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Descrigao referente a patente
de invencao de BEHRINGWERKE AKTIEN-
GESSELSCHAFT, alema, industrial
e comercial, com sede em D-3550
Marburg, Republica Federal Alema,
(inventores: Dr. Martin Muller
e Prof., Dr. Lutz Gissmann, residen-
tes na Repiblica Federal Alenma),
para "PROCESSO PARA A PREPARAGAO
DE  EPITOPOS  SORO-REACTIVOS DE
PROTEINAS DE PAPTLLOMAVIRUS 16
HUMANO (HPV)"

DESCRICAD

A presente invencao refere-se
a regioes soro-reactivas em proteinas do Papillomavirus 16

humano (HPV), E4, E6, E7 e L1.

A invencao refere-se ainda a uma
vacina contendo peéeptidos com sequéncias que abrangem as das
referidas regioes seropositivas, bem como a conjuntos ("kits")
de diagnostico que cont@m péptidos com sequéncias que abrangem

as das referidas regioes seropositivas.

O HPV 16 & um tipo de Papillomavi-
rus humano, descrito pela primeira vez em Proc. Natl. Acad.
Sci., USA 80, 3813-3815 (1983).

A sequéncia de DNA e a organizacao
de genoma do HPV 16 encontram-se publicadas em Virology 145,
181-185 (1985).

O HPV 16 esta intimamente relacio-
nado nao apenas com lesoes iniciais do tracto anogenital mas
tambem como o cancro maligno do colo do itero, pénis e vulva.

Além disso, o HPV 16 pode também encontrar-se em esfregacos
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genitais obtidos a partir de individuos clinicamente assintoma-—
ticos. Pouco se sabe acerca da resposta imunongica a infeccoes
causadas pelo HPV 16 e por Papillomavirus em geral. Em expe-
riéncias preliminares testaram-se soros humanos obtidos a
partir de pacientes de STD, de pacientes sofrendo de cancro
do colo do utero e ainda de individuos saudaveis em relacgao
a presenca de anticorpos dirigidos contra proteinas virais.
Estas proteinas exprimiram-se como fusoces com diferentes pépti-
dos procarioticos ligados ao seu terminal azotado e usaram-
-se como antigenes em experiéncias de "Western-Blot". Este
tipo de teste e relativamente entediante dificultando assim
a analise quantitativa de um grande ntumero de colheitas de
soro. Além disso, devido a semelhanca dos varios tipos de
Papillomavirus, nao se pode excluir a reactividade cruzada

dos anticorpos.

0 objectivo da presente invencao
¢ a identificagao das estruturas varais do HPV16 que se possam
usar como instrumentos na profilaxia, diagnostico e terapia

de doengas humanas causadas pelo HPV16.

0 conhecimentos destes dominios
¢ a condigao necessarias para o estabelecimento de um método
de teste ELISA de peéeptidos a wutilizar para a selecgao

("screening") em larga escala de sores humanos.
A presente invencao refere-se a:

- Epitopos soro-reactivos da proteina E4 do HPV16,
caracterizado por uma das seguintes sequéncias
de aminoacidos:

I. TPKPSPWAPKK

IT. KPSPWAPKKHRRLS;

- Epitopos soro-activos da proteina E6 do HPV16,
caracterizados por uma das seguintes sequéncias

de aminoacidos:

I. LSRHFMHQKRTAMFQDPQERPRKLPQ
IT. AMFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILEC;
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Epitopos soro-reactivos da proteina E6 do
HPV16, caracterizados por uma das seguintes

sequéncias de aminoacidos:

LSRHFMHQKRTAMFQDPQERPRKLPQ
AMFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILEC;

Epitopos soro-reactivos da proteina E7 do
HPV16, na regiao genomica E7-221, caracteriza-
dos por uma das seguintes sequéncias de amino-

acidos:

PTLHEYMLDLQPETTDLYCYEQ
HEYMLDLQPET
TLHEYMLDLQPETTD
EYMLDLQPETTDLY;

Epitopos soro-reactivos da proteina E7 do
HPV16, na regiao genomica E7-107, caracteriza-
dos por uma das seguintes sequéncias de amino-
acidos:

DEIDGPAGQAEPDRAHY

GPAGQAEPDRAHYNI;

Epitopos soro-reactivos da Proteina L1 do
HPV16, na regiao genémica L1-809, caracteriza-

dos pela seguinte sequéncia de aminoacidos:
PLLNKLDDTENASAYAANAGVDN;

Epitopos soro-reactivos da proteina L1 do
HPV16, na regiao gen6mica L1-830, caracteriza-
dos por uma das seguintes sequéncias de amino-
acidos:
ICTSICKYPDYIKMVSEPYGDSLFFYLRREQMFVRHLFNRAGTVG-
ENVP

DDLYIKGSGSTANLASSNYFPTPSGSMVTSDAQIFNKPY
Epitopos soro-reactivos da proteina L1 do

HPV16, na regiao gendmica L1-842, caracteriza-

dos por uma das seguintes sequéncias de amino-
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acidos:

I. KHTPPAPKEDDPLKK
IT. ATACQKHTPPAPKEDDPLKKYTFWEVNLKEKFSADLD
ITTI. LKKYTFWEVNLKEKFSADLDQF:

A presente invencao refere-se

ainda a:

- Petidos caracterizados por conterem um ou
varios dos epitopos soro-reactivos acima

mencionados;

- Uma vacina caracterizada por conter um ou

varios dos petidos acima referidos;

- Um conjunto ("kit") de diagndstico para
identificagao de anticorpos especificos
contra as proteinas E4, E6, E7 ou L1 de
HPV16, caracterizado por conter os péptidos

acima referidos;

- Anticorpos monoclonais <caracterizados por
terem uma afinidade com os epitopos soro-

~reactivos das proteinas de HPV16 humano;

- Um conjunto de diagndstico que contenha

os referidos anticorpos monoclonais:

- Un meio de diagnostico que contenha os refe-
ridos anticorpos monoclonais para a identifi-

cacao de proteinas especificas de HPV16;

- A utilizacao de péptidos acima mencionados
para a produggo de uma vacina ou de um con-

junto de diagnodstico.

Para identificar os epitopos soro-
reactivos nas proteinas FE4, E6, E7, e Ll do Papillomavirus
humano (HPV) do tipo 16, escolheu-se o metodo experimental
descrito em Science, 228, 1315-1317 (1985). Clonaram-se aleato-
riamento pequenos fragmentos do genoma viral na proteina do

IIT do DNA de bacteriofago de cadeia simples, no sentido direc-
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to. Identificaram-se os recombinantes positivos por comparagao
colorimétrica imunologica com os anti-soros adequados prepara-
dos contra proteinas de fusao bacterianas (Virology, 145,
181-185 (1985) e determinaram-se os epitopos por sequenciacao
do DNA inserido. Devido a algumas reacgoes do substrato, depen-
dentes provavelmente da quantidade de anti-soro usada, apenas
se pode didentificar uma parte dos recombinantes inicialmente
caracterizados, em testes subsequentes apos isolamento e reana-

lise.

Nos casos de recombinantes repeti-
damente positivos, contudo, este método revelou-se altamente
especifico, uma vez que se encontraram apenas as sequéncias
de codigo de leitura aberto (ORF) contra as quais se preparara
originariamente o anti-soro, e na maior parte dos casos identi-
ficaram-se repetidamente as respectivas sequéncias (vide Tabela
3). Excepto no caso dos ORFs de E4 e de Ll encontraram-se
clonos coincidentes independentes continuando a wutilizar o
"método da biblioteca" para a expressao. Uma evidéncia adicio-
nal resulta de facto de se obterem resultados idénticos com
anti-soros diferentes preparados em coelhos isolados ou mesmo
com soros derivados de espécies diferentes. O epitopo 221
da proteina E7 identificou-se também com anticorpos monoclo-
nais., Além disso, verificou-se que peptidos sintéticos deriva-
dos do epitopo 107 de E7 e do epitopo de E4 reagem com varios

soros humanos.

No caso do ORF de E4 apenas se
verificou um tipo de recombinantes positivos. Confirmou-se
o epitopo, contudo, por um método independente., Sintetizaram-
-se octapéeptidos coincidentes cobrindo o ORF total e usaram-
-se para testar um anti-soro anti-E4 pelo método ELISA. Verifi-
cou-se que quatro outros peptidos cobrindo um total de 14
aminoacidos (posigao 17-20) se ligaram a imunoglobulinas dos
soros de coelho (Fig. 3). O peéeptido 17 esta completamente
contido no epitopo derivado no sentido directo (Tabela 2)
mas coincide com o péptido 20 em apenas um aminoacido. Por

isso, nao e claro se existem realmente dois epitopos adjacentes
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contidos na proteina E4 ou se o péptido 20 se liga a imunoglo-
bulinas de um modo independente da sequéncia. De facto, este
modo de ligagao nao especifico parece ser o caso dos peptidos
5/6 e 40 (Fig. 3) uma vez que os octapéptidos adjacentes coin-
cidentes em seis aminoacidos sao completamente negativos.
Além disso, apenas o péptido sintético derivado da regiao
reactiva a volta do péptido 20 mas nao de outras regioes (Fig.
3) se verificou reagir com o anti-soro de coelho no teste
ELISA. Por isso, a ligacao nao especifica devida a alguns
produtos aberrantes sintetizados nas partes plasticas podera

ser a razao da reacgao positiva nas posigoes 5/6 e 40.

Os metodos utilizados na presente
invencao permitem apenas a identificacao de epitopos lineares
mas nao conformacionais. Assim, fica em aberto a questao se
no interior das proteians nativas estas regises estao realmente
expostos ao sistema imunologico. No caso dos epitopos de E7
isto parece ser muito provével porque sao complementarmente
coincidentes com as regioes provaveis de ligagao de E7 a pro-
teina do retinoblastoma ou as regides imediatamente adjacentes
e uma vez que se verificou que o oligopéptido respectivo reage
com soro humanos. Fez-se uma observagcao semelhante para o
peptido do ORF de L1 completamente contido na regiao L1-830
(Tabela 2).

Os epitopos identificados podem
utilizar-se como antigenes para a selecgao ("screening") de
soros humanos em relagao a presenca de anticorpos anti- HPV16.
£ uma questgo importante neste contexto saber se numa determi-
nada proteina todos os epitopos foram identificados. Nos siste-
mas animais a pré-incubacao dos soros com os peptidos sintéti-
cos dos epitopos de E4 e E7 antes da reaccao com as respectivas
proteinas de fusao em experidncias de Western-Blot resultou
numa quase total perda do sinal (ver também Fig. 3) que indica

que nao se falhou nenhum epitopo importante.

Os epitopos identificados das
diferentes proteinas de HPV16 podem ser tteis como reagentes

para definir o tipo de anticorpos presentes em pacientes com
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doengas causadas pelo HPV bem como em controles sanitarios.
Cadeias e fogos bacterianos: utilizou-se o derivado filamentoso
do fogo-fusao 1 (fd-tet-J6):; (Science 228, 1315-1317 (1985),
Gene 73, 305-318 (1988)) como sistema de expressao para O0S
fragmentos de DNA genomico de HPV16 na tnica posigao PVUII
da fusaol. Para a transformagao com o vector da fusao 1 utili-
zou-se a estirpe K802 de E-coli (F galK2 galT22 metBl supE44
hsdr2) (J. of Molec. Biol. 16, 118-133 (1966)). As colonias
resistentes a tetraciclina produzem bacteriofagos que nao
sao infecciosos para esta estirpe devido ao seu fenotipo-F.
Para o desenvolvimento dos fogos recombinantes utilizou-se
a estirpe K91 de E.coli (F+, derivado de K38; Virology 49,
45-60(1972)). Efectuou-se a transformacao bacteriana de acordo
com J. of Molec. Biol. 166, 557-580 (1983). A insercao de
um fragmento de DNA do tamanho de 3n + 2 nucledotidos sem
codoes stop internos para a translagao restaura uma mutagao
de estrutura no gene III no sentido directo que impede a produ-

¢ao de prole infecciosa.

Anti-soros: utilizaram-se anti-
-soros policlonais de coelho preparados contra uma polimerase
MS2 (Virology 145, 181-185 (1985)) ou uma proteina de fusao
E4 de CII-HPV16 ou dirigidos contra uma proteina de fusao
de polimerase MS2/E7 de HPV1I6. A parte de fusao E7 inclui
os aminoacidos das posicoes 585 a 855, as partes de fusao
E4 os aminoacidos das posigoes 3399 a 3617 do genoma de HPV16.
Usaram-se dois anticorpos monoclonais diferentes anti E7 diri-
gidos contra a mesma proteina de fusao (E7 II e E7 IV, J.
Gen. Virol. 68, 2933-2938 (1987)).

O anti-soro anti-HPV16 E6 preparou-se contra uma
fusao de polimerase MS2 contendo a parte principal do ORF
de E6 (posigo 110 a 556, Virology 145, 181-185 (1985)).

Utilizaram-se dois anti-soros
policlonais de coelho diferentes, preparados contra a parte
N-terminal (L1/1: posigao 5692 a 6819) e C-terminal (posicao
6819 a 7152) da L1 de HPV16 fundida com o terminal azotado
da polimerase MS2 (Virology 145, 181-185 (1985)).
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Preparacao de biblioteca de expres-
sao da fusao 1 de HPV16: Trataram-se por ultrassons 5 g de
DNA plasmideo de HPVI6 durante 120 segundos ate se obter um
fragmento de tamanho de aproximadamente 1 kb e continuou a
digerir-se ate cerca de 300 bp (pares de bases) com 0.02 -
-2 unidades de DNase I durante 10 minutos a 15°C na presenga
de Mn2+ 10 mM. A DNase I fora diluida e pré-incubada durante
1 hora num tampao contendo 50 mM Tris, a pH 8,0, 10 mM MnC12
e 0.1 mg/ml de BSA.

Para obter extremos planos trata-
ram-se os fragmentos de DNA durante 60 minutos a 15°C com
15 unidades de polimerase T4 e 10 unidades de DNA ligase de
E.coli e 100 M de cada um dos quatro desoxirribonucleodtidos.
Ligou-se entao o DNA na fnica posigao PVUII da fusdo 1. Trans-
formaram-se céelulas de E. coli k802 (F-) adequadas com o DNA
ligado e colocaram-se em placas LM, Obtiveram-se aproximadamen-
te um total de 3x104 colonias produtoras de fagos resistentes
a tetraciclina, a partir de oito experiéncias diferentes.
Para obter os fagos recombinantes lavaram-se as colonias com
LM. Desta amplificagao resultaram oito bibliotecas diferentes
com um nimero total de aproximadamente 5x1012 particulas infec-
ciosas mas levou também a uma subrepresentaggo de certos recom-

binantes.

Centrifugaram-se as suspensoes
de fagos a aqueceram-se durante 10 minutos a 65°C para remover
as bactérias remanescentes. Salvo indicagao am contrario guar-
daram-se separadamente esta bibliotecas amplificadas e utiliza-

ram-se para as experiéncias seguintes.

Selecgao imunoldgica: Desenvolve-
ram-se entre 2000 e 6000 fagos com 0,2 ml de ceélulas K91 em
crescimento exponencial em 3.5 ml de agarose a 0.5% contendo
10 mM MgSO4 em placas de agar minimas. Tiraram-se réplicas
em nitrocelulose e incubaram-se depois em placas minimas fres-
cas durante 6 horas a 37°C para aumentar os sinais. Depois

bloquearam-se os filtros durante 60 minutos em PBS de leite
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a 5% contendo uma diluicao de 1:100 a 1:1000 de anti-soros
especificos de HPV (pré—adsorvidos com celulas X91 tratadas
com ultrassons) ou de anticorpos monoclonais. Lavaram-se entao
os filtros 5 vezes durante 5 minutos em PBS/0.1%7Z de Tween
20 e incubaram-se durante 3 horas a temperatura ambiente com
anticorpos de peroxidase anti-coelho (ou anti-rato) de cabra
(1:1000) em leite magro a 5%. Apos a lavagem revelaram-se
os filtros em 50 ml de PBS contendo 30 mg de diaminobenzidina,
30 ml de HZOZ e 1.5 ml de NiSOa. Finalmente lavaram-se os

filtros em HZO durante 30 minutos e secaram-se em papel.

Preparacao de DNA de cadeia simples
de recombinantes da fusao 1: Seguiu-se um protocolo semelhante
ao descrito anteriormente (proc. Nat. Acad. Sci. USA 74, 5463-
-5467 (1977)). Inocularam-se 50 ml de LM com E. coli K91 resis-
tente a tetraciclina no plasmideo da fusao 1 e dincubou-se
durante 16 horas a 37°C. Peletizaram-se entao as bactérias
a 6000 rpm durante 30 minutos. Apos adicionar 2 ml de PEG
6000 a 40%7 e 2 ml de acetato de sodio 5M, a pH 6.5, a camada
sobrenadante, precipitaram-se os fagos durante 60 minutos
a OOC e sedimentaram-se a 6000 rpm durante 60 minutos. O pele-
tizado ressuspendeu-se e 0.3 ml de TE. Apos duas extracgoes
com fenol precipitou-se o DNA, Utilizaram-se aproximadamente

257 destas preparacoes para uma reaccao de sequénciacgao.

Sequénciacao: Para a sequénciacao

| do DNA utilizou-se o protocolo padrao VSB(United States Bioche-

micals) (USB, 1987) e substituiu-se o marcador ("primer')
universal por um oligonucleotido de 20 unidades (5'-TCCAGACGTT-
AGTAAATGAA-3')., Na Fig. 1 mostra-se um exemplo de uma reaccao

de sequénciagao.

Sintese peptidica: Sintetizou-
-se um conjunto de péptidos coincidentes correspondentes ao
ORF da E4 de HPV16 num substrato de polietileno, seguindo
essencialmente a estrategia descrita em Proc. Nat. Acad. Sci.

82, 178 (1985); Proc. Natl. Acad. Sci. 81, 3998 (1985).

Os polipos de polietileno derivati-
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tizados com beta-alanina foram obtidos da CRB, Inglaterra.
Como alternativa ao processo recomendado por Geysen a sequén-
cia proteica dividiu-se em péptidos de oito membros coinciden-
tes em seis unidades e efectuou-se a sintese utilizando a
quimica Fmoc e activacao in situ por BOP (reagente de Castro)
(Tetrahedron Lett. 14, 1219 (1975)). As solucoes dos derivados
Fmoc de aminoacidos (6 micromoles) de BOP e de N-metilmorfolina
distribuiram-se por tabuleiros reaccionais de polietileno
(CRB) de acordo com a sequéncias peptidicas a sintetizar.
Todas as outras reacgoes se efectuaram de acordo com o protoco-
lo CRB. Como controle positivo sintetizou-se o peptido RPDYLDFA
juntamente com os péptidos especificos do HPV16 e testou-se

com um anti-soro adequada pelo méetodo ELISA.

ELISA com octapeptidos: detecgao

de anticorpos em octapéptidos acoplados a polipos:

Todos os testes se efectuaram-
em peptidos ligados covalentemente os polipos de polietileno
onde foram originalmente sintetizados. Utilizaram-se séries
de 86 polipos fixadas numa configuracao que permite a insercgao
nos orificios de um tabuleiro de microtitulacao. AS incubacoes
para o teste ELISA efectuaram-se durante a introducao dos
polipos nos orificios. Lavaram-se as placas com metanol em
PBS e bloquearam-se depois com 0.257 de gelatina, 0.1% de
Tween 20 em PBS durante 2 horas a 37°C seguido por incubagao
com soros dilufidos a 1:200-1:4000 em 0.125% de gelatina, 0.05%
de Tween 20 durante 1 hora a 37°C. Apos lavagem com PBS/0.1%
de Tween 20 incubaram-se os polipos durante 1 hora a 37°C
com proteina A-peroxidase 1:4000 seguido por lavagem posterior
e revelacao com tetrametilbenzidina (TMB; V.R. Holland et
al. (1974), Tetrahedron 30, 3299-3302) durante 15 minutos.
A revelagao terminou-se retirando as placas do corante e adi-
cionando 100 ml de H2804 0.5M. Mediu-se a absorcao num leitor
ELISA automatico. Para remover o complexo de anticorpo/enzima

apos o teste ELISA trataram-se os polipos com ultrasson durante
1 hora (banho maria, 30W, 48kHz) a 60°C em PBS/1% SDS/0.1Z

B-mercaptoetanol e lavaram-se finalmente com metanol. A eficién-

- 10 -
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cia do processo de interrupgao testou-se por ELISA usando
proteina A-peroxidase sem soro primario. Utilizaram-se os

mesmos péptidos mais de 40 vezes em testes ELISA subsequentes.

Breve descricao das tabelas e

figuras:
Tabela 1:

Insercoes de DNA de HPV16 represen-—
tando a regiao imunogénica 221 da E7 de MPV16. Os clonos E7-
-1 a E7-4 identificaram-se com um anti-soro policlonal do
coelho anti E7. Os clonos do grupo E7-4 sao idénticos aos
identificados com o anticorpo monoclonal de rato (tipo II)

descrito em J. Gen. Virol. 68, 2933-2938 (1987).
Tabela 2:

Regioes imunogénicas das proteinas
E4, E6, E7 e L1 de HPV16. As regioes de E6, E7 e L1-842 estao
representadas em diferentes clonos no sentido directo. Para
a proteina E4 mostra-se também o epitopo identificado pelos
octapeptidos coincidentes. Indicam-se as posicoes de nucledti-
dos correspondentes dos primeiros aminoacidos e os ultimos
nucleotidos dos tltimos aminoacidos. O clono 830, que abrange
a regiao imunogénica L1-830 codifica para 88 aminoacidos.
Apresenta-se apenas em parte a sua sequdncia. O numero de

clonos individuais que representam as regioes imunogenicas

- - - -
indica-se na ultima coluna.

Fig. 1:

Auto-radiograma de uma reacgao
sequéncial de clono 107 no sentido directo (ver Tabela 2).
Mostram-se a sequéncia de DNA da insercao do clono obtida
com o marcador ("primer") de sequénciagao, as respectivas
sequéncias codificantes, bem como os aminoacidos translacciona-
dos. As letras maiusculas indicam a parte de HPV16 da sequéncia

de DNA.
Fig. 2:

Inibicao da revelacao imunolégica




da proteina de fusao MS2 polimerase/E7 sz HPV16 com anticorpos

monoclonais por bacteriofagos contendo a regiao imunogenica
E7-221.

Bandas de "Western Blot" reveladas
com o anticorpe monoclonal do tipo IV contra E7 de HPV1G6.
O anticorpo foi pré-adsorvido com preparagcao de diferentes
clonos fagos e incubado com as bandas contendo a proteina
de fusao E7 de HPV16/MS2. Apenas as preparagoes das particulas

de fago de clono 221 (bandas b e d; concentracoes diferentes

de particulas de fago usadas para absorpgao; para os numeros

dos clonos ver Tabela 1) ou do clono 108 (banda e) reagiram
com os anticorpos monoclonais impedidndo assim a reaccao com
a proteina de fusao nas bandas. Os clonos 209 (bandas e e
f, concentracoes diferentes de particulas de fagos) ou 212(g)
nao interferem com a revelacao da proteina. Na banda a os
anticorpos foram pré-absorvidos sem particulas de fagos, na
banda h foram incubados com particulas contendo uma insercao

nao relacionada com as sequéncias de E7.
Fig. 3:

Teste ELISA de octa peptidos coin-
cidentes representando o ORF da E4 de HPV16. Os 45 peptidos
incubaram-se primeiro com um anti-soro policlonal de coelho

conta z E7 de HPV16 seguido por incubagao com complexo de

k3 . - . .
lproteina A-peroxidase. Revelaram-se os peptidos como descrito

lacima e determinou-se o coeficiente de extingao. Obtiveram-

-se resultados muito semelhantes em quatro experiéncias dife-

rentes usando dois anti-soro individuais.

Exemplo 1

Identificacao de epitopos na pro-
teina E7 de HPV16 usando a biblioteca de expressao no sentido

directo

Colocaram-se aproximadamente 25000
bacteriofagos recombinantes, obtidos a partir de bibliotecas

de expressao no sentido directo de HPV16, construidas separada-
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mente, em celulas de E.coli, como descrito acima. Identificou-
se um total de 230 recombinantes por selecgao ("screeninig")
com um anti-soro policlonal de coelho dirigido contra wuma
proteina de fusao MS2 polimerase/E7 de HPV16. Desenvolveram-
se individualmente 54 destes recombinantes e re-seleccionaram-
se, 31 dos quais permaneceram positivos apos 2 a 3 selecgoes
subsequentes e analisaram-se posteriormente: Produziram-se
particulas de bacteriofago e preparou-se o DNA de cadeia sim-
ples e usou-se para sequénciacao como descirto acima. Os resul-
tados apresentam-se na Tabela 1. Todos os 31 clonos fagos
revelaram conter sequéncias especificas da E7 de HPV1G6 repre-
sentando duas regioes gendomicas diferentes (E7-221 e E7-107)
no ORF de E7.

A regiao E7-221 & representada
por 22 clonos que se dividem em 4 grupos de diferentes taman-
hos. O grupo E7-1 consiste num unico isolado de 68 nucledtidos
(bp 576 a bp 643). Os grupos E7-2, -3 e -4 sao representados
por 3,9 e 9 clonos, respectivamente, sendo todos mais curtos
do que o clono E7-1 e coincidem entre as posigoes de nucleotido
589 a 618. Por isso, o epitopo mais pequeno identificado &

representado pela sequéncia de aminoacidos EYMLDLQPET.

A regiao FE7-107 & representada
por 9 clonos de duas classes diferentes coincidindo em 41
nucleotidos e o epitopo resultante tem a sequéncia GPAGQAEPNR-
AHY (bp 679 a bp 711, Tabela 2).

Exemplo 2

Identificacao de epitopos da pro-
teina E6 de HPV16

A0 contrario do caso de E7 nao
foi possivel identificar os bacteriofagos positivos de E6
por seleccao de um nimero equivalente de recombinantes, como
acima, com um anti-soro policlonal de coelho preparado contra
a proteina de fusao de MS2 polimerase/E6 de hPV16. Isto pode
explicar-se por uma subrepresentacao desses clonos na biblio-

teca de fagos obtida a partir das colonias originais.
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Para identificar os fagos reactivos
de E6 ligou-se a fracgao de imunoglobulina do soro de coelho
anti-E6 a proteina A-Sepharose. Incubaram-se aproximadamentg
1010 bacteriofagos, obtidos como uma mistura de sete diferentes
bibliotecas de hPV16 construida por ligacao individual de
DNA de hPV16 cortado e digerido por DNase, do plasmideo em
sentido directo, com os complexos de proteina A-sepharose-
-imunoglobulina. Os Dbacteriofagos 1ligados especificamente
eluiram-se e desenvolveram-se em FE.coli X91. Obtiveram-se
aproximadamente 3000 areas. Para amplificagao suspenderam-

-se os fagos e desenvolveram-se de novo.

Para testar a eficiéncia do passo
de enriquecimento desenvolveram-se quantidades idénticas de
recombinantes eluidos da coluna de proteina A e hibridizaram-
-se com amostras de DNA de HPV16 especificas do ORF de E6
(24-654) ou de E&4 (2714-3693). Por comparacao com a hibridacao
dos recombinantes originais calculou-se um enriquecimento
de aproximadamente 20 vezes dos fagos positivos de E6., Uma
vez o0s recombinantes imuno-reactivos exprimem apenas uma parte
da proteina E6 (ver abaixo) assumiu-se que esses recombinantes
sao ainda menos abundantes na biblioteca original e assim
o factor de enriquecimento & maior. De facto, obtiveram-se
cerca de 300 sinais positivos quando se seleccionaram os fagos
com os mesmo anti-soro E6 usado para a coluna de proteina
A. Re-seleccionaram 14 dos recombinantes positivos, 9 dos
quais se analisaram-se finalmente por sequenciacao de DNA
e mostraram pertencer a duas classes diferentes representando
uma regiao do ORF da E6 de HPV16. A sequéncia coincidente

(bp 101 a 145) codifica para o epitopo AMFQDPQERPRKLPQ.

Exemplo 3

Identificagao dos epitopos da
proteina L1 de HPV16

Identificaram-se na proteina LI
de HPV16 trés regioes imunogénicas diferentes. Seleccionaram-

-se 20000 bacteriofagos recombinantes de wuma biblioteca de
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HPV16 com um anti-soro de coelho dirigido contra a regiao
N-terminal do ORF da L1 de HPV16 (bp 5695 a 6818). Re-seleccio-
naram-se 25 de entre 80 sinais positivos e sequenciaram-se
11 deles. Verificou-se que trés clonos continham um fragmento
idéntico do ORF da L1 de HPV16, i.e. da posicao 5998 a 6066,
codificando para o peptido PLINKLDDTENSASAYAANAGVDN (L1-808;
Tabela 2) Todos os outros oito clonos continham uma insercao
(posigao 6307-6570) codificando para um peptido I com o compri-
mento de 88 aminoacidos (CTSICKYPD---SDAQIFNKPY; L1-830).

Da seleccao de 8000 recombinantes
da mesma biblioteca de hPV16 com um anti-soro policlonal de
coelho dirigido contra a parte C-terminal de L1 de hPV16 (bp
6818 a 7152) resultaram 52 recombinantes positivos. Seis deles
foram confirmados por selecgao repetida e sequenciaram-se
as suas insergoes. Todos os clonos pertenciam a mesma regiao
imunogenica (L1-842, Tabela 2). A insercao de dois clonos
(842, de 6922 a 6966) codifica para o péeptido KHTPPAPKEDDPLKK
que coincide em trés aminoacidos com a insercao do clono 877
(6958-7023) que codifica para o petido LKKYTFWEVNLKEKFSADLDQF.
Um terceiro grupo de recombinantes (905; de 6907 a 7017) repre-
sentado por quatro clonos coincide com os clonos 842 e 877
e codifica para o peptido de 37 unidades (ATACQKHTPPAPKEDDPLKK-
YTFWEVNLKEKFSADLD). Uma vez que a sequéncia commun aos trés
clonos consiste em apenas trés aminoacidos (LKK) ha provavel-
mente duas posicoes de ligagao independentes na regiao Ll-
-842 (6907-7023) embora nao se possa excluir a existéncia

desse curto epitopo.

Exemplo 4

Identificacao de epitopos na pro-
teina E4 de hPV16

Para identificar os epitopos de
E4 wutilizou-se a mesma biblioteca que para Ll. Por selecgao
com um soro anti-E4 preparado contra uma proteina de fusao
M52 identificaram-se 28 recombinantes. Analisaram-se 3 deles
por sequenciagao e verificou-se conterem a insergao especifica

do ORF da E4 de HPV16 (posicao 3422 a 3456) correspondente

- 15 -
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ao peptido IPKPSPWAPKK.

Exemplo 6

Identificacao da posicao de ligacao

de um anticorpo monoclonal de rato anti E7

Como descirto para a identificacao
de epitopos especificos de E6 ligaram-se 1010 fagos, obtidos
a partir de sete diferentes bibliotecas de HPV16 no sentido
directo, a complexos de proteina A-Sepharose-IgG (monoclonal
de rato). Apos eluigao obtiveram-se aproximadamente 300 recom-
binantes, desenvolveram-se e suspenderam-se em LM. Selecciona-
ram-se 500 recombinantes desta sub-biblioteca com o anticorpo
monoclonal anti E7 de HPV16 designado por II. Sequenciaram-
~se dois dos clonos apds trés passos de re-seleccao. Ambos
os clonos continham uma insercao id&ntica a dos clonos do
grupo 4 da regiao imunogénica 221 do ORF da E7 de hPV16 (Tabela
1).

A fim de determinar se os varios
clonos da regiao imunogeénica 221 se ligam a anticorpos monoclo-
nais anti E7 do HPV16 efectuaram-se testes de competicgao.
Revelou-se a proteina de fusao MS2 polimerase/E7, em bandas
de "Western Blot", com dois anticorpos monoclonais diferentes-
(E7 II e E7 IV, J. Chem. Virol. 68, 2933-2938 (1987)). Utiliza-
ram-se particulas de bacteriofago recombinantes purificadas
contendo epitopos dos grupos 1 a 4 (Tabela 1) para pré-adsorp-
cao dos anticorpos monoclonais antes da imuno-revelacao do
"Western Blot". Nao se observou diferenca quando se utilizou
0 anticorpo monoclonal E7 IV para revelacao. Como se mostra
na Fig. 2 apenas as particulas de bacteriofago dos grupos
1 e 4 impedem a ligagao do anticorpo monoclonal E7 II a protei-
nq E7. Por isso, concluiu-se que existe pelo menos uma posicao
de 1ligacao adicional para anticorpos adjacente ao epitopo

EYMLDLQPET da regiao imunogénica E7-221 acima descrita.

Exemplo 6

Identificacao de regioes imunogéni-

cas na proteina E4 de HPV16 por teste dos peptidos coincidentes.
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Sintetizaram-se 45 octapeptidos,
representando o ORF da E4 de hPV16 em polipos de polietileno,
como descrito acima. Os péptidos coincidiam em seis aminoaci-
dos, representando deste modo o peptido numero 1 os aminoacidos
1 a 8 do ORF de E4 de HPV16, o péptido niumero dois os aminoaci-
dos 3 a 10, e assim sucessivamente. Incubaram-se os péptidos
com o anti-soro policlonal de coelho dirigido contra uma pro-
teina de fusao MS2/E4 de HPV16 acima mencionada. Detectaram-
-se imunoglobulinas de coelho por incubagao com complexos
de Proteina A—peréxidase, seguida por revelagao com TMB como
descrito na parte "Materiais e Métodos". Como se mostra na
Fig. 4 obteve-se um aglomerado ("cluster") maioritario de
peptidos que se ligam a anticorpo com o anti-soro de coelho.
Este aglomerado inclui o peptido KPSPWAPKKHRRLS do ORF da
E4 de HPV16. Esta sequéncia esta parcialmente incluida na
regiao reactiva identificada por imuno-seleccao (Tabela 3).
Do teste dos péptidos com um anti-soro de coelho, preparado
idependentemente, dirigido contra uma proteina de fusao CII/E4
de HPV16, resultou uma situacao muito semelhante comparada
com a obtida com o anti-soro anti- MS2/E4 (resultados nao
mostrados). A incubacao com soro de coelho de controle ou
com proteina A-peroxidase apenas, nao deu origem a sinais
significativos. Obtiveram-se sinais adicionais com peptidos
isolados (p. ex. peptido n? 40; ver fig. 3), muito semelhantes,
nao indicando um epitopo especifico de ligagao a imunoglobuli-
na, uma vez que, ao contrario do péptido KPSPWAPKKHRLS, os
oligopeptidos sintéticos derivados destas regioes nao reagenm

com os anti-soros no teste ELISA (resultados nao apresentados).
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Processo para a preparagao de um

conjunto de diagnostico ("Kit") para a identificacao de anti-

corpos especificos contra proteinas HPV16, E4, E6, E7 ou Li,

. . - 3
caracterizado por se ligarem de forma covalente peptidos con-

tendo um ou mais dos seguintes epitopos:

I.
IT.

I.

IT1.

IT.
I1TI.
IV.

II.

II.

ITI.

a uma fase

IPXPSPWAPKK
KPSPWAPKKHRRLS.

LSRHFMHQKRTAMFQDPQERPRKLPQ
AMFQDPQERPRKLPQLCTELQTTIHDIILEC.

PTLHEYMLDLQPETTDLYCYEQ
HEYMLDLQPET
TLHEYMLDLQPETTD
EYMLDLQPETTDLY

DEIDGPAGQAEPDRAHY
GPAGQAEPDRAHYNI.

PLLNKLDDTENASAYAANAGVDN.

ICTSICKYPN--SNAQIFNKPY
ICTSICKYPDYIKMVSEPIGDSLFFYLRREQMF
VRHLFNRAGTVGENVPDDLYIKGSGSTANLASS
NYFPTSSGSMVTSDAQIFNKPY

KHTPPAPKEDDPLKK
ATACQKHTPPAPQEDDPLKKYTFWEVNLKEKFS
ADLD

LKKYTFWEVNLKEKFSADLDQF

solida, de forma a que os anticorpos

- 921 -

(E4)

(E6)

(ET)
-221

(E7)
-107

(L1)
-809

(LI)
-830

(LI)
-842

dirigidos
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aos referidos epitopos sejam detectaveis por técnicas de ensaio

imunologico.

Processo de acordo com a reivindica-

-~ L4
¢ao 1, caracterizado por o "Kit" diagnostico preparado ser

do tipo ELISA.

Processo para a preparagao de um
"Kit" diagnostico para detectar epitopos especificos de HPV16,
caracterizado por um ou mais dos epitopos referidos na reivin-
dicagao 1, produzirem anticorpos monoclonais que se ligam
subsequentemente a uma fase so0lida de modo a ser possivel

detectar os epitopos especificos referidos.

Processo para a preparacao de uma
vacina contra o HPV16, caracterizado por se misturar um ou
mais dos epitopos referidos na reivindicagao 1 com veiculos

e aditivos adequados.

A requerente reivindica a prioridade
do pedido de patente europeia apresentado em 20 de Marco de
1990, sob o n? 90105222.5.

Lisboa, 19 de Marco de 1991
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE EPITOPOS SORO-REACTIVOS DE
PROTEINAS DE PAPILLOMAVIRUS 16 HUMANO (HPV)"

7 A invencao refere-se a um processo
para a preparagcao de um conjunto diagnostico ("Kit") para
a identificacao de anticorpos especificos contra proteinas
HPV16, E4, E6, E7 ou LI, que compreende ligarem-se de forma

covalente peptidos contendo um ou mais dos seguintes epitopos:

IPKPSPWAPKK (E4)
II. KPSPWAPQQHRRLS.

I. LSRHFMHQKRTAMFQDPQERPRKLPQ (E6)
IT. AMFQDPQERPRQLPQLCTELQTTIHDIILES.

I. PTLHEYMLDLQPETTDLYCYEQ
IT. HEYMLDLQPET

ITI. TLHEYMLDLQPETTD (E7)
IV. EYMLDLQPETTDLY -221
I. DEIDGPAGQAEPDRAHY (E7)
IT. GPAGQAEPDRAHYNTI. -107
PLLNKLDDTENASAYAANAGVDN. (L1)

-809

I. ICTSICKYBN--SNAQIFNKPY

IT. ICTSICKYPDYIKMVSEPYGDSLFFYLRREQMF (LI)
VRHLFNRAGTVGENVPDDLYIKGSGSTANLASS -830
NYFPTPSGSMVTSDAQIFNKPY

KHTPPAPKEDDPLKK
IT. ATACQKHTPPAPKEDDPLKKYTFWEVNLKEKFS (LD)
ADLD -842

ITT, LKKYTFWEVNLKEKFSADLDQF
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a uma fase so6lida, de forma a que os anticorpos dirigidos

aos referidos epitopos sejam detectaveis por tecnicas de ensaio

imunologico.
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Fig. 2
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