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“MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO, VETOR, CELULA DE
LEVEDURA, PARTICULA SEMELHANTE A VIRUS, BEM COMO
METODO PARA PRODUZIR A DITA PARTICULA SEMELHANTE A
ViRUS”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se em geral a terapia de
papilomavirus de humano (HPV). Mais especificamente, a presente invencao
refere-se aos polinucleotideos sintéticos codificadores de proteina HPV45 L1,
e aos vetores recombinantes e aos hospedeiros compreendendo os citados
polinucleotideos. Esta invencdo também se refere as particulas semelhantes
ao virus HPV45 (VLPs), na qual as VLPs sdo produzidas pela expressdo de
L1 ou de L1 + L2 recombinantes de HPV45 em células de levedura e ao seu
uso em vacinas e composic¢Oes farmacéuticas para prevenir e tratar HPV.
FUNDAMENTOS DA INVENQAO

H& mais do que 80 tipos de papilomavirus de humano (HPV),
muitos dos quais tém estado associados com uma ampla variedade de
fenotipos bioldgicos, desde verrugas proliferativas benignas a até carcinomas
malignos (para reviséo, veja McMurray et al., Int. J. Exp. Pathol. 82(1): 15-
33 (2001)). HPV6 e HPV11 séo os tipos mais comumente associados com
verrugas benignas e/ou condiloma acuminado ndo maligno de mucosa genital
ou respiratéria. HPV16 e HPV18 sdo os tipos de alto risco mais
freqiientemente associados com carcinomas in situ e invasivos da cerviz, da
vagina, da vulva e do canal anal. Mais do que 90% dos carcinomas cervicais
estdo associados com infec¢bes de HPV16, HPV18 ou com o0s tipos
oncogénicos menos prevalecentes HPV31, -33, -45, -52 e -58 (Schiffman et
al., J. Natl. Cancer Inst. 85(12): 958-64 (1993)). A observacédo de que o DNA
de HPV é detectado em mais do que 90% dos canceres cervicais proporciona

evidéncia epidemiologica forte de que os HPVs causam carcinoma cervical
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«MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO, VETOR, CELULA HOSPEDEIRA,
PARTICULAS SEMELHANTES A VIRUS, METODO PARA PRODUZIR

3
“ne

AS PARTICULAS SEMELHANTES A VIRUS, VACINA, COMPOSICOES

FARMACEUTICAS, E, METODOS PARA PREVENIR INFECCAO POR
HPV E PARA INDUZIR UMA RESPOSTA IMUNE EM UM ANIMAL”
CAMPO DA INVENCAO
A presente invengdo refere-se em geral 2 terapia de
papilomavirus de humano (HPV). Mais especificamente, 2 presente inveng¢do
refere-se aos polinucleotideos sintéticos codificadores de proteina HPV45 L1,
e a0s vetores recombinantes ¢ aos hospedeiros compreendendo os citados
polinucleotideos. Esta invengéo também se refere &s particulas semelhantes ao
virus HPV45 (VLPs), na qual as VLPs sé

ou de L1 + L2 recombinantes de HPV45 em células de levedura e ao seu uso

produzidas pela expressdo de L1

em vacinas e composigdes farmacéuticas para prevenir e tratar HPV.
FUNDAMENTOS DA INVENGCAO

Ha mais do que 80 tipos de papilomavirus de humano (HPV),
muitos dos quais tém estado associados com uma ampla variedade de
fenétipos bioldgicos, desde verrugas proliferativas benignas a até carcinomas
malignos (para revisdo, veja McMurray e al., Int. J. Exp. Pathol. 82(1): 15-
33 (2001)). HPV6 ¢ HPV1L sdo os tipos mais comumente associados com
verrugas benignas e/ou condiloma acuminado nfo maligno de mucosa genital
ou respiratéria. HPV16 e HPVI8 sdo os tipos de alto risco mais

freqiientemente associados com carcinomas in sifu € invasivos da cerviz, da

vagina, da vulva e do canal anal. Mais do que 90% dos carcinomas cervicais

estio associados com infeccdes de H
oncogénicos menos prevalecentes HPV31
al., J. Natl. Cancer Inst. 85(12): 958-64 (1
de HPV ¢ detectado em mais do que 90%

evidéncia epidemiolégica forte de que os

PV16, HPVI8 ou com os tipos
, -33, -45, -52 e -58 (Schiffman et
993)). A observagio de que 0 DNA
dos canceres cervicais proporciona

HPVs causam carcinoma cervical
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- 796802 (1995)).

Os papilomavirus sio virus de DNA icosaédricos, nio
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(veja Bosch et al., J. Natl. Cancer Inst. 87( l.i)

envelopados, pequenos (50-60 nm) que codificam até oito genes precoces ¢
dois genes tardios. As matrizes de leitura |aberta (ORFs) dos genomas virais
sdo chamadas de E1 a E7, e L1 e L2, nas quais "E" denota precoce e "L"
tardio. L1 e L2 codificam proteinas de capsideo do virus, enquanto que os
genes E estdo associados com fungBes tais como replicagio viral e
transformag3o celular.

A proteina L1 € a maior proteina de capsideo e possui um peso
molecular de 55-60 kDa. A proteina 1.2|€ a menos proteina de capsideo.
Dados imunolégicos sugerem que a maior parte da proteina L2 € interna &
proteina L1 no capsideo viral. Ambas as proteinas L1 e L2 estio
elevadamente conservadas dentre os papilomavirus diferentes.

A expressao da proteina |[L1 ou de uma combinagio de
proteinas L1 e L2 em células de levedura, de inseto, células de mamifero ou
em bactérias acarreta a auto-montagem das particulas semelhantes a virus
(VLPs) (para revisdo, veja, Schiller e Roden, em Papillomavirus Reviews:
Current Research on Papillomaviruses; |Lac ey, ed. Leeds, UK: Leeds
Medical Information, pp. 101-12 (1996)). VLPs sido morfologicamente
semelhantes aos virions auténticos ¢ sfo c¢apazes de induzir titulos altos de
anticorpos neutralizadores sob administracio em um animal. Devido ao fato
de as VLPs ndo conterem o genoma viral potencialmente oncogénico, elas
apresentam uma alternativa segura para o uso de virus vivo em
desenvolvimento de vacina de HPV (para revisdo, veja Schiller e Hidersheim,
J. Clin. Virol. 19:67-74 (2000)). Por este motivo, os genes L1 ¢ L2 tém sido
identificados como alvos imunoldgicos para o desenvolvimento de vacinas
profilaticas e terapéuticas para a doenga ¢ a|infecgdo por HPV.

O desenvolvimento ¢ a comercializa¢io de vacina de HPV tém
sido impedidos por dificuldades associadas com a obten¢iio de niveis de

o
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sucedidamente transformados, limitando a [produgo de proteina purificada.

Portanto, a despeito da identificagdo das seqiiéncias de nucleotideos de tipo

selvagem codificadoras de proteinas HPV L1 tal como a proteina HPV45 L1,

seria elevadamente desejavel o desenvolvimento de uma fonte prontamente

renovavel de proteina HPV L1 bruta que utjlize as seqiiéncias de nucleotideos

codificadoras de HPV45 L1 que estao otimizadas para a expressao na célula

hospedeira intencionada. Adicionalmente,

seria Gtil produzir quantidades

grandes de HPV45 L1 VLPs possuindo as propriedades proporcionadoras de

:munidade das proteinas nativas para utilizacdo em desenvolvimento de

vacina.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invengao referel-se as composigdes € aos métodos

para gerar ou intensificar imunidade aos

produtos de proteina expressados

pelos genes HPV45 L1, que tém estado associados com cancer cervical.

Especificamente, 2 presente

codificadores de proteina HPV45 L1, na

codon-otimizados para expressao de alto

presente invencao adicionalmente proporg

inveng?

jo proporciona polinucleotideos

qual os polinucleotideos tém sido

nivel em uma célula de levedura. A

jona particulas semelhantes a0 virus

HPV45 (VLPs), na qual as citadas VLPs $8o produzidas pela expressdo de L1

oude L1 +12de HPV45 recombinantes

em células de levedura e descreve o

uso de HPV4S VLPs em composi¢Oes farmacéuticas ¢ vacinas para a

prevengio e/ou o tratamento de cancer associado com HPV.

A presente invengdo refete-se 3s moléculas de DNA sintéticas

codificadoras de proteina HPV45 L1.

estio planejados de modo que uma

Ds codons das moléculas sintéticas

célula de levedura use 0S codons

preferidos. As moléculas sintéticas podgm. ser utilizadas como uma fonte de

proteina HPV4S5 L1, que pode ser auto-montavel em VLPs. As citadas VLPs

podem ser empregadas em uma vacina baseada em VLP,
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Uma modalidade exe:mplézr' da presente invengio compreende
uma molécula de acido nucleico sintética que codifica a protefna L1 de
HVP45 como apresentada na SEQ ID NO: 2, a citada molécula de 4cido
nucleico compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideos como apresentada na
SEQID NO: 1.

Também sio proporcionados vetores recombinantes e células

hospedeiras recombinantes, tanto procaridticas quanto eucaribticas, que -

contém as moléculas de &cido nucleico| descritas em todo este relatorio
descritivo.

A presente invengdo também se refere a um processo para
expressar uma proteina HPV45 L1 em uma célula hospedeira recombinante,
compreendendo: (2) introduzir um vetor compreendendo um acido nucleico
codificador de uma proteina HPV45 Il em uma célula hospedeira de
levedura; e (b) cultivar a célula hospedeira de levedura sob condigdes que
também permitem a expressdo da citada protetna HPV45 L1.

A presente invengio refere-se em adicdio a um processo para
expressar uma proteina HPV45 L1 em uma célula hospedeira recombinante,
compreendendo: (a) introduzir um vetor compreendendo um acido nucleico
codificador de uma proteina HPV45 L1 em uma célula hospedeira; sendo que
a molécula de dcido nucleico estd codon-ptimizada para dtima expressdo em
célula hospedeira de levedura ¢; (b) cultivar a célula hospedeira de levedura
sob condigdes que permitem a expressdo de citada protefna HPV45 L1.

Em modalidades preferidas, o 4cido nucleico compreende uma
seqiiéncia de nucleotideos como apresentada na SEQ ID NO: 1 (seqiiéncia 45
L1R).

Esta invengio também se| refere as particulas semelhantes a
virus HPV45 (VLPs) que sdo produzidas em células de levedura, aos métodos
de produgio de HPV45 VLPs, ¢ aos métodlos de uso de HPV45 VLPs.

Em uma modalidade preferida da invengdo, a levedura €
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selecionada do grupo consistindo dé: Saccharomyces cerevisine, Hansenula

polymorpha, Pichia pastoris, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces lactis, e

Schizosaccharomyces pombe.

Outro aspecto desta invengio é uma HPV45 VLP, no qual a

VLP ¢ produzida pela expressfo recombinante de HPV45 L1 ou L1 + L2 em

uma célula de levedura.

Ainda outro aspecto desta invencdio é uma HPV45 VLP que

compreende uma proteina HPV45 L1 codificada por um gene HPV45 L1

cddon-otimizado. Em uma modalidade exemplar deste aspecto da inveng3o, o

gene HPV45 L1 codon-otimizado compreende uma seqiiéncia de nucleotideos

como apresentada em SEQ ID NO: 1.

Esta invengéo também proporciona um método para induzir

uma resposta imune em um animal compreendendo administrar particulas

semelhantes ao virus HPV45 ao animal. Em uma modalidade preferida, as

HPV45 VLPs sdo produzidas por um gene cédon-otimizado.

Ainda outro aspecto desta invengdio é um método de prevenir

ou de tratar cancer cervical associado com HPV compreendendo administrar a

um mamifero uma vacina compreendendo HPV45 VLPs. Em uma

modalidade preferida deste aspecto da inven¢do, as HPV45 VLPs sio

produzidas em levedura.

" Esta invengfio também se refere a uma vacina compreendendo

particulas semelhantes a virus HPV45 (VLPs

).

Em uma modalidade alternativa deste aspecto da invengio, a

vacina compreende adicionalmente VLPs d
opcional. O pelo menos um tipo de HPV o
de HPV de interesse, incluindo qualquer tip
aqueles subseqiientemente identificados. Ex

tipo de HPV € um tipo que est4 associado ¢

e pelo menos um tipo de HPV

cional pode ser de qualquer tipo

o de HPV descrito na técnica ou

m uma modalidade preferida, o
bm um fenétipo clinico tal como

a modalidade preferida, o pelo
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menos um tipo de HPV adicional ¥ seltkionado do grupo consistindo de:

HPV6, HPV11, HPV16, HPVI8, HPV31, HPV33, HPV35, HPV39, HPVSI,

HPVS52, HPVS5, HPV56, HPV5S, HPV59,
Esta inven¢do também se re

compreendendo as particulas semelhantes

e HPV6S.
fere s composicdes farmacéuticas

a virus HPV45, Em adicgo, esta

invengdo refere-se as composi¢des farmacéuticas compreendendo HPV45

VLPs e VLPs de pelo menos um tipo de HPV adicional. Em uma modalidade

preferida, o pelo menos um tipo de HPV

adicional é selecionado do grupo

consistindo de: HPV6, HPV11, HPV16, HPV1S, HPV31, HPV33, HPV35,
HPV39, HPVS51, HPV52, HPVS5, HPVS6, HPV58, HPVS 9, e HPV6S.

Como wusadas em todo

o relatério descritivo e nas

reivindicagbes apendidas, as formas no singular de "um", "uma”, ¢ "o", "a"

incluem as correspondentes no plural a ndo ser que o contexto dite claramente

0 contrario.
Como usadas em todo
reivindicacOes apendidas, as seguinte definig

O termo "promotor" refere-s

0 relatério descritivo e nas
Oes e aplicacdes se aplicam:

e a um sitio de reconhecimento

em uma fita de DNA no qual a RNA polimerase se liga. O promotor forma

um complexo de iniciagio com RNA polimerase para iniciar e conduzir a

atividade de transcrigdo. O complexo pode

ativadoras chamadas de "intensificadoras
montante" ou seqiiéncias inibidoras chamada

O termo "vetor" refere-se
fragmentos de DNA podem ser introduzidos
tecido hospedeiro. H4 véarios tipos de vetq
(incluindo adenovirus), bacteriéfagos ¢ cosm

A designacio "seqiiéncia de ¢
seqiiéncia de HPV45 L1 DNA aqui descrita
Embora a seqiiéncia de HPV 45 L1 DNA de

ser modificado por seqiiéncias

"

ou "seqliéncias ativadoras a

s de "silenciadoras".

p alguns meios pelos quais os

em um organismo hospedeiro ou
res incluindo plasmideos, virus
ideos.

ipo selvagem 45 L1" refere-se a
como SEQ ID NO: 3 (45 L1 wt).

tipo selvagem tenha sido descrita
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previamente, ndo ¢ incomum encontiar vatiagdes de seqiiéncia menores entre

os DNAs obtidos de isolados clinicos. Portanto, uma seqiiéncia de 45 L1
DNA de tipo selvagem representativa foi isolada de amostras clinicas, as
quais, como previamente mostrado, contém HPV45 DNA (veja EXEMPLO
1). A seqiiéncia 45 L1 de tipo selvagem foi usada como uma seqii€ncia de
referéneia em comparagio com as seqiiéncias 45 L1 codon-otimizadas aqui
descritas (veja FIGURA 1).

A designagio "HPV 45 L1 R" ou "45 L1 R" refere-se a uma
seqii€éncia de nucleotideos HPV45 L1 sintétjca (SEQ ID NO: 1), aqui descrita,
na qual a seqiiéncia foi reconstruida de modo que compreendesse cédons que
sdo preferidos para a expressdo de alto nivel por uma célula de levedura.

O termo "quantidade efetiva" significa que composicio de
vacina suficiente ¢ introduzida para produzir os niveis adequados de
polipeptideo, de modo que resulte uma resposta imune. Uma pessoa
experiente na técnica reconhecerd que este nivel pode variar.

Uma "substituicio de aminodcido conservativa" refere-se 3
substituiio de um resfduo de aminoécido por outro, residuo de aminoacido
quimicamente semelhante. Exemplos de tais substitui¢des conservativas s3o:
substituigdo de um residuo hidrofobico |(isoleucina, leucina, valina, ou
metionina) por outro/ substituido de um residuo polar por outro residuo polar
de mesma carga (por exemplo, lisina por arginina; 4cido aspértico por acido
glutdmico).

O termo "mamifero" refere-se a qualquer mamifero, incluindo
um ser humano.

"VLP" ou "VLPs" significa(m) particula semelhante a virus ou
particulas semelhantes a virus.

"Sintético” significa que o gene HPV4S L1 foi preparado de
modo a conter uma seqiiéncia de nucleotideos que nio € igual & seqiiéncia de

nucleotideos presente no gene HPV4S L1| de tipo selvagem naturalmente

QB
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ocorrente (45 L1 wt, SEQ ID NO:: 3)."Co}.r10 ‘enl.l};ciado acima, moléculas

sintéticas s3o aqui proporcionadas compreendendo uma seqiiéncia de

nucleotideos compreendendo codons que sfio preferidos para a expressio por

células de levedura. As moléculas sintéticas aqui proporcionadas codificam a

mesma seqiiéncia de aminoacidos que a do
(SEQ ID NO: 2).
DESCRICAO BREVE DOS DESENHOS

gene HPV45 L1 de tipo selvagem

FIGURA 1 é um alinhamento de seqiiéncias de DNA

mostrando nucleotideos que foram alterada

s no gene HPV45 L1 sintético da

presente invencdo (SEQ ID NO: 1, indicada como "45 L1 R") (veja

EXEMPLO 2). A seqiiéncia de referéncia é a seqiiéneia 45 L1 de tipo

selvagem (SEQ ID NO: 3, indicada como

Nucleotideos alterados sdo indicados em|

"45 L1 wt"; veja EXEMPLO 1).

sua localizag3o correspondente.

Nimero de nucleotideos esta contido entre parénteses. Nucleotideos idénticos

na seqliéncia reconstruida 45 L1 estdo indicados com pontos.

FIGURA 2 mostra as seqiifncias de aminodcidos de cddigo

tnico e de nucleotideos HPV 45 L1 sinté
nucleotideos estd indicado a esquerda.

FIGURA 3 mostra um North
para HPV 45 L1 RNA sob condi¢des de estr
Faixa (1) contém 5 pg de HPV 45 L1 RNA|
45 L1 R RNA. Um transcrito de RNA de ¢
o blot. Seta & esquerda indica a posigio pr
L1 de comprimento total.

FUGURA 4 mostra um We
trés isolados de HPV 45 L1. Conteudos das

L1 R #4 (faixa 2), 45 L1 R #7 (faixa 3), 4

controle (faixa 5). Quinze microgramas de

total foram carregados para dentro de cad

ticas reconstruidas. O numero de

emmns blot sondado especificamente

ringéncia alta (veja EXEMPLO 4).

e faixa (2) contém 10 g de HPV

omprimento total € evidente sobre

edita de um transcrito de HPV 43

stern Blot de HPV4S L1 wt e de

faixas sfo: 45 L1 wt (faixa 1), 45
5 L1 R #1 (faixa 4), HPV 16 L1
extrato de proteina de levedura

a faixa de um gel de 10% SDS-
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PAGE. Um anti-soro policlonal de dabra Contra uma proteina .de ;‘usﬁo TrpE-
HPV 45 L1 foi usado para especificamente identificar a protefna HPV 45 L1.
A seta a esquerda indica a posigio de 55 kDa.

FIGURA 5 mostra umg de dois
experimentos de ELISA em ng de VLP/ pg|de proteina total (veja EXEMPLO

por¢do dos dados

7). Uma comparacZo entre 45 L1 wt ¢ dois clones separados de 45 11 R, ¢
HPV 45 11 VLP

aproximadamente 2 vezes maior do que a de 45 L1 wt.

mostrada. Expressio de reconstruida foi de
FIGURA 6 mostra uma amostra representativa de HPV 45
VLPs compostas de moléculas de proteina HPV 45 L1 R, aqui descritas,
como visualizadas por microscopia eletrénica de transmissdo (veja
EXEMPLO 8). A barra representa aproximadamente 100 nm.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
Os carcinomas cervicais est3o em sua maioria associados com
infecgdes de tipos de oncogenes especifidos de papilomavirus de humano

(HPV). A presente invengdo refere-se as composigdes e aos métodos para

gerar ou intensificar a imunidade aos produtos de proteina expressados por

genes de tipos de HPV oncogénicos. Espe
proporciona polinucleotideos codificadores

auto-montam em particulas semelhantes a v

cificamente, a presente invengio
de proteina HPV45 L1, que se
frus HPV45 (VLPs) e descreve o

uso de citados polinucleotideos ¢ VLPs ¢m composi¢des farmacéuticas e

vacinas para a prevengio e/ou o tratamento de cancer associado com HPV.

A seqiiéncia de nucleotideos
sido relatada (Nimero de Acesso no Genl

Delius e Hofman, Curr. Top. Microbiol. |

HPV45 L1 de tipo selvagem tem
Bank: NC_001590; veja também
(mmunol. 186: 13-31 (1994)). A

presente invengdo proporciona moléculas de DNA sintéticas codificadoras de

proteina  HPV45 L1. As moléculas si

compreendem uma seqiiéncia de cédons, na

ni¢ticas da presente invencio

qual pelo menos uma porgio dos

codons tem sido alterada para que uma célula de levedura use os cddons

A
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preferidos para expressdio de nivel éllto.'?ks"r.no.léculas. sintéticas podem ser
utilizadas como uma seqiiéncia codificadora para expressdo de proteina
HPV45 L1, que pode se auto-montar em YLPs. As citadas VLPs podem ser
utilizadas em uma vacina baseada em VLP para proporcionar imunoprofilaxia
efetiva contra infec¢io por papilomavirus por intermédio de imunidade
mediada por célula e anticorpo neutralizadar.

A expressio de HPV VLPs|em células de levedura oferece as
vantagens de ser custo-efetiva e facilmente adaptada ao crescimento de
grande escala em fermentadores. Contuda, as proteinas HPV L1, incluindo
HPV45 L1 sio expressadas em niveis nas células de levedura que sdo
menores do que aquele que € desejavel para aumento de escala comercial.

Conseqiientemente, a presente invengdo refere-se as
seqiiéncias de gene HPV45 L1 que estdg "otimizados" para expressio em
nivel alto em um ambiente celular de levedura. |

Um codon "tripleto” de quatro bases de nucleotideo pode
existir em mais de 60 formas variantes.| Devido ao fato de estes cddons
proporcionarem a mensagem para apenas 20 aminoacidos diferentes (bem
como iniciagdo ¢ terminagio de transcrigdo), alguns aminoacidos podem ser
codificados por mais do que um cédon, um fendmeno conhecido como
redundancia de cédon. Por razdes ndo ¢ompletamente entendidas, cédons
alternativos ndo estfo uniformemente presentes no DNA enddgeno de tipos
diferentes de células. De fato, parece que hd uma "preferéncia” ou hierarquia
natural variavel para certos codons em gertos tipos de células. Como um
exemplo, o aminodcido leucina ¢ especificado por qualquer um de seis codons
de DNA incluindo CTA, CTC, CTG, CTT, TTA, ¢ TTG. Andlise exaustiva de
freqiiéncias de uso de cédon de genoma para microorganismos tem revelado
que DNA endégeno de E. coli contém mais comumente o codon CTG
especificador de leucina, enquanto que o DNA de leveduras e de bolores de

lodo inclui mais comumente um cédon TTA especificador de leucina. Em
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vista desta hierarquia, acredita-se eni gera
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qic 2 possibilidade de se obterem

niveis altos de expressio de um polipeptideo rico em leucina por um

hospedeiro E. coli dependera em alguma
cddon. Por exemplo, € provavel que um
insatisfatoriamente expressado em E. coli

CTG seja provavelmente elevadamente

extensio da freqiiéncia de uso de
gene rico em codons TTA seja
enquanto que um gene rico em

expressado neste hospedeiro. De

maneira semelhante, um codon preferido para expressdo de um polipeptideo

rico em leucina em.células hospedeiras de I

As implica¢des dos fendme

evedura seria TTA.

nos de preferéncia de cddon sobre

as técnicas de DNA recombinante sio manifestas, € o fendmeno pode servir

para explicar muitas falhas anteriores para se alcancarem niveis altos de

expressio de genes exdgenos em organismos hospedeiros bem sucedidamente

transformados -- um codon menos "pre

ferido" pode estar repetidamente

presente no gene inserido ¢ o maquinario da célula hospedeira para expressio

pode ndo operar tdo eficientemente. Este fendmeno sugere que os genes

sintéticos que tém sido planejados para incluirem cédons preferidos de células

hospedeiras planejado proporcionam uma

forma 6tima de material genético

estranho para a pratica da expressdo de protefna recombinante. Assim, um

aspecto desta invengdo é um gene HPV45 L1 que esta codon-otimizado para a

expressdo de nivel alto em uma célula de levedura. Em uma modalidade

preferida desta invengdo, tem sido verificado que o uso de cédons alternativos

codificadores de mesma seqtiéncia de pr

otefna pode remover as restriges

sobre a expressio de proteinas HPV45 L1 por células de levedura.

De acordo com esta inveng

o, segmentos de gene HPV45 L1

convertidos em seqiiéncias possuindo seqiiéncias traduzidas idénticas mas

com uso de coédon alternativo como descrito por Sharp e Cowe (Synonymous

Codon Usage in Saccharomyces cerevisia
por meio desta aqui incorporada como re

consiste da identificagio de cddons na se

e. Yeast 7. 657-678 (1991)), que €
feréncia. A metodologia em geral

qiiéncia de tipo selvagem que nio
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expressados e da substituigio deles por céddons 6timos para expressdo alta em
células de levedura. A seqiiéncia de gene nova € entdo inspecionada para as
seqiéncias indesejadas geradas por estas substitui¢des de cédon (por
exemplo, seqiiéncias "ATTTA", formacdo inadvertida de sitios de
reconhecimento de editoragdo de fintron| sitios de enzima de restrigio
indesejados, contetdo de GC elevado, presenca de sinais de terminacio de
transcri¢do que sfo reconhecidos por leved ra, etc.). Seqiiéncias indesejaveis
sdo eliminadas por substituicio dos codons existentes por cddons diferentes
codificadores de mesma aminoécido. Os egmentos de gene sintéticos sio
entlo testados para expressio melhorada.

Os métodos descritos acima foram usados para preparar
segmentos de gene sintéticos para HPV45 L1, resultando em um gene
compreendendo cédons otimizados para xpressdo de nivel alto em um
ambiente de célula de levedura. Embora o rocedimento acima proporcione
um sumdrio de nossa metodologia para planejamento de genes cddon-
otimizados para uso em vacinas de HP , ¢ entendido por uma pessoa
experiente na técnica que eficicia de vacina semelhante ou expressdo
aumentada de genes pode ser realiza por variagdes minimas no
procedimento ou por variagdes minimas na s qligncia.

Conseqiientemente, a presente invencio se refere a um
polinucleotideo sintético compreendendo yma seqiitneia de nucleotideos
codificadora de uma proteina HPV45 L1, ou de um fragmento biologicamente
ativo ou de uma forma mutante biologicamente ativa de uma proteina HPV45
L1, a seqiiéncia de polinucleotideo compreendendo codons otimizados para
expressdo em uma célula hospedeira de levedura. As citadas formas mutantes
de proteina HPV45 L1 incluem, mas n3o estio limitadas a: substitui¢des de
aminoacido conservativas, truncagbes de terminagio-amino, truncagdes de

terminagdo-carboxila, delegdes ou adigdes. Qualquer um de ta] fragmento
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e/ou mutante biologicamente ativo codificara quer uma proteina quer um

fragmento que pelo menos substanci

imunolégicas da proteina HPV45 L1 como

almente imita as propriedades
apresentada na SEQ ID NO: 2. Os

polinucleotideos sintéticos da presente invengdo codificam moléculas de

mRNA que expressam uma proteina HPV

45 L1 funcional de modo a serem

{iteis no desenvolvimento de uma vacina de|HPV terapéutica ou profilatica.

Um aspecto desta invengdo

¢ uma molécula de acido nucleico

codon-otimizada que codifica a proteina HPV45 L1 com apresentada na SEQ

ID NO: 2, a citada molécula de 4cido nucleico compreendendo uma seqiiéncia

de nucleotideos como apresentada na SEQ ID NO: 1.

A presente

invengdo também se

refere aos vetores

recombinantes e as células hospedeiras fecombinantes, tanto procaritticas

quanto eucariéticas, que contém as moléculas de 4cido nucleico descritas em

todo este relatorio descritivo.

O HPV45 DNA sintético ou seus fragmentos construido por

meio dos métodos aqui descritos podem s
por clonagem molecular em um vetor de

adequado e outros elementos regulatori

er recombinantemente expressados
expressdo contendo um promotor

os de transcricio apropriados, e

transferido para dentro de células hospedeiras procaridticas ou eucaridticas

para produzir HPV45 L1 recombinante. T
totalmente descritas por Sambrook et al.
Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
(1989); Current Protocols in Molecular B
Associates e Wiley-Interscience, New

Laboratory Course Manual, Rose et al.

Genicas para tais manipulagles sio
Molecular Cloning: A Laboratory
Cold Spring Harbor, New York,
iology, Ausubel et al., Green Pub.
'York (1988); Yeast Genetics: A
Cold Spring Harbor Laboratory,

Cold Spring Harbor, New York, (1990)), que séo por meio desta aqui

incorporadas em suas totalidades como referéncias.

Assim, a presente inveng

40 refere-se a um processo para

expressar uma proteina HPV45 L1 em uma célula hospedeira recombinante,
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compreendendo: (a) introduzir um vetor  compreendendo um 4cido nucleico

codificador de uma proteina HPV45 LI
levedura; e (b) cultivar a célula hospedei

permitem a expressdo de citada proteina HE

em uma célula hospedeira de
a de levedura sob condi¢Ges que

V45 L1.

Esta invencdo refere-se em adigio a um processo para

expressar uma proteina HPV45 L1 em uma célula hospedeira recombinante,

compreendendo: (a) introduzir um vetor compreendendo um acido nucleico

como apresentado na SEQ ID NO: 1 em uma célula hospedeira de levedura; e

(b) cultivar a célula hospedeira de levedu
expressdo de citada proteina HPV45 L1.

Os genes sintéticos da presg
em um cassete de expressdo que comprg
proporcionarem expressdo eficiente da
hospedeira. O cassete preferivelmente
seqiiéncias de controle de transcrigéa
operativamente ligadas nele, tais como

terminagdo. Em uma modalidade preferi

ra sob condi¢es que permitem a

nte invengdo podem ser montados
sende seqiiéncias planejadas para
proteina HPV45 L1 na célula
contém o gene sintético, com

e de traducSes relacionadas
um promotor, e seqliéncias de

3

da, o promotor € o promotor S.

cerevisiae GALI, embora aquelas pessoas experientes na técnica reconhegam

que qualquer um de nuUMErosos outros pr

omotores de levedura conhecidos

possam ser utilizados. Um terminador de transcri¢do preferido € o terminador

S. cerevisiae ADHI, embora outros terminadores de transcrigdo conhecidos

também possam ser empregados. A co

terminador ADH ] € particularmente preferi

mbina¢io de promotor GALI -
da.

Outro aspecto desta invengdo € uma particula semelhante a

virus HPV45 (VLP) produzida por expressio recombinante de genes HPV45

L1 ou L1 + L2 em uma célula de levedura, métodos de produgio de HPV45

VLPs, ¢ métodos de uso de HPV45 VL

quando L1, a proteina de capsideo maior

Ps. VLPs podem se auto-montar

de papilomavirus de humano e de

animal, for expressada em célula de levedura, células de inseto, células de
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mamifero ou bactérias (para revisio
Papillomavirus Reviews: Current Research
Leeds, UK: Leeds Medical Information,
morfologicamente distintas também podem
uma combinagdo de proteinas de capsideo
72 pentdmeros de L1 em uma estrutura
Biophys. J. 60(6): 1445-56 (1991)).

VLPs

sdo  morfologicamente

ae oo o .« .
s s e s .
* e as . .

.
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..... e“ Rode;;q, em
on Papillomaviruses; Lac ey, ed.
pp. 101-12 (1996)). HPV VLPs
ser produzidas pela expressdo de
L1 e L2. VLPs sfo compostas de
icosaédrica T=7 (Baker e al.,

semelhantes aos virions

auténticos e sdo capazes de induzir titulos altos de anticorpos neutralizadores

sob administragio em um animal. Foi mos
(Breitburd et al., J. Virol. 69(6): 3959-63
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92(25): 115531

trado que imuniza¢do de coelhos
(1995)) e de cdes (Suzich et al.,
57 (1995)) com VLPs em ambos

induz anticorpos neutralizadores ¢ protege contra infeccdo por papilomavirus

experimental. Contudo, devido ao fato de as VLPs ndo conterem o genoma

viral potencialmente oncogénico e poderem se auto-montar quando

expressadas de um gene tnico, elas apresentam uma alternativa segura ao uso

de virus vivo no desenvolvimento de vad
Schiller ¢ Hidesheim, J. Clin. Virol. 19: 67-7

ina de HPV (para revisio, veja
4 (2000)).

Marais e colegas (J. Med Virol 60: 331-336 (2000))

descrevem HPV45 VLPs, que foram produzidas em células de inseto a partir

de um gene HPV45 1.1 expressado de baculovirus. A expressio de VLPs em

células de inseto nfo € vantajosa para o des¢nvolvimento de vacina por causa

dos custos altos associados. Adicionalmente, muitas vezes & dificil aumentar a

escala da expressfo de genes HPV L1 em

cultura de células de inseto para

volumes grandes necessarios para o desenvolvimento de produto comercial.

HPV45 VLPs produzidas em células de levedura ndo @m sido descritas. A

expressdo de HPV VLPs em células de levedura oferece as vantagens de ser

custo-efetiva e facilmente adaptada ao crescimento de escala grande em

fermentadores. Em adi¢do, o genoma de

levedura pode ser prontamente

e
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alterado para garantir a selegdo de levedura transformada, recombinante, com

potencial de crescimento e de expressio aumentado.

Assim, a presente invengéo

refere-se as particulas semelhantes

a virus compreendidas de proteina L1 recombinante ou de proteinas L1 + L2

recombinantes de HPV45, na qual a prote

uma célula de levedura.

na recombinante é expressada em

Em uma modalidade preferida da invengfio, as HPV45 VLPs
sio produzidas pela expressdo de HPV45 L1 ou de HPV45 L1 + L2 em uma

levedura selecionada do grupo consistindo de: Saccharomyces cerevisiae,

Hansenula  polymorpha,  Pichia

pastoris,

Kluyveromyces  fragilis,

Kluyveromyces lactis, € Schizosaccharomyges pombe.

Outro aspecto desta invencdo ¢ uma HPV45 VLP que

compreende uma proteina HPV45 L1 produzida pela expressdo de um gene

HPV45 L1 cédon-otimizado. Em uma modalidade preferida deste aspecto da

invenc#o, o gene HPV45 L1 cddon-otimizado compreende uma seqiiéncia de

nucleotideos como apresentada na SEQ ID
Ainda outro aspecto desta i
HPV45VLPs, compreendendo: (a) transfo

de DNA recombinante codificadora de pr

NO: 1.
nven¢do é um método de produzir
rmar levedura com uma molécula

oteina HPV45 L1 ou de proteinas

HPV45 L1 + L2; (b) cultivar a levedura transformada sob condigdes que

permitem a expressdo da molécula de D]

proteina HPV45 recombinante; ¢ (¢) isola

para produzir HPV45 VLPs.
Em uma modalidade prefe

levedura é transformada com um gene

produzir HPV45 VLPs. Em uma modali

gene HPV45 L1 codon-otimizado compree
como apresentada na SEQ ID NO: 1.

Esta invengdo também prop

NA recombinante para produzir a

r a proteina HPV45 recombinante

rida deste aspecto da invengdo, a
HPV45 L1 codon-otimizado para
dade particularmente preferida, o

nde uma seqiiéneia de nucleotideos

orciona um método de induzir uma
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resposta imune em um animal comi)reen(iel.l.do . a(.i'r;lin'ist'rar .pa.r.tl’culas
semelhantes a virus HPV45 ao animal. Em uma modalidade preferida, as
HPVA4S5 VLPs sio produzidas por um gene cédon-otimizado.

Ainda outro aspecto desta inven¢io é um método de prevenir
ou tratar cincer cervical associado com HPV compreendendo administrar a
um mamifero uma vacina compreendendo HPV45 VLPs. Em uma
modalidade preferida deste aspecto da inven¢dio, as HPV45 VLPs sdo
produzidas em levedura.

Esta invencio também se reffere a uma vacina compreendendo
particulas semelhantes a virus (VLPs).

Em uma modalidade alternativa deste aspecto da invengio, a
vacina compreende adicionalmente VLPs |de pelo menos um tipo de HPV
adicional. Em uma modalidade preferida,| o pelo menos um tipo de HPV
adicional é selecionado do grupo consistindo de: HPV6, HPV 11, HPV16,
HPV18, HPV31, HPV33, HPV3S, HPV39, HPVS], HPVS52, HPV55, HPV56,
HPV58, HPV59, e HPV6S.

Em uma modalidade preferida deste aspecto da invengdo, a
vacina compreende adicionalmente HPV16 VLPs.

Em outra modalidade preferida da invengdio, a vacina
compreende adicionalmente HPV16 VLPs ¢ HP18 VLPs.

Em ainda outra modalidade| preferida da inven¢do, a vacina
compreende adicionalmente HPV16 VLPs| HPV11 VLPs, HPV16 VLPs ¢
HP18 VLPs.

Esta invengfo também se refere as composic¢des farmacéuticas
compreendendo particulas semelhantes a \virus HPV45. Em adigfo, esta
invengio refere-se as composicles farmadéuticas compreendendo HPV45
VLPs e VLPs de pelo menos um tipo de HPV adicional. Em uma modalidade
preferida, o pelo menos um tipo de HPV adicional é selecionado do grupo
consistindo de: HPV6, HPV11, HPVI6, HPVIS, HPV31, HPV33, HPV35,

..
s
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HPV39, HPV51, HPVS52, HPV5S, HPVSé, HPVSS, I-iPV59, e HPV6S.

Composicbes de vacina da presente invencdo podem ser
usadas sozinhas em dosagens apropriadas definidas por teste rotineiro com o
propésito de se obter inibigio Gtima de infecgio por HPV45 a0 mesmo tempo
minimizando qualquer toxicidade potencial. Em adigdo, a co-administracio
ou administraggo seqiiencial de outros agentes pode ser desejavel.

A quantidade de particulas semelhantes a virus a ser
introduzida em um recipiente de vacina dependera da imunogenicidade do
produto de gene expressado. Em geral, uma dose imunoldgica ou
profilaticamente efetiva de cerca de 10 ug a 100 pg, e preferivelmente de
cerca de 20 ug a 60 pg de VLPs ¢ administrada diretamente em tecido
muscular. Injegdo subcutanea, introdugdo intradermal, impressdo através da
pele, e outros modos de administracio tals como liberacdo intraperitoneal,
intravenosa, ou por inalaclio também |sdo contemplados. Também &
contemplado que vacinas de reforgo possam ser proporcionadas. Também &
vantajosa a administragio parenteral, tal como intravenosa, intramuscular,
subcutdnea ou de outro meio de administragio com adjuvantes tal como
alume ou adjuvante de aluminio Merck, concorrentemente com ou
subseqiiente & introdugfo parenteral da vacina desta invengao.

Todas as publicagdes aqui mencionadas sdo incorporadas
como referéncias para o propésito de descrigio e de redago das metodologias
e dos materiais que podem ser usados em conexio com a presente invengo.
Nada aqui € para ser entendido como uma admissdo de que a invengdo nio é
designada para preceder tal descriciio em virtude da invenc¢do anterior.

Tendo descrito as modalidades preferidas da inven¢do com
referéncia aos desenhos acompanhantes, ¢ para ser entendido que a invengio
nio ¢ limitada aquelas modalidades predisas, e que varias mudancas e
modificagdes podem ser aqui efetuadas por uma pessoa experiente na técnica

sem se desviarem do escopo ou do espiritd da invengio como definido nas
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Os seguintes exemplos ilustram, mas nio limitam a invenco.

EXEMPLO 1
Determinagiio de uma Seqiiéncia de HPV43

A seqiiénecia HPV45 L1
((Numero de Acesso no GenBank: NC|
Hofman, Curr. Top. Microbiol. Immunol. 1
incomum encontrar variagdes de seqiiénci
de isolados clinicos. Para determinar um
HPV45 L1 representativa, DNA foi isolad
como previamente mostrado, contém HPV|

45 L1 foram amplificadas em uma reacig

L1 Representativa

tem sido descrita previamente
001590; veja também Delius e
86: 13-31 (1994)). Contudo nio €
a2 menores entre os DNAs obtidos
a seqiiéncia de tipo selvagem de
o de quatro amostras clinicas, que
45 DNA. As seqiiéncias de HPV

em cadeia de polimerase (PCR)

usando Tag DNA polimerase ¢ os seguintes iniciadores: HPV 45 L1 F 5'-

CCACCACCACCTATATAGGTATTC-3'
CAAACATACAT AT ATGTGCTAACA-
amplificados foram submetidos 3 eletrof
visualizados por coloragfio por brometo de
pb foram excisadas e o DNA foi purificad
quick PCR (Qiagen, Hilden, Alemanha).
vetor de clonagem TA (Invitrogen Cor
transformada com a mistura de ligagdo
ampicilina mais IPTG e X-gal para seleg
placas foram invertidas e incubadas por 16

PCR de colbnias foi reali
originrias de cada um dos quatro iso
amplificados por PCR. HPV 45 L1 DNA

(SEQ ID NO:4)e HPV 45 L1 B 5'-
3' (SEQ ID NO:5). Os produtos
orese sobre genes de agarose e
etidio. As bandas de L1 de ~1500
o0 usando o kit de purificagio QIA
O DNA foi entdo ligado em um
p., Carlsbad, CA), E. Coli foi
¢ plaqueada sobre dgar LB com
4o de colonias azuis/brancas. As
horas a 37°C.

zada sobre oito colonias bancas
lados clinicos que haviam sido

foi amplificado por PCR usando

iniciadores HPV 45 L1 F ¢ HPV 45 L1 B. O protocolo de PCR especifico

consistiu de 25 ciclos de 15 segundos a 98°C (desnaturag®o), 30 segundos a

50°C (anelamento) e 2 minutos a 68°C (e

xtensdo). Produtos de PCR foram
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visualizados por coloragio por brometo cie
agarose. Vdrias coldnias de cada isolado ¢
colonia de cada isolado foi cultivada em m
37°C por 16 horas. Minipreparados for
plasmideo das colénias.

Seqiienciamento de DNA f{]
contendo o HPV 45 L1 DNA amplifica
clinicos. As seqiiéncias de DNA e d
comparadas entre si € com as seqliéncias
seqiiéncia dos quatro isolados clinicos re
idéntica 4 seqiiéncia de Genbank. O plasmi
escolhido para ser a seqiiéncia de tipo selv:
aqui referida como a "seqiiéncia de tipo sel
a FIGURA 1). Esta seqliéncia continha uj
trds aminodcidos, que manteve a matriz de
mutagdes de cinco pontos resultando em
oito muta¢Bes de ponto silenciosas adig
seqiiéncia de Genbank estdo deletados na 4
23 (8—N), 55 (N->S), 303 (I—-T), 357 (54
cinco mudangas de aminoacido (Genbank
silenciosas estavam distribuidas em toda a

A seqiiéncia de tipo selvage
niciadores 1LS-112 5-CTCAGATCTACAAAACA4
(SEQ ID NO:6) € H

.
.

.
teve

.

. see

. o e

o v . .
evese 4 sswe .
. . . .

. .
se oo .o .

etidio apés eletroforese em gel de
ontinha bandas de L.1. A segunda
eio LB com ampicilina, agitando a

am realizados para extrair DNA

oi conduzido sobre os plasmideos
o e clonado dos quatro isolados
¢ aminoacidos traduzida foram
Genbank HPV 45 L1. Analise de
velou que nenhuma seqiiéncia foi
deo HPV 45 L1 do isolado #33 foi
agem (wt) 45 L1 representativa e é
vagem 45 L1" (SEQ ID NO:3, veja
ma delegio de nove nucleotideos,
> Jeitura da seqiiéncia subseqiiente,
mudancas de cinco aminoacidos ¢
ionais. Aminoacidos 495-497 na
5 L1 wt. Aminoécidos de numeros
>N), ¢ 356 (Q—H) representam as
aa — 45 L1 wt aa). As 8 mutagdes
seqiiéneia 8. Veja a FIGURA 1.

m 45 L1 foi amplificada usando os
AAATGGCTTTGTGGCGGCCTAGTGAC-
PV45 L1 EAS 5'-

GACAGATCTTATTTTTTACTACGTAT]
para adicionar extensdes Bglil. PCR foi re
produto da PCR foi visualizado por color
gen de agarose. A banda de ~1500 pb fo
usando o kit de extragcdo em gel QIAEX

ACGTACACG-3' (SEQ ID NO:7)
alizada usando Vent polimerase. O
acdo por brometo de etidio de um

excisada e o DNA foi purificado
I (Qiagen). O produto da PCR foi
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entdo digerido com Bg/Il a 37°C por 2 horas e purificado usando o kit de

purificagdo QIA quick PCR. O produto de

PCR HPV45 L1 digerido por Bg/II

fo1 ligado em pGALI110 digerido por BamHI (descrito em Hofmann e al,
Virology 209: 506-18 (1995)) € E. coli DHS5 foi transformado com a mistura

de ligacio.
Colénias foram triadas por

orientago correta.

PCR para o inserto HPV45 L1 na

Seqliéncia e orientagio foram confirmadas por

seqiienciamento de DNA. O clone selecignado foi chamado de PGAL110-

HPV 45 L1 #6. Este clone foi digerido

com Psi, EcoRl, e HindIll para

determinar o perfil de fragmentos de restri¢do do gene HPV45 L1 dentro do

vetor pGAL110. Os fragmentos de DNA|foram submetidos 3 eletroforese

sobre geles de agarose. O perfil de fragmentos de restrigio resultantes foi

visualizado por cloragio por brometo de etidio ¢ visto por luz UV,

DNA  maxiprep foi preparado. Células de Saccharomyces

cerevisiae foram tornadas competentes por

sua transformaco em esferoplasto

com Glusalase e transformadas com pGAL[10-HPV 45 1.1 #6. A mistura de

transformacéo de levedura foi plaqueada em 4gar de topo de sorbitol Leu(-)

sobre placas de sorbitol (Leu-) e incubada invertida por 5-7 dias a 30°C. As

colonias foram coletadas e espalhadas para isolamento clonal sobre placas de

sorbitol Leu(-). As colénias foram subseqiientemente crescidas em 5 mL de 5

X Sorbitol Leu(-) Ade(-) com 1,6% de glicase e 4% de galactose em culturas

de tubo rotativo a 30°C para induzir a transcrigdo de L1 ¢ a expressdo de

proteina.
EXEMPLO 2

Otimizacdo de codon de levedura

Codons preferidos de levedura tém sido descritos (Sharp, Paul

M. e Cowe, Elizabeth 191 Synonymous

Codon Usage in Saccharomyces

cerevisiae YEAST 7: 657-678). Expressdq da protefna HPV45 L1 wt foi

detectdvel; entretanto, para obter a expressdo aumentada necesséria para

)
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gene HPV45 L1 foi reconstruido
A citada seqiiéncia reconstruida
mentada, que serd um avanco

50 em desenvolvimento de vacina.

Quando a seqiiéncia foi construida usando seqiiéncias de cédon otimizadas de

levedura, a seqiiéncia de nucleotideos dd

posi¢des para produzir 45 L1 R (R =

aminodcidos, contudo, ndo foi alterada. As
ID NO: 1) e de aminoacidos (SEQ ID NO:
na FIGURA 2.

45 L1 wt foi alterada em 392
reconstruida), A seqiiéncia de
seqiiéncias de nucleotideos (SEQ

2) de HPV45 L1 R sfo mostradas

A estratégia empregada para a reconstrucio de gene foi

planejar oligbmeros de anti-senso ¢ de s
abarcam o gene, substituir nucleotideos por
levedura ao mesmo tempo mantendo a se

Estes oligdmeros foram utilizados no lugar

enso de recobrimento longo que
scqiiéncias de codon preferidas de
gii€ncia de aminoacidos original.

de DNA modelo em uma reacio

PCR. Iniciadores de amplificaciio adicionais foram planejados e usados para

amplificar as seqiiéncias reconstruidas dos oligdmeros modelo. Pfu DNA

polimerase foi utilizada na PCR de 25 ciclos.

As condigBes

Otimas para amplificagdo foram se¢fo-

especificas, contudo a maioria empregou um programa parecendo-se com

94°C por 5 minutos (desnaturagfo) seguida por 25 ciclos de 95°C por 30

segundos (desnaturag#o), 55-50°C por 30 se
1,5 minutos (extensdo), seguido por uma ext

manutengdo a 4°C. Os produtos de PCR fo

gundos (anelamento), ¢ 72°C por
ensio final de 7 minutos a 72°C ¢

ram examinados por eletroforese

em gel de agarose. Bandas de tamanho apropriado foram excisadas e o DNA

foi purificado em gel. Os fragmentos exci

sados foram entdo usados como

modelo para montar o gene 1533 nt rebuilt HPV 45 1.

Apos a reconstrugdo, a band

ligada em pCR4 Blunt (Invitrogen) e

a 1533 nt foi purificada por gel,
células E. coli TOP10 foram
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transformadas com a mistura de Iigac;ﬁo..(“olc“)nias forar.I; .crt;sc.i'das em 4 mL
de LB com ampicilina ¢ DNA plasmideo foi extraido por técnica}s de
minipreparagdo padrdo. O DNA plasmideq foi sequienciado para conﬁrr‘nar a
presenca de mudangas desejadas para o freconstruido 45 L1. O 45 L1 R
(reconstruido) foi reamplificado de pCR4Blunt-45 L1 R para adicionar
extensdes BamHI em ambas as extremidades mais uma seqiliéncia lider 5'-
ndo-traduzida de levedura a montante do codon de miciacdo ATG. O
fragmento amplificado foi clonado comol| acima e o DNA plasmideo foi
seqiienciado. O plasmideo, pCR4 Blunt-45L1 R (Bam), foi digerido com
BamHl ¢ os fragmentos de DNA foram submetidos & eletroforese sobre um
gel de agarose. O fragmento de 45 L1 R (Bam) de ~1550 pb foi purificado por
gel, ligado em pGALI110 digerido com BamHI e transformado em TOP10F'
E. coli (Invitrogen).

Colénias foram triadas por PCR para o inserto HPV4S L1 R na
orientagdo correta em pGAL110. Seqiiéncia e orientacdo foram confirmadas
por sequenciamento de DNA. DNA plasmideo maxiprep foi preparado e
usado para a transforma¢fio de células de S cerevisiae que haviam sido
tornadas competentes por sua transformacdo em esferoplasto. As leveduras
transformadas foram plaqueadas em agar de topo de sorbitol Leu(-) sobre
placas de sorbitol (Leu-), que foram incubadas invertidas por 7 dias. As
colonias foram espalhadas para isolamentd clonal sobre placas de sorbitol
Leu(-). As colénias foram subseqiientemente crescidas em 5 ml de 5 X
Sorbitol Leu(-) Ade(-) com 1,6% de glicose e 4% de galactose em culturas de
tubo rotativo a 30°C para induzir a transcricdo de L1 ¢ a expressio de
proteina. Apos 48 horas de cultura, um voldme de cultura equivalente a uma
ODggo = 10 foi pelotizado, o sobrenadante ffoi removido e as pelotas foram

congeladas e armazenadas a -70°C.

EXEMPLO 3
Preparagdo de RNA

o
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Pelotas de células de leveduras transformadas induzidas para
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expressarem HPV45 L1 por indugio por galactose foram descongeladas sobre
gelo, suspensas em 0,8 mL de reagente [Trizol (Life Technologies, Gibco,
BRL) e incubadas na temperatura ambiente por 5 minutos. Um quinto volume
de cloroférmio foi adicionado no frasco. Ele foj entdo agitado vigorosamente
por 15 segundos para misturar e incubado na temperatura ambiente por 3
minutos. Apds uma centrifugacio de 5 minutos a 13000 rpm, a fase superior
foi coletada e transferida para um frascoénovo. 0,4 mL de isopropanol foi
adicionado e a incubado na temperatiira ambiente por 10 minutos.
Centrifugacdo para pelotizar o RNA foi realizada a 13000 rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi decantado, é pelota de RNA foi lavada com
EtOH 75% e a centrifugacio foi repetida. O sobrenadante foi decantado e a
pelota de RNA foi permitida secar ao fr por 15 minutos seguido por
suspensdo em 4gua livre de RNase. Espectrofotometria foi realizada para
determinar a concentracio de RNA na amo&;tra assumindo que uma leitura de
Agsp de 1 =40 pg/mL de RNA quando Ajeng € 1,7-2,0.

EXEMPLO 4

Andlise de Northern blot

Um gel de agarose e fonnaléleido a 1,1% foi vazado. Cinco e
dez microgramas de RNA foram combirados com tampfo desnaturante
(concentrac¢des finais: 6% de formaldeido, SD% de formamida e 0,1 x MOPS)
e aquecido a 65°C por 10 minutos. Um. décimo volume de tampdo de
carregamento de gel foi adicionado e a amdstra carregada para cima do gel.
Eletroforese foi realizada a 75 volts em tampgo 1 x MOPS por ~3 horas. O gel
foi lavado por 60 minutos em 10 x SSC.

O RNA foi transferido para uma membrana de nailon Hybond-
N+ (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ) por acdo capilar durante 16
horas em 10 x SSC. O RNA foi entio fixado na membrana de niilon por

reticulagdo usando funcio de auto-reticulagip de Stratagene UV-Stratalinker
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(Stratagene, La Jolla, CA). Apés ﬁxagéo,.a membrana de nailon foi permitida

secar em ar.

O Roche DIG High Prime

DNA Labeling and Detection Kit

(F. Hoffmann-La Roche Ltd., Basel, Suica) foi usado para marcar seqiiéncias

de 45 L1 R DNA com DIG a serem usadag
L RI RNA sobre Northern blot. A pré-
desenvolvimento imunolégico usando um 4
fosfatase alcalina foram realizados segund
Em resumo, o blot foi pré-hibridizado a 3

suave. A sonda foi desnaturada por aquec

como uma sonda para detectar 45
hibridizagfo, a hibridizacfio, ¢ o
nticorpo anti-DIG conjugado com
0 as recomendagBes do fabricante.
7°C por 30 minutos com agitagdo

imento a 95°C por 5 minutos ¢ a

reacdo foi interrompida sobre gelo. A sonda foi adicionada na solug¢io de

hibridizagdo e aplicada na membrana por 4 horas a 44,6°C com agitagio

suave. A solugdo de hibridizacio foi ento
vezes por 5 minutos em 2 x SSC com 0,1

seguido por uma lavagem adicional a 65°C

removida e o blot foi lavado duas
% SDS na temperatura ambiente,
com 0,5 x SSC ¢ 0,1% SDS. O

blot foi entéio bloqueado por 30 minutos e anticorpo anti-DIG conjugado com

fosfatase alcalina foi aplicado em uma dilui
blot foi lavado e a presenga de RNA ligad
detecgdo de substrato NBT/BCIP do antic

com fosfatase alcalina.

¢&o de 1:5000 por 30 minutos. O
0 em sonda foi determinada por

orpo anti-DIG ligado conjugado

Andlise inicial de levedura expressando 45 L1 wt sugeriu que

houve transcrigio e traducdo de HPV45 L1
foi reconstruida com seqiiéncias de c6don 1

um nivel de expressdo aumentado, ttil para

funcional; conduto, a seqiiéncia
referidas de levedura para obter

o desenvolvimento de vacina. A

seqiiéncia 45 L1 reconstruida foi engenhada para omitir quaisquer sitios de

terminagdo de transcri¢dio prematuros possl

robusta. Analise de Northern blot do transcy

veis para garantir a transcricio

[ito 45 L1 R revelou que foram

gerados transcritos de comprimento total (FIGURA 3).

EXEMPLO 5

=
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Expressdo de proteina HPV45 L1
Pelotas de células de 1

induzidas por galactose equivalentes & OD

.
sasune
.

.

eveduras congeladas de culturas

s00 = 10, foram descongeladas sobre

gelo e suspensas em 300 pl de tamp3o PC (Na,HPO, 100 mM e NaCl 0,5 M,

pH 7,0) com PMSF 2 mM. Glébulos de v

foram adicionados, ~0,5 g/tubo. Os tubos

idro de 0,5 mm lavados com 4cido,

foram agitados por 3 ciclos de 5

minutos a 4°C com um repouso de 1 minuto. 7,5 uL de Triton X100 20%

foram adicionados € a agitagdo foi repetida por 5 minutos a 4°C. Os tubos

foram deixados sobre gelo por 15 minutos, ¢ entfo centrifugados por 10

minutos a 4°C. O sobrenadante foi
microcentrifuga estéril, rotulado como ex
datado e armazenado a -70°C.

EXEMPLO 6 »

Andlise de Western blot

transferido para um tubo de

trato de proteina de levedura total,

Extratos de proteina de levedura total de vinte coldnias de

levedura isoladas para cerca de construt

0 de 45 L1 foram analisados por

Western blot para confirmar a expresso de proteina 45 L1 apds indugio por

galactose.

Dez microgramas de extr.

ato de proteina de levedura total

foram combinados com tampdo de carregamento de SDS-PAGE ¢ aquecidos a

95°C por 10 minutos. As protefnas foram

carregadas para cima de um gel de

10% SDS-PAGE e submetidas 4 eletroforese em tampio Tris-Glicina. Apds a

separagio das proteinas, as proteinas foram transferidas para Western do gel

para nitrocelulose € o blot foi bloqueado ¢
and Perry Laboratories) por 1 hora

movimentagio oscilante. O blot foi lavad

m 1 x tampdo diluente (Kirkegaard
na temperatura ambiente com

0 trés vezes ¢ entdo incubado com

uma dilui¢do de 1:2500 de soro de cabra anti-trpE-HPV 45 L1 na temperatura

ambiente por 16 horas. O blot foi lavad

diluigdo de 1:25000 de anticorpo anti-cab

b trés vezes e incubado com uma

ra conjugado com HRP por 1 h. O

LN
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blot foi novamente lavado trés vezes e o si

aplicado (Kirkegaard and Perry Laboratories). Proteinas imunorreativas foram

detectadas como bandas ptirpuras sobre o hlot.

Os resultados demonstram

45 L1 foi detectada como uma ban

que em todos os casos, a proteina

da imunorreativa distinta sobre

nitrocelulose correspondendo a aproximadamente 57 kDa (FIGURA 4). A

proteina 16 L1, que é aproximadamente de 55 kDa, foi incluida como um

controle positivo, juntamente com extrato
de HPV L1 como um controle negativo (da
EXEMPLO 7

Ensaio ELISA

de proteina de levedura total livre

dos nfio mostrados).

As células de levedura expressando HPV 45 L1 foram

crescidas por uma variedade de métodos incluindo culturas em tubo rotativo,

frascos agitados e fermentadores. As leveduras foram lisadas ¢ os extratos de

proteina foram preparados para determinar a quantidade de particulas

semelhantes a virus HPV 45 L1 (VLPs
proteina total. Um ELISA de sanduiche
expressdo de HPV 45 L1 VLP.

produzidas por micrograma de

foi planejado para demonstrar a

O anticorpo monoclonal H18&R.5 (mAb), que reconhece ambos

os tipos de HPV 18 e 45 1.1 VLPs, foi

usado para ligar as 45 L1 VLPs

encontradas em extratos de proteina de levedura. As proteinas ndo ligadas

foram removidas por lavagem e H45.10B11

{SAS, um tipo de HPV 45 1.1 VLP

¢ mAB especifico conformacional, foi aplicado como um anticorpo de

detecgdo. 45 L1 VLPs verdadeiros, conformacionalmente corretos foram

ligados ¢ a detecgdio foi facilitada pelo uso de um anticorpo IgGl anti-

camundongo conjugado com HRP ¢ substrato TMB.

Especificamente, HI8R.5 foi

usado para revestir o fundo de

placas de 96 cavidades Immulon 4 HBX durante a noite a 4°C. As placas

foram lavadas trés vezes com PBS e 0,05%| Tween 20, seguido por bloqueio
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com solugio de bloqueio (PBS + 0,05% Twee

foram lavadas trés vezes ¢ antigenos (lisados de célula total diluidos em

solugdo de bloqueio para 100 ng/mL), foram aplicados na fila A em duplicata.
Padrdes de referéncia de HPV 45 L1 VLPs purificadas foram aplicados nas
colunas 1 e 2 da fila A a 3300 ng/mL em 100 pg/mL de proteina de levedura
total. As amostras de referéncia e de testd foram entdo serialmente diluidas
duas vezes descendentemente em cada collna. Apbs 3 horas na temperatura
ambiente o antigeno em excesso foi removido por aspiragdo e as placas foram
lavadas 3 vezes. Sobrenadante celular contendo HPV 45 L1 VLP
conformacional especifico mAb H45.10B] 1.A5 foi diluido 1:80 em solugdo
de bloqueio ¢ aplicado em cada cavidade por uma hora na temperatura
ambiente. As placas foram lavadas trés vezes e um anticorpo IgGl anti-
camundongo conjugado com HRP diluido 1:8000 em solucdo de bloqueio foi
aplicado por 1 hora na temperatura ambiente. As placas foram lavadas e TMB
(Pierce) foi aplicado por 5 minutos para detectar complexos de anticorpo
conjugado com HRP. A reacdo de detec¢dq foi interrompida pela adicio de
H,S0, 2 M. As placas foram lidas em comprimento de onda de 450 nm e a
concentragdo de HPV 45 L1 VLP foi determinada pbor compara¢do com os
padrdes de referéncia em ng de VLP/ ug de proteina total.

Uma comparagfo entre 45 L1 wt e dois clones separados de 45
L1 R, todos ensaiados em duplicatas, ¢ mostrada na FIGURA 5. Expressdo de
HPV45 L1 VLP reconstruida foi aproximadamente 2 vezes maior do que a
dos resultados observados para 45 L1 wt (FIGURA 6)
EXEMPLO 8
Microscopia eletrénica de transmissdo

Para demonstrar que a proteina 45 L1 foi de fato auto-
montagem para formar capsémeros LI-pentaméricos, que por sua vez se auto-
montam em particulas semelhantes a virus, um extrato de protefna 45 L1 R

parcialmente purificado foi analisado por EM (e transmissio.
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Celulas de levedura foram crescidas sob condi¢Bes de

fermentagio em escala pequena, pelotizadas ¢ as pelotas foram submetidas
aos tratamentos de purificagfo. A pelota e ps extratos de levedura clarificados
foram analisados por imunoblot para demopstrar a expressio de proteina L1 e
a retengdo por meio do procedimento de purificagdio. Extratos de levedura
clarificados foram ent3o submetidos a centrifugac3o sobre uma camada de
sacarose a 45% e a pelota resultante foi sugpensa em tamp&o para andlise por
microscopia eletronica de varredura (EM).

Uma amostra representativa das 45 L1 VLPs produzidas &
mostrada na FIGURA 6. O difmetro das particulas periféricas nesta amostra
bruta variou de entre 40 nm ¢ 60 nm com algumas particulas exibindo um

arranjo de capsémeros regular.
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REIVINDICACOES

1. Molécula de acido nucleico caracterizada pelo fato de que consiste em
uma sequéncia de nucleotideos como definida na SEQ ID NO: 1.

2. Vetor caracterizado pelo fato de que compreende a molécula de acido
nucleico definida na reivindicagao 1.

3. Célula de levedura caracterizada pelo fato de que compreende o vetor
definido na reivindicagao 2.

4. Célula de levedura, de acordo com a reivindicagao 3, caracterizada pelo
fato de ser selecionada do grupo consistindo em Saccharomyces cerevisiae,
Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces
lactis e Schizosaccharomyces pombe.

5. Célula de levedura, de acordo com a reivindicag¢ao 4, caracterizada pelo
fato de ser Saccharomyces cerevisiae.

6. Particula semelhante a virus (VLP) caracterizada pelo fato de que
compreende a proteina L1 recombinante de HPV45, em que a proteina L1
recombinante é produzida em levedura e consiste em uma sequéncia de
aminoacidos como definida na SEQ ID NO: 2.

7. Particula semelhante a virus, de acordo com a reivindicacdo 6,
caracterizada pelo fato de que a proteina L1 recombinante é codificada por uma
molécula de acido nucleico cédon otimizada para L1 de HPV45.

8. Particula semelhante a virus, de acordo com a reivindicacao 7,
caracterizada pelo fato de que a molécula de acido nucleico cédon otimizada
consiste essencialmente em uma sequéncia de nucleotideos como definida na
SEQ ID NO: 1.

9. Método para produzir uma particula semelhante a virus (VLP) de HPV45
caracterizado pelo fato de que compreende:

(a) transformar levedura com uma molécula de DNA cdédon otimizada

Peticao 870190027915, de 22/03/2019, pag. 14/17



2/2

codificadora de proteina L1 de HPV45, definida na reivindicacao 1;

(b) cultivar a levedura transformada sob condicdes que permitem a
expressao da molécula de DNA cdédon otimizada para produzir uma proteina de
papilomavirus recombinante; e

(c) isolar a proteina de papilomavirus recombinante para produzir a VLP de
HPV45.

10. Método, de acordo com a reivindicagao 9, caracterizado pelo fato de
que a levedura é selecionada do grupo consistindo em Saccharomyces
cerevisiae, Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces lactis e Schizosaccharomyces pombe.

11. Método, de acordo com a reivindicacdo 10, caracterizado pelo fato de

gue a levedura é Saccharomyces cerevisiae.

Petica0 870190027915, de 22/03/2019, pag. 15/17
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Alinhamento de seqiiéncia de hucleotideos de HPV 45 L1

¢ D
¢ D

( 50
( 51)

( 10D)
( 10D

( 151)
( 151)

( 201)
( 201)

( 251)
{ 251)

( 301)
( 301)

( 351)
( 351)

( 401)
( 401)

( 451)
{ 451)

{ 501)
{ 501)

( 551)
( 551)

ATGGCTTTGTGECGGLCTAGTGACAGTACGGTATATCTTCCACCACCTTC
N A.A.ATC....TC...T..C..CT.G........ A..

TGTGGCCAGAGTTGTCAACACTGATGAT TATGTGTCTCGCACAAGCATAT
0Tl bl liCl.C. .. .C..CALA. CTC. . .C.

TTTACCATGCAGGCAGTTCCCGATTATTAACTRTAGGCAATCCATATTT]

Lo CLT.TTC... AL .G..G.....C..T..C.....C..C.

AGGGTTGTACCTAGTBETGCAGGTAATAAACAGGCTGTTCCTAAGGTATC
..A..C..C..ATCC|....T..... C..G..A........ AL c..

CGCATATCAGTATAGGGTGT TTAGAGTAGCTTTGCCCGATCCTAATAAAT
T..T..C..A..C..A.C..C.....C........A..C. .A. C..G.

TTGGATTACCTGATTCTACTATATATAATCCTGAAACACAACGTTTRGTT
LoT.GALC L. ..C..C..CLA....T...AA.... .C

TGGGCATGTGTAGGTATGGAAATTGGTCGTGGGCAGCCTTTAGGTATTGG
........ C.Coovlei . .C..LALALLT. AL A G.....C..

CCTAAGTGGCCATCCATTTTATAATAAATTGGATGATACAGAAAGTGCTC
TT.61C...T..C...,.C..C..C..G.....C..C..C...TCC. . ..

ATGCAGCTACAGCTGTTATTACGCAGRATGTTAGGGATAATGTGTCAGTT
LT, T..... C..C.T..A..C..C..A..C..C..C..T..C

GATTATAAGCAAACACAGCTGTGTATTTTAGGTTGTGTACCTGCTATTES
B N . C.AT....... C.G........ C..A..... C..

TGAGCACTGGGECCAAGGGCACACTTTGTAAACCTGCACAATTACAACCTG
AL, ... T..CT.G..... G AT .ol A.

GTGACTGTCCTCCTTTGRAACTTAAAAACACCATTATTGAGGATGGTGAT
.......... A.ALL.T.G..G.....T..C..C..A..C.....C

FIG.1A
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ATGGTGGATACAGGTTATGGGGCAATGGA TTAGTACATTGCAGGATAC
e €T LCLUTLLT. L. .C..CTCC. CC. ... C..

AAAGTGCGAGGTTCCATTAGACATTTEHCAATCCATCTGTAAATATCCAG
T..... T.Ao.. .. G..... Cooerll Tooooil, G..C....

ATTATTTGCAAATGTCTGCTGATCCCTATGGGGATTCTATGllllIIIGC
B O ool lCLALCLT.CLL L GG T

CTACGCCGTGAACAATTGTTTGCAAGACAIlIIIGGAATAGGGCAGGTGT

T.GALAAA...... T....C.T.....C..C.....C..A.T.....

TATGGGTGACACAGTICCTACAGACCTATATATTAAAGGCACTAGCGCTA
Connnill, T..T..A..T...T.6..C..C..G..T..CICT. ...

ATATGCGTGAAACCCCTGGCAGTTGTGTGTATTCCCCTTCTCCCAGTGGC
.C...A.A.....T..A..TTCC.....C..C..T..A.....ATC...T

TCTATTACTACTTCTGATTCTCAATTATTTAATAAGCCA?ATTGGTTACA
e Cooelil ClC........ G..C..C........ C..... G..

TAAGGCCCAGGGCCATAACAATGGTATTTGTTGGCATAATCAGTTGTTTE
C.....T..A..T..cl.... C..... Coiil. C..C..A..... C.

TTACTGTAGTGGACACTACCCGCAGTACTAATTTAACATTATGTGCCTCT
.C..C..C..T..... -..AATC......C..G..C..G.....T...

ACACAAAATCCTGTGCCAAATACATATGATCCTACTAAGTTTAAGCACFA
..T.....C..A..T.....C..T..C..C..A..C.....C........

TAGTAGACATGTGGAGGAATATGATTTACAGTTTA ITTTCAGTTGTGCA
cree. ... C..C...J....C..C..&..A..C..C..C..A.... T.

CTATTACTTTAACTGCAGAGGTTATGTCATATATCCATAGTATGAAIAGT
--C..C.G..C..TLLALLC.....C..C..T. .CTC.. ... ¢1cC

AGTATATTGGAAAATTG3AATTTTGGTGTACCTCCACCACCTACTACAAG
TC...Co.olL L. C..l..C..C.....T..A........A..C..CTC
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TTTAGTGGATACATATCGIIIIGTGCAATCAGTTGCTGTTACCTGTCAAA
C..G..T..C..T..CA.A..C..C.....T..C.....C..T.......

AGGATACTACACCTCCAGAAAAGCAGRATCCATATGATAAATTAMGTTT

....C..C..T..A.

........ A..C.....C..C..G..G.....C

TGGACTGTTGACCTAAAGGAAAAAll|ICCTCCGATTTGGATCAATATCC

............ T.G

CCTTGGTCGAAAGTTTTTAGTTCAGGCTGGG TTACGTCGTAGECCTACCA

AT.G...A......, o

TAGGACCTCGTAAGCG

N - A ... T..GA.A.....A.A..T.

TCCTGCTGCTTCCACGTCTACTGCATCTAGECCT

LT A ARAL T..C..... T..... A.A

GCCAAACGTGTACGTA
..T..G..... CA.A.

FIG.1

TACGTAGTAAAAAATAA (SEQ ID NO:3)
-CA.ATCC. .G..G...(SEQ ID NO:1)
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MALWRPS DS

VAR VVNT DDIY VSR TSTITF
TGTCGCTAGA GTCGTCAACA CTGACGACTA CGTCTCCAGA ACCTCCATCT
ACAGCGATCT CAGCAGTTGT GACTGCTGAT GCAGAGGTCT TGGAGGTAGA

YHA GSS RLLT VeENTPY F
TCTACCACGC TGGTTCTTCC AGATTGTTGA CTGTCGGTAA CCCATACTTC
AGATGGTGCG ACCAAGAAGG TCTAACAACT GACAGCCATT GGGTATGAAG
RVYP SGA G N QAVP KV S
AGAGTCGTCC CATCCGGTGC TGGTAACAAG CAAGCTGTTC CAAAGGTCTC
TCTCAGCAGG GTAGGCCACG ACCATTGTTC GTTCGACAAG GTTTCCAGAG

AYQ YRVF RV LPD PNKTF
TGCTTACCAA TACAGAGTCT TCAGAGTCGC TTTGCCAGAC CCAAACAAGT
ACGAATGGTT ATGTCTCAGA AGTCTCAGCG AAACGGTCTG GGTTTETTCA

GLP DST IYNP ETQ RLY
TCGGRTTTGCC AGACTCTACT ATCTACAACC CAGAAACTCA AAGATTGGTC
AGCCAAACGG TCTGAGATGA TAGATGTTGG GTCTTTGAGT TTCTAACCAG
WACYV GME I GR GQPL 6§16
TGGECATGCG TCGGTATGGA AATCGGTAGA GGTCAACCAT TGGGTATCGG
ACCCGTACGC AGCCATACCT TTAGCCATET CCAGTTGGTA ACCCATAGCC

LSG HPFY NKL DDT ESATH
TITGTCTGGT CACCCATTCT ACAACAAGTT GGACGACACC GAATCCGCTC
AMACAGACCA GTGGETAAGA TGTTGTTCAA CCTGCTGTGG CTTAGGCGAG

AAAT AV I TQDWV RDN V Sy
ACGCTGCTAC TGCTGTCATC ACTCAAGAQG TCAGAGACAA CGTCTCTGTC
TGCGACBATG ACGACAGTAG TGAGTTCTGC AGTCTCTGTT GCAGAGACAG
DYKQ TQL CIL GCVP ATIGg
GACTACAAGC AAACCCAATT GTGTATCTTG GGTTGTGTCC CAGCTATCGG
CTGATGTTCG TTTGGGTTAA CACATAGA%C CCAACACAGG GTCGATAGES

EHW AKGT L ¢ PAQ LQPG
TGAACACTGG GCTAAGGGTA CCTTGTGTAA GCCAGCTCAA TTGCAACCAG
ACTTGTGACC CGATTCCCAT GGAACACATIT CGGTCGAGTT AACGTTGGTC

FIG.2
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DCP PLE LKNT ITICE
GTGACTGTCC ACCATTGGAA TTGAAGAACA CTATCATCGA AGACGGTGAC
CACTGACAGG TGGTAACCTT AACTTCTTGT GATAGTAGCT TCTGCCACTG

MYDT GYG AMDPD

FSTL

ee o

I
° see
o« s e
o o

.
.
seee
.

D G D

QDT

ATGGTTGACA CTGGTTACGG TGCTATGGAC TTCTCCACCC TGCAGGACAC
TACCAACTGT GACCAATGCC ACGATACCTG AAGAGGTGGG ACGTCCTGTG

KCE VPLD I c|qQ

SIcC

K'Y PD

TAAGTGTGAA GTTCCATTGG ACATCTGTCA ATCTATCTGT AAGTACCCAG
ATTCACACTT CAAGGTAACC TGTAGACAGT TAGATAGACA TTCATGGGTC

YL Q@ MSA DPYG

D S M

FFC

ACTACTTGCA AATGTCCECT GACCCATACG GTGACTCTAT GITCTTCTGT
TGATGAACGT TTACAGGCGA CTGGGTATGC CACTGAGATA CAAGAAGACA

LRRE QLF ARH

FWNR

A GV

TTGAGAAGAG AACAATTGTT CGCTAGACAC TTCTGGAACA GAGCTGGTGT
AACTCTTCTC TTGTTAACAA GCGATCTGTG AAGACCTTGT CTCGACCACA

M &b TVPT DLIY

I K &

TS AN

CATGGGTGAC ACTGTTCCAA CTGACTTGTA CATCAAGGGT ACCTCTGCTA
GTACCCACTG TGACAAGGTT GACTGAACAT GTAGTTCCCA TGGAGACGAT

MRE TPG SCVY

S P S

P S G

ACATGAGAGA AACTCCAGGT TCCTGTGTCT ACTCTCCATC TCCATCTGGT
TGTACTCTCT TTGAGGTCCA AGGACACAGA TGAGAGGTAG AGGTAGACCA

SITT SDS QL F

NKPY

W L H

TCTATCACTA CTTCCGACTC TCAATTGTTC AACAAGCCAT ACTGGTTGCA
AGATAGTGAT GAAGGCTGAG AGTTAACAAG TTGTTCGGTA TGACCAACGT

KAQ GHNN GIL

W HN

QL FV

CAAGGCTCAA GGTCACAACA ACGGTATCTG TTGGCACAAC CAATTGTTCG
GTTCCGAGTT CCAGTGTTGT TGCCATAGAC AACCGTGTTG GTTAACAAGC

TVY DTT RS TN

L 7L

CAS

TCACCGTCGT TGACACTACC AGATCTACTA ACTTGACCTT GTGTGCTTCT
AGTGGCAGCA ACTGTGATGG TCTAGATGAT TGAACTGGAA CACACGAAGA

TAQNP VPN TYOD

P TKTF

K HY

ACTCAAAACC CAGTTCCAAA CACTTACGAC CCAACCAAGT TCAAGCACTA
TGAGTTTTGG GTCAAGGTTT GTGAATACTG GGTTGGTTCA AGTTCGTGAT

SRH VEEY DL

FIF

aLcr

CTCCAGACAC GTCGAGGAAT ACGACTTGCA ATTCATCTTC CAATTGTGTA
GAGGTCTGTG CAGCTCCTTA TGCTGAACAT TAAGTAGAAG GTTAACACAT

I'TL TAE VMS | YTIHS
CTATCACCTT GACCGCTGAA GTCATGTCCT ACATTCACTC TATGAACTCC
GATAGTGGAA CTGGCGACTT CAGTACAGHA TGTAAGTGAG ATACTTGAGG

FIG.2B
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SITLE NWN FG PPPP TTS
TCTATCTTGG AAAACTGGAA CTTCGGTGTT CCACCACCAC CAACCACCTC
AGATAGAACC TTTTGACCTT GAAGCCAGAA GGTGGTGGTG GTTGRTGGAG
LYD TYRF VQls vay T CAQK
CTTGGTTGAC ACTTACAGAT TCGTCCAATC TGTCGCTGTC ACTTGTCAAA
GAACCAACTG TGAATGTCTA AGCAGGTTAG ACAGCGACAG TGAACAGTTT
DTT PPE KQOD|P Y DK LKTF
AGGACACCAC TCCACCAGAA AAGCAAGACC CATACGACAA GTTGAAGTTC
TCCTGTGGTG AGGTGGTCTT TTCGTTCTGG GTATGCTGIT CAACTTCAAG
WTVD LKE KFSs SDLD Q¥YP
TGGACTETTG ACTTGAAGEA AAAGTTCTCT TCCGACTTGG ACCAATACCC
ACCTGACAAC TGAACTTCCT TTTCAAGAGA AGGCTGAACC TGGTTATGGG
LGR KFLV QAE LRR R PTI
ATTGGGTAGA AAGTTCTTGG TTCAAGCTGG TTTGAGACGT AGACCAACTA
TAACCCATCT TTCAAGAACC AAGTTCGACC AAACTCTGCA TCTGGTTGAT
G PR KRP AASIT $TA S RP
TCGGTCCACG TAAGAGACCA GCTGCTTCCA CTTCCACTGC TTCTAGACCA
AGCCAGGTGC ATTCTCTGGT CGACGAAGGT GAAGGTGACG AAGATCTGGT
A KRV RIR §$KIK * (SEQ ID NO:2)
GCTAAGCGTG TCAGAATCAG ATCCAAGAAG TAA (SEQ ID NO:1)
CGATTCGCAC AGTCTTAGTC TAGGTTCTIC ATT (SEQ ID NO:8)

FIG.2C
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