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DESCRIPCION

Formulaciones y formas de uso de la vacuna capsémero de virus de papiloma.
Campo de la invencion

La presente invencion se relaciona con formulaciones de vacunas que comprenden proteinas del virus del papiloma,
como proteinas de fusién, proteinas truncadas, o proteinas de fusion truncadas. La invencién adicionalmente abarca
métodos para producir capsémeros de las formulaciones, como también métodos profilacticos y terapéuticos para su
uso.

Antecedentes

Infecciones con ciertas cepas de alto riesgo de virus genital de papiloma en humanos (VPH) -por ejemplo. VPH
16, 18, 0 45- se cree que son el principal factor de riesgo para la formacién de tumores malignos del tracto anogenital.
De las posibles malignidades, el carcinoma cervical es, con mucho, el mds frecuente: de acuerdo a un estimado por
la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), casi 500.000 nuevos casos de la enfermedad ocurren anualmente. Por
la frecuencia con la cual ocurre esta patologia, la conexion entre infeccién con VPH y carcinoma cervical ha sido
extensivamente examinada, llevando a numerosas generalizaciones.

Por ejemplo, se conocen lesiones precursoras de neoplasia intraepitelial cervical (NIC) por ser causadas por infec-
ciones con el virus del papiloma [Crum, New Eng. J. Med. 310.880-883 (1984)]. ADN de los genomas de ciertos tipos
de VPH, incluyendo por ejemplo, cepas 16, 18, 33, 35, y 45, han sido detectados en mas de 95% de las biopsias de
tumor de pacientes con esta enfermedad, como también en lineas celulares primarias cultivadas de los tumores. Se ha
encontrado que aproximadamente 50 a 70% de las células tumorales NIC incluyen ADN derivado solo de VPH 16.

Los productos de proteinas de los genes tempranos de VPH 16 y VPH 18 E6 y E7 han sido detectados en lineas
celulares de carcinoma cervical como también en queratinocitos humanos transformados in vitro [Wettstein, et al., en
PAPILLOMA VIRUSES AND HUMAN CANCER, Pfister (Ed.),CRC Press: Boca Raton, FL 1990 pp 155-179] y
un porcentaje significativo de pacientes con carcinoma cervical tienen anticuerpos anti-E6 o anti-E7. Se ha mostrado
que las proteinas E6 y E7 participan en induccion de sintesis de ADN celular en células humanas, transformacién
de queratinocitos humanos y otros tipos de células, y formacion de tumores en ratones transgénicos [Arbelt, et al.,
J. Virol. , 68:4358-4364 (1994): Auewarakul, et al., Mol. Cell. Biol. 14:8250-8258 (1994); Barbosa. et al., J. Virol.
65:292-298 (1991); Kaur, et al., J. Gen. Virol. 70:1261-1266 (1989): Schlegel, et al., EMBO J., 7:3181-3187 (1988)].
La expresion constitutiva de las proteinas E6/E7 parece ser necesaria para mantener la condicion transformada de
tumores VPH-positivos.

A pesar de la capacidad de algunas cepas VPH para inducir fenotipos neoplésicos in vivo e in vitro, todavia otros
tipos de VPH causan verrugas genitales benignas tales como Condylomata acuminata y son solo raramente asociados
con tumores malignos [Ikenberg. In Gross, ef al., (eds.) GENITAL PAPILLOMAVIRUS INFECTIONS. Springer
Verlag: Berlin, pp., 87-112]. Cepas de bajo riesgo de este tipo incluyen, por ejemplo, VPH 6 y 11.

Mais a menudo, los virus del papiloma genital humano son transmitidos entre humanos durante el coito, lo cual
en muchos casos, conlleva a la infeccién persistente en la membrana mucosa anogenital. Mientras esta observacién
sugiere que la infeccién primaria induce una respuesta inmune inadecuada o que el virus ha desarrollado la habilidad
de evadir la vigilancia inmune, otras observaciones sugieren que el sistema inmune estd activo durante la manifesta-
cién primaria como también durante la progresion maligna de infecciones del virus del papiloma [Altmann et al. en
VIRUSES AND CANCER, Minson et al., (eds.) Cambridge University Press, (1994) pp. 71-80].

Por ejemplo, la manifestacion clinica de la infeccién primaria con virus de papiloma de conejo o bovino puede ser
prevenida con vacunacion con extractos de verrugas o proteinas estructurales virales [Altmann, et al., supra; Campo,
Curr. Top. En Microbiol and Immunol. 186:255-266 (1994); Yindle and Frazer, Curr. Top. En Microbiol. and Immunol.
186;217-253 (1994)]. Roedores previamente vacunados con recombinantes vaccinia que codifican proteinas tempranas
VPH 16 E6 o E7, o con péptidos E6 o E7 sintéticos, son de la misma forma protegidos de la formacién de tumores
después de la inoculacién de células transformadas autélogas VPH 16 [Altman, et al., supra; Campo, et al., supra;
Yindle and Frazer, et al. supra]. La regresion de las verrugas puede ser inducida por la transferencia de linfocitos de
animales regresores seguida de infeccién por virus de papiloma animal. Finalmente, en pacientes inmunosuprimidos,
tales como, por ejemplo, receptores de transplantes de érganos o individuos infectados con VIH, la incidencia de
verrugas genitales, NIC, y cancer anogenital es elevada.

DE4435907A y Virology 234, 1997, paginas 93-111 revela varios métodos para producir particulas tipo virus
VPH. W09531476A revela el uso de un polipéptido sintético durante la preparacién de una proteina de fusién L1
recombinante.

Hasta la fecha, no se han descrito vacunas de VPH que comprendan el virus del papiloma humano proteina L1
tardia en la forma de capsémeros que sean adecuados para propoésitos profildcticos y terapéuticos. Ya que la proteina L1
no estd presente en lesiones genitales malignas, la vacunacién con la proteina L1 no tiene ningin potencial terapéutico
para estos pacientes. La construccion de proteinas quiméricas, que comprende residuos de amino acidos de la proteina
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L1 y, por ejemplo proteina E6 o E7, lo que da lugar a capsémeros quiméricos, combina funciones profilacticas y
terapéuticas de una vacuna. Un método para produccion de alto nivel de capsémeros quiméricos serfa por lo tanto
particularmente deseable, en vista de las posibles ventajas ofrecidas por tal vacuna para intervencién profilactica y
terapéutica.

Por lo tanto existe una necesidad en la técnica para proveer formulaciones de vacunas que puedan prevenir o
tratar infeccion con VPH. Métodos para producir formulaciones de vacuna que superen los problemas conocidos en la
técnica por ser asociados con la expresion y purificacioén de la proteina VPH recombinante seria manifiestamente util
para tratar la poblacién de individuos ya infectados con VPH como también seria til para inmunizar la poblacién de
individuos susceptibles a la infeccién con VPH.

Resumen de la invencion

La presente invencion provee formulaciones terapéuticas y profilacticas de la vacuna que comprenden capsémeros
de papiloma humano quiméricos. La invencién también provee métodos terapéuticos para tratar pacientes infecta-
dos con VPH como también métodos profildcticos para prevenir la infeccién por VPH en un individuo susceptible.
Meétodos para la produccién y purificacién de capsémeros y proteinas de la invencién también son contemplados.

En un aspecto de la invencion, se consideran las vacunaciones profilacticas para la prevencion de la infeccién con
VPH las cuales incorporan las proteinas estructurales L1 y L2 del virus del papiloma. El desarrollo de una vacuna
de este tipo enfrenta obstaculos significativos porque los virus del papiloma no pueden ser propagados a titulaciones
adecuadas en cultivos celulares u otros sistemas experimentales para proveer las proteinas virales en suficiente cantidad
para una produccién econdémica de la vacuna. Ademas, metodologias recombinantes para expresar las proteinas no
son siempre sencillas y usualmente resultan en un bajo rendimiento de proteina. Recientemente han sido descritas
particulas tipo-virus (VLPs), similares en conformacién a estructuras capsidas virales, las cuales son formadas en
células Sf-9 de insecto en la expresion de proteinas virales L1 y L2 (o L1 por si sola) usando vaccinia recombinante
o baculovirus. La purificacién de los VLPs puede ser lograda muy simplemente por medio de centrifugacién en CsCl
o gradientes de sacarosa [Kimbauer, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA), 99:12180-12814 (1992): Kirnbaurer, et al.,
J. Virol. 67:6929-6936 (1994); Proso, et al., J. Virol. 6714:1936-1944 (1992): Sasagawa, et al., Virology 2016:126-
195 (1995): Volpers, et al., J. Virol. 69: 3258-3264 (1995); Zhou, et al., J. Gen. Virol. 74:762-769 (1993): Zhou,
et al., Virology 185:251-257 (1991)].W(093/02184 describe un método en el cual particulas tipo virus de papiloma
(VLPs) son usadas para aplicaciones diagndsticas o como una vacuna contra infecciones causadas por el virus del
papiloma. WO 94/00152 describe la produccién de proteina recombinante de L1 la cual imita el epitopo neutralizante
conformacional en viriones de papiloma humanos y animales.

En otro aspecto de la invencién, las vacunaciones terapéuticas son provistas para aliviar complicaciones de, por
ejemplo, carcinoma cervical o lesiones precursoras resultando de infeccién con virus del papiloma, y por lo tanto
representan una alternativa a la intervencion profilactica. Vacunaciones de este tipo pueden comprender proteinas tem-
pranas de papiloma, principalmente E6 o E7, las cuales son expresadas en las células infectadas persistentemente. Se
asume que, siguiendo la administracién de una vacunacién de este tipo, células-T citotdxicas pueden ser activadas
contra células infectadas persistentemente en lesiones genitales. La aplicacion PCT de patente WO 93/20844 revela
que la proteina temprana E7 y fragmentos antigénicos de la misma del virus de papiloma de VPH o VPB son terapéu-
ticamente efectivos en la regresion, pero no en la prevencion, de tumores de virus de papiloma en mamiferos. Mientras
que proteinas VPH tempranas han sido producidas por expresion recombinante en E. coli o tipos celulares eucaridticos
apropiados, la purificacion de las proteinas recombinantes se ha probado dificil debido a la baja solubilidad inherente
y procedimientos de purificacién complejos los cuales generalmente requieren una combinacién de pasos, incluyendo
cromatografia de intercambio de iones, filtracién en gel y cromatografia de afinidad.

De acuerdo a la presente invencion, formulaciones de vacunas que comprenden capsémeros de virus del papiloma
estan provistas las cuales comprenden (i) una primera proteina que es una proteina viral intacta expresada como una
proteina de fusién comprendida en parte de residuos de amino 4cidos de una segunda proteina; donde la segunda
proteina es un antigeno tumoral humano, un antigeno viral o un antigeno bacterial, dicha formulacién provocando una
respuesta inmune la cual neutraliza viriones del virus de papiloma humano donde dicho capsémero es obtenido por
separacion de o desensamblaje de particulas tipo virus. De acuerdo a la invencién, formulaciones de la vacuna estidn
provistas comprendiendo capsémeros de virus de papiloma bovino (VPB) y virus de papiloma humano. Capsémeros de
virus de papiloma bovino preferidos comprenden proteinas de virus de papiloma bovino tipo 1. Capsémeros de virus de
papiloma humano preferidos comprenden proteinas de cualquiera de las cepas de virus de papiloma humano VPHO,
VPHI11, VPH16, VPH18, VPH33, VPH35, y VPH45. Las formulaciones de la vacuna més preferidas comprenden
capsémeros que comprenden proteinas de VPH16.

En un aspecto, formulaciones de vacuna capsémero de la invencién comprenden una primera proteina viral intacta
expresada como una proteina de fusién con residuos de amino 4cido adicionales de una segunda proteina. Proteinas
virales intactas preferidas son las proteinas estructurales virales de papiloma L1 y L2. Capsémeros compuestos de
fusiones de proteina viral intacta pueden ser producidos usando las proteinas L1 y L2 juntas o la proteina L1 solamente.
Capsémeros preferidos estdn hechos completamente de proteinas de fusién L1, la secuencia de amino 4cido la cual
es expuesta en SEQ ID NO: 2 y codificada por la secuencia de polinucleétido de SEQ ID NO: 1. Amino 4cidos de
la segunda proteina pueden ser derivados de numerosas fuentes (incluyendo residuos de amino acido de la primera
proteina) siempre y cuando la adicién de los residuos de amino acido de la segunda proteina a la primera proteina
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permita la formacidén de capsémeros. Preferiblemente, la adicidn de los residuos de amino 4cido de la segunda proteina
inhibe la habilidad de la proteina viral intacta de formar estructuras de particula tipo virus; mds preferiblemente, los
residuos de amino 4cido de la segunda proteina promueven la formacién de capsémeros. En una modalidad de la
invencion, la segunda proteina puede ser cualquier antigeno tumoral humano, antigeno viral, o antigeno bacterial el
cual es importante en la estimulacién de una respuesta inmune en estados de enfermedades neoplésicas o infecciosas.
En una modalidad preferida, la segunda proteina es también una proteina de virus de papiloma. También es preferido
que la segunda proteina sea el producto de la expresion del gen temprano del virus de papiloma. También es preferido,
sin embargo, que la segunda proteina sea seleccionada del grupo de E1, E2, E3, E4, ES. E6, y E7 - productos tempranos
de genes codificados en el genoma de las cepas de virus de papiloma VPH6, VPH11, VPH18, VPH33, VPH35, o VPH
45. Es mas preferido que la segunda proteina sea codificada por el VPH16 gen E7, el marco de lectura abierto el
cual es dispuesto en SEQ ID NO: 3. Capsémeros ensamblados de subunidades de proteina de fusién son referidos
de aqui en adelante como capsémeros quiméricos. En una modalidad, la formulacién de la vacuna de la invencién es
compuesta de capsomeros quiméricos donde residuos de amino dcidos de la proteina L1 forman aproximadamente
50 a 99% del total de residuos de amino 4cidos de proteina de fusién. En otra modalidad, residuos de amino acido
L1 forman aproximadamente 60 a 90% del total de los residuos de amino dcido de la proteina de fusién; en una
modalidad particularmente preferida, amino dcidos L1 comprenden aproximadamente 80% de los residuos de amino
dcido de proteina de fusion.

En otro aspecto de la invencién el cual es el tema de la aplicacién de patente EP 98950930.2, formulaciones de
vacuna de capsémero son provistas que son compuestas de proteinas virales truncadas teniendo una supresién de uno
0 mas residuos de amino acidos necesarios para la formacion de una particula tipo virus. Es preferido que la supresién
de amino 4dcido no inhiba la formacién de capsdmeros por la proteina truncada, y es mas preferido que la supresion
favorezca la formacién del capsémero. Formulaciones de vacunas preferidas de este tipo incluyen capsémeros com-
puestos de L1 truncada con o sin proteinas virales L2. Capsémeros particularmente preferidos estdn compuestos de
proteinas truncadas L1. Proteinas truncadas contempladas por la invencion incluyen aquellas que tienen uno o mas
residuos de amino dcidos borrados del terminal carboxi de la proteina, o uno o mas residuos de amino 4cidos borrados
del terminal amino de la proteina, o uno o mas residuos de amino dcido borrado de una regién interna (es decir, no de
cualquiera de los terminales) de la proteina. Formulaciones de la vacuna de capsémero preferidas estin compuestas
de proteinas truncadas en el terminal carboxi. En formulaciones que incluyen la proteina L1 derivada de VPH 16, es
preferido que se borren desde 1 a 34 residuos de amino 4cido carboxi terminal. Supresiones relativamente mas cortas
también son contempladas las cuales ofrecen la ventaja de menor modificacién de las propiedades antigénicas de las
protefnas L1 y los capsémeros formados del mismo. Es mds preferido, sin embargo, que 34 residuos de amino 4dcidos
sean borrados de la secuencia L1, correspondiendo a amino dcidos 472 a 505 en VPH16 expuesto en SEQ ID NO:
2, y codificado por la secuencia de polinucledtido correspondiente a los nucleétidos 1414 a 1516 en la secuencia de
codificacion L1 VPH16 expuesta en SEQ ID NO: 1.

Cuando una formulacién de vacuna de capsomero es hecha de proteinas que portan una supresion interna, es prefe-
rido que la secuencia de amino acido borrada comprenda la regién de localizacién nuclear de la proteina. En la proteina
L1 de VPH16, la sefial de localizacién nuclear es encontrada desde aproximadamente el residuo de amino 4cido 499
a aproximadamente el residuo de amino acido 505. Siguiendo la expresion de las proteinas L1 donde el NLS ha sido
borrado, el montaje de las estructuras de capsémero ocurre en el citoplasma de la célula huésped. Consiguientemente,
la purificacién de los capsémeros es posible desde el citoplasma en vez de desde el niicleo donde proteinas intactas L1
se ensamblan en capsdmeros. Capsdmeros que resultan del montaje de proteinas truncadas donde secuencias de amino
dcido adicionales no remplazan las secuencias de proteina borradas son necesariamente no quiméricas en naturaleza.

Formulaciones de vacuna de capsémero también son provistas lo cual es el tema de la aplicacién de patente EP
98950930.2 comprendiendo proteina viral truncada expresada como una proteina de fusién adyacente a residuos de
amino 4cidos de una segunda proteina. Proteinas virales truncadas preferidas de la invencién son las proteinas virales
de papiloma estructural L1 y L2. Capsdémeros compuestos de fusiones de proteina viral truncada pueden ser produci-
das usando componentes de proteina L1 y L2. Capsémeros compuestos de fusiones de proteina viral truncada pueden
ser producidas usando componentes de proteinas L1 y L2 juntos o solo la proteina L1. Capsémeros preferidos son
aquellos compuestos de residuos de amino dcido de proteina L.1. Componentes de proteina viral truncada de las pro-
tefnas de fusion incluyen aquellas que tienen uno o mas residuos de amino 4cido borrados del terminal carboxi de
la proteina, o uno o mas residuos de amino 4cido borrados del terminal amino de la proteina, o uno o mas residuos
de amino 4cido borrados de una regién interna (es decir, no de ninguno de los terminales) de la proteina. Formu-
laciones preferidas de la vacuna de capsémero estdn compuestas de proteinas truncadas en el terminal carboxi. En
esas formulaciones incluyendo la proteina L1 derivada de VPH16, es preferido que desde 1 a 34 residuos de amino
dcido carboxi terminal sean borrados. Supresiones relativamente mds cortas también son contempladas que ofrecen
la ventaja de menor modificacién de las propiedades antigénicas del componente de la proteina L1 de la proteina de
fusién y los capsémeros formados del mismo. Es mds preferido, sin embargo, que 34 residuos de amino 4cido sean
borrados desde la secuencia L1, correspondiendo a los amino acidos 472 a 505 en VPH16 presentado en SEQ ID
NO: 2, y codificado por la secuencia de polinucleétido que corresponde a nucledtidos 1414 a 1516 en la secuencia de
codificacion de VPH16 humano L1 presentada en SEQ ID NO: 1. Cuando la formulacién de la vacuna es compuesta
de capsémeros formados por proteinas que portan una supresion interna, es preferido que la secuencia de amino dcido
borrada comprenda la regién de localizacion nuclear, o secuencia, de la proteina.

Amino 4cidos de la segunda proteina pueden ser derivados de numerosas fuentes siempre y cuando la adicién
de los residuos de amino 4cido de la segunda proteina a la primera proteina permita la formacién de capsémeros.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2337492 T3

Preferiblemente, la adicién de los residuos de amino dcido de la segunda proteina promueve o favorece la formacién de
capsomeros. Residuos de amino 4cido de la segunda proteina pueden ser derivados de numerosas fuentes, incluyendo
residuos de amino 4cido de la primera proteina. En una modalidad preferida, la segunda proteina es también una
proteina del virus de papiloma. También es preferido que la segunda proteina sea el producto de expresién del gen
temprano del virus del papiloma. Es mds preferido, sin embargo, que la segunda proteina sea seleccionada del grupo
de productos del gen temprano que codificando por genes E1, E2, E3, E4, ES, E6, y E7 del virus de papiloma. En una
modalidad, la formulacién de la vacuna de la invencién es compuesta de capsdmeros quiméricos donde los residuos
de amino 4cido de la proteina L1 forman aproximadamente 50 a 99% del total de los residuos de amino acido de
la proteina de fusién. En otra modalidad, residuos de amino 4cido L1 forman aproximadamente 60 a 90% del total
de residuos de amino acido de proteina de fusion; en una modalidad particularmente preferida, amino acidos L1
comprenden aproximadamente 80% de los residuos de amino dcido de proteina de fusion.

En una modalidad preferida de la invencién, proteinas de las formulaciones de la vacuna son producidas por
metodologias recombinantes, pero en formulaciones que comprenden proteina viral intacta, las proteinas pueden ser
aisladas de las fuentes naturales. Proteinas intactas aisladas de fuentes naturales pueden ser modificadas in vitro para
incluir residuos de amino 4cido adicionales para proveer una proteina de fusién de la invencién usando técnicas de
modificacién covalente bien conocidas y practicadas rutinariamente en la técnica. Similarmente, en formulaciones que
comprenden proteinas virales truncadas, las proteinas pueden ser aisladas de fuentes naturales como proteinas intactas
e hidrolizadas in vitro usando hidrélisis quimica o digestién enzimdtica con cualquiera de un numero de proteasas
sitio-especificas o generales, la proteina truncada subsecuentemente modificada para incluir residuos de amino dcido
adicionales como descrito arriba para proveer una proteina de fusién truncada de la invencion, la cual es el tema de la
aplicacién de patente EP 98950930.2.

En la produccién de capsdmeros, técnicas de biologia molecular recombinante pueden ser utilizadas para producir
ADN que codifique la proteina intacta deseada, la proteina truncada, o la proteina de fusién truncada. Metodologias
recombinantes requeridas para producir un ADN que codifique una proteina deseada son bien conocidas y rutina-
riamente practicadas en la técnica. Manuales de laboratorio, por ejemplo Sambrook, et al., (eds.). MOLECULAR
CLONING: A LABORATORY MANUAL. Cold Spring Harbor Press: Cold Spring Harbor, NY (1989) y Ausebel et
al., (eds.). PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, John Wiley&Sons. Inc. (1994-1997), describen en detalle
técnicas necesarias para realizar las manipulaciones de ADN requeridas. Para la produccién a gran escala de capséme-
ros quiméricos, la expresion protéica puede ser realizada usando vectores virales o eucaridticos. Vectores preferibles
incluyen cualquiera de los vectores de expresion procaridticos bien conocidos, baculovirus recombinantes, vectores
COS célula especificos, recombinantes de vaccinia, o construcciones de expresion levadura especificas. Cuando pro-
tefnas recombinantes son usadas para proveer capsémeros de la invencidn, las proteinas pueden ser primero aisladas
de la célula huésped de su expresion y a partir de entonces incubadas bajo condiciones que permiten auto montaje para
proveer capsoémeros. Alternativamente, las proteinas pueden ser expresadas bajo condiciones donde los capsémeros
son formados en la célula huésped.

La invencién también contempla procesos para la produccién de capsémeros de las formulaciones de la vacuna.
En un método, las proteinas L1 son expresadas de ADN que codifica seis histidinas adicionales en el terminal carboxi
de la secuencia codificadora de la proteina L1. Proteinas L1 expresadas con histidinas adicionales (proteinas His L.1)
son mas preferiblemente expresadas en E. coli y las proteinas His L1 pueden ser purificadas usando cromatografia
de afinidad de niquel. Proteinas His Llen lisado de célula son suspendidas en un amortiguador de desnaturalizacion,
por ejemplo, 6M hidrocloruro de guanidina o un amortiguador de capacidad desnaturalizante equivalente, y después
sometido a cromatografia de niquel. Proteina eluida del paso de cromatografia de niquel es renaturalizada, por ejemplo
en 150 mM NaCl, 1mM CaCl,, 0.01% Triton-X 100, 10 mM HEPES (-2 hidroxietil piperazina-N’-2 etano acido
sulfénico), pH 7.4. De acuerdo a un método preferido de la invencion, el montaje de capsémeros toma lugar después
de didlisis de las proteinas purificadas, preferiblemente después de diélisis contra 150 mM NaCl, 25 mM Ca**, 10%
DMSO (dimetil sulféxido, 0.1% Triton-X 100, 10 mM Tris [tris-(hidroximetil) amino-metano] acido acético con un
pH de valor 5.0.

La formacién de capsémeros puede ser monitoreada por microscopia electrénica, y, en casos donde los capsémeros
estan compuestos de proteinas de fusidn, la presencia de varios componentes de proteina en el capsémero ensamblado
puede ser confirmada por andlisis de Western blot usando antisuero especifico.

De acuerdo a la presente invencion, formulaciones de vacunas se proveen para uso en tratamiento terapéutico de
individuos infectados con VPH. El uso de formulaciones de vacunas también provee para tratamiento profilactico de
individuos susceptibles a infecciéon con VPH. Mientras que individuos infectados pueden ser ficilmente identificados
usando técnicas de diagndstico estandar, individuos susceptibles pueden ser identificados, por ejemplo, como aquellos
involucrados en relaciones sexuales con un individuo infectado. Sin embargo, debido a la alta frecuencia de infeccién
por VPH, todas las personas activas sexualmente son susceptibles a la infeccién con el virus de papiloma.

La administracién de una formulacion de vacuna puede incluir uno o mas componentes adicionales tales como
vehiculos farmacéuticamente aceptables, diluyentes, adyuvantes, y/o amortiguadores. Las vacunas pueden ser admi-
nistradas una tnica vez o multiples veces. La formulacién de la vacuna de la invencién puede ser administrada por
varias vias incluyendo, por ejemplo, administracion oral, intravenosa, intramuscular, nasal, rectal, transdérmica, vagi-
nal, subcutdnea e intraperitoneal.
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Formulaciones de la vacuna de la invencién ofrecen numerosas ventajas cuando son comparadas a preparaciones
convencionales de vacunas. Como parte de una vacunacion terapéutica, los capsémeros pueden promover la elimina-
cion de células persistentemente infectadas en, por ejemplo, pacientes con NIC o carcinoma cervical. Adicionalmente,
vacunaciones terapéuticas de este tipo también pueden servir un propdsito profilactico protegiendo pacientes con
lesiones NIC de una re-infeccion. Como una ventaja adicional, los capsémeros pueden escapar neutralizacion por
anticuerpos anticdpsidos pre existentes y por lo tanto poseen una vida media de circulacién mds larga comparado con
particulas quiméricas tipo virus.

Formulaciones de vacunas que comprenden capsémeros quiméricos pueden proveer la ventaja adicional de antige-
nicidad aumentada de ambos componentes de proteina de la proteina de fusidn de la cual se forma el capsémero. Por
ejemplo, en un VLP, componentes de proteina del capsémero subyacente puede ser enterrada en la estructura global
como un resultado de posicionamiento internalizado dentro del mismo VLP. Similarmente, epitopos de los componen-
tes de proteina pueden ser obstruidos estéricamente como un resultado de contacto capsémero-a-capsémero, y por lo
tanto inaccesible para provocar una respuesta inmune. Resultados preliminares usando proteinas de fusién L1/E7 para
producir VLPs respaldan esta posicion en la que ninguna respuesta de anticuerpos fue detectada contra el componente
E7. Esta observacion es consistente con previos resultados los cuales indican que la regién terminal carboxi de L1
forma estructuras de brazo interpentaméricas que permiten el ensamblaje de capsémeros en capsidos [Garcia, et al., J.
Virol. 71:2988-2995 (1997)]. Presumiblemente en una estructura quimérica de capsémero, ambos componentes de la
proteina de la subestructura de la proteina de fusién son accesibles para provocar una respuesta inmune. Vacunas de
capsémero podrian por lo tanto ofrecer la ventaja adicional de antigenicidad aumentada contra cualquier componente
de proteina, incluyendo, por ejemplo, epitopos neutralizantes de proteinas de otros virus, expresadas como una fusién
con secuencias de amino acido L1.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion es ilustrada por los siguientes ejemplos. El Ejemplo 1 describe la construccién de vectores
de expresién para producir proteinas de fusion, o quiméricas, o virales. El Ejemplo 2 se relaciona a la generacién de
baculovirus recombinantes para la expresion de proteinas virales. El Ejemplo 3 trata la purificacién de capsémeros.
El Ejemplo 4 describe un protocolo de inmunizacién para la produccién de antisuero y anticuerpos monoclonales. El
Ejemplo 5 provee un ELISA péptido para cuantificar la formacion de capsémeros. El Ejemplo 6 describe un ELISA de
captura de antigenos para cuantificar la formacién de capsémeros. El Ejemplo 7 provee un ensayo de hemoaglutinina
para ensayar para la induccién de anticuerpos neutralizantes.

Ejemplo 1
Construccion de Genes Quiméricos LI

El ADN que codifica el marco de lectura abierta VPH 16 L1 fue eliminado del pladsmido 16-114/k-L1/L2-pSynxtVI-
[Kirnbauer et al., J. Virol. 67:6929-6936 (1994)] usando Bg/Il y el fragmento resultante subclonado en pUC 19 (New
England, Biolabs, Beverly, MA) previamente linealizado en el dnico sitio de restriccién BamHI. Dos construcciones
de expresion bésica fueron primero generadas para permitir insercion subsecuente de ADN para permitir expresion de
la proteina de fusién. Una construccién codificada VPH 16 L1A310 teniendo una supresién de nueve amino acidos:
se conocia que la regién borrada mostraba homologia de bajo nivel con todas las otras proteinas L1 del virus de pa-
piloma. La segunda construccién, VPH 16 L1 AC. codificaba una proteina con una supresién de 34 amino acidos de
los residuos del terminal carboxi L1. Otras construcciones incluyen un sitio de restriccién EcoRV en la posicién de
la supresion para insercién facilitada de ADN que codifica otras secuencias de proteina. La adicion del sitio EcoRV
codifica dos amino 4cidos de proteina no-L1, aspartato e isoleucina.

A. Generacion de una construccion de expresion VPH 16 LIA310

Dos cebadores (SEQ ID NOs: 5 y 6) fueron disefiados para amplificar el vector pUC19 y la secuencia codificadora
completa VPH 16 L1, excepto nucleétidos 916 hasta 942 en la SEQ ID NO: 1. Los cebadores fueron sintetizados para
producir también un sitio de restriccién tinico EcoRV (subrayado en las SEQ ID Nos: 5 y 6) en los terminales del
producto de amplificacién.

CCCCGATATCGCCTTTAATGTATAAATCGTCTGG
SEQID NO: 5

CCCCGATATCTCAAATTAT ITTCCTACACCTAGTG
SEQ ID NO: 6

El producto PCR resultante fue digerido con EcoRV para proveer terminaciones complementarias y el producto de
digestién circularizado por ligacion. E1 ADN ligado fue transformado en E. coli usando técnicas estdndar y plasmidos
de colonias resultantes fueron exploradas para la presencia de un sitio de restriccién EcoRV. Un clon designado VPH
16 L1 A310 fue identificado como teniendo la supresién apropiada de veintisiete nucleétidos y ésta construccion fue
usada para insertar fragmentos de ADN que codifican otras proteinas VPH 16 en el sitio EcoRV como se discute abajo.
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B. Generacion de construcciones de expresion VPH 16 L1 AC

Dos cebadores (SEQ ID NOs: 7 y 8) fueron disefiados complementariamente para el marco de lectura abierta VPH
16 L1 tal que los cebadores colindaran uno con otro para permitir amplificacién en direcciones contrarias sobre la
plantilla de ADN que comprende las secuencias VPH 16 L1 en pUC19 descrito arriba.

AAAGATATCTTGTAGTAAAAATTTGCGTCCTAAAGGAAAC
SEQ ID NO: 7
AAAGATATCTAATCTACCTCTACAACTGCTAAACGCAAAAAACG
SEQID NO: 8

Cada cebador introdujo un sitio de restricciéon EcoRV en el terminal del producto de amplificacion. En el cebador
corriente abajo (SEQ ID NO: 8), el sitio EcoRV fue seguido por un codén de parada TAA translacional posicionado
de forma que el producto de amplificacion, en la ligacién de los extremos de EcoRV para circularizar, incluiria la
supresion de los 34 amino 4cidos del terminal carboxi. Se realizé PCR para amplificar el marco parcial de lectura
abierto L1 y el vector completo. El producto de amplificacién fue roto con EcoRYV, circularizado con ADN T4 ligasa,
y transformado en células @ DHS E. coli. Plasmidos de clones viables fueron analizados para la presencia de un sitio
EcoRV el cual linearizara el plasmido. Una construccién positiva designada pUCHPv16L1AC fue identificada y usada
para insertar ADN de otras proteinas VPH 16 usando el sitio EcoRV.

C. Insercion de fragmentos de ADN en VPH 16 L1 A310y VPH 16 L1 AC

Fragmentos de ADN de VPH 16 E7 que codifican amino 4cidos 1-50, 1-60, 1-98, 25-75, 40-98, 50-98 en SEQ ID
NO: 4 fueron amplificados usando cebadores que introducian sitios de restriccion terminal 5’EcoRV para facilitar la
insercion del fragmento en cualquiera de las secuencias modificadas VPH 16 L1 A310y VPH 16 L1 AC. En varias de
las reacciones de amplificacion, el cebador E7.1 (SEQ ID NO: 9) fue usado en combinacion con el cebador E7.2 (SEQ
ID NO: 10) para generar un fragmento de ADN que codifica amino acidos E7 1-50: con el cebador E7.3 (SEQ ID NO:
11) para generar un fragmento de ADN que codifica amino dcidos E7 1-60: o con el cebador E7.4 (SEQ ID NO: 12)
para generar un fragmento de ADN que codifica amino 4cidos E7 1-98. En otras reacciones de amplificacion, pares
de cebadores E7.5 (SEQ ID NO: 13) y E7.6 (SEQ ID NO: 14) fueron usados para amplificar un fragmento de ADN
codificando amino acidos E7 25-75: E7.7 (SEQ ID NO: 15) y E7.4 (SEQ ID NO: 12) fueron usados para amplificar
un fragmento de ADN codificando amino 4cidos E7 40-98; y E7.8 (SEQ ID NO: 16) y E7.4 (SEQ ID NO: 12) fueron
usados para amplificar un fragmento de ADN codificando amino 4cidos E7 50-98.

Cebador E7.1 SEQ ID NO: 9
AAAAGATATCATGCATGGAGATACACCTACATTGC

Cebador E7.2 SEQ ID NO: 10
TTTTGATATCGGCTCTGTCCGGTTCTGCTTGTCC

Cebador E7.3 SEQID NO: 11
TTTTGATATCCTTGCAACAAAAGGTTACAATATTGTAATGGGCC
Cebador E7 .4 SEQ ID NO: 12
AAAAGATATCTGGTTTCTGAGAACAGATGGGGCAC

Cebador E7.5 SEQ ID NO: 13
TTTTGATATCGATTATGAGCAATTAAATGACAGCTCAG
Cebador E7.6 SEQID NO: 14
TTTTGATATCGTCTACGTGTGTGCTTTGTACGCAC

Cebador E7.7 SEQID NO: 15
TTTATCGATATCGGTCCAGCTGGACAAGCAGAACCGGAC
Cebador E7.8 SEQID NO: 16
TTTTGATATCGATGCCCATTACAATATTGTAACCTTTTG

Similarmente, nucle6tidos del ADN que codifica la proteina matriz de influenza (SEQ ID NO: 17) fue amplificado
usando el par de cebadores presentado en SEQ ID NOs: 19 y 20. Ambos cebadores introdujeron un sitio de restriccién
EcoRV en el producto de amplificacion.
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TTTTGATATCGATATGGAATGGCTAAAGACAAGACCAATC
SEQ ID NO: 19
TTTTGATATCGTTGTTTGGATCCCCATTCCCATTG

SEQ ID NO: 20

Productos PCR de cada una de las reacciones de amplificacién fueron cortados con EcoRV e insertadas en el sitio
EcoRV de cualquiera de las secuencias VPH 16 L1 A310 y VPH 16 L1 AC previamente linearizadas con la misma
enzima. Para lograr determinar la orientacién de las inserciones en pldsmidos que codifican amino 4cidos E7 25-75
y 50-98 y plasmido incluyendo proteina de matriz de influenza, se utiliz6 digestion Clal, tomando ventaja de un sitio
de restriccién que esta superpuesto con el sitio de restriccion recién creado EcoRV (GATATCGAT) e incluido en el
cebador corriente arriba. Para las tres construcciones de expresion incluyendo la metionina de iniciacién de VPH 16
E7, la orientacién de la insercion fue determinada utilizando un sitio de restricciéon Ns/I dentro de la region codificadora
E7.

Una vez que las construcciones de expresion con inserciones apropiadas fueron identificadas, la regiéon de co-
dificacion de la proteina para L1 y para amino 4cidos insertados fue eliminado como una unidad usando enzimas
de restriccion Xbal y Smal y el ADN aislado ligado al plasmido pVL 1393 (Invitrogen) para generar baculovirus
recombinantes.

D. Eliminacion de Sitios de Restriccion EcoRV en Construcciones de Expresion

La secuencia VPH 16 L1 AC incluye ADN del sitio EcoRV que resulta en la translacién de amino dcidos no
encontrados normalmente en polipéptidos L1 tipo salvaje. Por lo tanto, una serie de construcciones de expresion fue
disefiada en la cual el sitio EcoRV artificial fue eliminado. La secuencia L1 para éstas series de construcciones de
expresion fue designado VPH 16L1AC*.

Para generar una construccién de expresion que contiene la secuencia VPH 16L1AC*, dos reacciones PCR fueron
realizadas para amplificar dos fragmentos superpuestos de pUC-VPH16L1AC codificando amino 4cidos E7 1-50. Los
fragmentos de ADN resultantes fueron superpuestos en la posicion del limite L1/E7 pero no contenia los dos sitios de
restriccion EcoRV. El fragmento 1 fue generado usando cebadores P1 (SEQ ID NO: 21) y P2 (SEQ ID NO: 22) y el
fragmento 2 usando cebadores P3 (SEQ ID NO: 23) y P4 (SEQ ID NO: 24).

Cebador P1 SEQ ID NO: 21
GTTATGACATACATACATTCTATG

Cebador P2 SEQ ID NO: 22
CCATGCATTCCTGCTTGTAGTAAAAATTTGCGTCC
Cebador P3 SEQ ID NO: 23
CTACAAGCAGGAATGCATGGAGATACACC
Cebador P4 SEQ ID NO: 24

CATCTGAAGCTTAGTAATGGGCTCTGTCCGGTTCTG

Después de las dos primeras reacciones de amplificacion, los dos productos purificados fueron usados como plan-
tillas en otra reaccién PCR usando solamente los cebadores P1 y P4. El producto amplificado resultante fue digerido
con enzimas EcoNI y HindlIll insertado en la construccion de expresion VPH 16L1AC descrito arriba seguido de di-
gestion con las mismas enzimas. La construccion de expresion resultante se diferenciaba de la construccién original
VPH16LAC con ADN codificando amino dcidos L1 y E7 1-50 por pérdida de los dos sitios de restriccion internos
EcoRV. El primer sitio EcoRV fue reemplazado por ADN codificando alanina nativa L1 y amino 4cidos de glicina
en esta posicién y la segunda fue remplazada por una sefial de parada translacional. En adicién, la construccion de
expresion, designada VPH 16 L1AC* E7 1-52, contenia los primeros 52 amino dcidos de VPH 16 E7 como resultado
de usar el cebador P4 que también codifica residuos de amino dcidos E7 histidina en la posicién 51 y tirosina en la
posicion 52. VPH 16 L1AC* E7 1-52 fue entonces usado para generar construcciones de expresién VPH 16 L1AC
adicionales posteriormente incluyendo ADN que codifica amino dcidos E7 1-55 usando el cebador P1 (SEQ ID NO:
21) en combinacién con el cebador P5 (SEQ ID NO: 25), amino acidos E7 1-60 con el par de cebadores P1 y P6 (SEQ
ID NO: 26), y amino acidos E7 1-65 con el par de cebadores P1 y P7 (SEQ ID NO: 27). Las secuencias de ADN
codificadoras de amino 4cido adicionales en los productos de amplificacién surgieron del disefio de los cebadores para
incluir nucleétidos adicionales para los amino dcidos deseados.
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Cebador P5 SEQ ID NO: 25
CATCTGAAGCTTAACAATATTGTAATGGGCTCTGTCCG
Cebador P6 SEQ ID NO: 26

CATCTGAAGCTTACTTGCAACAAAAGGTTA-
CAATATTGTAATGGGCTCTGTCCG
Cebador P7 SEQ ID NO: 27
CATCTGAAGCTTAAAGCGTAGAGTCACACTTGCAAC-
AAAAGGTTACAATATTGTAATGGGCTCTGTCCG

Similarmente, VPH 16 L1IAC* E7 1-70 fue generado usando la plantilla de ADN que codifica VPH 16 LIAC* E7
1-66 y el par de cebadores P1 y P§ (SEQ ID NO: 28).

Cebador P8 SEQ ID NO: 28
CATCTGAAGCTTATTGTACGCACAAC-
CGAAGCGTAGAGTCACACTTG

Siguiendo cada reaccién PCR, los productos de amplificacion fueron digeridos con EcoNI y Hindlll e insertados
en VPHI6L1AC previamente digerido con las mismas enzimas. Secuencias de cada una de las construcciones fueron
determinadas usando un instrumento de secuenciamiento Applied Biosystems Prism 377 con dideoxinucledtidos de
terminacion de cadena fluorescente [Prober et al., Science 238:336-341 (1987)].

Ejemplo 2
Generacion de Baculovirus Recombinante

Células Spodoptera frugiperda (Sf9) fueron cultivadas en cultivos de suspensiéon o monocapa a 27° en medio
TNMFH (Sigma) suplementado con 10% de suero fetal de becerro y 2 mM de glutamina. Para la construccién de
baculovirus recombinante basado en VPH 16 L1, células Sf9 fueron transfectadas con 10 ug de plasmido de transfe-
rencia junto con 2 ug de ADN Baculo-Gold linearizado (PharMingen, San Diego, CA). Virus recombinante fueron
purificados de acuerdo al protocolo sugerido por el fabricante.

Para probar la expresion de proteina VPH 16 L1, 10° células Sf9 fueron infectadas con baculovirus recombinante
a una multiplicidad de infeccién (m.o.i) de 5 a 10. Después de incubacion por tres a cuatro dias a 28°C, se extrajo el
medio y las células fueron lavadas con PBS. Las células fueron lisadas en amortiguador SDS de muestra y analizadas
por SDS-PAGE y Western blotting usando anticuerpos anti-VPH16 L1 y anti-VPH16 E7.

Para poder determinar cudles de las construcciones de expresion de proteina L1 quimérica producirian preferencial-
mente capsomeros, extractos de células transfectadas fueron sometidos a centrifugacién de gradiente. Las fracciones
obtenidas del gradiente fueron analizadas para el contenido de proteina L1 por Western blotting y para formacién VLP
por microscopia electrénica. Los resultados son mostrados en la Tabla 1.

La proteina VPH L1 intacta, como también la expresién de productos VPH 16 L1A310 y VPH 16 L1AC. Se
mostré que cada uno producia capsémeros y particulas tipo virus en iguales proporciones. Cuando las secuencias de
codificacién E7 fueron insertadas en el vector VPH 16 L1 A310, sélo proteinas de fusién incluyendo amino 4cidos E7
la 50 producidos dieron lugar a formacién detectable de capsémeros.

Cuando el ADN que codifica E7 fue insertado en el vector VPH 16 L1AC, se encontrd que todas las proteinas de
fusién producen capsémeros; proteinas quiméricas incluyendo residuos de amino acido E7 40-98 produjeron el nivel
mds alto de estructuras exclusivamente de capsémero. Proteinas quiméricas incluyendo amino dcidos E7 1-98 y 25-
75 ambos produjeron predominantemente capsémeros, aunque también se observé formacién de particulas tipo virus.
La proteina quimérica incluyendo amino dcidos 1-60 result6 en niveles casi iguales de produccién de capsémeros y
particulas tipo virus.

Cuando secuencias E7 fueron insertadas en el vector VPH 16 L1A*C, se mostré que todas las proteinas de fusién
producian capsémeros. La inserciéon de ADN que codifica para residuos E7 1-52, 1-55, y 1-60 produjeron el nivel
mas alto de capsémeros, pero se observaron niveles iguales de produccién de particulas tipo virus. Mientras la inser-
cién de ADN que codifique ADN E7 para residuos 1-65, 1-70, 25-75, 40-98, y 1-98 resulté en niveles de cdpsido
comparativamente mds bajos o indetectables, capsdmeros fueron producidos en altas cantidades.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2337492 T3

TABLA 1
Capacidad de Formacion de Capsomero y Capsido de Proteinas Quiméricas VPH L1

Construccion de Insercion Rendimiento de Rendimiento de
Expresiéon L1 Capsomero Cipsido
VPH 16 L1 Ninguno -+t A+
VPH 16 L1A310 Ninguno +++ ++

| VPH 16 LIAC Ninguno NS Tt ]
VPH 16 L1A310 E7 1-98 - -

LVPH 16 L1A310 E7 1-50 ++ - J
VPH 16 L1A310 E7 25-75 - -

‘ VPH 16 L1A310 E7 50-98 - - ‘
VPH 16 L1AC E7 1-98 +++ +

\ VPH 16 L1IAC E7 25-75 = ¥ ‘
VPH 16 L1AC E7 50-98 + +

LVPH 16 LIAC E7 1-60 F— A+ J
VPH 16 L1AC E7 40-98 ++++ -

\ VPH 16 LIAC Influenza - ¥ ‘
VPH 16 L1A*C E7 1-52 A+t -+

\ VPH 16 L1A*C E7 1-55 A A ‘
VPH 16 L1A*C E7 1-60 +++ ++++

LVPH 16 L1A*C E7 1-65 =+ - J
VPH 16 L1A*C E7 1-70 ++ -

Ejemplo 3

Purificacion de Capsomeros

Células Trichopulsia ni (TN) High Five fueron cultivadas a una densidad de aproximadamente 2 x 10° células/ml
en medio libre de suero Ex-Cell 405 (JRH Biosciences). Aproximadamente 2 x 10% células fueron peletizadas por
centrifugacién a 1000 x g por 15 minutos, resuspendido en 20 ml de medio, e infectado con baculovirus recombinante
am.oide 2 a5 por 1 hora a temperatura ambiente. Después de la adicién de 200 ml de medio, las células fueron
sembradas sobre placa e incubadas por 3 a 4 dias a 27°C. Seguido de la incubacion, las células fueron recolectadas,
peletizadas, y resuspendidas en 10 ml de amortiguador de extraccién.

Los siguientes pasos fueron realizados a 4°C. Las células fueron sonicadas por 45 segundos a 60 vatios y el
lisado de células resultante fue centrifugado a 10.000 rpm en un rotor Sorval SS34. El sobrenadante fue removido y
retenido mientras que el peletizado fue resuspendido en 6 ml de amortiguador de extraccién, sonicado por 3 segundos
adicionales a 60 vatios, y nuevamente centrifugado. Los dos sobrenadantes fueron combinados, puestos en capas sobre
un gradiente de dos pasos que contiene 14 ml de 40% sacarosa sobre 8 ml de solucién CsCl (4.6 g CsCl por 8 ml en
amortiguador de extraccion), y centrifugado en un rotor Sorval AH629 de contenedor oscilante por 2 horas a 27,000
rpm a 10°C. La regién de interfase entre la CsCl y la sacarosa junto con la capa completa CsCl fueron recolectados
en tubos Quickseal de 13.4 ml (Beckman) y se agrego amortiguador de extraccidn para ajustar el volumen a 13.4 ml.
Se centrifugaron las muestras toda la noche a 50.000 rpm a 20°C en un rotor Beckman 70 TI. Los gradientes fueron
fraccionados (1 ml por fraccién) perforando tubos arriba y en el fondo con una aguja de calibre 21. Las fracciones
de cada tubo fueron recolectadas y 2.5 ul de cada fraccién fueron analizados por un 10% gel SDS-poliacrilamida y
Western blotting usando un anticuerpo anti-VPH16 L1.

Particulas tipo virus y capsémeros fueron separados de las fracciones identificadas arriba por sedimentacién en 10
a 50% gradientes de sacarosa. Fracciones pico de gradientes CsClI fueron reunidas y dializadas por 2 horas contra 5
mM HEPES (pH 7.5). La mitad del dializado fue usado para producir capsémero por desensamblaje de VLPs intactos
durante la noche agregando EDTA (concentracién final 50 mM), EGTA (50 mM), DTT (30 mM). NaCl (100 mM), y
Tris/HCI, pH 8.0, (10 mM). Como control, solo se agregé NaCl y Tris/HCI a la otra mitad.
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Para el andlisis de capsémeros producidos de VLPs desensamblados, EDTA, EGTA, y DTT (concentracién final
5 mM cada uno) fueron agregados a los protectores de sacarosa los cuales fueron centrifugados a 250,000 x g por 2
a 4 horas a 4°C. Las fracciones fueron recolectadas perforando tubos desde el fondo. Una dilucién de 1:10 de cada
fraccion fue entonces analizada por captura de antigeno ELISA.

Ejemplo 4
Protocolo de Inmunizacion para la Produccion de Antisuero Policlonal y Anticuerpos Monoclonales

Ratones calvos/c son inmunizados subcutdneamente tres veces, cada cuatro semanas con aproximadamente 60 ug
de capsémeros quiméricos de VPH mezclados 1:1 con Adyuvante de Freund completo o incompleto en un volumen
total de 100 ug. Seis semanas después de la tercera inmunizacion, los ratones son sacrificados y se recolecta sangre
por puncién cardiaca.

Ejemplo 5
ELISA Péptido para Cuantificar la Formacion de Capsomeros

Placas de microtitulo (Dynatech) son cubiertas toda la noche con 50 ul de péptido E701 [Muller et al., 1982] a
una concentracion de 10 pug/ml en PBS. Los pozos son cubiertos por 2 horas a 37°C con 100 ul de amortiguador que
contiene 5% de BSA y 0.05% Tween 20 en PBS y lavados tres veces con PBS que contiene 0.05% Tween 20. Después
de la tercera lavada. 50 ul de suero diluido 1:5000 en BSA/Tween 20/PBS es agregado a cada pozo y se incuba por 1
hora. Se lavan las placas nuevamente como antes y 50 ul de conjugado de peroxidasa de cabra-anti-ratén es agregado a
una dilucién de 1:5000. Después de 1 hora, se lavan las placas y se manchan usando sustrato ABTS (0.2 mg/ml, 2.2’-
Azino-bis(acido 3-etilbenziazolina-S-sulfénico en 0.1 M amortiguador Na-Acetato-Fosfato (pH 4.2) con 4 ul 30%
H,0, por 10 ml). La extincién es medida después de 1 hora a 490 nm en un lector de placa automético Dynatech.

Ejemplo 6
Captura de Antigeno ELISA para Cuantificar la Formacion de Capsomero

Para permitir cuantificacion relativa de particulas tipo virus y capsémeros en fracciones de gradientes CsCl, se
utilizé una captura de antigeno ELISA. Placas de microtitulo fueron cubiertas toda la noche con 50 ul/pozo de una
dilucién de 1:500 (concentracién final de 2 pg por ml, en PBS) con una proteina A anticuerpo monoclonal de ratén
purificado de proteina A inmuno especifico para VPH 16 L1 (anticuerpos 25/C, MMO7 y Ritti 1 fueron obtenidos de
ratones inmunizados con VPH 16 VLPs). Se bloquearon placas con 5% leche/PBS por 1 hora y 50 ul de fracciones de
gradientes CsCl fueron agregados por 1 hora a 37°C usando una dilucién de 1:300 (en 5% leche/PBS). Después de tres
lavadas con PBS/0.05% Tween 20, 50 ul de un antisuero de conejo policlonal (dilucién 1:3000 en leche/PBS), cultivado
contra VPH 16 VLPs fue agregado y se incubaron placas a 37° por 1 hora. Las placas fueron lavadas nuevamente y
posteriormente incubadas con 50 ul de conjugado de peroxidasa de cabra-anti-conejo (Sigma) diluido 1:5000 en PBS
conteniendo 5% de leche por 1 hora. Después del lavado final, las placas fueron tefiidas con sustrato ABTS por 30
minutos y la extincién fue medida a 490 nm en un lector de placa automdtico Dynatech. Como control negativo, el
ensayo también incluy$ pozos cubiertos solamente con PBS.

Para probar anticuerpos monoclonales para especificidad de capsémero, los VLPs con EDTA/DTT para desen-
samblar particulas. Preparaciones de particula tratadas fueron ensayadas en un ELISA antigeno-captura y las lecturas
fueron comparadas a controles no tratados. Para el desensamblaje, 40 ul de VLPs fueron incubados toda la noche a
4°C en 500 ul de amortiguador de disrupcion conteniendo 30 mM DTT. 50 mM usados en el ELISA de captura de
arriba en una dilucién 1:20-1:40.

Ejemplo 7
Ensayo de Inhibicion de Hemaglutinina

Para poder determinar la extensidn a la cual vacunas de capsémero quiméricas provocan produccién de anticuerpos
neutralizantes, se realiza un ensayo de inhibicion de hemaglutinacién como se describe brevemente abajo. Este ensayo
es basado en previas observaciones que particulas tipo virus son capaces de hemoaglutinar células rojas sanguineas.

Los ratones son inmunizados con cualquiera de las vacunas de capsémero quiméricas y suero es recolectado como
descrito arriba en el Ejemplo 4. Como controles positivos, particulas tipo virus VPH16 L1 (VLPs) PV1 bovino (VPB)
L1 VLPs son ensayados en paralelo con una preparacién de capsémero quimérico. Para establecer una linea base
positiva, el VPH16 o VPB1 VLPs son primero incubados con o sin suero recolectado de ratones inmunizados después
de lo cual se agregan células sanguineas rojas. La extension a la cual la preincubacién con suero de ratén inhibe la
hemoaglutinacién de células rojas sanguineas es una indicacion de la capacidad de neutralizacion de suero de ratdn.
Los experimentos son entonces repetidos usando capsémeros quiméricos para poder determinar el efecto neutralizante
del suero de ratén en la vacuna. Un protocolo breve para el ensayo de inhibicién de hemoaglutinacién es descrito
abajo.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2337492 T3

Cien microlitros de heparina (1000 usp unidades/ml) son agregadas a 1 ml de sangre de ratén fresca. Células
sanguineas rojas son lavadas tres veces con PBS seguido de centrifugacion y resuspension en un volumen de 10 ml.
Después, los eritrocitos son resuspendidos en 0.5 ml de PBS y almacenados a 4°C por hasta tres dias. Para el ensayo
de hemoaglutinina 70 ul de la suspensién son usados por pozo en una placa de 96 pozos.

Alicuotas de capsdmero quimérico de gradientes CsCl son dializados por una hora contra 10 mM Hepes (pH7.5) y
100 w1 de diluciones dobles en serie en PBS son agregadas a eritrocitos de ratén en placas de microtitulo de 96 pozos de
fondo redondo las cuales son posteriormente incubadas por 3-16 horas a 4°C. Para la inhibicién de hemoaglutinacion,
los capsémeros son incubados con diluciones de anticuerpos en PBS por 60 minutos a temperatura ambiente y después
son agregadas a los eritrocitos. El nivel de hemoaglutinacién de eritrocitos, y por lo tanto la presencia de anticuerpos
neutralizantes, es determinada por métodos estandar.

En resultados preliminares, suero de ratén generado contra capsémeros quiméricos comprendiendo proteina
VPHI6L1AC en asociacién con residuos de amino acido E7 1-98 se observé que inhibe la hemoaglutinacién por
VPH16 VLPs, pero no por VPB VLPs. El suero de ratén fue por lo tanto positivo para la neutralizacion de anticuerpos
contra los VLPs humanos y ésta neutralizacién diferencial fue mds probablemente el resultado de especificidad de
anticuerpos por epitopos contra los cuales los anticuerpos fueron cultivados.

Numerosas modificaciones y variaciones en la invencidn son expuestas en los ejemplos ilustrativos de arriba y se

espera que le ocurran a aquellos diestros en la técnica. Consiguientemente solo tales limitaciones como aparecen en
las reivindicaciones anexas deben ser ubicadas en la invencion.
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REIVINDICACIONES

1. Una formulacién antigénica que comprende un capsémero de virus de papiloma humano para usar como una
vacuna, estando dicho capsémero compuesto de una proteina de fusién compuesta de proteina L1 de virus de papiloma
humano, residuos de amino dcido adyacentes de una segunda proteina, donde la segunda proteina es un antigeno de
tumor humano, un antigeno viral o antigeno bacterial, provocando dicha formulacién una respuesta inmune la cual
neutraliza los viriones del virus de papiloma humano donde dicho capsémero es obtenido por separacién de particulas
tipo virus.

2. Una formulacion antigénica que comprende un capsémero de virus de papiloma humano para ser usado como
una vacuna, estando dicho capsémero compuesto de una proteina de fusién compuesta de proteina L1 de virus de
papiloma humano, residuos de amino acido adyacentes de una segunda proteina, donde la segunda proteina es un
antigeno de tumor humano, un antigeno viral o antigeno bacterial, provocando dicha formulacién una respuesta inmune
la cual neutraliza los viriones del virus de papiloma humano donde dicho capsémero es obtenido por el desensamblaje
de particulas tipo virus.

3. La formulacién antigénica de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 donde la proteina L1 es codificada en el
genoma de un virus de papiloma humano seleccionado del grupo que consiste de VPH6, VPH11, VPH16, VPHIS,
VPH33, VPH35, y VPH45.

4. La formulacién antigénica de acuerdo con la reivindicacién 3 donde el virus de papiloma es VPH16.

5. La formulacién antigénica de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2 donde los residuos de amino dcido de la
segunda proteina son derivados de una proteina VPH.

6. La formulacién antigénica de acuerdo con la reivindicacién 5 donde la proteina VPH es una proteina VPH
temprana.

7. La formulacion antigénica de acuerdo con la reivindicacién 6 donde la proteina VPH temprana es seleccionada
de un grupo que consiste de E1, E2, E3, E4, ES, E6, y E7.

8. El uso de la formulacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en la produccién de una
composicion farmacéutica para el tratamiento de infeccién con VPH y enfermedades relacionadas a éste.

9. El uso de la formulacién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7 en la produccién de una
composicion farmacéutica para la prevencion de infeccién con VPH y enfermedades relacionadas a éste.
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LISTA DE SECUENCIAS
(1) INFORMACION GENERAL:
(i) APLICANTE:

(ii) TITULO DE LA INVENCION: Formulaciones de Vacuna de Capsémero de Virus de Papiloma y Métodos
de Uso

(iii) NUMERO DE SECUENCIAS: 27

(iv) DIRECCION DE CORRESPONDENCIA:
(A) DESTINATARIO: Marshall, O’ Toole, Gerstein, Murray & Borun
(B) CALLE: 233 South Wacker Drive, 6300 Sears Tower
(C) CIUDAD: Chicago
(D) ESTADO: Illinois
(E) PAIS: Estados Unidos de América
(F) APARTADO POSTAL: 60606-6402

(v) FORMULARIO LEIBLE POR COMPUTADORA:
(A) TIPO DE MEDIO: Disco floppy
(B) COMPUTADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: Patetln Release #1.0, Version #1.30

(vi) DATOS DE APLICACION ACTUAL:
(A) NUMERO DE APLICACION:
(B) FECHA DE ARCHIVO:
(C) CLASIFICACION:

(vii) INFORMACION DEL ABOGADO/AGENTE:
(A) NOMBRE: Williams Jr., Joseph A.
(B) NUMERO DE REGISTRO: 38,659
(C) NUMERO DE REFERENCIA/EXPEDIENTE: 27013/34028

(ix) INFORMACION DE TELECOMUNICACION:
(A) TELEFONO: 312-474-6300
(B) TELEFAX: 312-474-0448

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1518 pares de base
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN (genémico)

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 1..1518

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:1:
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ATG
Met

CCA
Pro

ATA
Ile

TAT
Tyr

GTA
val
65

Asn

CGG
Arg

TTA
Leu

ACA
Thr

GAA
Glu
145

TGC

Asn

ACA
Thr

GAC
Asp

TGT
Cys
225

CCA
Pro

GTT
val

GAC
Asp

TCT CTT TGG CTG CCT AGT
Ser Leu Trp Leu Pro Ser
5

GTA TCT AAG GTT GTA AGC
Val Ser Lys Val Val Ser
20

TAT TAT CAT GCA GGA
Tyr Tyr His Ala Gly
35

TTT CCT ATT AAAR AAA
Phe Pro Ile Lys Lys
50

iy GGA TTA CAXA TAC
Ser Gly Leu Gln Tyr
70

AAG TTT GGT TTT CCT
Lys Phe Gly Phe Pro
85

CTG GTT TGG GCC TGT
Leu Val Trp Ala Cys
100

GGT GTG GGC ATT AGT
Gly Val Gly Ile Ser
115

GARA ART GCT AGT GCT
Glu Asn Ala Ser Ala
130

TGT ATA TCT ATG GAT
Cys Ile Ser Met Asp
150

ARA CCA CCT ATA GGG
Lys Pro Pro Ile Gly
165

GTT GCA GTA AAT CCa
Val Ala Val Asn Pro
180

GTT ATT CAG GAT GGT
vVal Ile Gln Asp Gly
195

TTT ACT ACA TTA CAG
Phe Thr Thr Leu Gln
210

ACA TCT ATT TGC ARA
Thr Ser Ile Cys Lys
230

TAT GGC GAC AGC TTA
Tyr Gly Asp Ser Leu
245

AGA CAT TTA TTT AAT
Arg His Leu Phe Asn
- 260

GAT TTA TAC ATT AAA
Asp Leu Tyr Ile Lys
275

ES 2337492 T3

GAG GCC ACT GTC TAC TTG CCT
Glu Ala Thr Val Tyr Leu Pro

10

ACG GAT GAA TAT GTT GCA CGC
Thr Asp Glu Tyr Val Ala Arg

25

ACA TCC AGA

Thr

CCT
Pro
5%

AGG
Arg

GAaC
Asp

=

GTA
val

GGC
Gly

TAT

Tyr
135

TAC
Tyr

GEA

Glu

GGT
Gly

GART
Asp

GCT
kla
215

TET
Tyr

TTT
Phe

AGG
Arg

GGC
Gly

Ser
40

AAC
Asn

GTA
Val

ACC
Thr

GGT
Gly

CAT
His
120

GCA
Ala

Lys

CaC
His

GAT
Asp

ATG
Met
200

AARC
Asn

CCA
Pro

TTT
Phe

GCT
Ala

TCT
Ser
280

Arg

AAT
Asn

TTT
Phe

TCA
Ser

GTT
val
105

ccT
Pro

GCA
Ala

CAA
Gln

TGG
Trp

TGT
Cys
185

GTT
Val

Lys

GAT
Asp

TAT
Tyr

GGT
Gly
265

GGG
Gly

CTA
Leu

AAC
Asn

AGA
Arg

TTT
Phe
90

GAG
Glu

TTA
Leu

ART
Asn

ACA
Thr

GGC
Gly
170

CCA
Pro

GAT
Asp

AGT
Ser

TAT
Tyr

TTA
Leu
250

GCT
Ala

TCT
Ser

CTT
Leu

Lys

ATA
Ile
75

TAT
Tyr

GTA
val

TTA
Leu

GCA
Ala

Gln
155

Lys

CCA
Pro

ACT
Thr

GAA
Glu

ATT
Ile
235

CGA
Arg

GTT
val

ACT
Thr

30

GCA
Ala

ATA
Ile
60

CAT
His

AAT
Asn

GGT
Gly

AAT
Asn

GGT
Gly
140

TTG
Leu

GGA
Gly

TTA
Leu

GGC
Gly

GTT
Val
220

Lys

AGG
Arg

GGT
Gly

GCA
Ala

CCT GTC
Pro val

15

ACA AAC
Thr Asn

GTT
Val
45

TTA
Leu

TTA
Leu

cca
Pro

CGT
Arg

Lys
125

GTG
Val

TGT
Cys

TCC
Ser

GAG
Glu

Phe
205

Ccca
Pro

ATG
Met

GAA
Glu

GAA
Glu

ART
Asn
285

GGA
Gly

GTT
Val

CCT
Pro

GAT
Asp

GGT
Gly
110

TTG
Leu

GAT
Asp

TTA
Leu

CCA
Pro

TTA
Leu
150

GGT
Gly

CTG
Leu

GTG
Val

Gln

AAT
Asn
270

TTA
Leu

CAT
His

CCT
Pro

GAC
Asp

ACA
Thr
95

~
€]

Gln

GAT
Asp

AAT
Asn

GCT
Ala

GAT
Asp

TCA
Ser

ATG
Met
255

GTA
Val

GCe
Ala

48

96

cece
Pro

Lys

CCC
Pro
80

CAG
Gln

cca
Pro

GAC
Asp

AGA

GGT
Gly
160

ACC
Thr

AAC
Asn

ATG
Met

ATT
Ile

GAA
Glu
240

Phe

cca
Pro

AGT
Ser

144

182

240

288

336

384

432

480

528

576

624

720

768

816

864
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TCA
Ser

Gln
305

Asn

ACA
Thr

ACT
Thr

GAA
Glu

GCA
Ala
385

GAC
Asp

ACT
Thr

ccT
Pro

GTA
Val

GGA
Gly
465

ACA
Thr

ACT
Thr

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:2:

AAT
Asn
290

ATA
Ile

GGC
Gly

CGC
Arg

ACA
Thr

TAT
Tyr
370

GAC
Asp

TGG
Tp

TAT
Tvr

Ccca
Pro

ALT
Asn
450

CGC
Arg

TTA
Leu

GCT
Ala

TAT
Tyr

TTC
Phe

ATT
Ile

AGT
Ser

TAT
Tyr
355

GAT
Asp

GTT
Val

AAT
Asn

AGG
Arg

GCA
Ala
435

TTA
Leu

Lys

GGA

Gly

Lys

Phe

ART
Asn

TGT
Cys

ACA
Thr
340

Lys

TTA
Leu

ATG
Met

Phe

TTT
Phe
420

CcCcT

Pro

AAG
Lys

TTT
Phe

Lys

CGC
Arg
500

CCT
Pro

Lys

TGG
325
AAT

Asn

AAT
Asn

CAG
Gln

RCA
Thr

GGT
Gly
405

GTA
Val

Lys

GAA
Glu

TTA
Leu

CGA
Arg
485

Lys

ACA
Thr

ccT
Pro
310

GGT
Gly

ATG
Met

ACT
Thr

TTT
Phe

TAC
Tyr
390

CTA
Leu

ACC
Thr

GAA
Glu

AAG
Lys

CTA
Leu
470

Lys

Lys

cCcT
Pro
295

TAT
Tyx

AAC
Asn

TCA
Ser

AAC
Asn

ATT
Ile
375

ATA
Ile

Gin

TCC
Ser

GAT
Asp

TTT
Phe
455

CAA
Gln

GCT
Ala

CGT
Arg

ES 2337492 T3

AGT
Ser

TGG
Trp

Gln

TTA
Leu

TTT
Phe
360

TTT
Phe

CAT
His

CcCcT
Pro

CrG
Gln

ccc
Pro
440

TCT

Ser

GCA
Ala

ACA
Thr

ARG
Lys

GGT
Gly

TTA
Leu

CTA
Leu

Gln

TCT
Ser

ccc
Pro

GCA
Ala
425

CTT
Leu

GCa
Ala

GGA
Gly

ccc
Pro

CTG
Leu
505

(iii) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 506 amino acidos
(B) TIPO: amino 4cido
(C) TOPOLOGIA: linear

(ii) TIPO DE MOLECULA: protefna

TCT
Ser

Gln

Phe
330

GCT
Ala

GAG
Glu

CTG
Leu

ATG
Met

CCA
Pro
410

ATT
Ile

Lys

GAC
Asp

TTG
Leu

ACC
Thr
4390

TAA

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:2:

ATG
Met

CGA
Arg
315

GTT
val

GCC
Ala

TAC
Tyr

TGC
Cys

AAT
Asn
385

GGA
Gly

GCT
Ala

Lys

CTA
Leu

ARG
Lys
475

ACC
Thxr

val
300

GCA
Ala

ACT
Thr

ATA
Ile

CTA
Leu

Lys
380

TCC
Ser

GGC
Gly

TGT
Cys

TAC
Tyr

GAT
Asp
460

GCC
Ala

TCA
Ser

ACC
Thr

CAG
Gln

GTT
val

TCT
Ser
CGA
365
ATA

Ile

ACT
Thr

ACA
Thr

Gln

ACT
Thr
445

CAG
Gln

Lys

TCT
Ser

TCT
Ser

GGC
Gly

GTT
val

ACT
Thr
350
CAT
His

ACC
Thr

ATT
Ile

CTA
Leu

Lys
430

Phe

Phe

CcCa
Pro

ACC
Thr

GAT
Asp

CAC
His

GAT
Asp
335

TCA
Ser

GGG
Gly

TTA
Leu

TTG
Leu

GAR
Glu
415

CAT

His

TGG
Trp

cCcT
Pro

Lys

TCT
Ser
495

GCC
Ala

AAT
Asn
320

ACT
Thr

GAA
Glu

GAG
Glu

ACT
Thr

GAG
Glu
400

GAT
Asp

ACA
Thr

Glu

TTA
Leu

Phe
480

ACA
Thxr

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

1344

1392

1440

1488

1518
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Met

Pro

Ile

Tyr

val

65

Asn

Arg

Leu

Thr

Glu

145

Cys

Asn

Thr

Asp

Cys

225

Pro

Val

Asp

Ser

Ser
Val
Tyr
Phe

50
Ser
Lys
Leu

Gly

Glu
130

Val
vVal
Phe

210

Thr

Tyr

Arg

Asp

Asn
290

Leu

Ser

Tyr
35

Pro

val
115
Asn
Ile
Pro
Ala
Ile
195
Thr
Ser
Gly
His

Leu
275

Tyr

Trp
Lys

20
His
Ile
Leu
Gly
Trp
100
Gly
Ala
Ser
Pro
val
180
Gln
Thr
Ile

Asp

Leu
260

Tyr

Phe

Leu

Val

Ala

Lys

Gln

Phe

85

Ala

Ile

Ser

Met

Ile

165

Asn

Asp

Leu

Cys

Ser

245

Phe

Ile

Pro

Pro
Val
Gly
Lys
TYyr

70
Pro
Cys
Serxr
Ala
Asp
150
Gly
Pro
Gly
Gln
Lys
230
Leu
Asn

Lys

Thr

ES 2337492 T3

Ser

Ser

Thr

Pro

55

Arg

Asp

vVal

Gly

Arg

Gly

Pro
295

Glu

Thr

Ser

40

Asn

val

Thr

Gly

His
120

His

* Asp

Met

200

Asn

Pro

Phe

Ala

Ser

280

Ser

Ala
Asp

25
Arg
Asn
Phe
Ser
Val
105
Pro
Ala
Gln
Trp
Cys

185

Val

Asp

Tyr
Gly
265

Gly

Gly

Thr

10
Glu
Leu
Asn
Arg
Phe

90
Glu
Leu
Asn
Thr
Gly
170
Pro

Asp

Ser

Leu
250
Ala

Ser

Ser

val

Leu

Lys

Ile
75

Tyr

val

Leu

Thr

Glu

Ile

235

Arg

Val

Thr

Met

Tyr

val

Ala

Ile

60

His

Asn

Gly

Asn

Gly

140

Leu

Gly

Leu

Gly

Val

220

Arg

Gly

Ala

Val
300

Leu

Ala

Val

45

Leu

Leu

Pro

Arg

Lys

125

Val

Cys

Ser

Glu

Phe

205

Pro

Met

Glu

Glu

Asn

285

Thr

Pro
Arg

30
Gly
Val
Pro
Asp
Gly
110
Leu
Asp
Leu
Pro
Leu
190
Gly
Leu
Val
Gln
Asn
270

Leu

Ser

Pro

Thr

His

Pro

Asp

Thr

95

Gln

Cys
175
Ile
Ala
Asp
Ser
Met
255
val

Ala

Asp

Val

Asn

Pro

Lys

Pro

80

Gln

Pro

Asp

Arg

Gly

150

Thr

Asn

Met

Ile

Glu

240

Phe

Pro

Ser

Ala
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Gln Ile Phe Asn Lys Pro Tyr Trp Leu Gln Arg Ala Gln
305 310 315

Asn Gly Ile Cys Trp Gly Asn Gln Leu Phe Val Thr Val
325 330

Thr Arg Ser Thr Asn Met Ser Leu Cys Ala Ala Ile Ser
340 345

Thr Thr Tyr Lys Asn Thr Asn Phe Lys Glu Tyr Leu Arg
355 360 365

Glu Tyr Asp Leu Gln Phe Ile Phe Gln Leu Cys Llys Ile
370 375 380

Ala Asp Val Met Thr Tyr Ile His Ser Met Asn Ser Thr
3853 390 395

Asp Trp Asn Phe Gly Leu Gln Pro Pro Pro Gly Gly Thr
405 410

Thr Tyr Arg Phe Val Thr Ser Gln Ala Ile Ala Cys Gln
420 425

Pro Pro Ala Pro Lys Glu Asp Pro Leu lys Lys Tyr Thr
435 440 445

val asn Leu Lys Glu Lys Phe Ser Ala Asp Leu Asp Gln
450 455 460

Gly Arg Lys Phe Leu Leu Gln Ala Gly Leu Lys Ala Lys
465 470 : 475

Thr Leu Gly Lys Arg Lvs Ala Thr Prc Thr Thr Ser Ser
485 490

Thr Ala Lys Arg Lvs Lys Arg Lys Leu *
500 505

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:3:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 297 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(ix) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) LOCALIZACION: 1..297

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:3:

Gly

Val

Thr

350

His

Thx

Ile

Leu

Lys

430

Phe

Phe

Pro

Thr

ATG CAT GGA GAT ACA CCT ACA TTG CAT GAA TAT ATG TTA GAT TIG CAA
Met His Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gln

1 5 10 15

CCA GAG ACA ACT GAT CTC TAC TGT TAT GAG CAA TTA AAT GAC AGC TCA
Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gln Leu Asn Asp Ser Ser

20 25 30

His
Asp
335
Ser
Gly
Leu
Leu
Glu
415
His
Trp
Pro

Lys

Ser

495"

Asn

320

Thr

Glu

Glu

Thr

Glu

400

Asp

Thr

Glu

Leu

Phe

480

Thr

48

96
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GAG
Glu

AGA
Arg

CTT
Leu
65

GAC
Asp

AAA
Lys

GAG
Glu

GCC
Ala

CGG
Arg

CTG
Leu

cCa
Pro

GAG
Glu
35

CAT
His

TTG
Leu

TTA
Leu

TAA

GAT
Asp

TAC
Tyr

TGC
Cys

ATG
Met

ES 2337492 T3

GAA ATA GAT
Glu Ile Asp

AAT ATT GTA
Asn Ile Val

GTA CAA AGC
Val Gln Serx

GGC ACA CTA
Gly Thr Leu

85

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 98 amino 4cidos
(B) TIPO: amino 4cido
(D) TOPOLOGIA: linear

(iii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA:

Met His Gly Asp Thr

1

Pro Glu

Glu Glu

Arg Ala

50

Leu Arg

65

Asp Leu

Lys Pro

Thr

Glu
35

His

Leu

Leu

Thr
20

Asp

5

Asp

Glu

Tyr Asn

Cys

Met Gly

Val

85

GGT CCA GCT
Gly Pro Ala
40
ACC TTT TGT
Thr Phe Cys
5SS
ACA CAC GTA
Thr His Val
70
GGA ATT GTG
Gly Ile Vval
90
SEQ ID NO:4:
Pro Thr Leu Has
Leu Tyr Cyvs Tyr
25
Ile Asp Gly Pro
40
Ile Val Thr Phe
55
Gln Ser Thr His
70
Thr Leu Gly Ile

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 34 pares de base
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN

(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:5:

CCCCGATATC GCCTTTAATG TATAAATCGT CTGG

Gly

TGC
Cys

GAC
Asp
75

TGC
Cys

CAA GCA GAA CCG
Gln Ala Glu Pro
45

AAG TGT GAC TCT
Lys Cys Asp Ser

60

ATT CGT ACT TTG
Ile Arg Thr Leu

CCC ATC TGT TCT
Pro Ile Cys Ser

Glu Tyr
10

Glu Gln

Ala Gly

Cys Cys

Val Asp

75

val Cys
S0

95

Met Leu

Leu Asn

Gln Ala
45

Lys Cys
60

Ile Arg

Pro Ile

GAC
Asp

ACG
Thr

GAA
Glu
80

CAG
Gln

Asp
Asp
30

Glu

Asp

Thr

Cys

Leu
15

Ser

Pro

Ser

Leu

Ser
95

144

192

240

297

Gln

Ser

Asp

Thr

Glu
80

Gln

34
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 35 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:6:

CCCCGATATC TCAAATTATT TTCCTACACC TAGTG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:7:

AAAGATATCT TGTAGTAAAA ATTTGCGTCC TAAAGGAAAC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 44 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:8:

AAAGATATCT AATCTACCTC TACAACTGCT AAACGCAAAA AACG

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 35 pares de base
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:9:

AAAAGATATC ATGCATGGAG ATACACCTAC ATTGC

35

40

44

35
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(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 34 pares de base
(B) TIPO: acido nucleico
(C) CADENAS: sencilla
(D) TOPOLOGIA: linear

(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE SECUENCIA: SEQ ID NO:10:

TTTTGATATC GGCTCTGTCC GGTTCTGCTT GTCC

(2) INFORMACION PARA SEQ ID NO:11:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LO