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RESUMO

“SEQUENCIAS DE CODAO OPTIMIZADO DO VIRUS DO PAPILOMA”

A presente invencdo refere-se a métodos e composicdes Uteis
no tratamento e prevencdo de infecg¢des do virus do papiloma
humano e dos seus sintomas e doencas associados. Mais
particularmente, a invencéo refere-se a sequéncias de
polinucledétidos que codificam sequéncias de aminoacidos do virus
do papiloma humano (HPV), em que o perfil de utilizacdo de
coddes das sequéncias de polinucledtidos se assemelha aqueles de

genes de mamifero altamente expressos.



DESCRICAO

“SEQUENCIAS DE CODAO OPTIMIZADO DO VIRUS DO PAPILOMA”

A presente invencdo refere-se a métodos e composicdes Uteis
no tratamento e prevencdo de infeccles do virus do papiloma

humano e dos seus sintomas e doencas associados.

Foram observadas infecc¢des do virus do papiloma numa
variedade de espécies, incluindo carneiros, cées, coelhos,
macacos, gado e humanos. 0Os virus do papiloma humano (HPV) foram
classificados em mais de 80 tipos (Epidemiology and Biology of
Cervical Cancer. Seminars in Surgical Oncology 1999 16:203-211).
Sdo definidos novos (originais) tipos como aqueles em gque O gene
Ll apresenta menos de 90% de identidade de sequéncia
relativamente a sequéncias Ll de tipos previamente
identificados, engquanto gue um subtipo apresenta entre 90% e 98%
de identidade de sequéncia L1, e uma variante mais de 98% de
identidade de sequéncia (relativamente ao tipo prototipico
(parental)). 0Os wvirus do ©papiloma infectam geralmente o0s
epitélios, mas os tipos diferentes de HPV causam doencas
distintas. Por exemplo, os tipos 1-4, 7, 10 e 26-29 causam
verrugas cuténeas benignas, os tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, e 68 estdo associados com cancros cervicais
e o0s tipos 6 e 11 estdo implicados em verrugas genitais

(condilomatose ndo maligna do tracto genital).

A maioria das verrugas genitais (> 90%) contém os gendtipos
6 e 11 de HPV. Enquanto que o HPV-6 ¢é o gendtipo mais
prevalente, identificado em infeccdes simples, o HPV-6 e HPV-11

podem ocasionalmente ocorrer na mesma lesdo. As verrugas ocorrem



geralmente em diversos locais em individuos infectados e mais de
60% de doentes com parceiros gque tém condiloma (verrugas
genitais) desenvolvem lesbes, com um tempo médio de incubacdo de
3 meses. Estd actualmente disponivel uma gama de opcdes de
tratamento. Contudo, baseiam-se na excisdo ou ablacdo e/ou na
utilizacdo de géis e cremes tépicos. N&do estdo ausentes de dor,
podem requer visitas clinicas frequentes, e a eficécia &
altamente varidvel. A recorréncia da doenca permanece um

problema significativo para a gestédo eficaz desta doenca.

As verrugas genitais podem regredir espontaneamente e o0
principal evento responsavel pela regressdo da verruga parece
ser a 1imunidade mediada por célula. As elevadas taxas de
regressdo espontdneas indicam que a imunidade celular do
hospedeiro pode resolver a doenca clinica e tornar a intervencgéo
por imunoterapia uma opcdo para o tratamento ou prevencdo de
verrugas genitais. Os objectivos para gestdo da doenca sdo de
uma terapia especifica de virus gque seja ausente de dor,
requeira um minimo de visitas clinicas, possua elevadas taxas de
resolucdo da doenca e que reduza/minimize a recorréncia da

doenca.

O HPV provou ser de dificil cultivo em cultura de tecidos,
ndo existindo, deste modo, nenhuma vacina viral viva ou atenuada
tradicional. O desenvolvimento de uma vacina de HPV foi também
retardado pela falta de um modelo animal adequado em gue possa
ser estudado o virus humano. Isto ¢é porque os virus sé&o
altamente especificos da espécie, ndo sendo assim possivel
infectar um animal imunocompetente com um virus do papiloma
humano, como seria requerido para testes de seguranca antes da

vacina ser primeiro tentada em humanos.

Os virus do papiloma tém um genoma de ADN que codifica genes

“precoces” e “tardios” designados k1 até E7, L1 e L2. Foi
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demonstrado que as sequéncias dos genes precoces tém funcgdes
relacionadas com a replicacdo e transcricdo do ADN viral, evasédo
da imunidade do hospedeiro, e alteracdo do ciclo celular normal
do hospedeiro e outros processos. Por exemplo, a proteina E1 é
uma ADN helicase dependente de ATP e estd envolvida na iniciacéo
do processo de replicacdo do ADN viral engquanto que E2 & uma
proteina reguladora que controla tanto a expressdo génica viral
como a replicacdo de ADN. Através da sua capacidade de ligacéo
tanto a El como a origem de replicacdo viral, E2 conduz a uma
concentracdo local de E1I na origem, estimulando assim a
iniciacdo da replicacdo do ADN viral. A proteina E4 parece ter
uma variedade de funcdes mal definidas mas entre estas pode ser
a ligacdo ao citoesqueleto da célula hospedeira, enquanto que Eb5
parece atrasar a acidificacdo dos endossomas resultando em
expressdo aumentada do receptor de EGEF a superficie celular e
tanto E6 como E7 s&o conhecidas por se ligarem as proteinas
celulares pb3 e pRB, respectivamente. As proteinas E6 e E7 de
tipos de HPV associados com cancro cervical s&o oncogenes
conhecidos. Ll e L2 codificam as duas proteinas estruturais

virais (cépside).

Historicamente, as vacinas tém sido vistas como um modo de
prevenir a infeccdo por um patogéneo, iniciando o sistema
imunoldégico a reconhecer o patogéneo e a neutralizd-lo se
ocorrer uma infeccdo. A vacina inclui um ou mais antigénios do

patogéneo, geralmente o organismo inteiro, gquer morto ou numa

forma enfraquecida (atenuada), ou péptidos antigénicos
seleccionados do organismo. Quando o sistema imunoldgico &
exposto ao(s) antigénio(s), sdo produzidas células que retém uma

“memdéria” imunoldgica do(s) mesmos(s) durante toda a vida do
individuo. A exposicdo subsegquente ao mesmo antigénio (e. g.,
apds infeccdo pelo patogéneo) estimula uma resposta imunoldgica
especifica que resulta na eliminacdo ou inactivacdo do agente

infeccioso.



Existem dois tipos de resposta imunoldgica: uma resposta
humoral (anticorpo) e uma resposta mediada por células. Os
antigénios proteicos derivados de patogéneos que se replicam
intracelularmente (virus e algumas bactéria) sdo processados
dentro da célula hospedeira infectada libertando curtos péptidos
que s&do subsequentemente apresentados na superficie da célula
infectada em associacdo com moléculas de histocompatabilidade
major de classe I (MHC I). Quando este complexo associado de MHC
I e péptido ¢é contactado por células T CD8+ especificas de
antigénio, as células T sdo activadas, adguirindo actividade
citotdéxica. Estas células T citotdxicas (CTLs) podem lisar
células hospedeiras infectadas, limitando assim a replicacdo e
propagacdo do patogéneo infectante. Outro tipo importante de
resposta imunoldgica ¢é controlado por células T CD4+. Quando é
libertado no meio extracelular antigénio derivado de patogéneos,
estes podem ser absorvidos por <células apresentadoras de
antigénio (APCs) especializadas e apresentados a superficie
destas células em associacdo com moléculas de MHC II. O
reconhecimento do antigénio neste complexo estimula células T
CD4+ a segregarem factores soluveis (citocinas) que regulam os
mecanismos efectores de outras células T. O anticorpo é
produzido por células B. A ligacdo do antigénio ao anticorpo
segregado pode neutralizar a infectividade de um patogéneo e a
ligacdo do antigénio ao anticorpo 1ligado a membrana na
superficie de células B, estimula a divisdo das células B
amplificando assim a resposta das c¢élulas B. Em geral, as
respostas imunoldgicas tanto de anticorpo como mediadas por
células (CD8+ e CD4+) sdo requeridas para controlar infeccoes

por patogéneos.

Acredita-se que possa ser possivel aproveitar o sistema
imunoldgico, mesmo  apds infeccdo por um patogéneo, para

controlar ou resolver a infeccdo por inactivacdo ou eliminacédo
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do patogéneo. Essas terapias imunoldgicas (também conhecidas
como vacinas “terapéuticas” ou imunoterapéuticas) requereriam
idealmente uma resposta mediada por células que fosse eficaz,
embora pudessem gser evocadas respostas imunoldgicas tanto

humorais como mediadas por células.

Foi demonstrado (Benvenisty, N e Reshaf, L. PNAS 83
9551-9555) que a inoculacgdo de murganhos com ADN precipitado com
fosfato de cédlcio resulta na expressdo de péptidos codificados
pelo  ADN. Subsequentemente, foi mostrado que a 1injeccéo
intramuscular em murganhos de ADN plasmidico que n&o tinha sido
precipitado resulta na incorporacdo do ADN nas células do
misculo e expressdo da proteina codificada. Porgque a expresséo
do ADN resulta na producdo de proteinas codificadas pelo
patogéneo dentro das células do hospedeiro, como numa infeccédo
natural, este mecanismo pode estimular a resposta imunoldgica
mediada por células requerida para terapias imunoldgicas ou
vacinacdo terapéutica, uma vez gue poderia ser aplicado um
fdrmaco baseado em ADN como uma vacina profildtica ou como uma
terapia imunoldbgica. As vacinas de ADN sdo descritas no

documento W090/11092 (Vical, Inc.).

A  vacinacdo de ADN pode ser administrada através de
mecanismos diferentes da injeccdo intramuscular. Por exemplo, a
administracdo na pele retira vantagem do facto dos mecanismos
imunoldégicos serem altamente activos em tecidos que sé&o
barreiras a infeccdo, tais como a pele e membranas mucosas. A
administracdo na pele poderia ser através de injeccdo, através
injector a jacto (que forca um liquido através da pele, ou
tecidos subjacentes incluindo muasculos, sob pressdo) ou através
de bombardeamento de particulas, no qual o ADN pode ser
revestido sobre particulas de densidade suficiente para
penetrarem no epitélio (Patente U.S. N° 5371015). Por exemplo,

as sequéncias de nucledétidos podem ser incorporadas num
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plasmideo que ¢ revestido sobre esferas de ouro que sdo depois
administradas sob alta pressdo na epiderme, tal como, por
exemplo, como descrito em Haynes et al. J. Biotechnology 44:
37-42 (1996). A projeccdo destas particulas na pele resulta na
transfeccdo directa tanto de células epidérmicas como células
epidérmicas de Langerhan. As células de Langerhan sdo células
apresentadoras de antigénio (APC) que incorporam o ADN,
expressam o0s péptidos codificados, e ©processam estes para
apresentacdo em proteinas do MHC da superficie celular. As
células de Langerhan transfectadas migram para os ndédulos
linfédticos onde apresentam 08 fragmentos de antigénio
apresentados, aos linfdécitos, evocando uma resposta imunoldgica.
Sdo requeridas quantidades muito pequenas de ADN (menos do gue
1 pg, frequentemente menos do que 0,5 pung) para induzir uma
resposta imunoldgica através de administracdo mediada por
particulas na pele e 1isto contrasta com as quantidades de
miligramas de ADN que se sabe serem requeridas para produzir
respostas imunoldgicas subsequentes a injeccdo intramuscular

directa.

A expressdo e deteccdo de proteinas de HPV em células de
mamifero transfectadas, talis como células Hela, 293 ou CHO,
provou ser frequentemente dificil e, deste modo, para estudos
bioquimicos e imunoldgicos que requerem expressdo detectavel de
proteinas, ou quantidades de proteinas puras, sido frequentemente
utilizados sistemas de expressdo de proteina de E. coli,
Baculovirus ou Levedura. Nestes sistemas, o0s rendimentos de
proteina sdo adequados tornando praticédveis a andlise funcional,
e purificacéao e 0s estudos bioquimicos e imunoldgicos
subsequentes. Contudo, 0os métodos directos de deteccdo de
proteina (e. g., transferéncia de TWestern) ndo detectam
tipicamente a expressdo da proteina El1 em células de mamifero
transfectadas, mesmo quando sdo utilizados vectores com

promotores fortes, tais como CMV ou SV40. Os métodos concebidos
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para aumentar a expressdo da proteina El1 em células de mamifero
incluem a clonagem das sequéncias flanqueadoras 5’ conjuntamente
com o gene El1 (Remm et al. J.Virol 1999 73, 3062-3070) e
amplificacéo do vector plasmidico El transfectado apds
transfeccéo (Zou et al. J.Virol 1998 72, 3436-3441) . A
amplificacdo do vector plasmidico de entrada por replicacdo apds
transfeccdo tem o efeito global de aumentar o numero de codpias
do gene El na célula, impulsionando assim os niveis de proteina
e facilitando, assim, a deteccdo de proteina (por transferéncia
de Western). Porque a expressdo e deteccdo da proteina E1 é
problemética em células de mamifero, diversos autores recorreram
a deteccdo da expressdo da proteina por transcricdo-traducdo in
vitro com metionina marcada com 7°S, utilizando o sistema de
reticuldécito de coelho (Promega), (Gopalakrishnan et al.
Virology 1999 256, 330-339., Safari et al. Virology 1995 211,
385-396) . Contudo, isto é um sistema isento de células e requer
a utilizacdo de um promotor modificado que contém a sequéncia de

ligacédo para a ARN polimerase do fago T7.

A expressdo da proteina El1 foi adicionalmente detectada
indirectamente, através da deteccdo da replicacdo de ADN 1in
vitro de um plasmideo contendo uma origem do HPV de replicacéo
de ADN. A deteccdo deste plasmideo contendo origem replicada
actua como um sucedéneo para a expressdo da proteina El1 (e E2)
(Gopalakrishnan et al, Virology 1999 256, 330-339., Lu et al
J.Virol 1993 67, 7131-7139 e Del Vecchio et al J.Virol 1992 66,
5949-5958) . Tanto El1 como E2 sdo requeridos para replicacdo da
origem do HPV, deste modo a transfeccdo de células de mamifero
com plasmideos codificando ambos os genes El e E2, mais um
terceiro plasmideo que contém uma origem do HPV de replicacdo de
ADN, ir& apenas resultar em replicacdo do plasmideo que contém a

origem se a expressdo da proteina El1 (e proteina E2) for bem



sucedida, embora indetectavel pelo método de deteccdo de

proteina convencional (transferéncia de Western).

O cédigo de ADN tem 4 letras (A, T, C e G) e utiliza estas
para formar “coddes” de trés letras que representam 0sS
aminodcidos das proteinas codificadas nos genes de um organismo.
A sequéncia linear de coddes ao longo da molécula de ADN é
traduzida na sequéncia linear de aminodcidos na(s) proteina(s)
codificada (s) por aqueles genes. 0 cddigo é altamente
degenerado, com 61 coddes a codificar para 20 aminoacidos
naturais e 3 coddes gue representam sinais de “terminacdo”.
Assim, a maioria dos aminoacidos sdo codificados por mais do que

um coddo - de facto, varios sdo codificados por gquatro ou mais

coddes diferentes.

Nos casos em que estd disponivel mais de um coddo para
codificar para um determinado aminocéacido, foi observado que os
perfis de utilizacgdo de coddes dos organismos sdo altamente nio
aleatdérios. Espécies diferentes mostram um pendor diferente na
sua seleccédo de coddo e, além disso, a utilizacdo de coddes pode
ser acentuadamente diferente numa Unica espécie entre genes que
sdo expressos a niveis elevados e Dbaixos. Este pendor é
diferente em virus, plantas, bactérias e células de mamifero, e
algumas espécies mostram um forte pendor que se afasta de uma
seleccdo aleatdria de coddes de outras. Por exemplo, o0s humanos
e outros mamiferos apresentam um pendor menos fortemente
acentuado do que determinadas bactérias ou virus. Por estas
razdes, existe uma probabilidade significativa de gque um gene de
mamifero expresso em E. coli ou um gene viral expresso em
células de mamifero terd uma distribuicdo inadequada de coddes
para expressdo eficiente. Contudo, um gene com um perfil de
utilizacdo de coddes adequado para expressdo de E. coli pode
também ser eficientemente expresso em humanos. Acredita-se que a

presenca numa sequéncia de ADN heterdloga de aglomerados de
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coddes que sdo raramente observados no hospedeiro, em que deve
ocorrer a expressdo, ¢é predictiva de baixos niveis de expressédo

heterdloga nesse hospedeiro.

Existem diversos exemplos em que a alteracdo de coddes a
partir daqueles que s&do raros no hospedeiro para aqueles gque s&o
preferidos pelo hospedeiro (“optimizacdo de coddo”) aumentou os
niveis de expressdo heterdloga, por exemplo, o0s genes tardios de
Ll e L2 de BPV (virus do papiloma de bovinos) foram submetidos a
optimizacdo de coddo para perfis de utilizacdo de coddes de
mamifero e isto foi demonstrado produzir niveis de expresséo
aumentada relativamente as sequéncias de HPV de tipo selvagem em
cultura de células de mamifero (Cos-1) (Zhou et al. J. Virol
1999. 73, 4972-4982). Neste trabalho, cada coddo de BPV qgue
ocorresse em BPV com uma frequéncia duas vezes superior do que
em mamiferos (razdo de utilizacdo > 2), e a maioria dos coddes
com uma razdo de utilizacdo > 1,5 foram conservadoramente
substituidos pelo codédo de mamifero preferencialmente utilizado.
Nos documentos W097/31115, W097/48370 e W098/34640 (Merck & Co.,
Inc.) a optimizacdo de coddo dos genes do VIH, ou seus
segmentos, foi demonstrado resultar em expressdo proteica
aumentada e imunogenicidade melhorada quando s&do utilizadas
sequéncias submetidas a optimizacdo de coddo como vacinas de ADN
no mamifero hospedeiro para o qual foi concebida a optimizacéo.
Neste trabalho, as sequéncias consistem inteiramente em coddes
optimizados (excepto nos casos em que isto introduziria um sitio
de restricdo indesejado, sitio de splicing de intrdo, etc.)
porgque cada coddo viral ¢é conservadoramente substituido com o©

coddo éptimo para o hospedeiro pretendido.

No documento WO 011446 (Merck e Co., Inc) este mesmo método

foi aplicado aos genes de HPV.



De acordo com um primeiro aspecto, a presente invencéo
proporciona uma sequéncia de polinucledtidos que codifica uma
sequéncia de aminoadcidos de HPV de um antigénio precoce de HPV,
ou seu fragmento, sendo o referido polinucledétido capaz de
produzir uma resposta imunoldgica gquando administrado in vivo,
em que o referido ©polinucledétido tem um coeficiente de
utilizacdo de coddes (como definido abaixo) superior a 0,5 mas
menor que 1,0 para um gene humano altamente expresso. De um modo
preferido, a sequéncia de polinucledtidos ¢ uma sequéncia de
ADN. Idealmente, o perfil de utilizacdo de coddes da sequéncia
de polinucledtidos também se assemelha aguele de genes de E.
coli altamente expressos. A sequéncia de polinucledtidos pode
ser uma sequéncia de ADN, por exemplo, uma sequéncia de ADN de
cadeia dupla. De um modo preferido, a sequéncia de
polinuclebétidos codifica um polipéptido de HPV de um tipo ou
subtipo de HPV associado com o cancro cervical, verrugas
cuténeas ou verrugas genitais benignas, por exemplo, tipos 1-4,
6, 7, 10, 11, 16, 18, 26-29, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58,
59 e 68, de um modo preferido tipos 6, 11, 16, 18, 33 ou 45, que
estdo associados particularmente com o cancro cervical e

verrugas genitais, de um modo muito preferido, HPV 11, 6a ou 6b.

De acordo com o exposto, € proporcionado um gene sintético
compreendendo uma pluralidade de coddes que codificam
conjuntamente uma sequéncia de aminodcidos de HPV, em que a
seleccdo dos coddes possiveis, wutilizados para codificar a
sequéncia de aminoédcidos foi alterada para se assemelhar a
utilizacdo o6ptima de coddo humano, de modo que a fregquéncia de
utilizacdo de coddes no gene sintético se assemelhe mais
intimamente aquela de genes humanos altamente expressos do que
aquela de genes do virus do papiloma. De um modo preferido, o
perfil de utilizacdo de coddes é substancialmente o mesmo que

aquele para genes humanos altamente expressos.
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Em determinadas formas de realizacéo, a sequéncia de
aminodcidos codificada é uma sequéncia de aminodcidos de HPV de
tipo selvagem. Em formas de realizacdo alternativas, a sequéncia
de aminoédcidos codificada é uma sequéncia de aminodcidos de HPV
mutada, compreendendo a sequéncia de tipo selvagem com
alteracdes de aminodcidos, por exemplo, mutacdes pontuais de
aminodcidos, suficientes para reduzir ou inactivar uma ou mais
das funcgdes bioldgicas naturais do polipéptido. A sequéncia de
aminodcidos mutada reterd desejavelmente a imunogenicidade do

polipéptido de tipo selvagem.

O polipéptido de HPV codificado pode compreender um produto
génico precoce, tal como El1, E2 ou E7, ou um seu fragmento,
andlogo ou fusdo. Um polinucledétido da invencdo pode, por
exemplo, codificar uma fus&do entre dois ou mais produtos génicos
precoces de HPV, um produto génico precoce de HPV e um produto
génico tardio de HPV, por exemplo, L1 ou L2, ou um seu
fragmento, andlogo ou fusdo, ou entre dois ou mais produtos
génicos tardios de HPV, entre um ou mais fragmentos de produtos
génicos de HPV, ou entre um produto génico de HPV (ou um seu
fragmento) e um polipéptido derivado de uma fonte diferente de
HPV, por exemplo, um péptido ou polipéptido adjuvante ou alvo,
tal como um péptido nuclear de HBV. As fusdes podem ser entre
produtos génicos de HPV derivados do mesmo, ou diferentes, tipos
ou subtipos virais. Essas fusdes reterdo desejavelmente a
imunogenicidade dos componentes polipeptidicos fundidos. De um
modo preferido, o polipéptido de HPV codificado compreende a
totalidade ou uma parte de um produto génico precoce, de um modo
muito preferido El1 ou E2. Numa forma de realizacgdo particular, a
sequéncia de polinucledtidos codifica o polipéptido E1 de tipo
selvagem de HPV 6b como apresentado na Fig. 1, ou um seu
fragmento ou andlogo. Em formas de realizacdo alternativas, a
sequéncia de polinucledétidos pode codificar um ou mais de: a

sequéncia de aminoacidos mutada de HPVeb E1 apresentada na
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fig. 2; a sequéncia de aminoacidos de E2 de tipo selvagem
(Fig. 3) de HPV 11 ou de 6a ou 6b; a sequéncia de aminoacidos
mutada de E2 HPVeb da Fig. 4b; e a sequéncia mutada de HPV11 E2
da Fig. 4a, ou seus fragmentos, andlogos ou fusdes, em qgue o0s

polipéptidos codificados retém a imunogenicidade.

De acordo com a presente invencdo, o perfil de utilizacédo de
coddes do polinucledtido excluiréd, de um modo preferido, coddes
com um valor RSCU menor que 0,2 em genes altamente expressos do
organismo alvo. Um valor de wutilizacdo relativa de coddes
sinénimos (RSCU) é o numero observado de coddes dividido pelo
numero esperado se todos os coddes para esse aminodcido forem
igualmente utilizados em termos de frequéncia. Um polinucledtido
da presente invencé&o teré geralmente um coeficiente de
utilizacdo de coddes (como definido abaixo) para genes humanos
altamente expressos superior a 0,5 mas menor que 1.
Desejavelmente, o polinucledétido terd também um coeficiente de
utilizacdo de coddes para genes de E. coli altamente expressos
superior a 0,5, de um modo preferido superior a 0,6, de um modo

muito preferido superior a 0,7.

Numa forma de realizacdo, a presente invencdo proporciona
uma sequéncia de polinucledétidos como apresentada na fig. 5 ou
fig. 6, ou um seu fragmento ou anadlogo que mantém o seu perfil
de utilizacdo de coddes. Numa forma de realizacdo adicional, a
presente invencdo proporciona uma sequéncia de polinucledtidos

complementar a sequéncia apresentada na fig. 5 ou fig. 6.

De acordo com  um segundo aspecto da invencéo, é
proporcionado um vector de expressdo que compreende, e € capaz
de dirigir, a expressdo de uma sequéncia de polinucledtidos de
acordo com o primeiro aspecto da invencdo, codificando uma
sequéncia de aminodcidos de HPV, em que o perfil de utilizacéo

de coddes da sequéncia de polinucledtidos se assemelha aquele de
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genes humanos altamente expressos. O vector pode ser adequado
para dirigir a expressdo de ADN heterdbélogo em células
bacterianas, de insecto ou mamifero, particularmente células
humanas. Numa forma de realizacdo, o vector de expressido &

p7313PLc (Fig.7).

De acordo com um terceiro aspecto da invencéo, é
proporcionada uma célula hospedeira compreendendo uma sequéncia
de polinucledtidos, de acordo com o primeiro aspecto da
invencdo, ou um vector de expressdo de acordo com o segundo
aspecto. A célula hospedeira pode ser bacteriana, e. g.,
E. coli, mamifero, e. g., humana, ou pode ser uma célula de
insecto. As células de mamifero compreendendo um vector, de
acordo com a presente invencdo, podem ser células cultivadas
transfectadas in vitro ou podem ser transfectadas in vivo por

administracdo do vector ao mamifero.

Num quarto aspecto, a presente invencdo proporciona uma
composicéao farmacéutica compreendendo uma sequéncia de
polinuclebétidos de acordo com o primeiro aspecto da invencdo. De
um modo preferido, a composicdo compreende um vector de ADN de
acordo com o segundo aspecto da presente invencdo. Em formas de
realizacdo preferidas, a composicdo compreende uma pluralidade
de particulas, de um modo preferido particulas de ouro,
revestidas com ADN compreendendo um vector codificando uma
sequéncia de polinucledtidos que codifica uma sequéncia de
aminodcidos de HPV, em que o perfil de utilizacd&o de coddes da
sequéncia de polinucledétidos se assemelha aquele de genes de
mamifero altamente expressos, particularmente genes humanos. Em
formas de realizacdo alternativas, a composicdo compreende um
excipiente farmaceuticamente aceitavel e um vector de ADN de
acordo com o segundo aspecto da presente invencdo. A composicédo

pode também incluir um adjuvante.
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Num aspecto adicional, a presente invencdo proporciona um
método de preparacdo de uma composicdo farmacéutica incluindo o
passo de alteracdo do perfil de utilizacdo de coddes de uma
sequéncia de nucledtidos de HPV de tipo selvagem, ou criacdo de
uma sequéncia de polinucledtidos sinteticamente, para produzir
uma sequéncia que tem um perfil de utilizacdo de coddes que se
assemelha aquele de genes de mamifero altamente expressos e
codificando uma sequéncia de aminoacidos de HPV de tipo selvagem
ou uma sequéncia de aminodcidos mutada de HPV compreendendo a
sequéncia de tipo selvagem com alteracdes de aminoacidos
suficientes para inactivar uma ou mais das func¢des naturais do

polipéptido.

E também proporcionada a utilizacdo de um polinucleétido de
acordo com o primeiro aspecto, ou de um vector de acordo com um
segundo aspecto da invencdo, no tratamento ou profilaxia de uma
infeccdo de HPV, de um modo preferido uma infeccdo por um tipo
ou Subtipo de HPV associado com cancro cervical, verrugas
cutdneas ou verrugas genitais benignas, por exemplo, tipos 1-4,
6, 7, 10, 11, 1le6, 18, 26-29, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, b8,
59 e ©68. Em determinadas formas de realizagdo, a invencao
proporciona a utilizacdo de um polinucledétido de acordo com o
primeiro aspecto, ou de um vector de acordo com um segundo
aspecto da invencédo, no tratamento ou profilaxia de uma infeccéo
de HPV do tipo 6, 11, 16, 18, 33 ou 45, que estd associado
particularmente com o0 cancro cervical e verrugas genitais, de um
modo muito preferido HPV 11, 6a ou 6b. A invencdo também
proporciona a utilizacdo de um polinucledétido de acordo com o
primeiro aspecto, um vector de acordo com o segundo aspecto da
invencdo ou uma composicdo farmacéutica de acordo com o quarto
aspecto da invencdo, no tratamento ou profilaxia de verrugas
cutdneas (pele), verrugas genitais, células escamosas atipicas
de significado indeterminado (ASCUS), displasia cervical,

neoplasia intraepitelial cervical (CIN) ou cancro cervical. De
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acordo com o exposto, a presente invengdo também proporciona a
utilizacdo de um polinuclebdétido de acordo com o primeiro
aspecto, ou de um vector de acordo com o segundo aspecto da
invencdo na preparacdo de um medicamento para o tratamento ou
profilaxia de uma infeccdo de HPV de qualquer um ou mais dos
tipos 1-4, 6, 7, 10, 11, 16, 18, 26-29, 31, 33, 35, 39, 45, 51,
52, 56, 58, 59 e 68, ou quaisquer dos seus sintomas ou doencas

associados.

A presente invencdo também proporciona métodos de tratamento
ou prevencdo infeccdes de HPV, particularmente infeccdes por
qualguer um ou mais dos tipos de HPV 1-4, 6, 7, 10, 11, 16, 18,
26-29, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, e 068, ou
quaisquer dos seus sintomas ou doencas associados, compreendendo
a administracdo de uma quantidade eficaz de um polinucledtido de
acordo com o primeiro aspecto, um vector de acordo com o segundo
aspecto ou uma composicdo farmacéutica de acordo com o quarto
aspecto da invencéo. A  administracéo de uma composicéo
farmacéutica pode tomar a forma de uma ou mais doses
individuais, por exemplo, num regime de vacinacdo terapéutica
“principal-reforco”. Em determinados casos a vacinacéo
“principal” pode ser através de transferéncia de ADN mediada por
particula de um polinuclebétido de acordo <com a presente
invencdo, incorporada, de um modo preferido, num vector derivado
de plasmideo e o “reforco” através de administracdo de um vector
viral recombinante compreendendo a mesma sequéncia de

polinucledtidos.

Ao longo da presente descricdo e das reivindicacdes anexas,
as palavras “compreendem” e “incluem” e as variacdes como
“compreende”, “compreendendo”, Y“inclui” e “incluindo” s&o para
ser interpretadas inclusivamente. Isto é, estas palavras

pretendem transmitir a inclusédo possivel de outros elementos ou
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entidades nédo especificamente <citadas, onde o contexto o

permita.

O termo “andlogo” refere-se a um polinucledtido que codifica
a mesma sequéncia de aminoacidos como outro polinucledtido da
presente invencdo mas que, através da redundédncia do cdédigo
genético, tem uma segquéncia de nucledtidos diferente embora
mantendo o mesmo perfil de utilizacdo de coddes, por exemplo,
tendo o mesmo coeficiente de utilizacdo de codbes ou um
coeficiente de wutilizacdo de coddes dentro de 0,1, de um modo

preferido dentro de 0,05 dagquele do outro polinucledtido.

O termo “perfil de utilizacdo de coddes” refere-se as
frequéncias médias para todos o0s coddes na sequéncia de
nucledétidos, gene ou classe de genes sob discussdo (e. g., genes
de mamifero altamente expressos). 0s perfis de wutilizacdo de
coddes para mamiferos, incluindo humanos, podem ser encontrados
na literatura (ver, e. g., Nakamura et al., Nucleic Acids

Research 1996, 24:214-215).

Nos polinucledtidos da presente invencdo, o perfil de
utilizacdo de coddes é alterado a partir daquele tipico de wvirus
do papiloma humano de modo a representar mais proximamente o
pendor de coddo do organismo alvo, e. g., FE. coli ou um
mamifero, especialmente um humano. O “coeficiente de utilizacéo
de coddes” é uma medida de qudo prdéximo o perfil de utilizacéo
de coddes de uma determinada sequéncia de polinucledtidos se
assemelha aquele de uma espécie alvo. As frequéncias dos coddes
podem ser derivadas a partir de fontes da literatura para os
genes altamente expressos de muitas espécies (ver, e. g.,
Nakamura et al. Nucleic Acids Research 1996, 24:214-215). As
frequéncias dos coddes para cada um dos 61 coddes (expressas
como ©O numero de ocorréncias que ocorrem por 1000 coddes da
classe seleccionada de genes) sdo normalizadas para cada um dos
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vinte aminocdcidos naturais, de modo que o valor para o coddo
mais frequentemente utilizado para cada aminodcido ¢é definido
como 1 e as frequéncias para os coddes menos comuns S&o
escalonados para se encontrarem entre zero e 1. Assim, a cada um
dos 61 coddes ¢ atribuido um valor de 1 ou inferior, para os
genes altamente expressos da espécie alvo. De modo a calcular um
coeficiente de wutilizacdo de codbdes para um polinucledtido
especifico, relativamente aos genes altamente expressos dessa
espécie, o valor escalonado para cada coddo do polinucledtido
especifico é anotado e ¢é tomada a média geométrica de todos
estes valores (pela divisdo da soma do logaritmos naturais

destes valores pelo o nuUmero total de coddes e calculo do

antilogaritmo). O coeficiente terd um valor entre zero e 1 e
quanto mais elevado for coeficiente mais coddes no
polinucledétido sdo coddes frequentemente wutilizados. Se uma

sequéncia de polinucledbdétidos tiver um coeficiente de utilizacéo
de coddes de 1, todos os coddes sdo os coddes “mais frequentes”

para os genes altamente expressos da espécie alvo.

Estédo dentro do ambito da invencéao sequéncias de
polinucledétidos mais curtas. Por exemplo, um polinucledtido da
invencdo pode codificar um fragmento de uma proteina de HPV. Um
polinucledétido que codifica um fragmento de, pelo menos, 8, por
exemplo, 8-10 aminoacidos ou até 20, 50, o0, 70, 80, 100, 150 ou
200 aminocdcidos de comprimento sdo considerados enquadrados
dentro do ambito da invencdo, desde que o polinucledtido tenha
um perfil de utilizacdo de coddes que se assemelha agquele de um
gene de mamifero altamente expresso, e o oligo codificado ou
polipéptido demonstrem antigenicidade de HPV. Em particular, mas
ndo exclusivamente, este aspecto da invencdo abrange a situacéo
quando o polinucledétido codifica um fragmento de uma sequéncia
completa de proteina de HPV e pode representar um ou mais

epitopos discretos dessa proteina.
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Os polinucledbdétidos da presente invencdo mostram uma
expressédo mais elevada em E. coli e células de mamifero do que
as sequéncias de tipo selvagem correspondentes que codificam as
mesmas sequéncias de aminodcidos. Embora né&do desejando estar
ligado a qualguer teoria, acredita-se 1isto se deve a, pelo
menos, duas razdes. Primeiro, tendo um perfil de utilizacédo de
coddes mais préximo daquele da célula hospedeira, as sequéncias
sdo mais facilmente processadas pela maquinaria de traducédo
celular. Segundo, uma vez que até 30% da sequéncia de
nucledétidos (ou mais) é diferente da sequéncia de tipo selvagem,
sitios que interferem com a transcricdo ou traducdo (tais como

sitios de ligacdo a proteina) terdo sido removidos ou alterados.

Nalgumas formas de realizacdo, 0s polinucledtidos de acordo
com a presente invencdo mostram perfis de utilizacdo de coddes
que se assemelham aqueles de genes de E. coli e mamifero (e. g.,
humano). Isto ¢ particularmente vantajoso onde uma sequéncia &
para ser utilizada em vacinacdo de um mamifero e na producdo de
quantidades significativas da ©proteina antigénica in vitro
utilizando células de E. coli (e. g., para utilizacdo em
ensaios, tais como imunoensaios para avaliar os niveis de

expressdo em tecidos de mamifero ou humanos).

Como acima discutido, a presente invencdo inclui vectores de
expressdo que compreendem as sequéncias de nucledtidos da
invencéao. Esses vectores de expressdao sdo construidos
rotineiramente na técnica da biologia molecular e podem, por
exemplo, envolver a utilizacdo de ADN plasmidico e iniciadores,
promotores, intensificadores apropriados e outros elementos,
tais como, por exemplo, sinais de poliadenilacdo que podem ser
necessiarios, e que sdo posicionados na orientacdo correcta, de
modo a permitirem a expressdo da proteina. Outros vectores
adequados seriam evidentes aos especialistas na técnica. Ainda a
titulo exemplificativo, a este respeito, faz-se referéncia a
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Sambrook et al. Molecular Cloning: a Laboratory Manual. 2°

Edicdo. CSH Laboratory Press. (1989).

De um modo preferido, um polinucledétido da invencdo, ou para
utilizacdo num vector da invencdo, estd ligado operativamente a
uma sequéncia de controlo que ¢é capaz de proporcionar a
expressdo da sequéncia codificadora pela célula hospedeira,
i. e., o vector ¢é um vector de expressdo. 0O termo “ligado
operativamente” refere-se a uma justaposicéo em que 0s
componentes descritos estdo num relacdo que lhes permite
funcionar no seu modo pretendido. Uma sequéncia reguladora, tal
como um promotor, “ligada operativamente” a uma Ssequéncia
codificadora ¢é posicionada de tal forma que a expressdo da
sequéncia codificadora é realizada sob condicdes compativeis com

a sequéncia reguladora.

Os vectores podem ser, por exemplo, plasmideos, cromossomas
artificiais (e. g., BAC, PAC, YAC), virus ou vectores féagicos
proporcionados com uma origem de replicacdo, opcionalmente um
promotor para a expressdo do polinucledtido e, opcionalmente, um
regulador do promotor. 0Os vectores podem conter um ou mais genes
marcadores de seleccdo, por exemplo, um gene de resisténcia a
ampicilina ou canamicina no caso de um plasmideo bacteriano ou
um gene de resisténcia para um vector fungico. Os vectores podem
ser utilizados in vitro, por exemplo, para a producdo de ADN ou
ARN ou utilizados para transfectar ou transformar uma célula
hospedeira, por exemplo, uma célula hospedeira de mamifero,
e. g., para a producdo da proteina codificada pelo vector. Os
vectores podem também ser adaptados para serem utilizados
in vivo, por exemplo, num método de vacinacdo de ADN ou de

terapia génica.
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Os promotores e outros sinais de regulacdo da expresséo
podem ser seleccionados para serem compativeis com a célula
hospedeira para a qual a expressdo é concebida. Por exemplo, o0s
promotores de mamifero incluem o promotor da metalotioneina, gue
pode ser induzido em resposta a metais pesados, tais como
cddmio, e o promotor da f-actina. Também podem ser utilizados
promotores virais, tais como o promotor do antigénio T grande de
SV40, promotor imediatamente precoce (IE) de citomegalovirus
(CMV) humano, promotor LTR do wvirus do sarcoma de Rous, promotor
de adenovirus, ou um promotor de HPV, particularmente a regido
reguladora a montante de HPV (URR). Todos estes promotores estédo

bem descritos e prontamente disponiveis na técnica.

Exemplos de vectores virais adequados incluem os vectores
virais de herpes simplex, vectores de vacinia ou alfa-virus e
retrovirus, incluindo lentivirus, adenovirus e virus adeno-
associados. As técnicas de transferéncia génica utilizando estes
virus s&do conhecidas dos especialistas na técnica. Os vectores
de retrovirus, por exemplo, podem ser utilizados para integrar
estavelmente o polinucledtido da invencdo no genoma do
hospedeiro, embora essa recombinacdo nédo seja preferida. Em
contraste, os vectores de adenovirus defeituosos na replicacédo
permanecem epissomais e permitem, deste modo, a expressdo
transitdédria. Os vectores capazes de conduzir a expressdo em
células de insecto (por exemplo, vectores de baculovirus), em
células humanas ou em bactérias podem ser utilizados de modo a
produzir quantidades da proteina de HPV codificada ©pelos
polinucledtidos da presente invencéo, por exemplo, para

utilizacdo como vacinas de subunidade ou em imunoensaios.

Os polinucledétidos de acordo com a invencédo tém utilidade na
producdo por expressdo de proteinas codificadas, cuja expresséo
pode ocorrer in vitro, in vivo ou ex vivo. 0Os nucledtidos podem,

deste modo, estar envolvidos na sintese de proteina
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recombinante, por exemplo, para aumentar rendimentos, ou de
facto podem encontrar utilizacdo como agentes terapéuticos por
si s6, utilizados em técnicas de vacinacdo de ADN. Nos casos em
que os polinucledétidos da presente invencdo sdo utilizados na
producdo das proteinas codificadas in vitro ou ex vivo, as
células, por exemplo, em cultura celular, serdo modificadas para
incluir o polinucledétido a ser expresso. Essas células incluem
linhas celulares transitdérias de mamifero, ou de um modo
preferido estédveis. Os exemplos particulares de células que
podem ser modificadas por 1insercdo de vectores que codificam
para um polipéptido, de acordo com a invencdo, incluem células
de mamifero HEK293T, CHO, HeLa, 293 e COS. De um modo preferido,
a linha celular seleccionada serd uma em que nédo €& apenas
estéavel, mas também permite glicosilacdo madura e expressido a
superficie celular de um polipéptido. A expressdo pode ser
realizada em odb6citos transformados. Um polipéptido pode ser
expresso a partir de um polinucledétido da presente invencdo, em
células de um animal ndo humano transgénico, de um modo
preferido um murganho. Um animal n&do humano transgénico que
expressa um polipéptido a partir de um polinucledtido da

invencdo estd incluido dentro do dmbito da invencéo.

Nos casos em que o0s polinucledtidos da presente invencéo
encontram utilizacdo como agentes terapéuticos, e. g., em
vacinacdo de ADN, 0 é&cido nucleico serd administrado ao
mamifero, e. g., humano, a ser vacinado. O acido nucleico, tal
como ARN ou ADN, de um modo preferido ADN, ¢é proporcionado na
forma de um vector, tal como aqueles acima descritos, que pode
ser expresso nas células do mamifero. Os polinucledtidos podem
ser administrados através de qualquer técnica disponivel. Por
exemplo, o &cido nucleico pode ser introduzido através de
injeccdo de agulha, de um modo preferido, intradermicamente,

subcutaneamente ou intramuscularmente. Alternativamente, o &cido

nucleico pode ser transferido directamente na pele utilizando um
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dispositivo de transferéncia de 4&cidos nucleicos, tal como
transferéncia de ADN mediada por particulas (PMDD) . Neste
método, s&o revestidas particulas inertes (tais como esferas de
ouro) com um acido nucleico, e sdo aceleradas a velocidades
suficientes para lhe permitir penetrar uma superficie de um
receptor (e. g., pele), por exemplo, através de descarga Ssob
alta pressdo a partir de um dispositivo projectante. (As
particulas revestidas com uma molécula de 4&cido nucleico da
presente invencdo estdo dentro do admbito da presente invencéo,
assim como os dispositivos da transferéncia carregados com essas
particulas). A composicdo compreende, desejavelmente, particulas
de ouro que tém um didmetro médio de 0,5-5 pm, de um modo
preferido cerca de 2 um. Em formas de realizacdo preferidas, as
esferas revestidas de ouro sdo carregadas em tubagem para
servirem como cartuchos de modo que cada cartucho contenha
0,1-1 mg, de um modo preferido 0,5 mg de ouro revestido com

0,1-5 ng, de um modo preferido cerca de 0,5 pg de ADN/cartucho.

As técnicas adequadas para introduzir o polinucledtido
simples ou o vector num doente, incluem aplicacdo tdépica com um
veiculo apropriado. O &cido nucleico pode ser administrado
topicamente a pele, ou as superficies mucdsicas, por exemplo,
através de administracdo intranasal, oral, intravaginal ou
intrarrectal. O polinucledétido simples ou vector pode estar
presente conjuntamente com um excipiente farmaceuticamente
aceitédvel, tal como soro fisioldgico tamponado com fosfato
(PBS). A incorporacdo de ADN pode ser mais facilitada através da
utilizacdo de agentes facilitantes, tais como bupivacaina, quer
separadamente ou incluida na formulacdo de ADN. Outros métodos
de administracdo do &cido nucleico directamente a um receptor
incluem ultra-som, estimulacéo eléctrica, electroporacdo e

microtransferéncia que é descrita no documento US-5697901.
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A incorporacdo das construgdes de 4acido nucleico pode ser
aumentada através de diversas técnicas conhecidas de
transfeccdo, por exemplo, aquelas incluindo a wutilizacdo de
agentes de transfeccdo. 0s exemplos destes agentes incluem
agentes catidénicos, por exemplo, fosfato de calcio e
DEAE-Dextrano e lipofectantes, por exemplo, lipofectam e
transfectam. A dosagem do &cido nucleico a ser administrado pode
ser alterada. Tipicamente, o &cido nucleico é administrado numa
quantidade na gama de 1 pg a 1 mg, de um modo preferido 1 pg a
10 png de é&cido nucleico para transferéncia génica mediada por

particulas e 10 ng a 1 mg para outras vias.

Uma sequéncia de 4&cido nucleico da presente invencido pode
também ser administrada através de vectores de transferéncia
especializados, Uteis em terapia génica. As abordagens de
terapia génica s&do discutidas, por exemplo, por Verme et al,
Nature 1997, 389: 239-242. Podem ser utilizados sistemas de
vector tanto viral como ndo viral. Os sistemas baseados em virus
incluem sistemas baseados em retrovirus, lentivirus, adenovirus,
virus adeno-associado, virus herpes, Canarypox e virus de
vacinia. Os sistemas nao baseados em virus incluem a
administracdo directa de 4cidos nucleicos, tecnologia de
encapsulacédo de microesfera (poli(lactido-co-glicolido) e,
sistemas baseados em lipossomas. Os sistemas de transferéncia
virais e ndo virais podem ser combinados sempre que for
desejavel proporcionar injeccgdes de reforgco apds uma vacinacédo
inicial, por exemplo, uma vacinacdo de ADN “principal” inicial
utilizando um vector ndo viral, tal como um plasmideo, seguida
por uma ou mais vacinacdes de “reforco” utilizando um vector

viral ou um sistema ndo baseado em virus.

Uma sequéncia de 4&cido nucleico da presente invencido pode
também ser administrada através de células transformadas. Essas

células incluem células recolhidas de um individuo. 0
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polinucledbétido simples ou o vector da presente invencdo pode ser
introduzido nessas células in vitro e as células transformadas
podem sédo posteriormente retornadas ao individuo. 0
polinucledétido da invencdo pode integrar-se em &acidos nucleicos
ja& presentes numa célula através de eventos de recombinacédo
homéloga. Uma célula transformada pode, se desejado, ser
cultivada in vitro e uma ou mais das células resultantes podem
ser utilizadas na presente invencdo. As células podem ser
proporcionadas num sitio apropriado num doente através de
técnicas cirtrgicas ou microcirutrgicas conhecidas (e. g.,

enxerto, microinjeccdo, etc.)

As células adequadas incluem células apresentadoras de
antigénio (APCs), tais como células dendriticas, macréfagos,
célula B, mondécitos e outras células gue podem ser manipuladas
para serem APCs eficientes. ©Essas células podem, mas né&o
necessitam, ser modificadas geneticamente para aumentar a
capacidade para apresentacdo do antigénio, para melhorar a
activacdo e/ou manutencdo da resposta da célula T, para ter
efeitos antitumorais, e. g., anti-carcinoma cervical, per se
e/ou para serem imunologicamente compativeis com o receptor
(i. e., haplotipo HLA condizente). As APCs podem geralmente ser
isoladas a partir de qualquer de uma variedade de fluidos
bioldégicos e 6rgdos, incluindo tecidos tumorais e peritumorais,
e podem ser células autdlogas, alogénicas, singénicas ou

xenogénicas.

Determinadas formas de realizacdo preferidas da presente
invencdo wutilizam células dendriticas, ou suas progenitoras,
como células apresentadoras de antigénio, quer para
transformacdo in vitro e retorno ao doente ou como O alvo
in vivo de nucledtidos transferidos na vacina, por exemplo,

através de transferéncia de ADN mediada por particulas. As
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células dendriticas sdo APCs altamente potentes (Banchereau e
Steinman, Nature 392:245-251, 1998) e foi demonstrado serem
eficazes como um adjuvante fisioldgico para induzir imunidade
antitumoral profildtica ou terapéutica (ver Timmerman e Levy,
Ann. Rev. Med. 50:507-529, 1999). Em geral, as células
dendriticas podem ser identificadas com base na sua forma tipica
(estreladas in situ, com processos citoplasmicos acentuados
(dendrites) visiveis in vitro), na sua capacidade de
incorporacdo, processamento e apresentacdo de antigénios com
elevada eficiéncia e na sua capacidade para activar respostas
naive das células T. As células dendriticas podem, naturalmente,
ser manipuladas para expressar receptores egspecificos de
superficie celular ou ligandos que nao s&o geralmente
encontrados em células dendriticas in vivo ou ex vVvivo, Por
exemplo, o(s) antigénio(s) <codificado(s) nas construcdes da
invencéao, e essas células dendriticas modificadas estédo
contempladas através da presente invencdo. Como uma alternativa
as células dendriticas, podem ser utilizadas vesiculas
carregadas de antigénio segregadas por células dendriticas
(denominadas exossomas) dentro de uma vacina (ver Zitvogel et

al., Nature Med. 4:594-600, 1998).

As células dendriticas e progenitoras podem ser obtidas a
partir de sangue periférico, medula &éssea, células infiltrantes
tumorais, células infiltrantes de tecidos peritumorais, ndédulos
linf4ticos, baco, pele, sangue do corddo umbilical ou qualguer
outro tecido ou ligquido adequado. Por exemplo, as células
dendriticas podem ser diferenciadas ex vivo através de adicgédo de
uma combinacdo de citocinas, tals como GM-CSF, IL-4, IL-13 e/ou
TNF a culturas de monbécitos recolhidos a partir de sangue
periférico. Alternativamente, células positivas a CD34
recolhidas a partir de sangue periférico, sangue do cordédo

umbilical ou medula o6ssea podem ser diferenciadas em células
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dendriticas através da adicdo ao meio de cultura de combinacdes
de GM-CSF, 1IL-3, TNF, 1ligando de CD40, lipopolissacérido LPS,
ligando de flt3 (uma citocina importante na producdo de células
apresentadoras de antigénio profissionais, particularmente
células dendriticas) e/ou outro(s) composto(s) que induz (em)

diferenciacdo, maturacdo e proliferacdo de células dendriticas.

As APCs podem geralmente ser transfectadas com  um
polinucledtido que codifica uma sequéncia antigénica de
aminoacidos de HPV, tal como um polinucledétido de codéao
optimizado como considerado na presente invencéao. Essa
transfeccdo pode ocorrer ex vivo, € uma composSicdo ou vacina
compreendendo essas células transfectadas pode depois ser
utilizada para objectivos terapéuticos, como aqui descritos.
Alternativamente, um veiculo de transferéncia génica dirigido a
uma célula dendritica ou outra apresentadora de antigénio pode
ser administrado a um doente, resultando em transfeccdo que
ocorre 1in vivo. A transfeccdo in vivo e ex vivo de células
dendriticas, por exemplo, pode ser geralmente realizada
utilizando quaisquer métodos conhecidos na técnica, tais como
aqueles descritos no documento WO 97/24447, ou a abordagem
mediada por particulas descrita por Mahvi et al., Immunology and

cell Biology 75:456-460, 1997.

As vacinas e composicdes farmacéuticas podem ser
apresentadas em recipientes de dose unitaria ou multi-dose, tais
como ampolas seladas ou frascos. Esses recipientes sdo, de um
modo preferido, selados hermeticamente para preservar a
esterilidade da formulacdo até a wutilizacdo. Em geral, as
formulacdes podem ser armazenadas como suspensdes, solucdes ou
emulsdes em veiculos oleosos ou aquosos. Alternativamente, uma
vacina ou composicdo farmacéutica pode ser armazenada num estado
liofilizado, requerendo apenas a adicdo de um veiculo liquido
estéril imediatamente antes da utilizacédo. As vacinas
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compreendendo sequéncias de nucledbdétidos pretendidas para
administracdo através da transferéncia mediada por particulas
podem ser apresentadas como cartuchos adequados para utilizacédo
com um instrumento de administracdo de gés comprimido, o que
neste caso o0s cartuchos podem consistir em tubos ocos, cuja
superficie interna ¢é revestida com particulas contendo a
sequéncia de nucledtidos da vacina, opcionalmente na presenca de

outros ingredientes farmaceuticamente aceitéveis.

As composicdes farmacéuticas da presente invencdo podem
incluir compostos adjuvantes, ou outras substincias gque podem
servir para modular ou aumentar a resposta imunoldgica induzida
pela proteina que ¢é codificada pelo ADN. Estes podem ser
codificados pelo ADN, quer separadamente de, ou como uma fusédo
com o antigénio, ou podem ser incluidos como elementos nédo de
ADN da formulacdo. Os exemplos de substédncias de tipo adjuvante
que podem ser incluidos nas formulacdes da presente invencédo
incluem a ubiquitina, a proteina de membrana associada
lisossomal (LAMP), o antigénio nuclear do virus da hepatite B, o

ligando flt3 e outras citocinas, tais como IFN-y e GMCSF.

Estéo comercialmente disponiveis outros adjuvantes
adequados, tais como, ©por exemplo, Adjuvante Incompleto e
Adjuvante Completo de Freund (Difco Laboratories, Detroit, MI);
Imiquimod (3M, St. Paul, MN); Resimiquimod (3M, St. Paul, MN);
Adjuvante 65 da Merck (Merck and Company, Inc., Rahway, NJ);
AS-2 (SmithKline Beecham, Filadélfia, PA); salis de aluminio,
tais como gel de hidréxido de aluminio (altmen) ou fosfato de
aluminio; sais de célcio, ferro ou zinco; uma suspenséao
insoltvel de tirosina acilada; aclUcares acilados; polissacéaridos
derivatizados cationicamente ou anionicamente; polifosfazenos;
microesferas biodegradédveis; monofosforilo de lipido A e quil A.
Também podem ser utilizadas como adjuvantes citocinas, tais como

GM-CSF ou interleucina-2, -7 ou -12.
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Nas formulacdes da invencdo ¢ preferido que a composicéo
adjuvante induza uma resposta imunoldégica predominantemente do
tipo Thl. Assim, o adjuvante pode servir para modular a resposta
imunoldgica produzida em resposta aos antigénios codificados por
ADN a partir de uma resposta predominantemente de tipo Th2 para
uma predominantemente Thl. Niveis elevados de citocinas de tipo
Thl (e. g., IFN-, TNF, IL-2 e 1IL-12) tendem a favorecer a
inducdo de respostas imunoldgicas mediadas por células a um
antigénio administrado. Dentro de uma forma de realizacédo
preferida, em que uma resposta é predominantemente de tipo Thl,
o nivel de citocinas de tipo Thl aumentard em maior escala do
que o nivel de citocinas de tipo Th2. Os niveis destas citocinas
podem ser prontamente avaliados utilizando ensaios
convencionais. Para uma revisdo das familias de citocinas, ver

Mosmann e Coffman, Ann. Rev. Immunol. 7:145-173, 1989.

De acordo com o exposto, os adjuvantes adequados para
utilizacdo na inducdo de uma resposta predominantemente de tipo
Thl incluem, por exemplo, uma combinacdo de monofosforilo de
lipido A, de um modo preferido monofosforilo de lipido A 3-des-
O-acilado (3D-MPL) conjuntamente com um sal de aluminio. Outros
adjuvantes conhecidos que induzem preferencialmente uma resposta
imunoldégica de tipo TH1 incluem oligonucledétidos contendo CpG.
Os oligonucledtidos s&do caracterizados por o dinuclebétido de CpG
ser ndo metilado. Esses oligonucledétidos sdo bem conhecidos e
S&o descritos no, por exemplo, documento W096/02555. As
sequéncias de ADN imunoestimuladoras s&do também descritas, por
exemplo, por Sato et al., Science 273:352, 1996. Os
oligonucledtidos contendo CpG podem ser codificados
separadamente do(s) antigénio(s) de papiloma na mesma ouUu numa
construcéo diferente de polinucledétidos, ou podem estar
imediatamente adjacentes a este, e. g., como uma fusdo com este.

Alternativamente, os oligonucledtidos contendo CpG podem ser
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administrados separadamente, i. e., ndo como parte da composicéo
que inclui o antigénio codificado. 0Os oligonucledtidos de CpG
podem ser utilizados isoladamente ou em combinacdo com outros
adjuvantes. Por exemplo, um sistema intensificado envolve a
combinacdo de um oligonucledétido contendo CpG e um derivado de
saponina, particularmente a combinacdo de CpG e QS21 como
divulgado nos documentos WO 00/09159 e WO 00/62800. De um modo
preferido, a formulacdo compreende adicionalmente uma emulsdo de

6leo em a&gua e/ou tocoferol.

Um outro adjuvante preferido é uma saponina, de um modo
preferido QS21 (Aguila Biopharmaceuticals Inc., Framingham, MA),
que pode ser utilizado isoladamente ou em combinacdo com outros
adjuvantes. Por exemplo, um sistema intensificado envolve a
combinacdo de um monofosforilo de 1lipido A e derivado de
saponina, tal como a combinacdo de (QS21 e 3D-MPL como descrita
no documeto WO 94/00153, ou uma composicdo menos reactogénica em
que a 0S21 é anulada com colesterol, como descrito no documento
WO 96/33739. Outras formulacdes preferidas compreendem uma
emulsdo de &6leo em &gua e tocoferol. Uma formulacdo adjuvante
particularmente potente envolvendo (QS21, 3D-MPL e tocoferol numa

emulsdo 6leo em Agua é descrita no documento WO 95/17210.

Outros adjuvantes preferidos incluem Montanide ISA 720
(Seppic, Franca), SAF (Chiron, Califdérnia, Estados Unidos),
ISCOMS (CSL), MF-59 (Chiron), Detox (Ribi, Hamilton, MT), RC-529
(Corixa, Hamilton, MT) e outros aminoalquilglucosaminida-4-

fosfatos (AGPs).

Outros adjuvantes preferidos incluem moléculas adjuvantes da

férmula geral (I)

29



Férmula (I): HO (CH2CH20) n-A-R

em que, n é& 1-50, A & uma ligacdo ou -C(0)-, R é algquilo C1-50
ou Fenilalgquilo C1-50.

Uma forma de realizacdo da presente invencdo consiste numa
formulacdo compreendendo um éter de polioxietileno de férmula
geral (I), em que n estd entre 1 e 50, de um modo preferido
4-24, de um modo muito preferido 9; o componente R é& C1-50, de
um modo preferido alguilo C4-C20 e de um modo muito preferido
alquilo Cl12, e A é& uma ligacdo. A concentracdo dos éteres de
polioxietileno deve estar na gama de 0,1-20%, de um modo
preferido a partir de 0,1-10%, e de um modo muito preferido na
gama de 0,1-1%. O0Os éteres de polioxietileno preferidos sé&o
seleccionados do seguinte grupo: éter polioxietileno-9-
laurilico, éter polioxietileno-9-estearilico, éter
polioxietileno-8-estearilico, éter polioxietileno-4-laurilico,

éter polioxietileno-35-laurilico e éter polioxietileno-23-

laurilico. 0Os éteres de polioxietileno, tais como o éter
polioxietileno-laurilico s&do descritos no indice Merck
(12° edicdo: entrada 7717). Estas moléculas adjuvantes sé&o

descritas no documento WO 99/52549. O éter de polioxietileno de
acordo com a férmula geral (I) acima pode, se desejado, ser
combinado com outro adjuvante. Por exemplo, uma combinacédo
adjuvante preferida ¢, de um modo preferido, com CpG como

descrito no pedido pendente de patente Britdnica GB 9820956.2.

Nos casos em que a vacina inclui um adjuvante, a formulacéo
de vacina pode ser administrada em duas partes. Por exemplo, a
parte da formulacdo contendo a construcdo de nucledtidos que
codifica o antigénio pode ser administrada primeiro, e. g., por
injeccdo subcutdnea ou intramuscular, ou por transferéncia
intradérmica mediada por particulas, depois a parte da

formulacéo contendo o adjuvante pode ser administrada
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subsequentemente, quer imediatamente ou depois de um periodo de
tempo adequado que serad evidente ao médico especialista na
técnica das vacinas. Sob estas circunstédncias, o adjuvante pode
ser administrado através da mesma via que a formulacéo
antigénica ou através de uma via alternativa. Noutras formas de
realizacdo, a parte adjuvante da formulacdo serd administrada
antes da parte antigénica. Numa forma de realizacdo, o adjuvante
¢ administrado como uma formulacdo toépica, aplicada a pele no
local da transferéncia mediada por particulas das sequéncias de
nucledétidos que codificam o(s) antigénio(s), quer antes ou

depois da sua transferéncia mediada por particulas.

Os seguintes Exemplos servem para ilustrar adicionalmente a

invencdo, com referéncia aos desenhos em anexo, em que:

Figura 1 mostra as sequéncias de aminodcidos de tipo selvagem
protdétipas de E1 dos tipos 11, 6a e ©6b de HPV,

derivadas do Genbank;

Figura 2 mostra a sequéncia de aminodcidos de tipo selvagem
protdédtipa de HPVob E1l da Fig. 1 (6b-el) alinhada com a
sequéncia de aminoacidos de HPV6b El1 incluindo mutacgdes
pontuais para remover a actividade bioldgica (6b-el

mut) ;

Figura 3 mostra as sequéncias de aminodcidos de tipo selvagem
protétipas de E2 dos tipos 11, 6a e ©6b de HPV,

derivadas do Genbank;

Figura 4a mostra a sequéncia de aminodcidos de tipo selvagem
protdédtipa de HPV11l E2 da Fig. 3 (Hpv-lle2-wt) alinhada
com a sequéncia de aminoadcidos de HPV11l E2 incluindo
uma mutacdo pontual para remover a actividade bioldgica

(HPV-11 e2-mut) e com a sequéncia de aminoacidos

31



Figura 4b

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

Figura

10

codificada pela sequéncia de nucledtidos da Fig. 6

(HPV-11le2-comut) ;

mostra a sequéncia de aminodcidos de tipo selvagem
protdétipa de E2 HPVeob da Fig. 3 (Hpv-6be2-wt) alinhada
com a sequéncia de aminoacidos de E2 HPVeob incluindo
uma mutacdo pontual para remover a actividade bioldgica

(HPV-06be2-mut) ;

mostra uma sequéncia de nucledtidos, que tem um perfil
de utilizacdo de coddes que se assemelha aquele de um
gene humano altamente expresso, codificando a sequéncia

de aminoédcidos mutada de HPVeb El da Fig. 2;

mostra uma sequéncia de nucledtidos, que tem um perfil
de utilizacdo de coddes que se assemelha aquele de um
gene humano altamente expresso, codificando a sequéncia

de aminodcidos mutada de HPV11l E2 da Fig. 4;

mostra o vector de ADN p7313-PLc;

mostra amostras de lisados celulares do Exemplo 4, apds
migracdo em gel de acrilamida e coloracdo para mostrar

ligacdo do anticorpo a proteina El expressa;

mostra respostas celulares a desafio de antigénio apds
imunizacdo de murganhos com um polinucledétido de acordo

com a invencdo (Exemplo 6); e
mostra amostras de lisados celulares do Exemplo 7, apds

migracdo em gel de acrilamida e coloracdo para mostrar

ligacdo do anticorpo a proteina E2 expressa.
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Exemplo 1 - Optimizacdo de Coddo de HPVG6bLE1L

A sequéncia de aminocdcidos de tipo selvagem protdtipa de
HPVeb E1, obtida do Genbank, ¢ apresentada na Fig.l (sequéncia
inferior). Esta figura mostra o elevado nivel de homologia para
esta proteina entre as sequéncias protdétipas do virus de HPV dos
tipos 11, 6a e o6b. De modo semelhante, a Figura 3 apresenta as
sequéncias de aminodcidos de tipo selvagem protdtipas para a
proteina E2 de HPV11l, 6a e 6b. E esperado que uma terapia
imunoldgica (vacina terapéutica) utilizando sequéncias de HPVo6b
ird reagir de forma cruzada para proporcionar uma resposta
imunoldégica profiladtica ou terapéutica contra todos os trés

tipos virais.

A utilizacdo de coddes da sequéncia de HPV6b E1 foi
comparada agquela de genes altamente expressos humano e E. coli e
verificou-se ter um baixo coeficiente de utilizacdo de coddes
para ambas as egpécies. Simplesmente utilizando o coddo mais
abundante para cada residuo de aminodcido resultaria também num
perfil de wutilizacdo de codbdes falseado, uma vez que nenhum
organismo utiliza exclusivamente o seu coddo mais preferido para
um determinado aminodcido. Conseguentemente, os coddes foram
atribuidos wutilizando um método estatistico para produzir um
gene sintético que tem uma frequéncia de coddes mais prdéxima da
encontrada naturalmente em genes altamente expressos de E. coli

e humanos.

Os coddes no gene sintético foram atribuidos utilizando um
programa Visual Basic denominado Calcgene, escrito por R. S.
Hale e G Thompson (Protein Expression and Purification Vol. 12
pp.185-188 (1998)). Para cada residuo de aminoadcido na sequéncia
original, foi atribuido um cod&o baseado na probabilidade dele
aparecer em genes altamente expressos de E. coli. 0Os detalhes do

programa, que trabalha sob Microsoft Windows 3.1, podem ser
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obtidos a partir dos autores. Porque o programa aplica um método
estatistico para atribuir coddes ao gene sintético, nem todos os
coddes resultantes sdo os mais frequentemente utilizados no
organismo alvo. De preferéncia, a proporcéao de coddes
frequentemente e infrequentemente utilizados do organismo alvo é
reflectida na sequéncia sintética através da atribuicdo de
coddes nas proporcgdes correctas. Contudo, uma vez que ndo existe
nenhuma regra firme-e-rédpida para atribuir um coddo particular a
uma posicdo particular na sequéncia, cada vez que & 0O programa é
utilizado produzird um gene sintético diferente - embora cada um
tenha o mesmo perfil de wutilizacdo de coddes e cada 1ira
codificar a mesma sequéncia de aminocacidos. Se o programa for
utilizado diversas vezes para uma determinada sequéncia de
aminodcidos e um determinado organismo alvo, serdo produzidas
varias sequéncias de nucledtidos diferentes que podem diferir no
numero, tipo e posicdo dos sitios de restricdo, sinais de
splicing de intréo, etc., alguns dos quais podem ser
indesejaveis. O esgpecialista serd capaz de gseleccionar uma
sequéncia apropriada para utilizacdo na expressdo do polipéptido

com base nestas caracteristicas.

Além disso, uma vez gue 08 coddes sdo atribuidos
aleatoriamente numa base estatistica, ¢ possivel (embora talvez
improvavel) qgque dois ou mais coddes que sejam relativamente
raramente utilizados no organismo alvo possam ser aglomerados em
intima proximidade. Acredita-se que esses aglomerados podem
perturbar a magquinaria de traducdo e resultar em taxas de
expressdo particularmente baixas, de modo gue o algoritmo para a
escolha dos coddes no gene optimizado excluiu quaisquer coddes
com um valor de RSCU menor de 0,2 para genes altamente expressos
de modo a prevenir quaisquer aglomerados de coddes raros de
serem fortuitamente seleccionados. A distribuicdo dos coddes
restantes foi depois alocada de acordo com as frequéncias para

genes altamente expressos de E. coli para produzir uma
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distribuicdo global dentro do gene sintético que se assemelhe
aquela de genes de E. coli (coeficiente = 0,85) e também aquela
de genes humanos altamente expressos (coeficiente = 0,50). Um
processo semelhante foi utilizado para obter uma sequéncia de
nucledétidos de coddes optimizados para HPV11l E2, excepto que foi
utilizado Syngene (Peter ©Ertl, nédo publicado), uma versédo
melhorada do programa Calcgene que permite que seja opcional a
exclusdo de coddes raros, para alocar coddes de acordo com O
perfil de frequéncia de coddes de genes humanos altamente
expressos. Ao contrario da atribuicdo de coddes para El, nédo
foram excluidos coddes raros. Ao mesmo tempo, foi realizada uma
alteracdo de oligonucledétidos para codificar uma alteracdo de

aminodcidos K111A, como descrita abaixo.

As mutacdes foram introduzidas nos genes E1 e E2 de codéo
optimizado para originar mutacdes pontuais nas sequéncias de
aminodcidos de El (K83G, R84G e G483D) e E2 (K111A) . As
sequéncias de aminoidcidos dos genes mutados sdo mostradas
(alinhadas com a sequéncia de tipo selvagem protdétipa) nas
Figs. 2 (HPVebEl) e 4 (HPV6bE2 e HPV11E2). A sequéncia de
nuclebétidos de <coddo optimizado e mutada para HPVeb E1 &
mostrada na Fig. 5. A sequéncia de nucledétidos de codéao
optimizado e mutada para HPV11l E2 ¢ mostrada na Fig. 6. Na
Figura 4, a sequéncia de aminoadcidos do polipéptido obtido por
expressdo do gene HPV11E2 de coddo optimizado e mutado é também
apresentada, em alinhamento com as sequéncias de tipo selvagem
protdétipas e de tipo selvagem mutadas, para mostrar dgque a
optimizacdo de coddo da sequéncia de nucledétidos ndo altera a
sequéncia de aminoadcidos codificada (que é idéntica a sequéncia

de tipo selvagem mutada) .

35



Exemplo 2 - Construcdo da Sequéncia de Polinucledétidos HPVob

El de Cod&do Optimizado

Concepcédo Génica:

Utilizando o software de optimizacdo discutido acima, foram
calculados oligonucledétidos de 40 oligbmeros sobrepostos a
partir da sequéncia optimizada. Os oligonucledtidos terminais
contendo o0s sitios de restricdo foram de 60 oligbmeros. Os
oligonucledétidos foram encomendados a Life Technologies Ltd numa

concentracido de 50 nmole, desprotegidos e ndo fosforilados.

Montagem de oligonucledtido:

Cada oligonucledétido foi dissolvido em Agua bidestilada para
uma concentracdo final de 100 micromolar (pM) e foi preparada
uma mistura igual de todos os 96 oligonucledtidos a 100 upM. A
sintese foi preparada como se segue, utilizando Pwo polimerase

da Roche Boehringer (Cat N° 1644955).

Agua bidestilada 86 uL

Tampdo Pwo 10X 10 pL

mistura de dNTP 1 pL (mistura igual de dNTPs a
100 mM)

mistura de oligo 1 pL (mistura igual de oligos a
100 uM)

Polimerase Pwo 2 uL.
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Foi realizada uma Reaccdo em Cadeia da Polimerase (PCR) na
mistura de reacc¢do acima num Trio Thermoblock (Biometra)

utilizando as seguintes condicdes:

40 °C 2 min

72 °C 10 seg

94 °C 15 seg

40 °C 30 seg

72 °C 20 seg + 2 seg por ciclo
4 °C =

oY U1 bW N

Ciclo repetido 25 vezes entre os passos 3 e 5.

Apds conclusdo de 25 ciclos, foi removida uma fraccdo de
10 pL, de cada tubo e submetida a migracdo num gel de agarose
Tris Acetato (TAE) a 0,8% e observada sob luz UV de comprimento
longo. O tamanho previsto do ADN de E1 sintetizado deve ser

aprox. 2kb.

Recuperacdo Genica:

O gene sintético foi recuperado por PCR utilizando
polimerase, utilizando os dois oligos terminais que continham um
sitio de restricdo Not 1 no terminal N do oligo sintético e um

sitio Bam H1l no terminal C do oligo sintético.

Agua bidestilada 65 nL

Tampdo Pwo 10X 10 pL

mistura de dNTP 1 pL (mistura igual de dNTPs a
100 mM)

mistura de montagem 20 pL (da PCR anterior)
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Oligo do terminal N 1 pL (100 uM)
Oligo do terminal C 1 puL (100 uM)

Polimerase Pwo 2 pL.
1. 94 °C 45 seg
2. 72 °C 2 min 4+ 1 min por 500 pb
3. 72 °C 10 min
4. 4 °C oo

Ciclo repetido 25 vezes entre os passos 2 e 1.

O produto de PCR foi depois purificado utilizando um kit de
purificacdo de PCR QIAquick (Cat N° 28104 da Qiagen) antes do
ADN ser ressuspenso num total de 50 pL de tampdo de eluicdo do
kit. Uma fraccdo de 10 npL foi digerida com as enzimas de
restricdo Not 1 e BamHl (da Life Technologies Ltd, 3 Fountain
Drive, Inchinnan Busines Park, Paisley, Escécia) durante 2 horas
a 37 °C. Esta digestdo foi purificada em gel em 0,8% de gel de
agarose TAE e o produto de ADN de 2 kb foi excisado e extraido
utilizando um kit de extraccdo de gel QIAquick (Cat N° 28704 da
Qiagen). O fragmento de ADN puro digerido final foi eluido num

total de 50 plL de tampdo de eluicdo do kit.

Este fragmento de PCR foi clonado no vector p7313PLc
(Fig. 7), (Powderject Vaccines Inc., ver mais detalhes abaixo) e
transformado em células JM109 competentes (Cat N° P9751 da
Promega) . O ADN plasmidico de clones seleccionados foi
verificado por enzimas de restricdo através de digestdo com
Ncol-BamHl e Ncol-EcoR1l. Foram seleccionados <cinco clones
correctos com insercdes de fragmento de 2 kb e foi sequenciado o
ADN da insercdo. Foi seleccionado para utilizacdo adicional, um

clone com uma insercdo contendo apenas trés mutacdes pontuais.
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As trés mutacdes pontuais foram corrigidas através de troca de

ligacdo com fragmentos pequenos homdélogos de outros clones.

O clone corrigido foi novamente verificado por enzimas de
restricdo através de digestdo e foi totalmente sequenciado o ADN
da insercdo. Este clone foi designado pébElc/o. Ao mesmo tempo,
e para estudos de expressdo comparativa e imunizacdo, o gene
HPV-6b El1 de tipo selvagem, e o gene HPV-11 El1 de tipo selvagem
foram amplificados por PCR de clones gendmicos de HPV-6Db,
(EMBO J. 2 (12) 2314-2318 1983) e HPV-11 (Virology 151, 124-130
1986), e os fragmentos respectivos clonados em vector p7313PLc
digerido com Not 1 - BamHl. Estes clones foram designados

p6bElw/t e pllElw/t, respectivamente.

Os genes E1 nos clones pbbElc/o e po6bElw/t foram ainda
mutados para introduzir alteracdes de aminoadcidos K83G, R84G e
G438D. Foram utilizados iniciadores oligonucleotidicos 3’ e 57
emparelhados por sequenciacdo, com substituicdes de nucledtidos
concebidas para introduzir as mutacdes requeridas, em reaccdes
de PCR com outros reagentes de kit através dos métodos descritos
no kit QuickChange Site-Directed Mutagenesis (Cat N° 200518 da
Stratagene). Os clones mutados P6bElIc/o e po6bElw/t foram
designados pé6bElc/o mut e p6bElw/t mut, respectivamente.

Exemplo 3 - Construcdo da Sequéncia de Polinucledtidos HPV11

E2 de Coddo Optimizado

A concepcdo, montagem e recuperacdo do gene EZ2 de codédo
optimizado foi como descrita acima para E1l, mas 0s
oligonucledétidos de sobreposicdo tinham 60 nucledtidos de
comprimento em vez de 40, com uma sobreposicéo de 18
nucledétidos. Ao contrdrio do processo de E1, foi produzido um

clone contendo a mutacdo de aminocacido K111A ao mesmo tempo que
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o clone do gene E2 de coddo optimizado, através de substituicéo
dos dois oligonucledtidos da sequéncia de tipo selvagem
apropriados com dois oligonucledtidos de 60 oligdmeros que
conjuntamente compreendem a substituicdo de nucledtido requerida

para produzir a alteracdo de KI111A.

Composicédo do plasmideo p7313-PLc

O plasmideo foi construido através de substituicdo do gene
da beta-lactamase contendo o fragmento Eamll051 - Pstl de pUC19
(disponivel a partir da Amersham Pharmacia Biotech UK Ltd.,
Amersham Place, Little Chalfont, Bucks, HP7 9NA) com um
fragmento EcoRI de pUC4K (Amersham-Pharmacia) contendo o gene de
resisténcia a Canamicina, no seguimento do preenchimento de
extremidades de ambos 0s fragmentos utilizando T4 ADN
polimerase. O promotor/intensificador IE1 de Citomegalovirus
humano, Intrdo A, foi derivado do plasmideo JW4303 obtido da
Dra. Harriet Robinson, University of Massachusetts, e
introduzido no sitio Sall de pUC19, como um fragmento
XhoI - Sall, incorporando o sinal de poliadenilacdo da hormona
do crescimento de bovino. A deleccdo do fragmento SalI-BanI 5’
do promotor produziu o promotor minimo wutilizado no vector
(documento WO00/23592 - Powderject Vaccines Inc.). A 3'UTR do
antigénio de superficie de HBV foi derivado do Virus da Hepatite
B, serotipo adw, no vector pAM6 (Moriarty et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 78, 2606-2610, 1981). O pAM6 (vector baseado em
PBR322) foi obtido a partir da American Type Culture Collection,
numero de catalogo ATCC 45020. A 3’UTR foi introduzida a b5’
relativamente ao sinal de poliadenilacdo como um fragmento BamH1
de 1,4kb, de extremidades tornadas rombas para insercdo de modo
a remover o0s sitios BamHI. Numa série de passos (incluindo
digestdo com Bgl II, tratamento com Klenow polimerase, digestéo

com BstX I, digestdo com Nco I, tratamento com nuclease de
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feijdo mung para remover saliéncias e digestdo adicional com
BstX 1), foram realizadas modificacdes a regido entre a regido
do intensificador n&o traduzida 3’ do gene de HBV S e o sinal
bGHpA para remover todas as grelhas de leitura aberta superiores
a 5 codbes entre o promotor do gene X e o sinal DbGHpA. Isto
resultou na deleccdo da sequéncia que codifica a porcéo
traduzivel da proteina X (9 aminoacidos) e o coddo de iniciacéo
do gene X. Contudo, a fraca regido intensificadora/promotora do
gene X foi retida ©porque se verificou que esta regiédo
intensifica a expressdo de HBsSAg a partir do promotor CMV. O
sinal de poliadenilacdo da hormona do crescimento de bovino foi
substituido com o sinal de poliadenilacdo da beta globina de
coelho. As sequéncias nédo codificantes 5’ e codificantes do
antigénio S foram excisadas e substituidas com um ligante
oligonucleotidico para proporcionar sitios de multipla clonagem

como mostrado para produzir o plasmideo p7313-PL.

Hind ---Notl--- -EcoRV --Ndel-- ~BamH|

AGCTTGCGGCCGCTAGCGATATCGGTACCATATGTCGACGGATCC. . ..

. ... ACGCCGGCGATCGCTATAGCCATGGTCTACAGCTGCCTAGGCCGG
--Nhel- --Kpnl-—- -- Sall -- ANotl

A sequéncia cer de ColEl foi obtida a partir de um subclone
do plasmideo pDAH212 de David Hodgeson (Warwick University) e
amplificada por PCR utilizando iniciadores para colocar sitios
de restricdo EcoRI nas extremidades da sequéncia. A sequéncia
cer foi depois introduzida no sitio EcoRI de p7313-PL para
produzir o plasmideo p7313-PLc (Fig. 7). A sequéncia do cer

amplificado foi verificada contra a entrada M11411 do Genbank.
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Exemplo 4 - Expressdo de E1 em células 293T de mamifero

As células 293T de mamifero foram cultivadas até fase
exponencial numa concentracdo final de 2x10° células por placa de
cultura de tecidos Corning Costar™ de 6 pocos (Corning Science
Products, 10 The ValleyCentre, Gordon Road, High Wycombe, Bucks,
RU) de um dia para o outro a 37 °C em 5% de CO,. Foi preparada a

seguinte mistura de transfeccdo e complexada durante 25 minutos:

2 ng de ADN plasmidico (vector, po6bElc/o, p6bElw/t) em 16 pL
de &agua bidestilada estéril
mais:
OPTI-mem™ (Gibco BRL, Paisley, Escédcia) 8 uL
Lipofectamine™ (GibcoBRL) 6 L.

Cada monocamada de células foi lavada cuidadosamente duas
vezes com OPTI-mem™. Foram adicionados 800 pL de OPTI-mem™ a
cada poco. Foram adicionados 200 pL de OPTI-mem™ a cada mistura
de transfeccdo, misturados e adicionados cuidadosamente a uma
monocamada de células. A placa foi incubada durante 5 horas a
37 °C em 5% de CO,, apdés o que a mistura de transfeccdo e o
OPTI-mem™ foram rejeitados. As monocamadas de células foram
lavadas cuidadosamente duas vezes com meio de cultura de células
e as células finalmente transfectadas foram incubadas durante
24 horas em Meio de Eagle modificdo por Dulbecco contendo 10% de
soro fetal da vitela e 29,2 mg/mL de L-glutamina a 37 °C em 5%
de CO;. As células foram removidas por raspagem para microtubos,
lavadas duas vezes com PBS, centrifugadas e o sedimento celular
foi ressuspenso em corante de SDS Page de Laemmli. Os sedimentos
celulares foram fervidos e carregados num gel de SDS Page a 10%
e submetidos a electroforese em tampdo Tris Glicina SDS a 1X.
Apbs electroforese, o gel foi transferido para membrana de
Nitrocelulose (Amersham) e submetido a transferéncia de Western.

A membrana de nitrocelulose foi Dbloqueada com 5% de Marvel™
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(Premier Beverages, Knighton, Adbaston, Stafford, RU) em PBS
durante 30 min a temperatura ambiente e lavada duas vezes com
PRS e 0,1% de Tween 20. Um anticorpo policlonal produzido em
coelhos contra a sequéncia proteica do terminal C de HPV6bEL
(sequéncia de proteina: CSSSLDIQDSEDEEDGSNSQAFR) foi diluido em
5% de Marvel™ em PBS e adicionado a membrana de nitrocelulose.
Isto foi incubado a temperatura ambiente durante 1 hora com
agitacdo suave. O anticorpo diluido foi removido e a membrana
lavada trés vezes com PBS e 0,1% de Tween 20. Um conjugado
secundario, anti-peroxidase de rabano de coelho, de porco (HRP)
(DAKO), foi diluido 1:20000 em PBS e 0,1% de Tween 20. Isto foi
adicionado a membrana lavada e incubado com agitacdo suave a
temperatura ambiente durante 1 hora. A membrana foi depois
exaustivamente lavada com PBS e 0,1% de Tween 20. Foi utilizado
um kit de Chemiluminescent HRP (Amersham) para detectar as

proteinas transferidas na membrana.

Resultados:

O tamanho previsto de uma proteina traduzida de E1 ¢&
68 kDa - 72 kDa. Os resultados (Fig. 8) mostram um tamanho
correcto de proteina expressa por p7313-PLc contendo o HPV6bE1L
de coddo optimizado (pista 4). O vector contendo El1 de tipo
selvagem estd na pista 3, gque mostra que ndo se verificou
expressédo detectdvel de E1l em células humanas a partir da
sequéncia de nucledtidos de tipo selvagem. De modo semelhante,
ndo é detectado El na pista 2 (vector vazio) e pista 1 (células
ndo transfectadas). A banda de aprox. 60 kD nas pistas 1-4 & uma
proteina celular ndo identificada que apresenta reaccdo cruzada
com o anticorpo anti-El. A banda apresenta, aproximadamente,
intensidade constante ao longo das pistas, mostrando que o

carregamento das amostras foi consistente.
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Exemplo 5 - Construcdo de Virus de Vacinia recombinante

Expressando as proteinas HPV E1 e HPV E2.

O virus de Vacinia expressando a proteina HPV-6b El1 foi
construido na Glaxo Wellcome, Stevenage, RU. Os virus de Vacinia
expressando HPV-11 El1 e HPV-11 E2 foram um amavel presente de

Jeff Engler, University of Alabama em Birmingham, E.U.A.

Resumidamente, o gene El de p6bElw/t foi clonado no vector
PpTM3 do virus de Vacinia e depois o vector recombinante,
verificado por enzimas de restricdo e ADN sequenciado, foi
utilizado para transfectadar células HTk . O wvirus de Vacinia
recombinante foi isolado e purificado em placa. A expressdo da
proteina El1 foi verificada através de transferéncia de Western
utilizando anti-soros ©peptidicos apds infeccdo de células
permissivas tanto com o virus recombinante expressando HPV-6b El
como com um segundo virus de Vacinia (vTF7-3) expressando a ARN
polimerase de Dbacteriéfago T7. A Co-infeccdo de células com
virus Vacinia vVvFT7-3 é também necessaria de modo a dirigir a
expressdo da proteina El1 e E2 a partir dos virus de Vacinia
recombinantes HPV-11 El e E2. A estirpe WR do virus de Vacinia
foi wutilizado em experiéncias de controlo negativo. O vector
PTM3 e o virus vTF7-3 foram do National Institute of Health,
Maryland, E.U.A.

Exemplo 6 - Imunologia - deteccdo de respostas celulares aos

antigénios de HPV

Todos os reagentes foram obtidos da Gibco BRL, Paisley,

Escécia ou Sigma, Poole, Dorset, salvo referéncia em contrario.
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A. protocolo de Imunizacgéo.

Foram imunizados murganhos fémea C57BU6 com 1,0-2,0 ng de
ADN (quer p6bElc/o, pb6bElw/t, p6bElc/o mut, p6bElw/t mut ou
plasmideo p7313PLc vazio) através de PMDD e reforcados com uma
dose idéntica 14 dias mais tarde. Os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e os bacos removidos para investigacéo

das respostas celulares aos antigénios de HPV.

B. Preparacédo de suspensao de células isoladas de

esplendcitos.

Os bacos foram “esmagados” entre laminas de vidro (BDH), os
glébulos vermelhos lisados (155 mM de NH,C1, 10 mM de KHCOs,
0,1 mM de EDTA) e as células ressuspensas em RPMI completo.
(meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal de vitela de
(FCS), 2 mM de glutamina, 100 wunidades/mL de penicilina,
100 pg/mL de estreptomicina e 5x10° M de 2-mercaptoetanol).

C. Infeccdo de células MC57 alvo.

Os epitopos imunodominantes derivados de antigénios de HPV
permanecem indefinidos, deste modo a deteccdo de respostas
especificas de antigénio in vitro baseia-se no processamento
natural do antigénio inteiro produzido dentro das células alvo
que foram transfectadas com ADNc codificando a(s) proteina(s)
inteira(s). As células MC57 (K" positivas) foram infectadas com
virus de vacinia recombinante expressando HPV-6b E1, HPV-11 E2
ou HPV-11 E1 utilizando uma multiplicidade de infeccdo de 5
durante 1 hora a 37 °C. O excesso de virus foi removido por
lavagem e as células ressuspensas em RPMI completo contendo

50 ng/mL de IL-2 humana recombinante (Glaxo Wellcome, Genebra).
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D. ELISPOT.

As placas ELISPOT (96 pocos, Millipore MAIP S 45 1 0) foram
revestidas com anti-IFN gama de murganho, de rato (Pharmingen
18181D) a 15 pg/mL em PBS, de um dia para o outro (4 °C) antes
da adicédo de 4x10e5 esplendcitos obtidos de grupos
experimentais. O antigénio foi apresentado através da adicdo de
1x10e4 células MC57 infectadas com vacinia recombinante. A
estirpe WR de vacinia de tipo selvagem foi utilizada como um
controlo negativo. O ensaio foi incubado de um dia para o outro

a 37 °C (5% de COy).

No dia 2 do ensaio, foram detectadas células formadoras de
manchas utilizando anti-IFN gama de murganho biotinilado, de
rato (Pharmingen 18112D) a 1 ng/mL, seguido por conjugado de
fosfatase alcalina e estreptavidina (TCS biologicals SA 1008)
numa diluicdo de 1/1000 em PBS. Isto foi visualizado utilizando
um kit de substrato da fosfatase alcalina (Biorad 170-6432) e
quantificado por anadlise de imagem. Os resultados s&o mostrados

na Fig. 9.

Como pode ser observado a partir da Fig. 9, foi observada
uma forte resposta celular a partir de todos os trés murganhos
vacinados com plasmideo codificando a segquéncia E1 de HPV-6b de
coddo optimizado, quando desafiados com El transportado no
vector de vacinia (vac.E1(1l) ou vac.El(6b)). Ndo foi observada
resposta quando estes murganhos foram desafiados com vacinia de
tipo selvagem (vac.WT), ou com vacinia expressando HPV-11 E2
(vac.E2(11)). Em contraste, a vacinacdo de murganhos com
plasmideo codificando a sequéncia El1 de tipo selvagem né&o
resulta numa resposta de células T. Os eplendcitos destes
murganhos ndo reagem ao desafio de vacinia transportando o gene
El, nem a qualquer outro desafio (dados ndo mostrados). A

mutacdo do gene El1 ndo altera a resposta celular nos murganhos.
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Além disso, uma vez que murganhos imunizados com p6bEl c/o e
p6bEl c¢/o mut produziram fortes respostas imunoldgicas celulares
contra células alvo infectadas com um virus Vacinia expressando
a proteina El1 de HPV-11, pode-se assumir que existe um elevado
nivel de reactividade c¢ruzada imunoldgica entre HPV-6b El1 e
HPV-11 El1. Os murganhos vacinados com vector p7313-PLc vazio né&o

apresentaram resposta a qualquer desafio.

Exemplo 7 - Expressdo de HPV 6b E2 em células 293T de

mamifero

Monocamadas de células 293T (80% de confluéncia) em placas
de 24 pocos foram transfectadas com 1 pg de cada plasmideo
(pobw/t, pb6bc/o, pbbw/t mut, pébc/o mut) utilizando 2,5 ulL de
Lipofectamine 2000 (Life Technologies) por transfeccdo, seguindo
o protocolo convencional (ver Exemplo 4, acima). Apds 24 horas
da transfeccdo, as células foram recolhidas, lavadas em soro
fisioldgico tamponado com fosfato e examinadas por SDS-PAGE e
transferéncia de Western utilizando um anti-soro anti-péptido E2
(#1100) produzido contra a sequéncia de aminoacidos
MEATAKRLDACQEQLLELYEEC do terminal N de HPV-6b (Fig. 10).

Resultados

Os resultados mostram uma importante banda de proteina do
tamanho previsto (40 kd - 45 kD) na pista 3 (E2 de codéo
optimizado) e na pista 5 (E2 de coddo optimizado e mutada). Uma
fraca banda do mesmo tamanho aparece também na pista 4,
indicando alguma expressdo de nivel muito baixo a partir do
plasmideo de E2 de tipo selvagem mutada, mas ndo na pista 1
(controlo negativo), ou na pista 2 (proteina E2 de tipo

selvagem). Uma banda de reaccdo cruzada de ~25 kd aparece em
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todas as pistas indicando um carregamento igual de lisados
proteicos. A mutacdo de E2 ndo parece comprometer a expressido da

proteina E2 que esté significativamente melhorada por

optimizacdo de codio.

Lisboa, 21 de Fevereiro de 2007
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REIVINDICACOES

Sequéncia de polinucledétidos que codifica uma sequéncia de
aminoadcidos do virus do papiloma humano de um antigénio
Precoce de HPV, ou seu fragmento, sendo o referido
polinucleétido capaz de produzir uma resposta imunoldgica
quando administrado in vivo, caracterizada por o referido
polinucledtido ter um coeficiente de utilizacdo de coddes
superior a 0,5 mas inferior a 1,0 para um gene humano

altamente expresso.

Sequéncia de polinucledtidos de acordo com qualquer uma da

reivindicacdo 1 gque é uma sequéncia de ADN.

Sequéncia de polinucledtidos de acordo com a reivindicacédo 1
ou 2 que codifica um polipéptido de HPV de um tipo ou
subtipo de HPV associado com o cancro cervical, verrugas

cutédneas benignas ou verrugas genitais.

Sequéncia de polinucledtidos de acordo com a reivindicacédo 3
que codifica um polipéptido de HPV de um dos tipos 1-4, o,
7, 10, 11, 16, 18, 26-29, 31, 33, 35, 39, 49, 51, 52, 56,
58, 59 e 68.

Sequéncia de polinucledtidos de acordo com 4 que codifica um
polipéptido de HPV de um tipo ou subtipo de HPV que ¢

associado com cancro cervical ou verrugas genitais.

Sequéncia de polinucledétidos de acordo com a reivindicacdo 5
que codifica um polipéptido de HPV de um dos tipos 6, 11,

16, 18, 33 ou 45, ou uma fusdo de dois ou mais polipéptidos



10.

11.

12.

13.

de um ou mais dos tipos 6, 11, 16, 18, 33 ou 45 do virus

HPV.

Sequéncia de polinucledtidos de acordo com a reivindicacdo 5
que codifica um polipéptido de HPV de um tipo ou subtipo de
HPV seleccionado de HPV 11, 6a ou 6b.

Sequéncia de polinucledétidos de acordo com gqualquer
reivindicacdo anterior que codifica um polipéptido de HPV El

mutado que tem as seguintes mutacdes K83G, R84G e G483D.

Sequéncia de polinucledétidos de acordo com dguaisquer
reivindicacdes de 1 a 7 que codifica um polipéptido de HPV

E2 mutado compreendendo uma mutacdo de KIIIA.

Sequéncia de polinucledtidos de acordo com qgualquer
reivindicacdo anterior, no qual o polipéptido de HPV
codificado compreende todo, ou uma parte de, um produto

génico precoce de HPV.

Sequéncia de polinucledétidos de acordo com a reivindicacéo
9, em que o polipéptido de HPV codificado compreende todo,
ou uma parte do, El1 ou E2, ou uma fusdo do todo, ou uma

parte do, E1 ou E2 com um outro polipéptido de HPV.

Sequéncia de polinucledtidos de acordo com qgualquer
reivindicacdo anterior tendo um coeficiente de utilizacdo de

coddes para genes de E. coli superior a 0,6.

Sequéncia de polinucledbtidos como apresentada em
(SEQ ID N° 10, fig. 5), ou um seu fragmento ou anédlogo qgue

retém a sua utilizacdo de codéao.



14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Sequéncia de polinucledtidos como apresentada em
(SEQ ID N° 11, fig. 6), ou um seu fragmento ou anédlogo gue

retém a sua utilizacdo de codéao.

Vector de expressao compreendendo uma sequéncia de
polinucledétidos, de acordo com qgualgquer reivindicacé&o
anterior, ligada operativamente a uma sequéncia de controlo
que ¢é capaz de proporcionar a expressdo da sequéncia de

polinucledétidos através de uma célula hospedeira.

Vector de expressdo de acordo com a reivindicacdo 15 que é
capaz de dirigir a expressdo da sequéncia de polinucledtidos

em células bacterianas, de insecto ou de mamifero.

Vector de expressdo de acordo com a reivindicacdo 15 ou
reivindicacdo 16, em que o esqueleto do vector é o p7313PLc

como mostrado na figura 7.

Célula hospedeira compreendendo uma sequéncia de
polinucledtidos de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1-14.

Célula hospedeira compreendendo um vector de expressdo de

acordo com qualguer uma das reivindicacdes 15-17.

Célula hospedeira de acordo com a reivindicacdo 18 ou
reivindicacdo 19 que é uma célula bacteriana, mamifero ou

insecto.

Composicédo farmacéutica compreendendo uma sequéncia de
polinucledtidos de acordo com qualqguer uma das

reivindicacdes 1-14.



22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

Composicédo farmacéutica compreendendo um vector de acordo

com qualgquer uma das reivindicacdes 15-17.

Composicédo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 21 ou
reivindicacéo 22 compreendendo uma pluralidade de
particulas, de um modo preferido particulas de ouro,

revestidas com ADN.

Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 22,
compreendendo um excipiente farmaceuticamente aceitavel e o

vector de ADN.

Composicédo farmacéutica de acordo com gqualquer uma das

reivindicacdes 21-24, compreendendo ainda um adjuvante.

Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo 25, em
que o adjuvante ¢é codificado <como uma fusdo com ©O

polipéptido de HPV codificado pelo polinucledtido.

Utilizacdo de um polinucledétido de acordo com gualgquer uma
das reivindicacdes 1-14 na preparacdo de um medicamento para

o tratamento ou profilaxia de uma infeccédo de HPV.

Utilizacdo de um vector de acordo com qualquer uma das
reivindicac®es 15-17 na preparacdo de um medicamento para o

tratamento ou profilaxia de uma infeccdo de HPV.

Utilizacdo de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 27
e 28, na qual a infeccdo de HPV é uma infeccdo de um ou mais

dos tipos 6, 11, 16 ou 18 de HPV.

Utilizacdo de um polinucledétido de acordo com gualgquer uma
das reivindicacdes 1-14, um vector de acordo com qualguer

uma das reivindicac®es 15-17 na preparacdo de um medicamento

4



para o tratamento ou profilaxia de verrugas cutdneas (pele),
verrugas genitais, células escamosas atipicas de significado
indeterminado (ASCUS), displasia cervical, neoplasia

intraepitelial cervical (CIN) ou cancro cervical.

Lisboa, 21 de Fevereiro de 2007



Hpvll~el
Hpvba-el
gb-al

gpvil-el
fpvea-el
gh~el

Hpvll-el
Hipvba-~el
gb-el

Hpvll-el
Hpvea-el
éb-el

Hpvll-el
Hpvba-el
6h~el

Bpvil-el
fpv6a-el
6b-al

Hpvll-el
Hpvba-el
tEb-el

Hpvll-el
Hpvba-el
b-el

Hpvll-el
HpvEa+el
éb-el

Hpvll-el
Hpvéa-el
tb-21

Hpvll~el
Hpv6a~el
th~el

1/12

Fig. 1

1 60
MADDSGTENEGSGCTGWINVERAIVERTTGTQISEDEELEVEDSGYDMVDFIDDRH ITONS
MADDSGTENEGSGCTOGWIMVEAIVORPTCTQISDDEDEEVEDSGYDMVDFIDDSNITHNS
MADDSGTENEGSGCTGWIMVERIVQEPTGTQISDDEDEEVEDSGYDMVDEIDDSNITHNS

61 120
VERQALENRQEADAHYATVOQULKRKYLGEPYVEPISNVANAVESEI SPRLOAIKLTTOPK
LEAQALFNRQEADTRYATVODLEKRKY LGS PYVEPINT IAEAVESEISPRLOAIKLTROPK
LEAQALFNRQEADTHYATVODLEKRKYLGSPYVSPINTIABAVESEISPRLOAIKLTROPK

121 i8¢
KVKRRLFETRELTDSGYGYSEVEA. | ATQVEKHGDPENGGDGQERDTGRDIEGEGVERRE
KVKRRLEQTRELTDSGYGYSEVEAGTGTQVEKHGVPENGGDGOEKDTGRDIEG . . EERTE
KVERRLEQTRELTOSGYGYSEVEASTGTQVEKHGVPERGGDGREKDTGRDIES. . EEHTE

181 24¢
BREAVDDSTREHADTSGILELLKCKDIRSTLRGKFKDCFGLSFVDLIRPFKSDRTTCADWY
ABAPTNSVREHAGTAGILELLKCKDLRARLLGKFKECFGLSFIDLIRPFKSDETTCRADWY
AEAPTNSVREHAGTAGILELLKCKDLRARLLGKFKECFGLSFIDLIRPPKSDKTTCLOWY

241 300
VAGFGIHRSTADAFQKLIEPLELYAHIQWLTNARGMVL LVLIRFKVNKSRCTVARTLGTL
VAGFGIHASISEAPQKLIEPLS LY AHIQWLTNAWCMVLLVLVREKVNKSRSTVARTLATL
VAGFGIHHSISEAFQKLIEPLSLYAHIQWLTNAWGMVLLVLLRFKVNKSRSTVARTLATL

301 3860
LNIPENHMLYEPPKIQSGVRALYWFRTGISNASTVIGEAPEWI TRQTVIERSLADSQFKL
LNIPONQMLIEPPKIQSGVAALYWERTGISRASTVIGEAPENITRQTVIEXGLADSOFKT,
LNIPENQMLIEPPKIQSGVAALYWERTGISNASTVIGEAPEWITROTVIERGLADSQFKE

361 429
TEMVQWAYDNLDICEESELAPEYAQRGOFOSNARAFLNSNMOAKYVKDCAIMCRHYKHAEM
TEMVOWAYDND ICEESEIAFEYAQRGDFDSNARAFLNS NMOAKYVKDCATMCRHY KHAEM
TEMVOWAYDNDICEESETAFEYAQRGDEDSNARAFLNSNMQAKYVKDCATMCRHYKHAEN

421 480
KEMS IKQWIKYRGTKVDS VGNWKPIVQFLRHQNIEF I PELSKLKLWLHGTPKKNCIAIVE
REKMS IKQWIKHRGSKIEGTGNWKPIVOFLRHQNIEFT PFLSKFKLWLHEGTPEKRNCIAIVE
RKMSIKOWIKHRGSKIEGTGNWKPIVOFLRHONIEFI PFLTKFKLWLHGTPKKNCIAIVE

481 540
PPDTEKSCFCMSLIKFLGETVISYVNSCSHEFWLGPLTDAKVALLDDATQPCHT YMDT YMR
PPOTCKSYFCMSLISFLGGTVISHVNSSSHEWLOPLVDAKVALLDDATQPCWT YMDTYMR
PPOTGKSYFCMSLISFLGGTVISHVNSSSHEWLQPLVDAKVALLDDATQPCWI YMDT YMR

541 600
NLLDGNFMS IDRKHRALTLIKCPPLLVTSNIDISKEEKYKYLESRVETETFPNPFPEDRN
NLLDGNPMS IDRKHKALTLIKCPPLLVTSNI DI TKEEKYKYLATRVETFTEPNPFRPFDRN
NLLDGNPMS IDRKHKALTLIKCPPLLVTSRIDITKEDKYKYLHTRVITFTFPNPFEFDRN

601 6§51
GNAVYELSDANWKCEF FERLSSSLDIEDSEDEEDGSNSQAFRCVPGESVYRTL
GRAVYELSNANWKCFFERLSSSLDIQDSEDEEDGSNSQAFRCVPGTVVRTL
GNAVYELSNTNWKCEFERLSSSLDIQDSEDEEDGSNSQAFRCVPGTVVRTI L
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Fig. 2

1 60
MADDSGTENEGSGCTCWFMVEATVQHPTGTQISDDEDEEVEDSGYDMVDEFIDDSNITRNS
MADDSGTENEGSGCTGWFMVEAIVOHPTGTQISODEDEEVEDSGYDMVDEIDDSNITENS

61 120
LEAQALFNRQEADTHYATVQDLKRKYLGSPYVSPINTIAEAVESEISPRLDAIKLTRQOPK
LEAQALFNRQEADTHYATVQDLGGKYLGSPYVSPINTIAEAVESEISPRLDATIKLTRQPK

121 180
KVKRRLFQTRELTDSGYGYSEVEARGTGTQVERHGVPENGGOGOEKDTGRDIEGEEHTEAE
KVKRRLFQTRELTDSGYGYSEVEAGTGTQVEKHGVPENGGDGOEKDTGRDIEGEEHTERE

181 240
APTNSVREBAGTAGILELLKCKDLRAALLGKFKECFGLSFIDLIRPFKSDKTTCLDWVVA
APTNSVREHAGTAGILELLKCKDLRAALLGKFKECFGLSFIDLIRPFKSDKTTCLDWVVA

241 300
GFGIHHSISEAFQKLIEPLSLYAHIQWLTNAWGMVLLVLLRFKVRKSRSTVARTLATLLN
GFGIRHSISEAFQKLIEPLSLYAHIQWLTNAWGMVLLVLLREFKVNKSRSTVARTLATLLN

301 360
IPENQMLIEPPRIQSGVAALYWFRTGISNASTVIGERPEWI TROTVIEHGLADSQFKLTE
IPENOMLIEPFKIQSGVARLYWFRTGISNASTVIGEAPEWITROQTVIERGLADSQFKLTE

361 420
MVQWAYDNDICEESEIAFEYAQRGDEDSNARAFLNSNMQOAKYVKDCATMCRHY KHAEMRK
MVQWAYDNDICEESEIAFEYAQRGDFDSNARAFLRSNMOAKY VKDCATMCRHYKHAEMRK

421 480
MSIKQWIKHRGSKIEGIGNWKEIVQFLRHONIEFIPFLTKFKLWLHGTPKKNCIAIVGPP
MSIKQWIKHRGSKIEGTIGNWKPIVQFLREQRIEFIPFLTKEFKLWLHGT PKKNCIAIVGPP

481 540
DTGKSYFCMSLISFLOCGTVISHVNSSSRFWLOPLVDAKVALLDDATQPCWI YMDTYMRNL
DTDKSYFCMSLISFLGGTVISHVNSSSREFWLQPLVOAKVALLDDATQPCHWIYMDTYMRNL

541 600
LOGNPMSIDREKHKALTLIKCPPLLVTSNIDITKEDKYKYLETRVITETEPNPFPFDRNGN
LOGNPMSIDRKHKALTLIKCPPLLVTISNIDITKEDKYKYLHTRVTTETFPNPFPFDRNGN

601 649
AVYELSNTNWKCFFERLSSSLDIQDSEDEEDGSNSOAFRCVPGTVVRTL
AVYELSNTNWKCEFERLSSSLDIQDSEDEEDGSNSQAFRCVPGTVVRTL
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Fig. 3

1 60
MEATAKRLDACODQLLELYEENSIDIHKHRIMHWRCIRLESVLLHKAKOMGLSHRIGLQYV P
MEAIAKRLDACQEQLLELYEENST DLNKHVLHRKCMREESVLLYKAKOQMGLSHIGMOVV P
MEAIAKRLDACQEQLLELYEENSTDLHKAVLHWKCMRRESVLLYKAKQMGLSHIGMQVVE

61 120
PLTVSETKGHNATEMOMHLESLAKTQYGVEPWTLQOTSYEMWLTPPRKRCFRKQGNTVEVK
PLKVSEAKGHNAIEMOMELESLLKTEYSMEPWTLQETS YEMWQOT PRPKRCFKKRGKTVEVK
PLKVSEAKGHNATEMOMHLESLLRTEYSME PHTLQETSYEMWQTPPKRCFKKRGKTVEVK

121 180
FDGCEDNVMEYVVWTHRIYLQDNDSWVKVTSSVDAKGIYYTCGQFKTYYVNEFNKEAQKYGS
FDGCANNTMDYVVHTRVYVQDTDSWVKVHESMVDAKGIYYTCGOFKTYYVNFVKEAEKYGS
FOGCANNTMDYVVWTDVY VOONDTWVKVHSMVDAKGIYYTCGQFKTYYVNEFVKEAEKYGS

181 230
TNHWEVCYGSTVICSPASVSSTVREVSIAEPTTYTPAQTTAPTVSACTTEDGVSAPPRKR
THKQWEVCYGSTVICSPASVSSTTIQEVSIPESTTYTPAQTSTP . VSSSTQEDAVQTPERKR
TRKHWEVCYGSTVICSPASVSSTTQOEVSIPESTTYTPAQTSTL . VESSTKEDAVQTPPRKR

241 300
RRGPSTN. .NTLCVANIRSVOSTINNIVTDNYNKHORRNNCHSAATPIVQLOGDSNCLKC
ARGVQOSPCHALCVAHIGPVDSGNHNLITNNHDQHQRRNNSNSSATPIVQFQGESNCLKC
ARGVQOSPCRALCVARIGPVDSGNRNLITNNRDQHORRNNSNSSATPIVQFQGESNCLKC

301 360
FRYRLNDKYKHLFELASSTWHWASPEAPHEKNAIVTILTYSSEEQRQQFLNSVKIPPTIRHK
FRYRLNDKHRELFDLISSTWHWAS PKAPHKHAIVTVTYHSEEQROQFLNVVKIPPTIREK
FRYRLNDRHRHLFDLISSTWHWASSKAPHKHAIVIVTIYDSEEQRQOFLDVVKIPPTISHK

361 369
VGFMSLHLL
LGFMSLHLL
LGFMSLHLL
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Fig. 4a
1 60
MEATAKRLDACQDQLLELYEENSIDIHKHIMHRKC I RLESVLLHKAKQMGLSHIGLOVV D
MERIAKRLDACQDQLLELYEENSIDI BKH IMHWKCIRLESVLLEKAKOMGLSHIGLOVVE
MEAIAKRLDACQDQLLELYEENST DI HKH TMHWKC IRLESVLLHKAKOMGLSHIGLQVVD

6l 1290
PLTVSETKGHNAIEMOMHLESLAKTQYGVEPWTLODTSYEMWL T PPRRCFAKQGNTVEVK
PLTVSETKGHNAIEMOMHLESLAKTQYGVEPWILQDTSYEMRLT PPKRCFAKQGNTVEVK
PLTVSETKGHNAIEMQMHLESLAKTQYCVEPWILQDTSYEMWLT PPKRCEFKKQGNTVEVK

121 180
FDGCEDNVMEYVVWTHI YLODNDSWVKVTSSVDAKGIYYTCGRQFKTYYVNFRKEAQKYGS
FOGCEDNVMEYVVWTHI YLODNDSWVKVT SSVDAKGIYYTCGOFKTYYVNFNKERQKYGS
FDGCEDNVMEYVVWTHI YLODNDSWVKVTSSVDAKGIYYTCGQFKTYYVNFNKEAQKYGS

181 240
THNHEWEVCYGSTVICSPASVSSTVREVSIAEPTTYTPAQTTAPTVSACTTEDGVSARPRKR
TNHWEVCYGSTVICSPASVSSTVREVSIAEPTTYTPAQTTAPTVSACTTEDGVSAPPRER
TNHWEVCYGSTVICSPASVSSTVREVSIARPTTYTPAQTTAPTVSACTTEDGVSARERKR

241 300
ARGESTMNTLCVANIRSVDSTINNIVIDNYNKHORRNNCHSAATPIVQLQGDSNCLKCFER
ARGPSTHNTLCVANIRSVDSTINNIVTDNYNKHORRNNCHSAAT PIVOLQGDSNCLKCER
ARGPSTNNTLCVANIRSVDSTINNIVIDNYNKHORRNNCHSAATPIVQLOGDSNCLKCER

301 360
YRLUNDKYKHLEELASSTWHWAS PEAPHENAIVTLTYSSEEQROQFLNSVKIPPTIRHKVG
YRLNDKYKHLEELASSTWHWAS PEAPHKNAIVILTYSSEEQRQQFLNSVKIPPTIRRKVG
¥RLNDKYKELFELASSTWHWAS PEAPHKNAIVTLTYSSEEQRQOQFLNSVKIPPTIRRKVG

361

FMSLHLL
FMSLHLL
FMSLRLL

367

Fig. 4b
b 60
MEAIAKRLDACQEQLLELYEENSTDLEKHVLHAWKCMRHESVLLYKAKQOMGLSHIGMQVVE

MEAIAKRLDACQEQLLELYEERSTDLEKHVLEWKCMREESVLLYKAKQMGLSRIGMQUVP

61 120
PLKVSEAKGHNAIEMOMHLESLLRTEY SMEPWILQETSYEMWQT PPKRCEKKRGKTVEVEK
PLKVSEAKGHNATEMOMHLESLLRTEYSMEPWTLQETSYEMWQT PPKRCFAKRGKTVEVE

121 184
FDCCANNTMDYVVHTDVYVQDNDTWVKVHSMVDAKGIYYTCGREKTY YVNFVKERAEKYGS
FDGCANNTMDYVVWTDVYVQDNDTWVKVHSMVDAKGIYYTCGREKTYYVNEVKEAEKYGS

181 240
TKHWEVCYGSTVICSPASVSSTTOREVSIPESTTYTPAQTSTL. VSSSTRKEDAVQTPPRKR
TKHREVCYGSTVICSPASVSSTTQEVSIPESTTYTPAQTSTL . VSSSTKEDRDAVQT PPRKR

241 300
ARGVQQOSPCNALCVAHIGPVDEGNHNLITNNHDQRQORRNNSNSSATPIVOFOGESNCLKC
ARGVOQSPCNALCVARIGPVDSGRANLITNNHDQHORRNNSNSSATPIVQFQGESNCLKC
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Fig.4 Cont..

301

: 360
Hpv-6be2-wt FRYRLNDRHRHLFDLISSTWHWASSKAPHKHAIVIVTYDSEEQRQQFLDVVKIEPTISHK
Hpv-6be2-mut FRYRLNDRHRHLEDLISSTWHWASSKAPRKHAIVIVTYDSEEQRQOFLOVVKIPPTTSHK

361 369
Hpv-6be2~wt LGFMSLHLL
Hpv-8bel-mut LGFMSLHLL
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Fig. 5
1 60
GCGGCCGCCATGGCAGRCCGATTCCGGTACTGAGRACGAAGGTTCTGGTTGTACCGETTSS

601 120
TTCATGETTGAAGCAATCGTTCAGCATCCGACTGGTACCCAGATCTCCGATGACGAAGAC

121 180
GAAGAAGTTGAAGATTCTGGT TACGRCATGGTTGACTTCATCGATGACTCCAACATCALT

181 240
CATAACTCTCTGGAAGCACAGGCTCTGTTTAACCGCCAGGAAGCTGATACCCATTACGCT

241 300
ACTGTTCAGGACCTGGGAGELARATATCTGGECTCTCCGTACGTTTCCCCGATCARCACT

301 380
ATCGCAGAACCAGTTCAGTCTGARATCTCCCCGCGCCTGGACGC TATCAAACTGACTCGET

361 420
CRAGCCGAAGARGGTTRARCGTCGTCTGTTCCAGACTCGTGAACTGACCGACTCCGGTTAC

421 480
GOETTATAGCGAACTTGAGCLCTEGCACCCGCACCCAGGTTGRARARARCACGGTGTACCGGAR

481 540
ARCGGCGGCGACGETCAGGAAARGGACACCGECCECGACATCEAGEGTGAGGAACACACC

541 600
GAAGCTGAAGCTCCGACTRACTCTGTTCGTGAACACGCAGGTACTGCGEGTATCCTGGAA

601 660
CTGCTGAAATGCARAGACCTGCGCGCEGCTCTGCTGGGTAART TCAAAGAATECTTEGGS

661 720
CTGTCTTTCATTGACCTGATCCGTCCGTTTAAGTCTGACARARCTACCTGTCTGGACTGG

121 780
GTTGTAGCACGCTTCGECATCCACCACTCTATCTCTGAAGCATTCCAGARAACTGATCGAG

781 840
CCGCTGTCTCTGTACGCGCACATCCAGTGGCTGACTAACGC T TEGGGTATGGTTLTGETS

841 300
GTACTGCTGCGCTTTARAGTAARCARATCTCGTTCCACTSTTGCTCGTACTCTGGLTACC

901 350
CTGCTGARCATCCCGGAGAACCAGATGCTGATUGAARCCGCCGAARATCCAGTCTGGTETA

961 1020
GCTGCACTGTACTGGTTTCGTACTGGCATCTICTAACGCTAGCAC TG TTATCGGTGAAGCA

1021 1080
CCGGAATGGATCACTCGTCAGACCSTTATCGARCACGGTCTGGCAGATTCTCAGT TCARA

1081 1140
CTGACTGAAATGGTTCAGTGGGCATACCGACARCGACATC THCGRAGCAATCTGRARTTGCG
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Fig. 5 Cont..

1141 1200
TTCGAATACGCTCAGCGTEGCGACTTCGACTCCRACGCTCGTGCTTTCCTGAACAGCAAC

1201 1260
ATGCAGGCTAAATACGTARARGACTGCGCTACCATGTCCCGTCACTACARACACGEGGAA

1261 1320
ATGCGTARAATGTCTATCAAACAGTGGATCAAGCACCGCEGTTCTARAATCEARGRTACE

1321 1380
GGTARCTGGARRCCGATCGTTCAGTTCCTGCGCCATCAGAACATCGAATTCATCCCGTTC

1381 1440
CTGACCAARTTCAAGCTGTGGCTGCACGETACCCCGARAAANMAACTGCATCGCTATCGTA

1441 1500
GOTCCACCGGACACTGACAAGTCTTACTTICTGTATGTCCCTGATCTCTTTCCTGERCEGT

1501 1560
ACTGTAATCTCTCACGTTAACTCT TCCTCCCATTTCTGGCTGCAGCCACTGGTAGACGES

1561 1620
ARAGTAGCTCTGCTHGACGACGCEACCCAGCCGTECTGGATCTACATGGATACTTACATG

1621 . 1680
CGCAACCTGCTGGACGETAACCCGATGTCTATCGACCGTARACACARAGCGCTGACTCTG

1681 1740
ATCAAGTGCCCGCCGCTGCTGETAACTTCTARCATCGACATCACCAAGGAAGATARRTAC

1741 1800
BAGTACCTGCATACCCGIGTTACTACCTTTACTTTCCCGAACCCGTTCCCGTTTGATCGT

1801 1860
ARCGGTRACGCTGTTTACGAACTGTCCAACACTAACTGGAAATGCTTCTTCGAGCGTCTS

1861 1820
TCTTCCTCCCTGGACATCCAGGACTCTGAAGATGAAGRAGATCG T TCTARCTCTCAGGCT

1821 1968
TTCCGTIGTGTTCCGGGTACTGTTETTCGTACTCTGTGAGGATCC * .
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Fig. ©

1 60
' GCGGCCECCATGGRAGCCATCGCGRAGRGGLTCGALCGCCTGCCAGGARCCAGCTECTECG

61 120
AGCTGTACGAGGAGAACAGCATTGACATCCATARGCECATCATGCACTGGAAGTGCATTC

121 180
GCCTGGAGAGCGTGCTGT TGCACAAGGCCARGCAGATGGGCCTGTCCCACATAGGCCTTC

181 240
BAGGTGETCCCCCCTCTGACCGTGTCAGAGARCARAGGGCCATARCGCAMTUGAGATGCAGA

241 300
TGCACCTCGAGTCGCTGGUGARAACACRAGTACGGUGTGGAGCCATGGACCCTGCAGGALA

301 360
CCTCGTACGARRTGTGGCTEACCCCACCTARGCGATGCTTCGLCCAAACAGGGERACACAG

361 420
TGGAGCTGAAGTTCGACCGCTGTGAGGATAACGTTATEGAGTATGTCGTGTGGACGCACA

421 480
TCTATCTGCAGGACAARCGACAGTTGGGTGAAGGTGACCAGCTCCGTGGACGCGAAGGGCA

481 540
TCTACTATACCTGTGGGCAGTTTARRACCTACTATGTGAACTTCARCAARGAGGCCCAAA

541 600
AGTATGGCTCCACCARCCACTGGGAGGTCTGCTATGGGAGCACGGTGATTTGETCTCCCG

601 e&0
CCAGCGTGTICTAGCACTGTGCLCGAGGTEAGCATIGCCEAGCCCACCACGTACACTLCTG

661 720
CCCAGACGACCGCTCCGACCETGTCTGCT TG TACTACCGAGGACGGCGTGAGCGCTCCAC

721 780
CCAGGARAGCGTGLGAGGGGCCCCARGCACCAACAACALCCTCTGTGTGGCGAACATTCGCA

781 B40
GCGTCGACAGTACCATCAATAACATCGTGACGGATAACTATAACBAGCACCAGRGGCGTA

841 9GO0
ACAACTGTCACTCTGCCGCARCCCCCATCGTGCRGCTCCAGGGAGACAGCART TGCCTTA

801 960
AGTGCTTCCGCTATCGCCTCARCGACAAGTACRAGCACCTCTTTGRAGCTCGCCTLGTCGA

961 1020
CGTGGCACTGGGCCTCACCCGAGGCACCTCACAAGAACGCCATCGTCACTCTCACTTACT

1021 1080
CCAGTGAGGAGCRAGAGACAGCAGTTTCTGAACAGCGTGARGATCCCACCGREGATLCGTC

1081 1123
ATARAGGTCGGCTTCATGTCACTGCATCTCCTGTGAGGATCC !
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Figura 7: WRG7313plc
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Fig. 8
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Legenda:

1-Controlo de lisado
de células 2937

2-Controle de vector
p7313PLc

3-pbbELl w/it

4-p6bEl cfo
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Fig.®
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Fig.

p7313PLc
p6bE2 wit
p6bE2 c/o
pObE2 w/t mutado
p6LE?2 c/o mutado
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