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DESCRIPCION
Produccioén de proteina de capside del papilomavirus humano y particulas de tipo virus.
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere de forma general al papilomavirus (PV). La descripcién describe un método de
expresar la secuencia codificante de proteina de capside de papilomavirus humano de tipo 6 (HPV-6) y de tipo 11 (HPV-
11) usando el sistema de expresion en baculovirus, produccién de particulas de tipo virus (VLP) de HPV y el uso de
estas VLP en la produccion de anticuerpos que reconocen epitopos en HPV y para el desarrollo de la vacuna de HPV y
para el desarrollo de ensayos serolégicos para la deteccion de la infeccién por HPV, pero los mismos no forman parte
de la invencioén como tal.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La familia Papovaviridae constituye un grupo de virus de ADN que inducen tanto infecciones liticas como
tumores benignos o malignos. Estructuralmente, todos son viriones icosaédricos desnudos con 72 capsémeros y
contienen ADN circular bicatenario. Los virus incluidos en la familia son: (1) papilomavirus humanos y animales, (2)
poliomavirus de ratén, (3) virus vacuolantes de simio y (4) virus BK y JC humanos.

Los papilomavirus humanos (HPV) infectan epitelios cutaneo, genital, oral y respiratorio de un modo especifico
de tejido. La infeccion por HPV se ha asociado estrechamente con el desarrollo tanto de lesiones benignas como de
neoplasias malignas (Reichman et al., Papillomaviruses, 1990, pags. 1191-1200; y Mandell et al., Principles and
Practice of Infectious Diseases, 32 Edicion, Churchill Livingstone, New York, N.Y.). Por ejemplo, el HPV de tipo 1 (HPV-
1) esté presente en verrugas plantares, los HPV de tipo 6 u 11 (HPV-6 o HPV-11) en condylomata acuminata (verrugas
anogenitales), mientras que el HPV de tips 16 6 18 (HPV-16 6 HPV-18) son comunes en lesiones premalignas y
malignas del epitelio escamoso cervical (véase Crum et al., “Human papillomavirus infection and cervical neoplasia: New
perspectives,” 1984, Int. J. Gynecol. Pathol., vol. 3, pags. 376-388; zur Hausen, Genital Papillomavirus Infections, 1985,
pags. 83-90; Rigby et al., Viruses and Cancer, Cambridge University Press, Cambridge, UK; y Koutsky et al.,
“Epidemiology of genital human papillomavirus infection,” 1988, Epidemiol. Rev., vol. 10, pags. 122-163).

Sin embargo, las dificultades en la propagacion del HPV in vitro ha conducido al desarrollo de estrategias
alternativas para la producciéon de antigenos para estudios inmunolégicos. Por ejemplo, Bonnez et al., “The Pstl-Xholl
restriction fragment of the HPV-6b L1 ORF lacks immunological specificity as determined by sera from HPV 6 condyloma
acuminatum patients and controls,” 1990, UCLA Symp. Mol. Cell. Biol., New Series, vol. 124, pags. 77-80; Jenison et al.,
“Identification of immunoreactive antigens of human papillomavirus type 6b by using Escherichia coli-expressed fusion
proteins,” 1988, J. Virol., vol. 62, pags. 2115-2123; Li et al., “Identification of the human papillomavirus type 6b L1 open
reading frame protein in condylomas and corresponding antibodies in human sera,” 1987, J. Virol., vol. 61, pags. 2684-
2690; Steele et al., “Humoral assays of human sera to disrupted and nondisrupted epitopes of human papillomavirus
type 1,” 1990, Virology, vol. 174, pags. 388-398; and Strike et al., “Expression in Escherichia coli of seven DNA
segments comprising the complete L1 and L2 open reading frames of human papillomavirus type 6b and the location of
the 'common antigen,” 1989, J. Gen. Virol., vol. 70, pags. 543-555, han expresado secuencias codificantes de proteina
de capside recombinante en sistemas procariotas y usado las mismas en andlisis de transferencia de Western de
sueros obtenidos de individuos con infeccion de HPV del tracto genital. Los resultados de estos estudios han sugerido
que los anticuerpos para epitopos desnaturalizados, es decir lineales de proteinas de capside de HPV se pueden
detectar en los sueros de algunos individuos infectados.

Las particulas de virus completo también se han usado para detectar anticuerpos en sueros humanos,
incluyendo anticuerpos dirigidos contra epitopos conformacionales. Estos estudios han sido dificiles de realizar debido a
que la mayoria de las lesiones inducidas por HPV que tiene origen natural producen pocas particulas. Sin embargo, las
particulas de virus completas se pueden obtener en cantidades suficientes para realizar ensayos inmunolégicos de
verrugas plantares inducidas por HPV de tipo 1 (Kienzler et al., “Humoral and cell-mediated immunity to human
papillomavirus type 1 (HPV-1) in human warts,” 1983, Br. J. Dermatol., vol. 108, pags. 65-672; “Pfister et al.,
Seroepidemiological studies of human papilloma virus (HPV-1) infections,” 1978, Int. J. Cancer, vol. 21, pags. 161-165; y
Steele et al., “Humoral assays of human sera to disrupted and nondisrupted epitopes of human papillomavirus type 1,”
1990, Virology, vol. 174, pags. 388-398) y xenoinjertos de ratdn actinico de HPV-11 inducido experimentalmente
(Kreider et al., “Laboratory production in vivo of infectious human papillomavirus type 11,” 1987, J. Virol., vol. 61, pags.
590-593; y Kreider et al., “Morphological transformation in vivo of human uterine cervix with papillomavirus from
condylomata acuminata,” 1985, Nature, vol. 317, pags. 639-641). Mas particularmente, la Patente de Estados N°
5.071.757 de Kreider et al., describe un método de propagacion de viriones de HPV-11 infecciosos en el laboratorio
usando un sistema de modelo de xenoinjerto de raton atimico. Aunque este sistema es capaz de producir cantidades de
virus infecciosos que se podrian usar para el desarrollo de un ensayo serolégico para la infeccion por HPV genital, este
sistema es muy costoso y engorroso. Ademas, hasta ahora solamente un tipo de HPV genital se ha propagado en ese
sistema, por tanto, limitando su utilidad. Ademas, el virus infeccioso producido usando este sistema representa un riesgo
bioldgico y, por lo tanto, seria dificil de usar una formulacion de vacuna.

Zhou et al., en “Expression of vaccinia recombinant HPV 16 L1 and L2 ORF proteins in epithelial cells is
sufficient for assembly of HPV virion-like particles”, 1992, Virology, vol. 185, pags. 251-257, han descrito la formacién de
particulas de tipo virus de HPV-16 en nucleos de células CV-1 después de la infecciéon por un vector de expresion
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recombinante doble de L1/L2 de HPV-16 de virus vaccinia. Sin embargo, los autores no fueron capaces de producir las
VLP con un vector que exprese solamente L1. Ademas, las VLP producidas carecian de una simetria bien definida y
eran mas viables en tamafio y menores, solamente de aproximadamente 35-40 nm de didmetro que los viriones de HPV
(55 nm) o las VLP de la presente invencién (las VLP de HPV-11 producidas por baculovirus, de aproximadamente 50
nm de diametro.

La Patente de Estados Unidos N° 5.045.447, de Minson, describe un método de exploracién de sobrenadantes
de cultivo de hibridoma para anticuerpos monoclonales con especificidades deseadas. El método de Minson se ilustra
mediante la produccién de anticuerpos para la proteina L1 del papilomavirus de tipo 16 (HPV-16) usando esta proteina
como el antigeno diana en ratones. Sin embrago, Minson no consigue describir la expresion de la proteina L1 o la
produccién de particulas de tipo virus (VLP) de HPV.

La Patente de Estados Unidos N° 4.777.239, de Schoolnik et al., describe secuencias peptidicas cortas
obtenidas de varias de las fases de lectura abierta de la regién temprana de papilomavirus que provocan anticuerpos
especificos de tipo para papilomavirus. Sin embargo, los inventores no consiguen describir ninguna secuencia dirigida a
la fase de lectura abierta tardia principal L1.

La Patente de Estados Unidos N° 5.057.411 de Lancaster et al., describe una secuencia polinucleotidica de
aproximadamente 30 nucledtidos de la fase de lectura abierta de la proteina de capside L1 de papilomavirus que los
inventores afirman que codifica un epitopo especifico de tipo de papilomavirus. Sin embargo, los inventores no
describen animales infectados que produzcan anticuerpos que reconozcan esta secuencia. En lugar de esto,
sintetizaron una version de papilomavirus bovino de tipo 1 (BPV-1) de la secuencia (un péptido de 10 aminoé&cidos o
decapéptido), después inmunizaron conejos y ensayaron la capacidad del antisuero de reaccionar con tejido de
fibropapiloma inducido con BPV-1 o0 BPV-2. El antisuero peptidico reaccioné solamente con tejido de BPV-1 y no BPV-2.
Después, los inventores llegaron a la conclusion de que el péptido contenia un determinante antigénico que era
especifico de tipo y, por lo tanto, todas las secuencias codificantes de L1 de papilomavirus contenian un epitopo
especifico de tipo en este locus. Esto es una especulacion tedrica por parte de los inventores, que no proporcionan
datos para apoyar esta hipétesis. Ademas, generalmente se piensa que las secuencias de amino&cidos descritas (10
aminoacidos) no pueden adoptar estructuras antigénicas de orden superior, es decir, epitopos conformacionales que
posean una estructura tridimensional tal como la producida mediante el método descrito en este documento.

Otro problema asociado con infecciones por papilomavirus es la necesidad de modalidades terapéuticas y
profilacticas alternativas. Una de tales modalidades, que ha recibido un pequefio estudio reciente, seria las vacunas de
papilomavirus. En 1944, Biberstein tratd pacientes con condiloma acuminatum con una vacuna autégena obtenida de
las verrugas de los pacientes (Biberstein, “Immunization therapy of warts,” Arch. Dermatol Syphilol, 1944, vol. 50, pp. 12-
22). Después de esto, Powell et al., desarrollaron la técnica usada tipicamente en la actualidad para preparar vacunas
para verrugas autégenas para el tratamiento de condiloma acuminatum (Powell et al., “Treatment of condylomata
acuminata by autogenous vaccine,” 1970, South Med. J., voL 63, pags. 202-205). Tan so6lo un estudio doble
enmascarado, controlado con placebo ha intentado evaluar la eficacia de la vacuna autégena (Malison et al.,
“Autogenous vaccine therapy for condyloma acuminatum: A double-blind controlled study,” 1982, Br. J. Vener. Dis., vol.
58, pags. 62-65). Los autores llegaron a la conclusiéon de que la vacunacidn autégena no era eficaz en el tratamiento de
condiloma acuminatum, aunque esta interpretacion puede ser errébnea. Un pequefio nimero de pacientes estudiados
impidi6 extraer conclusiones negativas vélidas. En cualquier caso, las vacunas autégenas, tal como se describen
actualmente, tienen diversas desventajas. En primer lugar, el paciente tiene que tener verrugas relativamente grandes
(de 2 g a 5 g) para preparar la vacuna. En segundo lugar, el médico necesita acceder a equipamiento de laboratorio y
adiestramiento cada vez que se tiene que tratar a un nuevo paciente. Por lo tanto, la preparacion de vacunas es muy
costosa, tediosa y en casos implica masivas lesiones relativamente pequefias, no posibles.

El documento W093/02184 pretende describir un método para proporcionar particulas de tipo virus de
papiloma. Desgraciadamente, los métodos tradicionales de propagacién de virus todavia no se han adaptado al estudio
de los papilomavirus y los métodos alternativos que se han descrito previamente no consiguen producir viriones
infecciosos en ninguna cantidad significativa para estudios inmunolégicos. Ademas, la propagacioén in vivo de HPV-11
en el sistema de ratén atimico no es muy practica debido a que es cara, laboriosa trabajosa y actualmente esta limitada
a HPV-11. Por consiguiente, se necesita un método alternativo de produccion de epitopes de capside de HPV para el
uso en estudios inmunoldgicos y en la produccion de vacunas.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método de expresion de la secuencia codificante de proteina de capside
de papilomavirus (PV) en una célula, que comprende transfectar la célula con un vector de expresién que contiene la
secuencia codificante de proteina de capside de papilomavirus en condiciones que faciliten la expresion de la proteina
en la célula. El papilomavirus es cualquiera de HPV-18, HPV-31, HPV-33 y HPV-35.

En otro aspecto de la invencién, se proporciona una particula (o particulas) de tipo virus como (VLP), un
fragmento (o fragmentos), un capsémero (0 capsémeros) o una parte (o partes) de los mismos, formados por proteina
de céapside de papilomavirus. Se ha descubierto que la particula (o particulas) de tipo virus comprende una
caracteristica (o caracteristicas) antigénicas similares a las de las particulas de papilomavirus infecciosas nativas.
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La descripcion describe (pero no como parte de la invencion como tal) un método de expresion de la secuencia
codificante de proteina de capside L1 de papilomavirus humano de tipo 6 (HPV-6) y de tipo 11 (HPV-11) en células de
insecto Sf-9 usando el sistema de expresion de baculovirus. Las secuencias codificantes de HPV-6 y HPV-11 se
clonaron usando técnicas convencionales en la técnica en un vector de transferencia de baculovirus. El vector de
transferencia de baculovirus resultante se us6 para co-transfectar células de insecto Sf-9 con virus de la polihedrosis
nuclear de Autographa californica (AcNPV) formando un baculovirus recombinante (Ac6L1 o Ac11L1) que se recupero.
Después de esto, las células de insecto Sf-9 se infectaron con Ac6L1 o AcllLl en condiciones que facilitaban la
expresion de la proteina en las células. Se descubrié que la proteina L1 formé particulas de tipo virus (VLP). Las VLP se
identificaron mediante microscopia electrénica de fracciones de banda de sacarosa tefiida negativamente obtenida de
células Sf-9 infectadas por el baculovirus recombinante Acl1L1. Se descubrié adicionalmente que las VLP poseian
caracteristicas inmunolégicas y morfoloégicas similares a las de viriones de HPV-11 nativos, como se define por
antisueros de conejo.

La particula (o particulas) de tipo virus producida de acuerdo con la invencién, se puede usar en ensayos de
diagnéstico, puede desempefiar un papel en la identificacién y caracterizacion de un receptor de célula de HPV y se
puede usar para el desarrollo de vacunas (tanto terapéuticas como profilacticas). Se entiende que el método como se
describe en este documento para la produccion de HPV-11 y HPV-6 se puede usar para producir reactivos
inmunoldgicos similares de otros papilomavirus animales y/o humanos. Ademas, las VLP producidas de acuerdo con la
invencion proporcionaran abundantes reactivos con los que realizar estudios inmunologicos de papilomavirus y para
desarrollar vacunas contra papilomavirus.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

En el sentido de que cualquier figura se refiere a un HPV diferente a HPV-18, HPV-31, HPV-33 y HPV-35, no
forma parte de la invencion reivindicada como tal que se refiere a dichos tipos de HPV. La Figura 1A muestra un
gel de poliacrilamina de SDS tefiido con azul de Coomassie de lisados de células Sf-9 infectadas por AcCNPV de
tipo silvestre y Ac11L1 recombinante.

La Figura 1B muestra una transferencia de Western de lisados de células SF-9 infectadas por AcNPV de tipo
silvestre y Ac11L1 recombinante sondadas con antisuero policlonal de conejo especifico para epitopo comun de L1
de HPV.

La Figura 2 muestra una microfotografia electronica de particulas de tipo virus de HPV-11 recuperadas por
centrifugacion de densidad en sacarosa de células Sf-9 infectadas por AcllLl. Las VLP mostradas tienen
aproximadamente 52 nm de didmetro (realizadas a escala por patrones de aumento) y poseen simetria
icosaédrica, coherente con las observaciones publicadas con respecto a las caracteristicas morfologicas de
papilomaviriones de origen natural.

La Figura 3 muestra comparaciones de transferencia de Western y de inmunotransferencia puntual de
inmunorreactividades de antisueros de conejo con L1 recombinante. En el panel A, el lisado de células de insecto
de L1 recombinante se sometio a transferencia de Western en condiciones desnaturalizantes. En el panel B, los
lisados de células de insecto de L1 no recombinante (+) o recombinante (L1) se aplicaron a una membrana de
transferencia en condiciones no desnaturalizantes. Las tiras A se sondaron con un anticuerpo policlonal de conejo
especifico para el epitopo comun de L1 de HPV; las tiras B se sondaron con antisuero policlonal de conejo
especifico para la secuencia de aminoacidos amino terminal de L1 de HPV; las tiras C se sondaron con un
antisuero de particula de virus completo policlonal de conejo.

La Figura 4 muestra un ensayo de transferencia de Western usando lisados de célula de insecto de L1
recombinantes. Las tiras A-X se corresponden a diferentes anticuerpos primarios usados (las tiras Ay B se
hicieron reaccionar con antisueros anti-particulas de virus completo pre- y post-inmune de conejo,
respectivamente; la tira C se hizo reaccionar con antisuero anti-epitopo comun de L1 desnaturalizado post-inmune
de conejo; las tiras D-O se hicieron reaccionar con sueros de pacientes con condiloma acuminatum; las tiras P-X
se hicieron reaccionar con sueros de control).

La Figura 5 muestra un ensayo de inmunotransferencia puntual usando lisados de células de insecto. Las letras
por encima de las tiras se corresponden a diferentes anticuerpos primarios usados, que eran los mismos que los
descritos en la Figura 4.

La Figura 6 es una microfotografia electronica de VLP de HPV de tipo 6, producidas mediante la construccion y
expresion de un baculovirus recombinante de L1 de HPV-6 (Ac6L1).

La Figura 7 es una microfotografia electronica de VLP de HPV de tipo 16, producidas mediante la construccion y
expresion de un baculovirus recombinante de L1 de HPV-66 (Ac16L1).

La Figura 8 muestra la serorreactividad de pacientes con condiloma acuminatum a VLP de L1 de HPV-11.

La Figura 9 muestra correlacion entre las serorreactividades de viriones y VLP de HPV-11.
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La Figura 10(a) muestra una transferencia de Western (panel izquierdo) de proteinas L1 de HPV-11 (Carril 2) y L1
de HPV-16 (Carril 3). Los marcadores de referencia molecular estan a la izquierda, la flecha indica las posiciones
aproximadas de las proteinas L1 recombinantes de HPV-11y HPV-16.

La Figura 10(b) es una inmunotransferencia puntual (panel derecho) en la que el Carril 1: AcCNPV (muestra
infectada por baculovirus de tipo silvestre); Carril 2: Ac11L1 (muestra infectada por Ac1L1 recombinante); Carril 3:
Acl6L1 (muestra infectada por Ac16L1 recombinante).

La Figura 11 muestra la deteccion mediante SDS Page e inmunotransferencia de Western de L1 de HPV-11
recombinante en el sobrenadante de cultivo de células Sf-9 infectadas por Ac11L1 (Panel A; SDS Page (tefiido con
Coomassie); Panel B: transferencia de Western, usando el suero de antigeno comun de PVL1; Carril 1: sedimento
de alta velocidad de sobrenadante de cultivo de células infectadas por AcNPV no recombinante; Carril 2:
sedimento de alta velocidad de sobrenadante de cultivo de células Sf-9 infectadas por Ac11L1; los marcadores de
peso Molecular (M;) estan a la izquierda; la flecha en la derecha indica la posiciéon de L1 recombinante de M, 55
kD.

La Figura 12 muestra a un andlisis de microscopia electronica de preparaciones de VLP sin procesar y purificadas
con CsClI (A-VLP sedimentadas de sobrenadante de cultivo sin célula Sf-9 infectada por Ac11L1; VLP purificadas
por B-Csc1; barra = 50 nm).

La Figura 13 muestra analisis de inmunotransferencia puntual de VLP recombinantes purificadas y viriones
completos de HPV-11 (Carril 1: sueros pre-inmunes; carril 2: sueros post-inmunes; A-Conejo R-366, inmunizado
con viriones completos de HPV-11 purificado; B-Conejo R-399, inmunizado con VLP de HPV-11 purificadas;
Antigenos: VLP (particulas de tipo virus de L1 de HPV-11); WVP (particulas de virus completo de HPV-11)).

La Figura 14 muestra un analisis de transferencia puntual de didmetros geométricos medios (GMD) de xenoinjerto.

La Figura 15 muestra un inmunoensayo de transferencia de Western de preparaciones de VLP purificadas de
HPV-11, HPV-16 y HPV-18 (Carril A, VLP de L1 de HPV-11; carril B, VLP de L1 de HPV-16; carril C, VLP de L1 de
HPV-18).

La Figura 16 (A-C) muestra una microfotografia electronica de VLP purificadas con cloruro de cesio obtenidas de
HPV de tipos 11, 16 y 18. Las VLP se purificaron como se describe en la memoria descriptiva y se tifieron
negativamente con acido fosfotingstico al 2%. A) VLP de L1 de HPV-11; B) VLP de L1 HPV-16; C) VLP de L1 de
HPV-18; las barras se corresponden a 100 nm.

La Figura 17 muestra inmunorreactividades de antisueros post-inmunes de conejo de VLP con preparaciones de
VLP homdlogas y heterdlogas. Antigenos: VLP de L1 de HPV-1, barras blancas; VLP de L1 de HPV-16, barras
punteadas; VLP de L1 de HPV-18, barras negras. Antisueros: A) antisuero de conejo anti-antigeno comuan de PVL-
1; B) antisuero de conejo de virion completo de HPV-11; C, D) de dos conejos inmunizados con VLP de L1 de
HPV-11; E, F) de dos conejos inmunizados con VLP de L1 de HPV-16; G, H) de dos conejos inmunizados con VLP
de L1 de HPV-18.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método de expresion de la secuencia codificante de proteina de capside
de papilomavirus en una célula usando el sistema de expresion de baculovirus en condiciones que faciliten la expresion
de la proteina en la célula. En otro aspecto de la invencién, se ha descubierto que la particula (o las particulas) de tipo
virus (VLP), fragmento (o fragmentos), capsdmero (0 capsémeros) o parte (o partes) de los mismos estan formados por
la proteina de capside de papilomavirus. Se descubrié adicionalmente que la particula (o particulas) de tipo virus
comprende caracteristicas antigénicas similares a las de particulas de papilomavirus infecciosas nativas.

El papilomavirus es cualquiera de HPV-18, HPV-31, HPV-33 y HPV-35. Como se usa en este documento,
“particula (o particulas) de tipo virus (VLP)" se refiere a una particula (o particulas) de tipo virus, fragmento (o
fragmentos), capsémero (0 capsémeros) o parte (o partes) de los mismos producidos por la secuencia codificante de
proteina de capside de papilomavirus y que comprende caracteristica (0 caracteristicas) antigénicas similares a las de
particulas de papilomavirus infecciosos. Como se usa en este documento, “caracteristica (o caracteristicas) antigénicas”
se refiere (1) a la capacidad de la particula (o particulas) de tipo virus de presentar reaccion cruzada con particulas de
tipo silvestre (particulas de virus infeccioso nativas del mismo tipo de HPV) como se determina mediante antisueros
generados en animales y/o humanos por inmunizacién con las VLP o virus infecciosos; y/o (2) a la capacidad de
reconocer o de detectar anticuerpos en sueros humanos de personas que se sabe que estan infectadas por virus
homoélogos.

Como se usa en este documento, “secuencia codificante de proteina L1” o “secuencia codificante de proteina
de capside L1” o “secuencia codificante de L1” se refiere a la fase de lectura abierta que codifica la proteina L1 en
papilomavirus. Cuando se expresa, la secuencia codificante de proteina L1 produce una proteina, o complejo proteico, o
agregado que posee caracteristicas inmunolégicas y morfoldgicas similares a las de los viriones de papilomavirus
nativos. La secuencia codificante de L1 usada en la invencion se puede aislar y purificar a partir de ADN gendmico de
papilomavirus o sintetizar usando técnicas de ingenieria genética convencionales.
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Como se usa en este documento, el término “transfectar” se refiere a cualquier medio para introducir un virus,
plasmido o vector en una célula. Los ejemplos de tales medios se incluyen infeccién, precipitacion con fosfato célcico y
electroporacion.

La descripcion describe (pero no como parte de la invencion como tal) un método de expresién de la secuencia
codificante de la proteina de capside L1 del papilomavirus humano de tipo 11 (HPV-11) o papilomavirus humano de tipo
6 (HPV-6) en células de insecto Sf-9 usando el sistema de expresion de baculovirus. Se entiende que las secuencias
codificantes de proteinas de capside de estos tipos de HPV se usan Unicamente con fines de la ilustracion y que para
los papilomavirus humanos de tipos 18, 31, 33 y 35, se usa una secuencia codificante de proteina de capside L1
(Gissman et al., Cancer Cells, 1987, vol. 5, pag. 275).

El sistema de expresion preferido usado en el método de la invencidn es el sistema de expresion de
baculovirus, sin embargo, se entiende que se puede emplear cualquier otro sistema (0 sistemas) de expresion en este
documento suponiendo que el sistema (0 sistemas) puedan expresar la secuencia codificante de proteina L1. Los
ejemplos de tales sistemas incluyen, sin limitacién, cualquier sistema (0 sistemas) procariota y/o eucariota incluyendo
adenovirus, SV40, E. coli, March 9, células 1993CHO, virus vaccinia, virus de insecto, levadura, virus bacteriéfago o
virus modificados, plasmidos de ADN, vectores y similares. La célula hospedadora para la expresion de la secuencia
codificante de L1 depende del sistema de expresion usado. Los ejemplos de células hospedadoras adecuadas incluyen,
sin limitacion, bacterias (procariotas), microorganismos tales como levaduras, células de mamifero (eucariotas) y células
de insecto. Cuando se usa el sistema de expresion de baculovirus se prefieren células de insecto tales como Sf-9 o Sf-
21.

En otro aspecto de la invencién, se descubrié que la proteina L1 producia particulas de tipo virus (VLP),
fragmento (o fragmentos), capsdmero (o capsdmeros) o parte (0 partes) de las mismas, formadas por proteina de
capside de papilomavirus. Se ha descubierto que la particula (o particulas) de tipo virus comprende caracteristica (o
caracteristicas) antigénicas similares a las de particulas de papilomavirus infecciosas nativas. Mas particularmente,
estas VLP contienen un determinante antigénico que se reconoce especificamente mediante anticuerpos presentes en
sueros obtenidos de pacientes infectados por HPV genital. Por ejemplo, la reaccion de extractos de células de insecto
que contienen VLP con antisueros dirigidos contra epitopos de capside desnaturalizados o no desnaturalizados, como
se deduce por inmunorreactividades en ensayos de transferencia de Western e inmunotransferencia puntual, sugirié que
los epitopos conformacionales presentes en viriones infecciosos de HPV-11 nativos también estaban presentes en las
VLP de HPV-11 producidas en baculovirus. Sin embargo, las VLP de HPV-11, no son parte de la invencion como tal.
Los ensayos de inmunotransferencia puntual usando sueros humanos obtenidos de individuos con condilomata
acuminatum analizado por biopsia se correlacionaron estrechamente con los resultados obtenidos previamente en
ensayos ELISA basados en particulas de virus completo de HPV-11 como describen Bonnez et al., “Use of human
papillomavirus type 11 virions in an ELISA to detect specific antibodies in humans with condylomata acuminata,” 1991, J.
Gen. Virol., vol. 72, pags. 1343-1347.

Estas similitudes morfolégicas e inmunoldgicas con viriones de HPV-11 nativo sugieren que las VLP
recombinantes producidas en el sistema de baculovirus seran utiles en estudios de sero-epidemiologia y patogenia no
solamente de la infeccion por HPV genital sino también para cualquier papilomavirus y para el desarrollo de vacunas. La
L1 tiene una capacidad intrinseca de auto-ensamblaje. Por tanto, otras proteinas de papilomavirus no se requieren para
la formacion de VLP en el sistema de baculovirus. Esto respalda el argumento de que las VLP para todos los tipos de
papilomavirus se pueden producir de acuerdo con el método descrito en este documento.

Las VLP de la invencion se pueden usar para generar anticuerpos, en sujetos para los que se desea proteccion
contra infeccion por HPV, es decir, vacunas, o para intensificar la respuesta inmune frente a una infeccién por HPV ya
presente. Las VLP de la invencién se pueden inyectar en especies animales para obtener antisueros Utiles en
diagnoéstico. Ademas de los antisueros policlonales, se pueden obtener anticuerpos monoclonales usando los métodos
de Kohler y Milstein o por modificaciones de los mismos, inmortalizando células de bazo u otras células productoras de
anticuerpos de animales inyectados para obtener clones productores de anticuerpos, es decir, hibridomas.

Los anticuerpos obtenidos se pueden usar para el diagnostico de infeccion por HPV en biopsias cervicales o
frotis de Papanicolaou y para ensayar niveles de enfermedad en seres humanos u otros sujetos. En particular, el
diagnostico usando los anticuerpos de la invencion permite el control de la evolucién de la enfermedad. Los anticuerpos
se pueden usar en analisis de suero para detectar el virus asi como para controlar el avance de la terapia con agentes
antivirales u otros terapéuticos dirigidos para controlar la infeccién o el carcinoma. Los anticuerpos también se pueden
usar como terapia pasiva teniendo en cuenta las variaciones de especie.

Las VLP de la invencién se pueden usar en inmunoensayos para detectar la presencia de anticuerpos
generados contra HPV en suero de pacientes sospechosos de albergar infecciones por HPV o para titular los sueros de
pacientes que se estan tratando con una vacuna anti-HPV.

Las VLP de la invencion se pueden administrar directamente a un hospedador para inducir la formacién de
anticuerpos neutralizantes (Bonnez et al., 1992, citado a lo largo de este documento; y Rose et al., en prensa, citado a lo
largo de este documento), para otorgar inmunidad protectora contra HPV o, si el paciente ya esta infectado, para
reforzar la propia respuesta inmune del paciente. Para todas las aplicaciones, las VLP se administran en forma
inmunogena. Opcionalmente, las VLP se pueden conjugar con un material de vehiculo que otorga inmunogenicidad,
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siendo el material preferiblemente antigénicamente neutro. Dependiendo del uso requerido, las VLP de la invencién
tienen la capacidad de servir como vacunas y diagnoésticos especificos de sitio o de amplio intervalo.

Las VLP que se tienen que administrar como vacunas se pueden formular de acuerdo con métodos
convencionales y/o futuros para tal administracién al sujeto a proteger y se pueden mezclar con adyuvantes
convencionales. El péptido expresado se puede usar como un inmunoégeno en formulaciones de vacunas de
subunidades, que pueden ser polivalentes. La formulacién de vacuna polivalente puede comprender cada una de las
VLP que codifican una proteina L1 diferente de diferentes HPV. El producto se puede purificar con fines de formulacion
de vacunas de cualquier sistema de vector/hospedador que exprese la proteina heteréloga. Las VLP purificadas deben
ajustarse a una concentracién apropiada, formularse con cualquier adyuvante de vacuna adecuado y envasarse para su
uso. Los adyuvantes adecuadas incluyen, pero sin limitacion: geles minerales, por ejemplo, hidroxido de aluminio;
sustancias con actividad superficial tales como lisolecitina, polioles de pluronic; polianiones; péptidos; emulsiones de
aceite; y adyuvantes humanos potencialmente Utiles tales como BCG (Bacilo de Calmette-Guerin) y Cornebacterium
parvum. El inmunégeno también se puede incorporar en liposomas o conjugar con polisacaridos y/u otros polimeros
para el uso en una formulaciéon de vacuna. Se pueden usar muchos métodos para introducir las formulaciones de
vacuna que se han descrito anteriormente; las mismas incluyen, pero sin limitacion, vias intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, subcutanea e intranasal. Si se tienen que usar directamente, como reactivos de diagnostico,
se purifican usando métodos convencionales y se envasan de forma apropiada para tal uso. Si se tienen que usar para
producir anticuerpos para fines de diagnostico se pueden usar animales de ensayo adecuados para preparar los
antisueros apropiados. Los huéspedes adecuados incluyen ratones, ratas, conejos, cobayas o incluso mamiferos mas
grandes tales como ovejas. Los anticuerpos se pueden usar terapéuticamente siempre que sean compatibles con el
hospedador a tratar. Para esta solicitud, se prefieren los anticuerpos monoclonales con las caracteristicas de especie
apropiadas.

Para ilustrar adicionalmente la presente invencién, se proporcionan los siguientes ejemplos.

En la medida en que cualquier ejemplo o parte de un ejemplo se refiere a un HPV diferente de HPV-18, HPV-
31, HPV-33 y HPV-35 no forma parte de la invencion reivindicada como tal.

EJEMPLO |
Métodos
1. ADN viral de HPV-11 y construccion del vector de transferencia de baculovirus pVL11L1.

Se obtuvo ADN gendémico de HPV-11 de particulas de virus que se purificaron de xenoinjertos de ratones
atimicos inducidos experimentalmente como describen Rose et al., “Expression of the full-length products of the HPV-6b
and HPV-11 L2 open reading frames by recombinant baculovirus, and antigenic comparisons with HPV-11 whole virus
particles,” 1990, J. Gen. Virol., vol. 71, pags. 2725-2729. La secuencia codificante L1 se clon6 mediante amplificacion
por PCR de ADN gendmico purificado, usando cebadores disefiados para introducir sitios de enzima de restriccién Bglll
y EcoRl y en los extremos 5’ y 3’, respectivamente. Las secuencias de cebador directo e inverso, respectivamente, eran
5-CGC AGA TCT ATG TGG CGG CCT AGC-3 (SEC ID N°: 1) y 5’-CAT ATG AAT TCC CAC AAC ACA CTG ACA CAC-
3’ (SEC ID N°: 2). Se introdujeron sitios de restriccion (subrayados) de forma proximal al supuesto codén de inicio L1
(texto en negrita) y aproximadamente 30 nucleétidos cadena abajo del supuesto codén de terminacion de L1 mediante
mutagénesis dirigida por cebador. La amplificacion se realiz6 esencialmente como describen Bonnez et al., “Antibody-
mediated neutralization of human papillomavirus type 11 (HPV-11) infection in the nude mouse: Detection of HPV-11
mRNAs by the polymerase chain reaction,” 1992, J. Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380, usando 500 ng de cada cebador y
2 unidades de ADN polimerasa de Taq (Amplitag, Perkin-Elmer Cetus Corp., Norwalk, CT). Después de la amplificacion,
el producto de la PCR se digiri6 con Bglll y EcoRI. El producto de digestion de 1539 de pares de bases (pb), que
contenia toda la fase de lectura abierta (ORF) de L1 de HPV-11 se purific6 mediante electroforesis en gel de agarosa
como describen Rose et al., “Expression of the full-length products of the HPV-6b and HPV-11 L2 open reading frames
by recombinant baculovirus, and antigenic comparisons with HPV-11 whole virus particles,” 1990, J. Gen. Virol., vol. 71,
pags. 2725-2729, y se clond en los correspondientes sitios de un vector de transferencia de baculovirus, pVL-1392
(M.D. Summers, Texas A&M University, College Station, TX). La construccién resultante, pVL11L1, se us6 para co-
transfectar células Sf-9 con ADN gendmico de virus de la polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) de
acuerdo con los métodos de Summers et al., A Manual of Methods for Baculovirus Vectors and Insect Cell Culture
Procedures, 1987, Texas A&M University, College Station, Texas. Se recuperaron baculovirus recombinantes mediante
examen visual y seleccion de placas negativas a oclusién (occ-) y se sometieron a dos rondas adicionales de
purificacién en placa de acuerdo con los métodos de Summers et al., A Manual of Methods for Baculovirus Vectors and
Insect Cell Culture Procedures, 1987, Texas A&M University, College Station, Texas. La expresién de proteina de
soluciones madre de virus aislado se determind mediante transferencia de Western.

2. Deteccién por SDS-PAGE y transferencia de Western de la expresion de L1_recombinante en células Sf-9.

Se cultivaron cultivos de células Sf-9 infectadas en matraces de cultivo tisular de 150 cm? y se prepararon para
ensayo analitico de SDS-PAGE y transferencia de Western. Se recogieron de los matraces, células infectadas por L1 no
recombinantes o recombinantes, resuspendiendo con una pipeta de Pasteur y se centrifugd el mismo nimero de células
infectadas por L1 de tipo silvestre o recombinante a 500 x g durante 10 minutos a 4°C. Se retiraron los sobrenadantes y
los sedimentos celulares se transfirieron a hielo, se resuspendieron inmediatamente en 1 ml de tampén de lisis (Tris 30
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mM, pH 7,6; MgCl> 10 mM; CaCl, 1 mM; fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) 1 mM; leupeptina (10 pg/ml); NP-40 al
1%) y se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos con agitacién vorticial periédica. Después de la
centrifugacion a 500 x g durante 2 minutos a 4°C, la fraccion soluble en NP40 contenida en el sobrenadante se retiré y
se diluyd 1:1 con tampon de muestra Laemmli 2X como describe Laemmli, "Cleavage of structural proteins during the
assembly of the head of the bacteriophage T4," 1970, Nature, vol. 277, pags. 680-685, y se calenté a 95°C durante 3
minutos. El sedimento insoluble en NP40 (que contenia material nuclear) se lavé una vez con PBS frio (PMSF 1 mM: 10
ug/ml de leupeptina) y se solubilizé llevando a ebullicién y agitando vorticialmente en tampon de Laemmli 1X. Las
muestras se sometieron a electroforesis en geles de SDS poliacrilamida al 10%, seguido por tincién con azul de
Coomassie (Figura 1, panel A) o transferencia (Figura 1, panel B) a una membrana Immobilon-P (Millipore Corp., New
Bedford, MA) como describen Rose et al., “Expression of the full-length products of the HPV-6b and HPV-11 L2 open
reading frames by recombinant baculovirus, and antigenic comparisons with HPV-11 whole virus particles,” 1990, J.
Gen. Virol., vol. 71, pags. 2725-2729.

3. Preparacion de soluciones madre de L1 no recombinante y recombinante.

Estos ensayos se realizaron usando diluciones de soluciones madre del sobrenadante clarificado (alta
velocidad) preparadas a partir de extractos de células de insecto infectadas por AcNPV o AcllLl. Los cultivos de
suspension (100 ml) de células Sf-9 infectadas por ACNPV o Ac11L1 a una multiplicidad de infeccion aproximada de 10
unidades formadoras de placas por células se incubaron a 27°C durante 72 horas. Después, los cultivos se
centrifugaron a 1.000 x g durante 10 minutos a 4°C y los sedimentos celulares se resuspendieron en 20 ml de tampon
de homogeneizacion (tampén de lisis con NaCl 1 M) y se homogeneizaron con 50 impulsos en un homogeneizador
Dounce en hielo. Los homogenizados se transfirieron a tubos Corex de tapén de rosca de 30 ml frios y se centrifugaron
a 3.000 x g durante 10 minutos a 4°C. Después, las fracciones de sobrenadante de baja velocidad se transfirieron a un
tubo limpio y se centrifugaron a 100.000 x g durante 30 minutos a 4°C. Las concentraciones de proteina total de las
fracciones de sobrenadante de alta velocidad se midieron mediante absorcién espectrofotométrica a 280 nm de acuerdo
con el procedimiento de Stoscheck, “Quantitation of proteins,” 1990, in Methods in Enzymology, vol. 182, pag.54,
Academic Press, Inc., New York y se ajustaron a la equivalencia con tampén de homogeneizacion recién preparado
(concentraciones de proteina aproximadamente iguales a 30 mg/ml). Se afiadi6 glicerol al 10% (v/v) y las soluciones
madre se dividieron en alicuotas y se conservaron a -20°C.

4. Ensayos de transferencia de Western y de inmunotransferencia puntual.

Se usaron ensayos de transferencia de Western y de inmunotransferencia puntual para determinar las
especificidades de anticuerpo de epitopo lineal y conformacional en antisueros de conejo y sueros humanos. Los
ensayos de transferencia de Western (Fig. 3, panel A, y Fig. 4) se realizaron usando 2 ul (aproximadamente 60 pg de
proteina total) de solucion madre de L1 recombinante diluida 1:100 con tampdén de muestra de Laemmli 1X, que
contenia reactivos de desnaturalizaciéon de proteina como describen Laemmli, “Cleavage of structural proteins during the
assembly of the head of the bacteriophage T4,” 1990, Nature, vol. 277, pags. 680-685, y se calentaron a 95°C durante 3
minutos. La muestra desnaturalizada se cargd en un solo pocillo de muestra de 100 mm de anchura, se sometio a
electroforesis en un gel de SDS poliacrilamida al 10% y se transfiri6 a una membrana Immobilon-P. Después de
bloquear con una solucion de BSA al 2% (Kirkegaard y Perry Labs, Inc., Gaithersburg, MD) durante 2 horas a 37°C, la
membrana se cortd en tiras de 24,4 mm de anchura, que contenian cada una aproximadamente 2,5 ug de proteina total.
Después de esto, las tiras se sondaron con antisueros (Fig. 3, panel A, y Fig. 4).

Para los andlisis de inmunotransferencia puntual se diluyeron soluciones madre de L1 no recombinante o
recombinante 1:1.000 con PBS frio (CaCl, 1 mM) y se aplicaron puntualmente alicuotas de 100 ul (que contenian
aproximadamente 3,0 ug de proteina total) sobre una membrana de Immobilon-P. Los reactivos de desnaturalizacion de
proteinas se omitieron de la preparacion de muestra de inmunotransferencia puntual para conservar la conformacion
nativa de L1 recombinante. Las soluciones de diluyente de bloqueo, anticuerpo primario y secundario, lavados y sustrato
usados son como describieron Strike et al., "Expression in Escherichia coli of seven DNA segments comprising the
complete L1 and L2 open reading frames of human papillomavirus type 6b and the location of the (common antigen),"
1989, J. Gen. Virol., vol. 70, pags. 543-555. Las incubaciones de anticuerpo primario se realizaron durante una noche a
4°C, las incubaciones del segundo anticuerpo se realizaron a temperatura ambiente durante 90 minutos. Para las
inmunotransferencias puntuales, todas las soluciones excepto la solucién de sustrato contenian CaCl, a 1 mM. Las
diluciones de anticuerpo primario eran 1:2.000 para antisueros de conejo y 1:1.000 para sueros humanos. Los
anticuerpos unidos especificamente se detectaron con conjugados de IgG purificados por afinidad anti-conejo
(Kirkegaard y Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg, MD) o anti-ser humano (TAGO Immunodiagnostics, Burlingame,
CA) con fosfatasa alcalina usados a diluciones de 1:2.000 y 1:5.000, respectivamente, usando BCIP/NBT (Kirkegaard y
Perry Laboratories, Inc.) como sustrato. Las reacciones de inmunotransferencia puntual se evaluaron mediante
comparacioén visual de intensidades de punto de L1 no recombinante y recombinante. Se considerd que una reaccion
era positiva si la intensidad del color del punto de L1 recombinante era mayor que la intensidad de color del punto de
control no recombinante presente en la misma tira.

5. Antisueros.

El antisuero de L1 desnaturalizado usado se describié previamente como anti-pEX480 por Strike et al.,
“Expression in Escherichia coli of seven DNA segments comprising the complete L1 and L2 open reading frames of
human papillomavirus type 6b and the location of the (common antigen)” 1989, J. Gen. Virol., vol. 70, pags. 543-555.
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Este antisuero se obtuvo mediante inmunizacion de conejo con una proteina de fusiéon expresada en bacteria purificada
en gel que contenia una secuencia de 160 aminoacidos derivada de la regién central de la fase de lectura abierta de L1
de HPV-6b fusionada con el extremo carboxi de betagalactosidasa, como describen Stanley et al., “Construction of a
new family of high efficiency bacterial expression vectors: Identification of cDNA clones coding for human liver proteins,”
1984, EMBO. J., vol. 3, pags. 1429-1434; y Strike et al., “Expression in Escherichia coli of seven DNA segments
comprising the complete L1 and L2 open reading frames of human papillomavirus type 6b and the location of the
(common antigen),” 1989, J. Gen. Virol., vol. 70, pags. 543-555. Esta secuencia contiene el antigeno comun de L1 de
papilomavirus como describen Strike et al., “Expression in Escherichia coli of seven DNA segments comprising the
complete L1 and L2 open reading frames of human papillomavirus type 6b and the location of the (common antigen),”
1989, J. Gen. Virol., vol. 70, pags. 543-555. El antisuero de particula de virus completo de conejo usado fue como
describieron Bonnez et al., “Antibody-mediated neutralization of human papillomavirus type 11 (HPV-11) infection in the
nude mouse: Detection of HPV-11 mRNAs by the polymerase chain reaction,” 1992, J. Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380
y se produjo por inmunizacién de conejos con viriones de HPV-11 no desnaturalizados purificados, que se obtuvieron de
xenoinjertos de prepucio de raton atimico de acuerdo con Bonnez et al., “Antibody-mediated neutralization of human
papillomavirus type 11 (HPV-11) infection in the nude mouse: Detection of HPV-11 mRNAs by the polymerase chain
reaction,” 1992, J. Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380; y Kreider et al., "Laboratory production in vivo of infectious human
papillomavirus type 11," 1989, J. Virol., vol. 61, pags. 590-593. Los sueros de los pacientes se obtuvieron de individuos
con condiloma acuminatum analizado por biopsia. Se usaron muestras de suero, que se habian hallado previamente
positivas por ELISA, basado en particulas de virus completo de HPV-11, como describieron Bonnez et al., “Use of
human papillomavirus type 11 virions in an ELISA to detect specific antibodies in humans with condylomata acuminata,”
1991, J. Gen. Virol., vol. 72, pags. 1343-1347, para maximizar la capacidad de detectar anticuerpos dirigidos contra las
VLP. Los sueros de control se obtuvieron de monjas que declararon que no habian tenido ningdn contacto sexual en su
vida. Estos sueros eran negativos para anticuerpos de HPV-11 como se determind por el ELISA basado en particula de
HPV-11 como describieron Bonnez et al., “Use of human papillomavirus type 11 virions in an ELISA to detect specific
antibodies in humans with condylomata acuminata,” 1991, J. Gen. Virol., vol. 72, pags. 1343-1347.

6. Produccion y purificacion de las particulas de tipo virus de L1 de HPV-11.

Las VLP recombinantes se purificaron directamente a partir del sobrenadante de cultivo acelular de cultivos en
suspension de células Sf-9 infectadas por AcllL1l mediante una serie de etapas de centrifugacion a baja y alta
velocidad. Las células Sf-9 infectadas se sedimentaron a partir de un cultivo en suspension de 200 ml de una baja
velocidad (1.000 x g) y el sobrenadante acelular se centrifugd de nuevo a alta velocidad (100.000 x g) durante 90
minutos a 4°C. El sedimento de alta velocidad se resuspendié en tampén A (Tris 50 mM, pH 8,0; NaCl 1 M; MgCl, 10
mM; CaCl, 10 mM; fluoruro de fenilmetilsulfonilo 2 mM (PMSF); 10 ug/ml de leupeptina), se afiadieron 5,2 g de CsCl
sélido y el volumen final se ajustd hasta un total de 13 ml con tampdn A recién preparado (concentracion final 0,4 g/ml).
Después de la centrifugacion (100.000 x g, 22 horas, 10°C), la Unica banda obtenida se retir6 y diluyé con 12 ml de
tampon A recién preparado (sin CxCl) y se centrifugé de nuevo (100.000 x g, 90 minutos, 4°C) para sedimentar las VLP
purificadas. Las VLP purificadas mediante centrifugacion en gradiente de densidad de sacarosa se identificaron
mediante microscopia electronica después de tincion con acido fosfotingstico tamponado neutro al 2% (Figs. 2, 6,y 7).

EJEMPLO II
Expresion y deteccién inmunolégica de la proteina L1 de HPV-11 recombinante en células Sf-9

El andlisis SDS-PAGE de proteinas de células Sf-9 totales de células de insecto infectadas por el virus
recombinante Ac11L1 demostré una proteina de 55 kD novedosa observada mediante tincién con azul de Coomassie en
células infectadas por Ac11L1 (Fig. 1A, carril 3). Con referencia a las Figuras 1 (A y B), la Fig. 1A muestra un gel de
SDS de poliacrilamida tefiido con Coomassie de lisados de células Sf-9 infectadas por AcCNPV de tipo silvestre y Ac11L1
recombinante y la Fig. 1B muestra una transferencia de Western de lisados de células Sf-9 infectadas por AcNPV de
tipo silvestre y Ac11L1 recombinante sondadas con un antisuero policlonal de conejo especifico para el epitopo comun
de L1 de HPV. Los lisados de células Sf-9 infectadas por L1 no recombinante (carriles 1, 2) y recombinantes (carriles 3,
4) se fraccionaron en fracciones insolubles (carriles 1, 3) y solubles (carriles 2, 4) y se sometieron a electroforesis en
geles de poliacrilamida al 10%. Los marcadores de referencia molecular (M;) se presentan a la izquierda y la flecha a la
derecha indica la posiciéon aproximada de L1 recombinante (aproximadamente 55 kD de M;). Esta proteina no esta
presente en lisados de AcNPV de tipo silvestre y co-migra con una proteina que es inmunorreactiva (Fig. 1B, carriles 3 'y
4) con un antisuero de conejo preparado contra el antigeno comun de L1 de HPV lineal como describieron Strike et al.,
“Expression in Escherichia coli of seven DNA segments comprising the complete L1 and L2 open reading frames of
human papillomavirus type 6b and the location of the (common antigen),” 1989, J. Gen. Virol., vol. 70, pags. 543-555.
También se detectaron bandas inmunorreactivas con L1 de menor M, y pueden derivar de la degradacién del producto
de L1 de longitud completa (Fig. 1B, carriles 3 y 4). Aunque la parte predominante de L1 producida en este sistema
aparecié en la fraccién insoluble de NP-40, aproximadamente el 25-30% estaba presente en la fraccién soluble de NP-
40 (Fig. 1B, carril 4). La maxima acumulacion de L1 tuvo lugar 72 horas después de la infeccion.

EJEMPLO llI
Visualizacion de las VLP con microscopio electrénico

Las microfotografias electrénicas de preparaciones tefiidas negativamente de las VLP en bandas de sacarosa
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(Figs. 2, 6 y 7) mostraron distintas VLP. La Fig. 2 muestra particulas de tipo capside de HPV-11 que estaban presentes
en el 50-60% de la interfaz del gradiente de densidad en sacarosa. La Fig. 6 muestra particulas de tipo capside de HPV
tipo 6b (HPV-6b) que resultaban de la expresion de la secuencia codificante de L1 de HPV-6b en el sistema de
baculovirus y que se purificaron exactamente del mismo modo. La Fig. 7 demuestra que este método también es
adecuado para la produccion de las VLP de HPV de tipo 16 (HPV-16), después de la expresion de la secuencia
codificante de L1 de HPV-16. Las Figs. 12 y 16 demuestran que las VLP se pueden purificar también por centrifugacion
en gradiente de densidad de cloruro de cesio. Los diametros de particulas determinados por medicion directa de las
VLP en la Figura 2, eran aproximadamente de 52 nm. Esta mediciéon concuerda con el diametro de viriones aislados de
papilomavirus como describieron Klug et al., “Structure of viruses of the papilloma-polyoma type I: Human wart virus,”
1965, J. Mol. Biol., vol. 11, pags. 403-423.

EJEMPLO IV
Inmunorreactividad de extractos de célula de insecto que contienen las VLP de HPV-11 con antisueros de conejo

Se estudiaron las propiedades inmunoldgicas de la proteina L1 recombinante usando antisueros de conejo que
reaccionaron con epitopos de proteina L1 nativos o desnaturalizados. El antisuero de conejo pEX480, dirigido contra el
antigeno de papilomavirus comun, reaccioné bien con L1 recombinante desnaturalizada en ensayos de transferencia de
Western, pero no reacciond con la misma preparacion de antigeno mediante inmunotransferencia puntual, un tipo de
inmunoensayo en el que el antigeno se pone sobre la membrana de transferencia en condiciones no desnaturalizantes
(Fig. 3, compérese con las tiras A). A diferencia del patron del reactividad mostrado por anti-pEX480, el antisuero
policlonal de conejo generado contra particulas de virus completo de HPV-11 no reacciond con L1 recombinante por
transferencia de Western, pero reaccioné fuertemente con L1 recombinante en el ensayo de inmunotransferencia
puntual (Fig. 3, comparese con las tiras C). Esta reactividad era especifica como se demostré por la ausencia de
reactividad en el suero post-inmune contra la preparacion de control no recombinante nativa (Fig. 3, panel B, tira C). El
antisuero de conejo pEX215 se incluydé en estos inmunoensayos para permitir la comparacion de las cantidades
relativas de L1 presente en los dos tipos de inmunoensayos. El nivel de inmunorreactividad del antisuero pEX215 con
L1 recombinante en ambos formatos es aproximadamente equivalente (Fig. 3, tiras B), indicando que las cantidades de
L1 presentes son aproximadamente iguales. Ademas, la observacion de que este antisuero es capaz de reaccionar con
L1 en ambos formatos sugiere que el epitope (0 epitopes) amino-terminales de L1 inmunorreactivos lineales
reconocidos por el antisuero pEX215 no estd enmascarado por la adopcion de una conformacion de L1 de orden
superior.

EJEMPLO V
Inmunorreactividad de extractos de célula de insecto que contiene VLP con sueros humanos

Para determinar el predominio de anticuerpos en sueros humanos dirigidos contra epitopos lineales frente a
conformacionales, se evaluaron sueros obtenidos de individuos con condiloma acuminatum analizado por biopsia en
ensayos de transferencia de Western e inmunotransferencia puntual usando las VLP como antigeno. Ninguno de los
sueros de los pacientes o de control eran inmurreactivos con L1 recombinante desnaturalizada por transferencia de
Western (Fig. 4, tiras de D-O (pacientes) y P-X (controles)). Por el contrario, 11 de los 12 sueros de pacientes (Fig. 5,
las tiras D-O se leyeron como positivas, con la excepcién de la tira H) y 0 de los 9 sueros de control (Fig. 5, tiras P-X)
eran inmurreactivos con L1 recombinante por inmunotransferencia puntual, una diferencia estadisticamente muy
significativa (p = 7 x 10”°; ensayo preciso de Fisher). Este resultado se correlaciona bien con los resultados obtenidos
previamente usando los mismos sueros en un ELISA basado en particulas de HPV-11 como describen Bonnez et al.,
“Use of human papillomavirus type 11 virions in an ELISA to detect specific antibodies in humans with condylomata
acuminata,” 1991, J. Gen. Virol., vol. 72, pags. 1343-1347.

EJEMPLO VI
Ensayo de ELISA

Las VLP purificadas por CsCl se cuantificaron mediante un espectrofotémetro (Azso) y se diluyeron a una
concentracion de 8 ng/ul en PBS frio. Se cargaron alicuotas (100 ul) de PBS o solucion de VLP diluida (800 ng de
proteina total) en pocillos y las placas se dejaron reposar durante una noche a 4°C. Las placas se bloquearon durante 2
horas a temperatura ambiente con solucién de BSA al 1%, seguido de la adicion de antisueros por duplicado, a una
dilucién de 1:100. Los antisueros primarios se hicieron reaccionar a temperatura ambiente durante 90 minutos. Las
placas se lavaron cuatro veces y se afiadid anticuerpo secundario (conjugado de anti IgG humana de cabra con
fosfatasa alcalina) (TAGO, 1:5000) y se dejo reposar a las placas a temperatura ambiente durante 90 minutos. Se
afiadio sustrato a cada pocillo y se ley6 la absorbancia a 405 nm. La absorbancia especifica se calcul6 restando la
absorbancia de PBS de la absorbancia de VLP para cada réplica y calculando el valor de absorbancia promedio.

Los resultados obtenidos usando las VLP (Fig. 8) eran equivalentes a los resultados descritos previamente en
un ensayo de ELISA de los mismos sueros (de pacientes de RRP), que usaron particulas de virus completo de HPV-11
como antigeno (50%). La buena correlacion con resultados de un ELISA previo, basado en particula de virus completo,
se proporciona en la Fig. 9 (r2:0,75).

EJEMPLO VII
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Transferencia de Western e Inmunotransferencia Puntual

Se infectaron cultivos en suspension de Sf-9 (100 ml) con baculovirus recombinante AcNPV (control no
recombinante) Ac11L1 o Ac16L1 como describieron previamente Rose et al., 1993, J. Virol., vol. 67, pags. 1936-1944 y
se incubaron durante 72 horas a 27°C. Con referencia a la Fig. 11, se prepararon las muestras, se sometieron a
electroforesis y se realiz6 la inmunotransferencia como describieron previamente Rose et al., 1993, J. Virol., vol. 67,
pags. 1936-1944; y Rose et al., 1990, J. Gen. Virol., vol. 71, pags. 2725-2729. Las VLP estaban presentes en ambas
preparaciones de muestra, como se verific6 mediante microscopia electronica (datos no mostrados). Las
concentraciones de proteina de muestra total se equilibraron antes del uso mediante un espectrofotometro (Azso).

Con referencia a la Fig. 10(a), las muestras (20 pg de proteina total/carril) se sometieron a electroforesis en un
gel de SDS-poliacrilamida al 10% y se sometieron a transferencia de Western durante una noche como describieron
previamente Bonnez et al., 1992, J. Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380. La transferencia de nitrocelulosa se sondo6 con
antisuero de conejo R5-409, usado a una dilucion de 1:1.000 como describieron Christensen et al., 1991, Virus
Research, vol. 21, pags. 169-179. Como se muestra en la Fig. 10 (a) (panel izquierdo), se detectaron proteinas de L1 de
HPV-11 recombinante (carril 2) y de L1 de HPV-16 recombinante aproximadamente en cantidades iguales mediante el
antisuero anti-epitopo comun de L1 de papilomavirus R5-409. La secuencia de aminoacidos predicha de la proteina L1
de HPV-16 tiene cinco aminoacidos mas de longitud que la secuencia predicha de la proteina L1 de HPV-11, lo que es
coherente con la velocidad ligeramente menor de la migracién mostrada por la proteina L1 de HPV-16 recombinante.

Con referencia en la Fig. 10(b), las muestras se diluyeron (diluciones en serie con factor 2 de dilucion,
realizadas con PBS) y se aplicaron a nitrocelulosa en condiciones no desnaturalizantes, comenzando con una
concentracion de proteina total de 25 ug (parte inferior) y finalizando con una concentracién de proteina total de 25 ng
(parte superior)). El antisuero de conejo R-366 se us6 a una dilucion de 1: 1.000. En el panel derecho (es decir, la
inmunotransferencia puntual), el antisuero de particula de virus completo detect6 la preparacion de VLP de L1 de HPV-
11 recombinante nativo a lo largo de un intervalo de dilucién de 1.000 veces. Sin embrago, este mismo antisuero de
conejo hiper-inmune no era inmunorreactivo con la preparacion de VLP de L1 de HPV-16 recombinante nativa, incuso a
una concentracion mayor de antigeno (25 pg) que la usada para el analisis mediante transferencia de Western (20 pg).

El antisuero neutralizante de virion de HPV-11 nativo de conejo hiper-inmune no present6 reaccién cruzada con
la proteina L1 de HPV-16 nativa, sugiriendo que el epitopo (o epitopos) conformacionales de la capside de HPV-11 que
se reconoce por este antisuero es inmunoldgicamente diferente de los epitopos conformacionales presentes en la
preparacion de VLP de HPV-16.

EJEMPLO VI
Ensayo de Inmunotransferencia de Western

Las VLP se detectaron en, y purificaron directamente, del medio de sobrenadante de un cultivo en suspension
de células Sf-9 infectadas por Ac11L1 (200 ml). Las células se sedimentaron a baja velocidad (1.000 x g) y después el
sobrenadante acelular se centrifugd a alta velocidad (100.000 x g). Las células se retiraron mediante centrifugacion a
baja velocidad (1.000 x g) y las VLP se prepararon a partir de sobrenadantes de cultivo como describieron previamente
Rose et al. en “Human papillomavirus type 11 (HPV-11) virus-like particles (VLPs) induce the formation of neutralizing
antibodies.” (Submitted for publication) 1993. El panel A es un gel de SDS-poliacrilamida al 10% tefiido con azul de
Coomassie. El panel B es una inmunotransferencia de Western de un gel cargado idénticamente, sondado con un
anticuerpo de conejo especifico para el antigeno comun de HPV como describieron por Strike et al., 1989, J. Gen. Virol.,
vol. 70, pags. 543-555, usado a una dilucién de 1:1.000. Los examenes de los sedimentos de alta velocidad obtenidos
de sobrenadantes de cultivo de células Sf-9 infectadas por L1 no recombinante o recombinante indicaron la presencia
de las VLP en la fraccion de sobrenadante infectada por L1 recombinante. El sedimento de alta velocidad de L1
recombinante resuspendido se purific6 mediante centrifugacion en gradiente de densidad de equilibrio como
describieron previamente Bonnez et al., 1992, J. Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380. La Unica banda obtenida mediante
este método se retird con un aguja estéril del calibre 18, se diluy6é con tamp6n A recién preparado (Tris 50 mM, pH 8,0;
NaCl 1 M; MgCl, 10 mM; CaCl, 10 mM; fluoruro de fenilmetilsulfonilo 2 mM (PMSF); 10 ug/ml de leupeptina) hasta un
volumen de 12 ml y se volvié a centrifugar a 100.000 x g durante 90 minutos a 4°C. Después de la resuspension del
sedimento en 0,5 ml de tampdn A recién preparado (glicerol al 50%), el andlisis con microscopia electrénica de una
parte de la muestra, tefiida negativamente con acido fosfotingstico al 2%, confirmo la presencia de las VLP de HPV
intactas (Fig. 12).

Como se describié previamente, las VLP recombinantes eran inmunorreactivas con anticuerpos dirigidos contra
particulas de virus completo de HPV-11 (véase Rose et al., 1993, J. Virol., vol. 67, pags. 1936-1944.). En este estudio,
los solicitantes inmunizaron conejos con VLP purificadas y ensayaron los sueros post-inmunes para inmunorreactividad
con viriones completos. Se inmunizaron conejos blancos de Nueva Zelanda por via intramuscular en dos sitios con una
emulsién 1:1 de VLP purificadas (~ 20 ug de proteina) en adyuvante completo de Freund (0,25 ml por sitio). Se
administraron refuerzos después de 30 dias con una emulsién de VLP preparada en adyuvante incompleto de Freund y
los sueros inmunes se recogieron 14 dias mas tarde. Los sueros se hicieron reaccionar con viriones de HPV-11 nativos
o VLP recombinantes en un inmunoensayo de transferencia puntual, como se describieron previamente Rose et al.,
1993, J. Virol., vol. 67, pags. 1936-1944. Como se muestra en la Fig. 13, la reactividad cruzada inmunolégica de
anticuerpos anti-VLP con viriones completos, demuestra que las VLP son inmunogénicas y parecen replicar de forma
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fiable el perfil antigénico de viriones de HPV-11 infecciosos. Con referencia a la Fig. 13, se aplicaron preparaciones de
muestra purificada no desnaturalizada a nitrocelulosa como describieron Rose et al., 1993, J. Virol., vol. 67, pags. 1936-
1944.

EJEMPLO IX
Actividad de neutralizacién

La preparacion de la suspension viral de HPV-11pershey de infeccion (proporcionada originalmente por John
Kreider, Department of Pathology and Microbiology and Immunology, The Milton S. Hershey Medical Center, Hershey,
PA.) se ha descrito por Bonnez et al., 1992, J. Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380. En cuatro experimentos paralelos se
incubaron 450 ul de la suspension viral de infeccion (lote 4/90) a 37°C durante 1 hora con 50 pl (1:10 de dilucién final)
de suero anti-HPV-11 pre-inmune (grupo 1), suero anti-HPV-11 post-inmune (grupo 2), suero anti-VLP pre-inmune
(grupo 3) o suero anti-VLP post-inmune (grupo 4). Los grupos 1y 2 eran controles de neutralizacién que habian descrito
previamente Bonnez et al., 1992, J. Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380 y los grupos 3 y 4 eran los grupos de ensayo. La
preparacion de prepucios humanos extirpados por circuncisién rutinaria también se ha descrito por Bonnez et al., 1991,
J. Gen. Virol., vol. 72, pags. 1343-1347. Los prepucios se cortaron en cuadrados de 1 x 1 mm y un pequefio nimero de
fragmentos de cada prepucio usado se congel6 instantaneamente y se guardd. Los restantes fragmentos se dividieron
equitativamente en cuatro grupos y cada grupo se afiadié a una de las cuatro mezclas de suero de suspension viral al
final del periodo de incubacién. Las mezclas se incubaron durante 1 hora a 37°C. Para cada grupo experimental, se
puso un fragmento de prepucio debajo de la cépsula renal de cada rifion de 3 ratones hembra, emparejadas por
camada, de 4-6 semanas de edad nu/nu atimicas en un fondo de BALB/c (Taconic Farms, Germantown, NY). El
experimento se repiti6 en un dia diferente, con un prepucio diferente. Por tanto, para cada grupo experimental se
implant6 un total de 12 injertos. Los animales se sacrificaron 12 semanas después del injerto, momento en el cual se
retiraron los injertos y se procesaron. (Véase Bonnez et al., 1992, J. Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380). Con referencia a
la Fig. 14, los injertos se prepararon para el anlisis como se describe en este documento y se infectaron con lisado viral
que pre-tratd con sueros de particulas de virus completo de HPV-11 de conejo (1) pre- y (2) post-inmune o sueros de
particulas de tipo de virus de HPV-11 L1 de conejo (3) pre- y (4) post-inmune. Los circulos negros corresponden al
primer experimento repetido, los circulos blancos al segundo experimento repetido. Las barras horizontales indican el
GMD medio. Para la comparacion del tamafio de injerto se calcul6 el didmetro medio geométrico (GMD) tomando la raiz
cubica del producto de la longitud, anchura y altura de los injertos recuperados.

En el momento de la eutanasia, faltaba un injerto de cada uno de los grupos tratados con anti-HPV-11 pre- y
post-inmune de control de neutralizacion. Por tanto, el nimero de injertos disponible para el analisis en cada uno de
estos grupos era de 11 (Fig. 14). Los GMD (mm) medios [intervalo] de los injertos en los grupos de control pre- y post-
inmunes eran respectivamente 2,9 [1,0, 4,9] y 1,3 [1,0, 2,6]. La diferencia, 1,6 mm era estadisticamente significativa (P =
0,004, ensayo U de Mann-Whitney). Los 12 injertos implantados estaban disponibles para el andlisis en los grupos
tratados con anticuerpo-anti-VLP pre- y post-inmunes (Fig. 4). Los GMD (en mm) medios [intervalo] de los injertos eran
resPectivamente 2,3[1,3,4,2]y 1,0 [1,0, 1,8]. La diferencia de tamafio, 1,3 mm, era estadisticamente significativa (p <
10™). Aunque la diferencia en los tamafios de injerto entre el primer y segundo experimento no era estadisticamente
significativa (P = 0,62) en el grupo pre-inmune, era significativa (P = 0,007) en el grupo post-inmune. Por lo tanto, los
solicitantes compararon las diferencias en los tamafios de injerto entre los grupos tratados con anticuerpo anti-VLP pre-
y post-inmune con cada experimento repetido. Ambas eran estadisticamente significativas (P = 0.002 y P = 0.04
respectivamente para la primera y segunda repeticién.

EJEMPLO X
Fuente de ADN Virales

Se ha descrito la fuente de ADN gendmico de HPV-11 (Bonnez et al., 1991, J. Gen. Virol., vol. 72, pags. 1343-
1347) y la construccion del baculovirus recombinante Ac11L1 (Rose et al., 1993, J. Virol., vol. 67, pags. 1936-1944). La
secuencia genémica de HPV-11 se recuperé de una lesion de CIN Il y se usaron métodos de clonacién convencionales
para construir el baculovirus Ac16L1 (Chesters y McCance, datos no publicados). La secuencia de L1 de HPV-18 se
amplific6 mediante reaccion en cadena de la polimerasa del prototipo de HPV-18 (proporcionado por H. zur Hausen) y
se usé para construir el baculovirus Ac18L1 mediante el mismo procedimiento usado para la construccion de Acl1L1
(Rose et al., 1993, J. Virol., vol. 67, pags. 1936-1944).

EJEMPLO XI
Purificacién de VLP recombinantes

Las VLP recombinantes se purificaron como describieron Rose et al., 1993, “Human papillomavirus type 11
(HPV-11) virus-like particles (VLPs) induce the formation of neutralizing antibodies and detect genital HPV-specific
antibodies in human sera”, en prensa. Las bandas unicas que contenian las VLP de HPV-11, HPV-16 o HPV-18
purificadas se retiraron de gradientes de densidad de CsCl mediante jeringa, se diluyeron con tampén A (solucién salina
tamponada con fosfato (PBS); Mgcl, 1 mM; CaCl, 1 mM; fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM (PMSF)) a 12 ml y se
sedimentaron a 100.000 x g durante 90 minutos a 4°C. Los sedimentos se resuspendieron en 200 ul de tampoén A que
contenia el glicerol al 50%, cuantificado mediante espectrofotometria (280 nm) y se conservaron a -20°C. Las proteinas
L1 recombinantes se analizaron mediante SDS-PAGE e inmunoensayo de transferencia de Western como se ha
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descrito previamente (Rose et al., 1993, J. Virol., vol. 67, pags. 1936-1944). Las muestras que contenian 5 ug de las
VLP de HPV-11, -16 y -18 purificadas se sometieron a electroforesis, se transfirieron y se sondaron con un antisuero de
conejo anti-antigeno comun de L1 de papilomavirus (anti-PVL1) como se ha descrito previamente (Strike et al., 1989, J.
Gen. Virol.,, vol. 70, pags. 543-555; y Rose et al., 1993, J. Virol., vol. 67, pags. 1936-1944). Las capacidades de
codificaciéon predichas de las fases de lectura abierta (ORF) de L1 de HPV-11, -16 y -18 son 501 aminoacidos
(Dartmann et al., 1986, Virology, vol. 151, pags. 124-130), 505 aminoacidos (Seedorf et al., 1985, Virology, vol. 145,
pags. 181-185) y 507 aminoécidos (Cole et al., 1987, J. Mol. Biol., vol. 193, pags. 599-608), respectivamente y una
banda inmunorreactiva de L1 del tamafio esperado (55 kD M,) aparecié en cada una de las tres preparaciones de
muestra ensayadas mediante inmunoensayo de transferencia de Western (Fig. 15). También se detectaron proteinas
inmunorreactivas de L1 de menor peso molecular mediante inmunoensayo de transferencia de Western de las
preparaciones de VLP purificadas por CsCl (Fig. 15) y son probablemente productos de degradacion de proteinas L1 de
longitud completa, ya que las cantidades relativas de estas proteinas variaron en analisis posteriores (datos no
mostrados). Sin embargo, las bandas inmunorreactivas de L1 principales ~ 55 kD de M, en cada una de las muestras no
variaron ni en sus movilidades ni en sus cantidades relativas (datos no mostrados). La microscopia electronica de
muestras purificadas (tefiidas negativamente con acido fosfotingstico al 2%) confirmé la formacion de VLP en
preparaciones de VLP de HPV-11 (Fig. 16A), HPV-16 (Fig. 16B) y HPV-18 (Fig. 16C).

EJEMPLO XIlI
Preparacion de sueros inmunes de VLP de conejo y condiciones del ensayo ELISA

Se prepararon sueros inmunes de conejo de VLP de L1 de HPV-11, HPV-16 y HPV-18 inmunizando dos
conejos blancos de Nueva Zelanda por via intramuscular en dos sitios con cada una de las preparaciones de VLP (es
decir, se inmunizaron seis conejos), usando los métodos descritos previamente (Bonnez et al., 1992, J. Infect. Dis., vol.
165, pags. 376-380; Rose et al., 1993, J. Virol., vol. 67, pags. 1936-1944). Los antisueros anti-antigeno comun de PVL1
de conejo (Strike et al., 1989, J. Gen. Virol., vol. 70, pags. 543-555), viribn completo HPV-11 (Bonnez et al., 1992,
J.Infect. Dis., vol. 165, pags. 376-380) y VLP de HPV-11, -16, y -18 se ensayaron con ELISA frente a las tres
preparaciones de VLP recombinantes (Fig. 17). Para este ELISA, se diluyeron las VLP purificadas hasta una
concentracion de 10 / ul en PBS y se dosificaron alicuotas que contenian aproximadamente 1 ug de antigeno o PBS en
solitario en hileras alternas de placas de ELISA de 96 pocillos. Las condiciones del ensayo eran exactamente como se
ha descrito previamente (Rose et al., 1993, “Human papillomavirus type 11 (HPV-11) virus-like particles (VLPs) induce
the formation of neutralizing antibodies and detect genital HPV-specific antibodies in human sera”, en prensa), excepto
que los antisueros primarios se pre-absorbieron con un lisado de células Sf-9 infectadas por baculovirus (AcNPV) no
recombinante diluido en soluciéon de bloqueo (al 2% v/v) antes del ensayo. Todos los antisueros se ensayaron por
duplicado, en numerosas ocasiones, a diluciones que variaban de 1:1.000 a 1: 128.000. Los valores de absorbancia
para todos los antisueros anti-VLP de conejo mostrados en la Fig. 17 se obtuvieron a la dilucién 6ptima para estos
antisueros de 1:16.000. Los valores de absorbancia para los antisueros de conejo anti-antigeno comun de PVL1 y virion
completo de HPV-11 se obtuvieron a una menor dilucién (1:1.000)). Se determinaron los valores de absorbancia
especifica restando los valores de control (pocillos de PVS) de los valores experimentales (pocillos que contenian
antigeno) para cada réplica y se determinaron los valores de absorbancia media (405 nm).

EJEMPLO XllI
Ensayo ELISA de VLP

Las VLP se ensayaron en un inmunoensayo de ELISA para evaluar su capacidad de detectar anticuerpos
especificos en sueros de pacientes y los resultados se compararon con los resultados obtenidos previamente usando
los mismos sueros en un inmunoensayo de ELISA de virion completo de HPV-11 (Bonnez et al., 1993, J. Med. Virol.,
vol. 39, 340-344). El antigeno se diluyé en solucién salina tamponada con fosfato (PBS) para dar una cantidad
equivalente a la cantidad usada en el ELISA de viridn completo previo (Bonnez et al., 1993, J. Med. Virol., vol. 39, 340-
344) y la solucién de antigeno o PBS sin ningun antigeno se dividieron en alicuotas en hileras alternas de placas de 96
pocillos. Después del recubrimiento durante 16 horas a 4°C, estas soluciones se aspiraron y los pocillos se bloguearon
con solucién diluyente/de bloqueo (Kirkegaard and Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg, MD) a temperatura ambiente
durante 2 horas. Un total de 59 sueros humanos (43 pacientes, 16 controles) previamente ensayados con ELISA de
particulas de virus completo de HPV-11 (Bonnez et al., 1993, J. Med. Virol., vol. 39, 340-344) se diluyeron en solucion
de diluyente/de bloqueo 1:100 y se afiadieron alicuotas de 100 ul a los pocillos tratados con PBS en solitario o con
solucién de antigeno (dos réplicas por muestra de suero). Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 90
minutos y después se lavaron cuatro veces (solucidn de lavado, Kirkegaard y Perry Laboratories, Inc., Gaithersburg,
MD). Se afiadié un conjugado de anti-lgG humana con fosfatasa alcalina (alicuotas de 100 pl, diluidas 1:5.000, TAGO,
Burlingame, CA) a cada pocillo y las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 90 minutos. Las placas se
lavaron cuatro veces y se desarrollaron con sustrato de fosfatasa alcalina (fosfato de p-nitrofenilo en tampén de
dietanolamina). La absorbancia especifica a 405 nm para cada muestra de suero se calculé restando el valor obtenido
del pocillo tratado con PBS del valor obtenido del pocillo que contiene antigeno para cada réplica y se calcularon las
diferencias de réplicas medias. En el ELISA de virion completo analizado a lo largo de este documento, se analizaron 42
sueros de pacientes (y 20 sueros de control) para cambios en los niveles de anticuerpo de capside durante el transcurso
de tratamiento (Bonnez et al., 1993, J. Med. Virol., vol. 39, 340-344). Todos los sueros ensayados en el presente estudio
de ELISA se recogieron en la entrada en el estudio previo. Uno de los sueros de los pacientes analizados en el estudio
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previo se excluyé posteriormente por motivos relacionados con el resultado del tratamiento y no con los resultados del
inmunoensayo. Sin embargo, debido a que el valor de la absorbancia de este suero estaba disponible, el suero se
incluy6 en el presente ensayo, lo que aument6 el nimero de los sueros de los pacientes analizados en el presente
estudio de ELISA a 43. El numero de sueros de control realizados se redujo de 20 a 16 por consideraciones logisticas
relacionadas con el ensayo.

La serorreactividad media [intervalo] de los 16 sueros de control, expresada como un valor de DO, era 0,005 [-
0,029, 0,025], en comparacién con 0,024 [-0,063, 0,512] para los 43 sueros de pacientes, una diferencia
estadisticamente significativa (P = 0,01; ensayo U de Mann-Whitney). Usando el mayor valor de DO en el grupo de
control como un limite, la sensibilidad del ensayo era del 49% (P = 2 x 10™%; ensayo preciso de Fisher). Por lo tanto, el
ELISA de VLP de HPV-11 estaba disponible para diferenciar entre los pacientes con condiloma acuminatum y los
controles. Ademas, existia una correlacion excelente (momento-producto de Pearson r=0,87; P < 10‘6) entre
serorreactividades de muestra con el ensayo de ELISA de VLP de HPV-11 y el ELISA de virion de HVP-11 cuando se
incluyeron todo% los sueros o cuando se consideraron solamente los 21 sueros positivos por ELISA de VLP de HPV-11
(r=0,87; P < 107).

RESULTADOS

Las observaciones inmunoldgicas sugieren que la L1 recombinante adopta una conformacion nativa. El
antisuero de conejo generado contra el antigeno comun de L1 desnaturalizado era inmunorreactivo solamente con L1
recombinante desnaturalizada (es decir, mediante transferencia de Western) mientras que el antisuero de conejo
sensibilizado contra particulas de virus completo no desnaturalizadas reacciond solamente con L1 recombinante no
desnaturalizada (es decir, por inmunotransferencia puntual). Ademas, los sueros humanos de pacientes con condiloma
acuminatum que eran reactivos con viriones de HPV-11 en un ELISA de acuerdo con Bonnez et al., “Use of human
papillomavirus type 11 virions in an ELISA to detect specific antibodies in humans with condylomata acuminata,” 1991, J.
Gen. Virol., vol. 72, pags. 1343-1347, también reaccionaron con L1 recombinante de HPV-11 no desnaturalizada (Figs.
4, 8 y 9). Por lo tanto, parece que los epitopos conformacionales de las VLP de la invencion son similares a los
presentes en los viriones de HPV-11 nativos, que el sistema inmune humano reconoce durante la infeccion natural.
Varios estudios realizados de serologia de papilomavirus demuestran que las especificidades de anticuerpo de epitopo
conformacional son buenos indicadores de la infeccion por papilomavirus (Bonnez et al., “Use of human papillomavirus
type 11 virions in an ELISA to detect specific antibodies in humans with condylomata acuminata,” 1991, J. Gen. Virol.,
vol. 72, pags. 1343-1347; Bonnez et al., “Evolution of the antibody response to human papillomavirus type 11 (HPV-11)
in patients with condyloma acuminatum according to treatment response,” 1991, J. Med. Virol., 1991, en prensa; Bonnez
et al., “Antibody-mediated neutralization of human papillomavirus type 11 (HPV-11) infection in the nude mouse:
Detection of HPV-11 mRNAs by the polymerase chain reaction,” 1992, J. Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380; Christensen
et al., “Detection of human serum antibodies that neutralize infectious human papillomavirus type 11 virions,” 1992, J.
Gen. Virol., vol. 73, pags. 1261-1267; Kienzler et al., “Humoral and cell-mediated immunity to human papillomavirus type
1 (HPV-1) in human warts,” 1983, Br. J. Dermatol., vol. 108, pags. 665-672; y Steele et al., “Humoral assays of human
sera to disrupted and nondisrupted epitopes of human papillomavirus type 1,” 1990, Virology, vol. 174, pags. 388-398).
Estas especificidades también pueden desempefiar un papel significativo en la patogenia viral. Por ejemplo, un
antisuero de conejo dirigido contra particulas de HPV-11 completas neutraliza la infectividad de HPV-11 (Bonnez et al.,
“Antibody-mediated neutralization of human papillomavirus type 11 (HPV-11) infection in the nude mouse: Detection of
HPV-11 mRNAs by the polymerase chain reaction,” 1992, J. Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380; y Christensen et al.,
“Antibody-mediated neutralization in vivo of infectious papillomavirus,” 1990, J. Virol., vol. 64, pags. 3151-3156).
Ademas, Christensen et al., “Detection of human serum antibodies that neutralize infectious human papillomavirus type
11 virions,” 1992, J. Gen. Virol., vol. 73, pags. 1261-1267, usando sueros humanos, describieron una correlacion entre el
anticuerpo anti-virion de HPV-11 completo y la actividad neutralizante del suero. La deteccion de tales anticuerpos con
las VLP de L1 recombinantes de la presente invencién puede tener trascendencia de diagndstico y funcional.

Cuando se tiene en cuenta la construccion del baculovirus recombinante, algunos de los baculovirus
recombinantes anteriores que los solicitantes construyeron tenian la secuencia codificante de L1 correcta, pero no
producian niveles detectables de proteinas L1. Esto provocé que los solicitantes consideraran las regiones no
traducidas 3’ de las secuencias codificantes de L1 de HPV-11 y varios otros HPV. Se determind que una secuencia
sefial de degradacion de ARNm pentanucleotidica, AUUUA, (Shaw G. y Kamen R., “A conserved AU sequence from the
3' untranslated region of GM-CSF mRNA mediates selective mRNA degradation,” Cell, 1986, vol. 46, pags. 659-67; Cole
MD. and Mango SE., “cis-acting determinants of c-myc mRNA stability,” 1990, Enzyme, vol. 44, pags. 167-80; Shyu AB
et al., “Two distinct destabilizing elements in the c-fos message trigger deadenylation as a first step in rapid mRNA
decay,” Genes & Development, 1991, vol. 5, pags. 221-31; Savant-Bhonsale S. y Cleveland DW., “Evidence for
instability of mRNAs containing AUUUA motifs mediated through translation-dependent assembly of a : 20S degradation
complex,” Genes & Development, 1992, vol. 6, pags. 1927-37) estaba dentro de 30 nucleétidos del coddn de
terminacion de la secuencia codificante de L1 de HPV-11 y, ademas, los otros tipos de HPV considerados también
tenfan la secuencia AUUUA cerca del codén de terminacion de L1. Si esta secuencia se eliminaba, o se introducia una
mutacion, se podria aumentar el nivel de expresion de la proteina L1. Por lo tanto, también se disefiaron cebadores de
PCR para amplificar la secuencia codificante de L1 de ADN genémico de HPV-11 que no incorporaban solamente sitios
de enzimas de restriccion para la clonacion, sino también mutaban la secuencia pentanucleotidica AUUUA 30
nucledtidos cadena abajo del codén de terminacion de L1. El cambio de escala de este clon produjo niveles
extremadamente altos de la proteina L1. Los informes usando el sistema BEVS han proporcionado niveles de
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produccién de proteina recombinante en el intervalo de 300-500 mg/litro de cultivo celular. En la presente invencion, los
niveles para la produccién de proteina L1 recombinante eran mucho mayores, de aproximadamente 600-800 mgl/litro,
posiblemente debido a la retirada de la secuencia sefial de degradacion de L1 en la regién no traducida 3'.

Estos resultados muestran que, en condiciones experimentales similares, los sueros post-inmunes de conejos
inmunizados con las VLP de HPV-11 pueden bloquear la infeccion por HPV-11 de tejido humano de forma tan eficaz
como los sueros obtenidos de conejos inmunizados con viriones completos de HPV-11. El bloqueo, que no se observo
con los respectivos sueros pre-inmunes, se asocio a la ausencia de la expresion de gen viral temprano. Por lo tanto, el
efecto concordaba con la neutralizacion viral clasica, es decir, la prevencion de la penetracion o decapsidacion del virus
(Dimmock, 1993, Neutralization of Animal Viruses, Berlin: Springer-Verlag).

Para proporcionar la confirmacion de la neutralizacién de HPV-11 por analisis de expresion del gen viral, todos
los injertos se analizaron para la presencia del transcrito de ARNm escindido E1"E4 de HPV-11 (datos no mostrados),
como describieron previamente Bonnez et al., 1992, J. Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380. El ARNm E1"E4 se detectd en
10/12 (83%) y 0/12 (0%) de los injertos de los grupos pre-tratados con sueros de VLP pre- o post-inmunes,
respectivamente (p < 10'1). De forma similar, en los grupos de control pre-tratados con sueros anti-viribn completo pre- o
post-inmunes se detect6 ARNm E17E4 en 8/11 (73%) y 0/11 (0%) injertos, respectivamente (p = 10'3). Estos resultados
indican que el tratamiento del indculo viral con el suero de VLP post-inmune se asocia a hibridacion marcada de
crecimiento del injerto y expresién del gen viral, efectos que concuerdan con la neutralizacion inmune. Por tanto, las
VLP recombinantes pueden inducir una respuesta de neutralizacion similar en magnitud a la respuesta obtenida por
inmunizacién con virus infeccioso.

Las VLP de L1-L2 de HPV-16 descritas por Zhou et al., 1991, Virology, vol. 185, pags. 251-257 eran variables
en tamafio y menores (35-40 nm de diametro) que los viriones de HPV (50-55) o las VLP de HPV-11 producidas en
baculovirus (50-55 nm; Rose et al., en prensa, 1993). Estas caracteristicas morfologicas son bastante diferentes de las
de las VLP descritas en la presente invencion. Ademés, usando el método de la invencién, la proteina L1 de HPV en
solitario es suficiente para la formacion de particulas cuyas caracteristicas biofisicas y propiedades antigénicas reflejan
estrechamente las de los viriones de HPV nativos.

Usando una estrategia similar, Kirnbauer, et al. describieron la inhibicion de la transformacién mediada por
BPV-1 de células C127 de raton in vitro mediante anticuerpos anti-VLP de BPV-1 (Kirnbauer et al., 1992, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, vol. 89, pags. 12180-12184). Los resultados obtenidos en este sistema respaldan los resultados
descritos en la presente invencion, en la que los solicitantes han demostrado la neutralizacion usando un HPV genital y
su tejido diana normal. Aunque se ha notificado la concordancia de los resultados del ensayo de células C127/BPV-1y
el sistema de xenoinjerto de piel fetal bovina en ratén atimico, como describieron previamente Ghim et al., 1993, Int. J.
Cancer, vol. 49, pags. 285-289, el sistema de fibroblasto de ratén BPV-1/C127 no es productivo y, por lo tanto, la
neutralizacion se puede inferir solamente a partir de la ausencia de focos transformados in vitro. Ademas, el BPV-1 no
infecta de forma natural a los ratones y el mecanismo por el que obtiene la entrada en las células C127 puede diferir del
mecanismo implicado en el proceso de infeccion natural. Por el contrario, el modelo de ratén atimico usado en el
presente estudio depende de la infeccion por un HPV genital de su tejido diana natural como describieron previamente
Kreider et al., 1985, Nature, vol. 317, pags. 639-641, el injerto infectado se mantiene in vivo y la transformacion
morfologica e histolégica del injerto infectado estd acompafiada por la produccidon de viriones infecciosos. (Véase
Kreider et al., 1987, J. Virol., vol. 61, pags. 590-593). La inhibicién del crecimiento del injerto mediada por anticuerpo,
como describieron previamente Bonnez et al., 1992, J. Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380; Christensen et al., 1990, J.
Virol., vol. 64, pags. 3151-3156; Christensen et al., 1991, Virus Research, vol. 21, pags. 169-179; Christensen et al.,
1990, J. Virol., vol. 64, pags. 5678-5681; y Christensen et al., 1992, J. Gen. Virol., vol. 73, pags. 1261-1267 y las
pruebas inmunocitoquimicas y de biologia molecular de la inhibicion de la expresion del gen viral se ha documentado
bien, como describen previamente Bonnez et al., 1991, J. Gen. Virol., vol. 72, pags. 1343-1347; y Bonnez et al., 1992, J.
Inf. Dis., vol. 165, pags. 376-380. Por lo tanto, las observaciones realizadas en el sistema de raton atimico pueden
reflejar de forma mas precisa los acontecimientos que tienen lugar en la infeccién natural.

Los anticuerpos neutralizantes para HPV-11 se han identificado en seres humanos con condiloma acuminatum
como describieron previamente Christensen et al., 1992, J. Gen. Virol., vol. 73, pags. 1261-1267, pero su significado
bioldgico se desconoce. Si se demuestra que la neutralizacién es un mecanismo efector inmunolégico protector contra
infecciones por papilomavirus in vivo, entonces la inmunizacion con las VLP recombinantes puede proporcionar
inmunidad protectora a individuos en riesgo de infeccion. Los resultados de los solicitantes sugieren que la magnitud de
la actividad de la neutralizaciéon de anticuerpos de VLP de HPV-11 es similar a la de anticuerpos especificos para
viriones infecciosos de HPV-11. Por lo tanto, parece que las VLP son buenas candidatas para vacunas. Sin embargo, el
grado de reactividad cruzada de los determinantes conformacionales de la cépside entre diferentes tipos de HPV
todavia no se conoce y puede ser bajo como describen previamente Gissmann et al., 1977, Virology, vol. 76, pags. 569-
580; Gross et al., 1983, Oncogenic Viruses, Pergamon Press, New York; Hagensee et al., 1993, J. Virol., vol. 67, pags.
315-322; Howley et al., “Papillomavirinae and their replication”, Cap. 58. pag. 1625-1650, in B. N. Fields and D.M. Knipe
(ed.), Virology, 22 ed., Vol. 2. Raven Press, New York (1990); Kirnbauer et al., 1992, Proc. Natl. Acad Sci. USA, vol. 89,
pags. 12180-12184; Kreider et al., 1987, J. Virol., vol. 61, pags. 590-593; Kreider et al., 1985, Nature, vol. 317, pags.
639-641; y Orth et al., 1977, J. Virol., vol. 24, pags. 108-120. La caracterizaciéon completa del potencial de las VLP
recombinantes para su uso como inmundégenos para la prevenciéon de enfermedad por HPV genital requerira estudios
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adicionales que impliquen las VLP obtenidas de otros tipos de HPV genital. Sera de importancia particular determinar si
los anticuerpos para las VLP de HPV genitales heterélogos seran capaces de neutralizar la infeccién por HPV.

Con referencia a la Figura 17, los antisueros de particulas de virus completo de HPV-11 (B) y de VLP de HPV-
11 (C, D) reaccionaron fuertemente con las VLP de HPV-11, pero ninguno de estos antisueros reacciond con las
preparaciones de VLP de HPV-16 o HPV-18. De forma similar, los antisueros de conejo de VLP de L1 de HPV-16 (E, F)
y HPV-18 (G, H) reaccionaron solamente con las VLP homotipicas. Las especificidades de estas reacciones se
verificaron en experimentos de pre-absorcion, en los que la inmunorreactividad de cada antisuero de VLP de conejo se
anulé mediante pre-absorcién con las VLP homotipicas, pero no con las heterotipicas (datos no mostrados). Ninguno de
los sueros pre-inmunes de conejo reaccioné con ninguna de las preparaciones de VLP (datos no mostrados). El
antisuero anti-antigeno comdn de PVL1, que reaccioné bien con proteinas L1 recombinantes mediante
inmunotransferencia de Western (Fig. 15), reaccioné sélo ligeramente con las preparaciones de VLP nativas en el
ELISA (Fig. 17A). Esta observacién sugiere que los epitopos que este antisuero reconoce normalmente estan
enmascarados en las condiciones del ensayo ELISA y que las proteinas L1 ensayadas en este ensayo estan
predominantemente no desnaturalizadas.

La presente invenciébn ha demostrado que los epitopos de VLP de L1 de HPV-11, -16 y -18 son
antigénicamente distintos. Aunque las proteinas de capside L2 no estaban presentes en estas preparaciones de VLP, es
probable que la diferencia antigénica observada entre los tipos de HPV también se aplique a viriones. La L2 representa
aproximadamente el 10% del contenido de proteina total de las particulas de HPV (Doorbar et al., 1987, J. Virol., vol. 61,
2793-2799) y, aungue su localizacion exacta en la particula no se ha determinado (Baker et al., 1991, Biophysical J., vol.
60, pags. 1445-1456), estudios recientes han sugerido que esto puede ser necesario para la encapsidacién del ADN
(Zhou et al., 1993, J. Gen. Virol., vol. 74, pags. 763-768) y que un dominio presente en la parte amino terminal
relativamente conservada de la secuencia de aminoécidos de L2 de HPV-16 media en la unién de ADN no especifica
(Zhou et al., 1994, J. Virol., vol. 68, pags. 619-625). Aungue el resto de la secuencia de aminoacidos de L2 es muy
heterogénea entre papilomavirus (Danos et al., 1990, J. Invest. Dermatology, vol. 83, pags. 7-11), no esté claro si los
anticuerpos especificos de L2 reaccionan con viriones intactos (Komly et al., 1986, J. Virol., vol. 60, pags. 813-816; y
Hagansee et al.,, 1993, J. Virol.,, vol. 67, pags. 313-322). Por tanto, no se espera que la proteina L2 modifique
sustancialmente los resultados del presente estudio.

Estudios previos han indicado que, usando técnicas seroldgicas, se pueden distinguir diferentes tipos de HPV
entre si. Por ejemplo, anticuerpos reactivos con viriones de verruga plantar se hallaron mucho mas cominmente en
sueros de pacientes con verrugas plantares que en sueros de pacientes con verrugas comunes, planas, anogenitales o
laringeas (Pfister y zur Hausen, 1978, Int. J. Cancer, vol. 21, pags. 161-165; Kienzler et al., 1983, Brit. J. Dermatilogy,
vol. 108, pags. 665-672; y Viac et al., 1990, J. Med. Virol., vol. 32, pags. 18-21). Anisimova et al., 1990, también
demostraron directamente mediante microscopia inmuno-electronica que el HPV-1 y HPV-2 son antigénicamente
distintos. Sin embargo, también parece que los otros tipos de HPV estan antigénicamente relacionados. Por ejemplo, la
deteccién de anticuerpos que reconocen especificamente viriones de HPV-11 en sueros de pacientes con infeccion por
HPV-6 documentada se describi6 previamente (Bonnez et al., 1991, J. Gen. Virol., vol. 72, pags. 1343-1347; y Bonnez
et al., 1992, Virol., vol. 188, pags. 384-387). Debido a la ausencia de viriones de HPV disponibles de la mayoria de los
tipos de HPV, las VLP son actualmente la mejor herramienta disponible para explorar la conexidn antigénica entre los
HPV. Las diferencias antigénicas entre los tipos de HPV probablemente refleja la diversidad genética en la secuencia
codificante de L1. Chan et al., construyeron un &rbol filogenético de papilomavirus que se basa en la divergencia
genética dentro de una region definida de la secuencia de aminoacidos de L1 de papilomavirus (Chan et al., 1992, J.
Virol., vol. 66, pags. 5714-5725). Su trabajo demuestra la relacién evolutiva relativamente estrecha entre HPV-6 y HPV-
11, que es coherente con la posible reactividad cruzada entre las capsides de HPV-6 y -11. Por otro lado, se espera que
el HPV-16 y HPV-18, que han divergido ampliamente en sus secuencias de L1, tengan poca reactividad cruzada
antigénica entre si o0 con el HPV-11. Estas predicciones son coherentes con los resultados de la presente invencion.

Se desconoce la importancia biolégica de la variabilidad antigénica de la capside del HPV, pero la diversidad
de la proteina de céapside podria explicar la especificidad tisular de papilomavirus. La disponibilidad de las VLP
recombinantes de una diversidad de papilomavirus puede resultar Util en la identificacién de supuestos receptores
celulares especificos de hospedador y de tejido. Ademas, las VLP deben desempefiar un papel importante en la
definicion de las caracteristicas antigénicas de las HPV y en la realizacion de estudios de respuestas inmunes para
estos virus.
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REIVINDICACIONES

1. Una particula de tipo virus o capsémero de papiloma humano, recombinante purificada, que comprende una
proteina de capside L1 de virus de papiloma humano de tipo genital expresada de una secuencia codificante de proteina
L1 que produce una proteina o un complejo proteico que posee caracteristicas inmunoldgicas y morfolégicas similares a
las del papilomavirus nativo, en el que dicha particula o capsémero es capaz de reconocer anticuerpos en sueros
humanos de personas que se sabe que estan infectadas por un virus homologo y en el que el papilomavirus humano es
uno cualquiera de HPV-18, HPV-31, HPV-33 y HPV-35.

2. Una particula de tipo virus de acuerdo con la reivindicacion 1, que tiene un diametro coherente con el diametro
de los viriones del papilomavirus aislado.

3. Una particula de tipo virus o capsémero, de acuerdo con las reivindicaciones 1 6 2, en la que dicha secuencia
codificante de proteina L1 se expresa en una célula usando un sistema de expresion de baculovirus.

4. Una particula de tipo virus o capsémero de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el papilomavirus humano
es HPV-18.

5. Una particula de tipo virus o capsémero de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el papilomavirus humano
es HPV-31.

6. Una particula de tipo virus o capsémero de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el papilomavirus humano
es HPV-33.

7. Una particula de tipo virus o capsémero de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el papilomavirus humano
es HPV-35.

8. Una particula de tipo virus o capsémero de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes que
consiste en una proteina de capside L1.

9. Una particula de tipo virus o capsdmero de cualquiera de las reivindicaciones precedentes para su uso como
una vacuna.

10. Una vacuna que comprende una particula de tipo virus o capsémero de una cualquiera de las reivindicaciones
precedentes.

11. Una vacuna de acuerdo con la reivindicacion 10 que es una vacuna polivalente que comprende una particula
de tipo virus de diferentes papilomavirus humanos.

12. Una vacuna de acuerdo con las reivindicaciones 10 u 11 que comprende adicionalmente un adyuvante.

13. El uso de una particula de tipo virus o capsémero de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5

en la fabricacion de una vacuna para otorgar inmunidad protectora contra papilomavirus humano o, si el paciente ya
esta infectado, para reforzar la propia respuesta inmune del paciente.

14. Un método in vitro de produccién de una particula de tipo virus o capsdmero de papiloma humano de acuerdo
con la reivindicacion 1, comprendiendo el método transfectar una célula con un vector de expresiéon recombinante que
contiene una secuencia codificante de proteina de capside L1 de HPV de tipo genital en condiciones que facilite la
expresion de dicha proteina de capside, produciendo de este modo dichas particulas de tipo virus o capsémeros.

15. Un método de acuerdo con la reivindicacion 14, en el que el vector de expresién recombinante es un sistema
de expresién de baculovirus.

16. Un método de acuerdo con la reivindicacion 15, en el que la célula es una célula de insecto.

17. Un método de acuerdo con la reivindicacion 16, en el que dicha transfeccién se realiza por infeccion.

18. Un método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 14 a 17, comprendiendo el método:

clonar la secuencia codificante de proteina de capside L1 de HPV de tipo genital en un vector de transferencia
de baculovirus;

co-transfectar células de insecto con dicho vector de transferencia de baculovirus y ADN genémico de virus de
la polihedrosis nuclear de Autographa californica;

recuperar los baculovirus recombinantes; e

infectar células de insecto con dicho baculovirus recombinante en condiciones que faciliten la expresion de
dicha proteina, produciendo de este modo las particulas de tipo virus.
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