terminale.

Proteinele, care sunt, in mod natural, exprimate ca glicoproteine cu manoza
terminald, sunt relativ rare, in fiziologia maniferelor. In majoritatea cazurilor, o glico-
proteind de mamifere este terminata prin manoza, numai in cazul unui produs de
tranzitie pe parcurusl glicozilarii. Faptul c& proteinele de acoperire ale virusului hepa-
titei C(HCV), exprimate recombinant contin manoza terminala sau (intr-un grad mai
scazut) N-acetil glucozaming, inseamna ca proteinele virusului hepatitei C si toti virionii
pot fi separati si partial purificati din proteinele endogene utilizénd lectine specifice
pentru manoza terminald sau N-acetil glucozamind. Proteinele recombinante apar ca
autentice si se considera esential identice cu proteinele de acoperire gasite in virionii
maturi liberi sau sunt identice cu formele proteinelor de acoperire asociate celulelor.
Astfel, se pot utiliza lectine, cum ar fi, de exemplu, GNA pentru proteinele cu manoza
terminald si WGA (aglutinina din germeni de gréu] si echivalentii acesteia pentru
proteinele terminate cu N-acetil glucozamina. Se pot utiliza, de asemenea, lectine
legate pe o faza solida ( de exemplu, o coloana Sepharoza™lectind) pentru a separa
proteinele E1 si E2 din supernatantii culturilor celulare si din alte fluide, de exemplu
pentru purificarea in timpul productiei de antigeni utilizati la vaccinuri sau n
imunoanalize.

Pe de alta parte, se poate stabili o lectind convenabild pentru izolarea protei-
nelor E1 si E2 sau a virionilor virusului hepatitei C din fluide sau din probele de tesuturi
din subiectii suspectati de infectie cu virusul hepatitei C (HCV). Deoarece glicoprotei-
nele terminate cu manoza sunt relativ rare, un astfel de procedeu va servi pentru
purificarea proteinelor prezente in proba, printr-o reducere substantiald a materialelor
de baza. Continuand legarea de lectind, proteina virusului hepatitei C(HCV]}, poate fi
detectatd utilizandu-se anticorpi ai antivirusului hepatitei C. Daca virionii in intregime
sunt prezenti, unii pot fi detectati alternativ in acizii nucleici din virusul hepatitei
C(HCV), utilizandu-se tehnicile PCR sau alte metode de amplificare ale acidului nucleic.
indreptate catre regiunile genomice conservate ale virusului hepatitei C (de exemplu,
regiunea necodificata 5'). Aceastd metoda permite izolarea si caracterizarea diferitelor
spegii de virus al hepatitei C (HCV), fara a se lua in considerare deplasarea antigenica
sau variatia, cum ar fi, de exemplu, in cazurile in care o noud specie nu este reactiv
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incrucisata imunologic cu specia utilizatd pentru prepararea anticorpilor.Exista, de
asemenea, multe alte cai avantajoase pentru recunoasterea, in mod unic a glico-
proteinelor terminate in manoza, cu lectine speciale.De exemplu, se pot utiliza probe
incubate, suspectate de contaminare cu virioni de tip virusul hepatitei C, HCV sau pro-
teine cu biotind sau lectine avidin-marcate, prin precipitarea complexului lectina-
proteina utilizand avidind sau biotind. Se poate utiliza, de asemenea, afinitatea lectinei
pentru proteinele virusului hepatitei C{HCV), fatd de compusii mentionati, la virionii
pentru utilizare terapeutica, de exemplu, prin conjugarea unui compus antiviral la GNA.
In plus, se pat utiliza lectine corespunzitoare pentru indep&rtarea glicoproteinelor cu
manoza terminald, din fractiunile serice sau din fractiunile plasmatice, reducandu-se
sau eliminadndu-se astfel riscul contaminarii cu virusul hepatitei C(HCV). Se preferd, in
prezent sa se izaleze asialoglicoproteinele E1 si/sau E2 din lizatele celulare brute, prin
incubarea cu o proteind imobilizata legatd de manoza, in special, o lectina, cum ar fi
de exemplu, ConA sau GNA. Celulele sunt lizate, de exemplu, prin distrugerea meca-
nica intr-un mediu tampon hipotonic, dupa care are loc centrifugarea pentru prepa-
rarea unui lizat post-nuclear si prin continuarea centrifugarii se obtine o fractiune
brutd de membrand microzomalad. Fractiunea de membrana bruta este, apoi solubili-
zatd intr-un mediu tampon contindnd un agent tensioactiv de tip detergent, cum ar fi,
de exemplu, Triton X-100, NP-40 sau altele. Acest extract este clarificat apoi de
macroparticule insolubile prin centrifugare si lizatul rezultat, clarificat este incubat intr-
o coloana cromatografica cuprinzand o proteind imobilizata legatd de manoza, de
preferintd GNA, care se leaga pe un suport solid, cum ar fi, de exemplu, agaroza sau
Sepharoza® pentru o perioada de timp suficientd pentru legare, care poate fi, de la 16
la 20 h. Suspensia este apoi aplicata pe coloand pana ce E1/E2 incepe sa apara in
eluat, apoi aceasta este incubaté pe coloana pe o perioada de timp suficientd pentru
legare, cuprinsa intre 12 - 24 h. Materialul astfel legat este apoi spalat cu o cantitate
aditionald de solutie tampon care contine un agent tensioactiv (de exemplu, Triton X-
100, NP 40 si altele) si se elueaza cu manoza pentru a se obtine asialoglicoproteina
purificata. Este de preferat sa se efectueze eluarea numai pana cand proteina incepe
sa apara n eluat - punct de eluare -, dupa care eluarea se opreste si coloana se echili-
breaza, timp de 2 - 3 h, Thainte de a se incepe eluarea proteinei. Se considera ca
exista timp suficient pentru a micsora gradul de obtinere asteptat pentru agregatele
mari de proteine. In cazurile in care E1 si E2 sunt exprimate la un loc in forma nativa
(de exemplu, fara sectionarea domeniului cu legaturi de membrand), o fractiune
substantiald de asialoglicoproteine apare sub forma de agregate E1 - E2. Cand se face
examinarea prin microscopie electronicd, o portiune semnificativa din aceste agregate
apare ca particule sferice brute, avand un diametru de aproximativ 40 nm, aceasta
dimensiune fiind de asteptat pentru virusul intact. Aceste particule par a fi particule
subvirale cu autoasamblare. Este de asteptat ca aceste agregate sa prezinte o struc-
tura cuaternata foarte similard structurii particulelor de virioni autentici pentru virusul
hepatitei C si astfel se asteaptd ca ele sa& poata fi utilizate ca vaccinuri cu imuno-
genitate superioara.

Complecsii E1/E2 pot fi, in continuare purificati prin gel cromatografic, pe un
mediu bazic, de exemplu, pe Fractoge-DEAE-Sepharoza®. Utilizandu-se gel cromato-
grafic pe Fractogel-DEAE, se pot obtine compiecsi E1/E2 de o puritate de, aproximativ
60...80 %. Se pot purifica in continuare prin tratament cu lizinproteaza, deoarece E1
are reziduuri O-1 Lys. Prin tratamentul complexului cu lizinproteaza, se distruge E2 si
se permite separarea usoara a E1. Specificitatea tisulara a virusului hepatitei C,
impreund cu observatia ca glicoproteinele de acoperire a virusului hepatitei C sunt
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terminate in manozd, sugereazd ca virusul utilizeazd receptorul de manozd sau
receptorul asialoglicoproteinei (ASGR) in vederea castigérii patrunderii in celulele
gazda. Receptorii de manoza se gésesc pe macrofage si celule hepatice sinusoidale,
in timp ce ASGR se gasesc pe hepatocitele parenchimale. Astfel, ar fi posibil sa se
realizeze o culturd cu virusul hepatitei C, prin intrebuintarea celulelor gazda care
exprima unul sau ambii acesti receptori. Se mai pot utiliza, de asemenea, culturi de
celule primare care exprima receptorii in mod natural, utilizandu-se conditiile in care
receptorul este sau mentinut sau poate fi transferat la o alta linie celulara, cum ar fi,
de exemplu, HelLa, CHO, COS si altele, cu un vector prevazut pentru exprimarea
receptorului. Clonarea receptorului de manoza si transfectarea acestuia, precum si
exprimarea in fibroblasti, a fost demonstrata de catre M.E. Taylor si colaboratorii,
J.Biol.Chem. (1990) 265: 12156-62. Clonarea si secventarea ASGR este descrisa
de catre K.Drickamer si colaboratarii in J.Biol.Chem. (1984) 253: 770 - 78 si
M.Spiess si colaboratorii in Proc. Nat. Acad. Sci. USA (1985) 82: 6465-69;
transfectarea si exprimarea functionald a ASGR in celulele HTC la sobolani este
descrisa de catre M. Mc-Phaul si P. Berg in Proc. Nat.Acad.Sci. USA (1986) 83:
8863 - 67 si M.Mc-Phaul si P.Berg in Mol.Cell.Biol. (1887] 7: 1841-47. Astfel, este
posibil sa se transfecteze unul sau ambii receptori in linii celulare corespunzatoare si
53 se utilizeze celulele care rezultd ca celule gazda pentru propagarea virusului hepa-
titei C in culturd. Trecerile seriale ale virusului hepatitei C in astfel de culturi ar avea
ca rezultat dezvoltarea speciilor atenuate, corespunzatoare pentru utilizarea ca
vaccinuri vii. Se mai pot utiliza, de asemenea, o serie de culturi celulare primare care
exprima in mod natural receptorul, utilizdndu-se conditiile in care receptorul este sau
mentinut sau poate fi transferat la o altd linie celulara, cum ar fi, Hela, CHO, COS si
altele, cu un vector prevazut pentru exprimarea receptorului. Clonarea receptorului
de manoz3d, transfectarea acestuia si exprimarea lui in fibroblasti, a fost demonstrata
de cétre Taylor si colaboratorii, (vezi mai sus), in timp ce transfectarea si exprimarea
ASGR functionarea in celulele HTC la sobolani este descrisa de catre McPhaul si
colaboratorii, (vezi mai sus). In prezent este de preferat sa se utilizeze o linie celulard
imortalizatd transfectatd cu unul sau ambii receptori recombinanti.

Conditiile imunogene pot fi preparate conform metodelor cunoscute in literatura
de specialitate. Compozitile prezente cuprind o cantitate imunogend de polipeptida,
cum ar fi, de exemplu, E1, E2 sau E1/E2 ca particule in aceste compozitii, de obicei
combinate cu un vehicul acceptabil din punct de vedere farmaceutic, de preferinta
continand in continuare, un adjuvant. Dacd se doreste un “cocktail”’, se poate folosi o
combinatie de polipeptide ale virusului hepatitei C (HCV), cum ar fi, de exemplu,
antigenii E1 plus E2 amestecati pentru a se obtine o eficacitate crescuta. Se asteapta
ca particulele likevirus ale agregatelor E1/E2 sa fie potrivite pentru un anumit antigen
al vaccinului util. Compozitile imunogene pot fi administrate la animale, fie pentru indu-
cerea producerii de anticorpi, fie pentru a se constitui 0 sursa de anticorpi sau pentru
a se induce o imunitate de protectie la animal.

Ca suparturivehicul acceptabile, din punct de vedere farmaceutic, pot fi utilizate
oricare din suporturile care nu induc ele insele producerea de anticorpi nocivi pentru
individul care primeste compozitia. Ca suporturi convenabile tipice se pot intrebuinta
macromolecule mari, usor metabolizabile, cum ar fi, proteine, polizaharide, acizi
polilactici, acizi poliglicolici, acizi aminopolimerici, copolimeri de aminoacizi si particule
de virusuri inactive. Astfel de suporturi sunt bine cunoscute in referatele de speciali-
tate. Adjuvantii preferati pentru a produce o marire a eficacitatii compozitiei, includ,
dar fira sa se ea acestea, hidroxidul de aluminiu (alum), N-acetil-muramil-L-threonil-D-
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izoglutamina (thr-MDP) - asa cum este mentionat, in US 4605918 -, N-acetil-
normuramil-L-alanil-D-izoglutamina (nor-MDP), N-acetil-muramil-L-alanil-D-izoglutaminil-L-
alanin-2{1',2dipalmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi}-etilamina (MTP-PE) si RIBI, care
contin trei componente extrase din bacterii, monofosforil lipid A, dimicolat trehaloza
si scheletul cu pereti celulari (MPL+TDM+CWS) intr-o emulsie 2 % squalen/Tween"®
80. Tn plus, se pot utiiza si adjuvanti, ca, de exemplu, Stimulon (Cambridge,
Bioscience, Worcester, MA). In continuare se mai pot utiliza adjuvanti ca Complete
Freund’'s Adjuvant (CFA) si Incomplete Freund's Adjuvant (IFA), pentru aplicatii
neumane si pentru scopuri de cercetare.

Compozitille imunogene contin, in mod tipic, suporturi acceptabile din punct de
vedere farmaceutic, cum, ar fi de exemplu, apa, solutiile saline, glicerolul, etanolul,
etc. In plus, in aceste suporturi pot fi incluse substante auxiliare, cum ar fi, agenti de
emulsionare sau agentii de umectare.

In mod tipic, compozitiile imunogene sunt preparate ca produse injectabile, fie
sub forma de solutii lichide, fie ca suspensii; se pot prepara, de asemenea, forme sub
forma solida, atat pentru solutii sau suspensii. Prepararea poate fi, de asemenea, sub
form& de emulsionare sau incapsulare in lipozomi pentru a se mari astfel efectul
adjuvantului.

Compozitiile imunogene utilizate ca vaccinuri cuprind o cantitate efectivd imuno-
logic de polipeptida a virusului hepatitei C{HCV], ca si oricare alte componente mentio-
nate mai sus, daca este necesar. “Cantitatea efectivd imunologic” reprezinta cantita-
tea administrata la un individ, fie intr-o doz& unicd, fie ca serii partiale si care este
efectivé pentru tratament, asa cum s-a definit mai inainte. Aceasta cantitate variaza
dependent de conditile de sanatate si de conditiile fizice ale individului care trebuie
tratat, de gruparea taxonomica a individului care trebuie tratat (de exemplu, primatele
neumane, primatele, etc), dependent de capacitatea sistemului imunitar al individului
care este tratat, pentru sintetizarea anticorpilor, dependent de gradul de protectie
dorit, de formula vaccinului, de aprecierea situatiei medicale de catre medicul care
efectueaza tratamentul, de specia de infectare cu virusul hepatitei C si de alti factori
relevanti. Este de asteptat ca sa poata fi determinata prin experimentari de rutina.

Agregatele E1/E2 cu autoasamblare pot servi, asadar, ca suport pentru
vaccinuri la haptensul heterolog prezent (non-virusul hepatitei C), in acelasi fel, ca in
cazul antigenului de suprafata al hepatitei B (EP 174444). In aceat? utilizare, agrega-
tele E1/E2 prevad un vehicul imunogen capabil sa stimuleze un raspuns imun la
haptensi sau la antigenii conjugati la agregat. Antigenul poate fi conjugat fie prin
metode chimice conventionale, fie poate fi clonat in gena care codifica proteinele E1
si/sau E2 la locul corespunzator unei regiuni hidrofile a proteinei.

Compozitile imunogene sunt, in mod conventional, administrate pe cale paren-
terald, tipic prin injectare, de exemplu, pe cale subcutanatd sau pe cale intramus-
culard. Formulele aditionale convenabile pentru alte moduri de administrare includ
formulele orale si supazitoarele. Dozajul pentru tratament poate fi sub forma de doza
unica in serie sau, de asemenea, in serie de doze multiple. Vaccinul poate fi adminis-
trat in asociere cu alte agente de imunoreglare.

In continuare, se dau 4 exemple de realizare a inventiei.

Exemplul 1. Clonarea si exprimarea

(A) Vectorii sunt construiti din plasmidele care contin portiunea 5' a genomului
hepatitei C{HCV], asa cum este descris in EP 318216 si EP 388232. Caseta virusu-
lui hepatitei C, HCV (S"B) contine Stul-Bglll fragment de acid dezoxiribonucleic DNA,
care codifica portiunea terminald 5' a proteinei de la Met 1 pana la Leu 806, incepand
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de la nucleotida 63 cu referire la Met 1. Aceasta include partea interioard a proteinei
(C), proteina E1 (care uneori se refera la S), la proteina E2 (care se refera asadar la
NS 1) si portiunea 5' a regiunii NS 2a. Dup& exprimarea constructiei, proteinele
individuale C, E1 si E2 sunt produse prin procedee protealitice.

Casa virusului hepatitei C, HCV (A/B) contine fragmentul de acid dezoxiri-
bonucleic DNA Apall-Bglll care codificd portiunea terminald 5' a poliproteinei de la
met 1 pana la Leu 906, incepand cu nuclectida & in raport cu Met 1. Aceasta include
portiunea interioard a proteinei (C), proteina E1 (uneori se refera la 9), proteina E2
(se refera asadar la NS1) si o portiune 5' din regiunea din regiunea NS2a. Dupa expri-
marea constructiei, proteinele individuale C, E 1 si E2 sunt produse prin procedee
proteolitice.

Caseta C - E (S/B) (o portiune Stul-BamHlI) contine terminatia 5’ dela Met 1,
pana la lle 340 (o gend cu portiunea BamHi). Exprimarea acestei casete are ca
rezultat exprimarea lui C si uneori a proteinelor selectionate E1 (W1'). Portiunea
selectionatd de la partea terminald 3' este o regiune hidrofoba care se crede ca
serveste ca semnal de translocare.

Caseta NS 1 (B/B) (o portiune BamHI-Bglll) contine o portiune mica 3' de
proteina E1 (din Met 364) toate proteinele E2 si o portiune NS2a (pana la Leu S06).
in aceast3 constructie, fragmentul E1 serveste ca semnal de translocare.

Caseta TPA-NSI utilizeaza un lider activator (PA) plasmogenic din tesutul uman
ca semnal de translocare, in loc de portiunea 3' a proteinei E1. Caseta care contine
o forma selectionats de proteind E2, de la Gly 406 pana la Glu 661, in care portiunea
3' terminald hidrofobd, se elimina.

Fiecare casetd care este inseratd in vectorul pGEM>>Z (Promegalcu si fara
secventa necodificatd sinteticd betaglobulina 5', pentru transcriptie si translatie,
utilizeaza T7 si exprimarea reticulocitului la iepure, in vitro. Vectorii (rVV) virusului
vaccinului recombinant sunt preparati prin inserarea casetelor in plasmidul pSC 11
(obtinut prin experimentarile Domnului B.Moss, NIH), dupa care urmeaza recom-
binarea cu virusul vaccinului, {conform descrierii lui Charkrabarty si colaboratorii, Mol.
Cell.Biol. (1985), 5:3403 - 08.

(B) O exprimare alternativd a vectorului se prezintd prin constructia realizata
prin inserarea virusului hepatitei C, HCV (A/B) intre portiunile Stul si Spel ale pSC%
(obtinute de catre D-nul B.Mess, NIH), dupé care urmeaza recombinarea cu virusul
de vaccinare (asa cum l-a descris Charkrabarty si colaboratorii, T Mol.Cell.Biol.
(1985) 5:3403-09].

(C) Celulele HeL A S3 sunt colectate ca urmare a centrifugdrii, timp de 7 min,
la 2000 rot/min, la temperatura camerei, in flacoane de centrifugare sterile de 500
ml capacitate (cu rotor Ja-10). Paletele sunt resuspendate la o concentratie finald de
2x10’ celule/mil in aditie la mediu de cultura (Joklin in mediu modificat MEM Spinner
+ ser de cal + 5 % si gentamicina) (“mediu spiner”). Stocul brut de virusuri w(S C 59-
virusul hepatitei C) sonicat, este adaugat la o multitudine de infectii ale celulelor,
(pfu/celuld) si amestecul obtinut este mentinut sub agitare, la temperatura de 37°C,
timp de 30 min. Celulele infectate sunt apoi transferate in flaconul de experimentare
care contine 8 | mediu spinner si care se inoculeazd apoi, timp de 3 zile, la tempe-
ratura de 37°C.

Celulele din culturd sunt apoi colectate prin centrifugare si peletele sunt sus-
pendate in mediu tampon (10 mM Tris-HCI, la pH=9,0, In 152 mi). Celulele sunt apoi
ormagenizate, utilizandu-se un omogenizator Dounce de 40 ml capacitate (50 stokes)
si nucleele sunt peletate prin centrifugare (timp de 5 min, la o vitezé de 1600 rot/min,
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la temperatura de 4°C, in rotor JA-20). Peletele nucleare sunt resuspendate in mediu
tampon Tris (24 ml), reomogenizate si peletate din nou, dupa care se comaseaza toti
supernatantii.

Lizatul comasat este divizat in alicoti de 10 ml si se supun sonicarii de trei ori
a cate 30 min, intr-o palnie de sonicare la o putere medie. Lizatul sonicat (15 ml) este
adus in 17 ml de continut material de sucroza (36%]) in tuburi de centrifugare SWa8
si se centrifugheaza la 135000 rot/min, timp de 80 min, la 4°C, pentru peletarea
virusului. Virusul peletat este resuspendat intr-un mililitru de amestec tampon tris
(1mM tris HCI, la pH=9,0)] si se coageleaza, la temperatura, de -80°C.

Exemplul 2. Compararea produselor in vitro si in vivo

(A) prateinele E1 si E2 sunt exprimate ambele in vitro si in vivo si 35 S-Met
este marcat utilizand vectorii, descrisi in exemplul 1 de mai sus. Celulele BSC-40 si
Hela sunt infectate cu vectorii rVV pentru exprimarea in vitro. Atat mediul, cét si
lizatele celulare sunt examinate pentru proteinele recombinate. Produsele au fost
imunaoprecipitate utilizandu-se ser uman imunizat pentru virusul hepatitei C (HCV), 1n
timp ce proteinele in vitro au fost analizate direct. Proteinele sunt analizate prin SDS-
PAGE.

Sistemul de exprimare reticulacitic (pGEM3Z cu HCV(S/B) sau HCV(A/B) pro-
duce proteinele C, E1 si E2 avand greutati maoleculare, de aproximativ 18kD, 35kD
si respectiv 72 kD. Lizatele din celulele BSC-40 si Hel.a sunt transfectate cu vectorii
rVV si contin HCV(S/B), HCV[A/B) sau CE1(S/B) prezentand aceleasi proteine.
Deoarece sistemul reticulocitic nu prevede un proces Golgi eficient si deci, nu se pre-
vede acidul sialic, atat in vitro cat si in vivo. Numai vectorul rVV care contine TPA-NB
1 are ca rezultat orice secretie extracelulara de E2, care prezinta o mobilitate modi-
ficatd consistenta cu sialilare.

(B) HCV (S/B) este exprimat in vitro si este incubat cu o grupare de lectinad
biotinilatd: GNA, PNA, WGA si ConA. Dupa incubare complecsii sunt colectati pe sfere
acrilice de avidin, apoi sunt spalate, eluate cu un mediu tampon laemmli si analizate
prin SDS-PAGE. Rezultatele aratd ca proteinele E1 si E2 se leaga de GNA si ConA,
care indica prezenta manozei. Legaturile GNA la gruparile de manoza terminale au loc
odatd cu legarea ConA la orice manoza legata in pozitia alfa. Absenta legaturilor la
SNA, PNA si WGA indica faptul ca niciuna din proteine nu contine acid sialic,
galactoza, N-acetilgalactozamind sau N-acetilglucozamina.

(C) Proteinele E1 si E2 radiomarcate sunt produse in celulele BSC-40 prin
infectare cu ser imun fata de HCV+. O jumatate din materialul imunoprecipitat este
tratat pand a doua zi cu neuraminidaza pentru a se indeparta urmele de acid sialic.
Dupa tratament, proteinele tratate si proteinele netratate sunt analizate prin SDS-
PAGE. Nici o diferenta semnificativa in mabilitate nu s-a observat, indicand lipsa
sialilarii in vitro.

(D) Proteinele E1 si E2 radiomarcate sunt produse in celulele BSC-40 prin
infectare cu rVV continand HCV (A/B) (w) /SC 58=HCV] si apoi are loc imunopreci-
pitarea cu ser uman HCV* sau precipitarea prin biotinilarea lectinei GNA legaté la
particulele acrilice, si utilizandu-se secventele libere w/SC 11, de HCV, sub forma de
control. Precipitatele au fost analizate prin SDS-PAGE. Datele au demonstrat ca pro-
teinele E1 si E2 au fost speciile majore de proteine cu terminatii de manoza in celulele
infectate w/SC 59-HCV. GNA a fost un antiser uman eficient in precipitarea
proteinelor E1 si E2 din mediul de cultura celular. Componentul 25kD a fost observat,
dar acesta pare a fi specific celulelor infectate cu vaccin.
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Exemplul 3. Furificarea prin utilizarea lectinei

(A) Celulele Hela sunt inoculate cu purificarea stocului de virusuri w/SCSS-HCV
cu titru Tnalt, la o multiplicare de infectii de 5 pfu/celuld si amestecul este agitat, la
temperatura, de 37°C timp, de 30 min. Celulele infectate sunt apoi transferate in
flaconul de experimentare contindnd mediu spiner 8 | si apoi sunt incubate timp de 3
zile, la temperatura de 37°C. Celulele sunt apoi colectate din nou prin centrifugare si
resuspendate in solutie hipotonica (20 mM HEPES, 10 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 120
ml) pe gheata. Celulele sunt apoi omogenizate cu ajutorul unui omogenizator Duonce
(50 stokes) si nucleele sunt peletate prin centrifugare (5 min la 1600 rot/min, la
4°C, cu rotorul JA-20). Peletele sunt comasate, resuspendate in 48 ml tampon hipo-
tonic, reomaogenizate, recentrifugate, recomasate si congelate la -80°C. Supernatantii
congelati sunt apoi, decongelati si fractiunea de membrana microzomala a lizatului
post-nuclear este izolatad prin centrifugare, timp de 20 min, pe rotor JA-20 la o viteza
de 13500 rot/min, la temperatura de 4°C. Supernatantul este apoi indepartat prin
aspiratie. Peletele sunt luate apoi cu 96 ml de amestec tampon continand detergent
(20 mM Tris-HCI, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DDT, 0,5 % Triton X-100, pH=
7.5) si apoi se omogenizeaza (la 50 stokes). Produsul este clarificat prin centrifugare,
timp de 20 min, la 13500 rot/min, la 4°C si supernatantii sunt colectati. Coloana de
agaroza GNA 1 x 3 cm, 3 mg de sfere GNA per mi, 6 ml volumul stratului (Vector
Labs, Burligame, CA) a fost pre-echilibratd cu un amestec tampon cu detergent.
Praba de supernatant a fost aplicatd pe o coloana cu recirculare ntr-o proportie de
1 ml /min, timp de 16...20 h, la temperatura de 4°C. Coloana a fost apoi spalata cu
amestecul tampon cu detergent. Proteinele E1/E2 purificate sunt eluate cu alfa-D-
manozid {0,9M in amestec tampon cu detergent), intr-o proportie de 0,5 ml /min.
Eluarea este oprita la aparitia proteinelor E1/E2 in eluat si coloana este lasata sa se
echilibreze din nou, timp de 2...3 h. Fractiunile sunt analizate prin sistem cu pata
Western si prin colorare cu argint. Fractiunile de varf sunt reunite si iradiate la ultra-
violet pentru inactivarea oricarui virus de vaccing, rezidual.

(B) Agaroza GNA este utilizatd pentru purificarea asialoglicoproteinelor E1 si
E2 atunci cand sunt sedimentate pe gradiente de glicerol 20...60 %. Gradientele sunt
fractionate si proteinele sunt analizate prin SDS-PAGE si prin sistemul de patare
Western. Petele sunt probate cu GNA pentru identificarea proteinelor E1 si E2.
Rezultatele aratd ca sunt prezenti dimerii E1:E2, care se sedimenteaza in proportia
asteptatd (de exemplu, in proportia caracteristica a proteinei 110 kD). Agregatele mai
mari ale proteinelor de acoperire a virusului hepatitei C sunt asadar aparente, de
asemenea, homodimerii proteinelor E1 si E2 sunt aparenti. Proteina E2 pare a fi
superior reprezentatd intr-un numar mai mare de specii fata de proteina E1, asadar
au fost, de asemenea, detectate specii discrete de E1:E2. Agregatele mai mari sunt
sedimentate mai rapid fatd de markerul de tiroglobulina.

(C) Dupa purificarea prateinelor E1 si E2 pe GNA-agaroza, acestea sunt sedi-
mentate prin gradient de glicerol 20...60 % continand 1mM EDTA. Fractiunile sunt
analizate prin SDS-PAGE, cu si fara beta-mercaptoetanol (betaME]). Nu s-a observat
nici o diferentd sau doar o mica diferenta in abundenta aparentei proteinelor E1 si E2
in prezenta sau in absenta beta-mercaptoetanolului (beta-ME), indicandu-se astfel
absenta legéaturilor bisulfurice intre heterodimeri.

(D) Complecsii de proteine E1/E2 (aproximativ, 40 % puritate) sunt analizati
intr-un analizator de tip Coulter DM-4 submicroni particule). Materialul este detectat,
la 20...60 nm.

(E) Complecsii de proteine E1/E2 (aproximativ, 40 % puritate) sunt analizati
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prin microscopie electronica utilizéndu-se colorarea negativd cu acid fosfotungstic.
Micrograful electronic demonstreaza prezenta particulelor, avand aparent3 sferica si
un diametru de, aproximativ 40 nm. Complecsii de E1/E2 sunt incubati cu ser imun
uman HCV', apoi sunt analizati prin EM cu colorare negativd. Au fost observati si
complecsii anticorpilor contindnd agregate mari si particule mici.

Exemplul 4. Furificarea cromatografica

(A) Materialul purificat pe lectina GNA preparat, asa cum s-a descris in
exemplul 3 (0,5...0,8 ml] s-a diluat de 10 ori cu tampon A (20 mM Tris-Cl tampon,
la pH=8,0, cu 1 mM EDTA)] si s-a aplicat pe o coloana de 1,8 x 1,5 cm de Fractogel
EMD DEAE-650 (EM Separations, Gibbstown, New Jersy, nr. Catalog 16883)
echilibrata cu tampon A. Fractiunea de proteind care contine proteinele E1/E2 este
eluata cu acelasi amestec tampon intr-un gradient de 0,2 ml/min si fractiunile de 1
ml sunt apoi colectate. Fractiunile care contin proteinele E1 si E2 (determinate prin
SDS-PAGE) sunt comasate si depozitate, la temperatura, de -80°C.

(B) Materialul purificat in partea (A) de mai sus are o puritate de 60...80 %.
Asa cum s-a estimat prin SDS-PAGE. Identificarea benzilor putative E1 si E2 a fost
confirmata prin analiza secventiald la N-terminal dupa utilizarea tehnicii de transfer.
In acest scop, Fractogel-DEAE este utilizat pentru purificarea materialului E1/E2,
acest material fiind apoi redus prin addugare de amestec tampon Laemmli (la
pH=6.8, cu 0,06 mM tris, 2,3 % SDS, in glicerol de concentratie 10%, cu 0,72 M
beta-mercaptoetanol) si apoi se fierbe, timp de 3 min. Proba este apoi incarcata pe
gel de poliacrilamida 10%. Dupa SDS-PAGE, proteina s-a transferat pe o membrana
de difluorurad de poliviniliden de 0,2 pm {PVDF) (Bio-Rad laboratories, Richmond, CA).
Benzile respective de proteina putative E1 si E2 sunt excizate din petele respective si
supuse analizei acidului aminic N-terminal si astfel, nu este luatd nici o masura spe-
ciala pentru prevenirea blocajului amino-terminal, in timpul prepararii acestui mate-
rial.Primele 15 cicluri demonstreaza ca proba E1 are o secvent de:

Tyr-GIn-Val-Arg-X-Ser-Thr-Gly-X-Tyr-His-Val-X-Asn-Asp,
in timp ce secventa de E2 este:
Thr-His-Val-Thr-Gly-X-X-Ala-Gly-His-X-Val-X-Gly-Phe.

Secventa de aminoacid cuprinde date conform celor prevazute din secventele
de aminoacid dezoxiribonucleic DNA corespunzatoare. Produsul E1/E2 purificat mai
sus prin cromatografie de FractogelDEAE se crede a fi agregat, asa cum s-a eviden-
tiat prin faptul ca o mare cantitate de E1/E2 este coeluatd in zona cu volum nul din
coloana cromatografica de permetare a gelului BioSil TSK-4000SW. Aceasta arata,
in conditii native, o cantitate semnificativd de complex E1/E2 cu greutatea molecu-
lara, de cel putin 800 kD. S-a observat, de asemenea, si materialul E1/E2 avand o
greutate moleculara, de aproximativ 650 kD.

Revendicari

1. Procedeu de obtinere a asialoglicoproteinelor purificate provenind de la
virusul hepatitei C, caracterizat prin aceea cé, cuprinde: dezvoltarea pe un mediu
de cultura adecvat a unei celule-gazde tansformata cu o gena structurald ce codificad
0 asialoglicoproteina a virusului hepatitei C selectata din grupul E1 si/sau E2, provo-
carea expresiei genei structurale in conditii care favorizeaza inhibarea sialilari; si
izolarea asialoglicoproteinelor virusului hepatitei C din cultura de celule prin cuplarea
Cu o proteina care leagad manoza terminald.
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2. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca gena struc-
turald, care codificd asialoglicoproteina virusului hepatitei C este legatd de o secventa
care determind un lieder de secretie cu rolul de a dirija asialoglicoproteinele la reticulul
endoplasmatic.

3. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca, conditiile
care favorizeaza inhibarea sialilarii cuprind expresia proteinelor cu o vitezd suficienta
pentru inhibarea transportului glicoproteinelor de la reticulul endoplsmatic la aparatul
Golgi si prezenta unei cantitdti suficiente dintr-un modulator de calciu, de preferinta
thapsigargin, care provoaca eliberarea proteinelor in reticulul endoplasmatic al celuleo-
gazda.

4. Procedeu, conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ca proteina de
legare a manozei terminale este o lectind, de preferintd aglutinina din Galanthus
nivalus.

5. Procedeu, conform revendicérii 1, caracterizat prin aceea ca izolarea
asiloglicoproteinelor virusului hepatitei C cuprind:incubarea compozitiei obtinuta in pri-
mele doud faze, timp de 1 h, pe o coloana cu lectina capabila sa lege manoza ter-
minala imobilizata pe un suport si eluarea cu manoza a asialoglicoproteinlor virusului
hepatitei C.

6. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca se obtin
asialoglicproteine de tipul E1 sau E2 sau contindnd o secventd de aminoacizi din
domeniul E1 sau E2 a virusului hepatitei C.

7. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca asialoglico-
prateinele virusului hepatitei C astfel obtinute intra in componenta unor compozitii ce
contin agregate E1/E2 purificate.

8. Procedeu, conform revendicarii 1, caracterizat prin aceea ca asialoglico-
proteinele virusului hepatitei C astfel obtinute sau agregatele lor sunt componente
active ale unui vaccin, respectiv ale unui reactiv de imunodeterminare.
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