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67) Sammendrag

Foreliggende oppfinnelse angar fagomradet molekylaer biologi, virologi, immunologi og medisin.
Oppfinnelsen tilveiebringer en sammensetning omfattende en ordnet og repetitiv antigen- eller
antigendeterminant-oppstilling, og naermere bestemt en A(1-6-peptid-VLP-sammensetning. Mer
spesifikt tilveiebringer oppfinnelsen en sammensetning omfattende en virusliknende partikkel, og
minst ett A(1-6-peptid peptid bundet til denne. Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa en fremgangsmate
for produksjon av henholdsvis konjugater og de ordnete og repetitive oppstillingene. Oppfinnelsens
sammensetninger er nyttige i produksjon av vaksiner for behandling av Alzheimers sykdom, og som
farmaseytisk middel for & hindre eller kurere Alzheimers sykdom, og for effektiv indusering av
immunresponser, neermere bestemt antistoffresponser. Videre er oppfinnelsens sammensetninger
spesielt nyttige for effektiv indusering av selvspesifikke immunresponser innenfor den angitte
kontekst.
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OPPFINNELSENS BAKGRUNN

Oppfinnelsens omrade

Foreliggende oppfinnelse angir omradene av molekylerbiologi, virologi,
immunologi og medisin. Oppfinnelsen tilveiebringer en sammensetning omfattende en
ordnet og repetitiv antigen eller antigenbestemmende oppstilling, neermere bestemt en
APB1-6 peptid-VLP-sammensetning. Mer spesifikt tilveiebringer oppfinnelsen en
sammensetning omfattende en virusliknende partikkel fra en RNA bakteriofag og minst ett
AB1-6 peptid bundet dertil. Oppfinnelsen tilveiebringer ogsa en fremgangsmate for a
produsere konjugatene og de respektive ordnete og repetitive oppstillingene.
Sammensetningene ifelge oppfinnelsen er nyttige 1 produksjonen av vaksiner for
behandling av Alzheimers sykdom og som farmaseytika for 4 hindre eller kurere
Alzheimers sykdom og for effektiv indusering av immunresponser, nermere
antistoffresponser. Sammensetningene ifelge oppfinnelsen er videre spesielt nyttige for

effektiv indusering av selvspesifikke immunresponser innenfor den angitte sammenheng.

Relatert kunnskap
Alzheimers sykdom (AD) er den mest alminnelige demensérsak blant eldre (65

ar og eldre), og en alvorlig byrde for offentlig helse. Fire millioner mennesker er for
eksempel rapportert a lide av sykdommen i USA. Forekomsten av sykdommen forventes
a oke ettersom befolkningen eldes.

De viktigste patologiske tegn pa Alzheimers sykdom er aldersrelaterte endringer 1
atferd, avleiring av B-amyloid til ulgselig plakk, betegnet neurittplakk eller AD-plakk,
neurofibrilleer sammenfiltring bestiende av tau-protein i neuroner, og tap av neuroner i
forhjernen. I tillegg til den sene starten av AD, som opptrer i eldre ar (65 ar og eldre), er
det en tidlig begynnende AD, familieer AD (FAD) som forekommer mellom 35 og 60 ars
alderen. De patologiske abnormaliteter av AD er mer utbredt, kraftigere og opptrer
tidligere 1 FAD enn 1 sent begynnende eller sporadisk AD. Mutasjoner i APP-genet,
presenil-1- og presenil-2-genene har blitt korrelert med FAD.

Som angitt er en av ngkkelbegivenhetene 1 Alzheimers sykdom (AD)
deponeringen av amyloid som ulgselig fibros masse (amyloidogenese) som resulterer 1
ekstracellulere neurittplakkavleiringer pa cerebrale blodérevegger (for gjennomgang se
Selkoe, D. J. (1999) Nature, 399, A23-31). Den viktigste bestanddelen av neurittplakk og
kongofil angiopati er amyloid B (A), selv om disse avleiringene ogsa inneholderandre
proteiner som glykosaminoglykaner og apolipoproteiner. A13 er proteolytisk klevet fra et
mye storm glykoprotein kjent som amyloid forleperprotein (APP), som omfatter isoformer
av 695-770 aminosyrer med en enkel hydrofob transmembranregion. A danner en gruppe
peptider opptil 43 aminosyrer 1 lengde som viser betydelige amino- og karboksyterminal
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heterogenitet (avkortning) sa vel som modifikasjoner (Roher, A. E., Palmer, K. C., Chau,
V., & Ball, M. J. (1988) J. Cell Biol. 107, 2703- 2716. Roher, A. E., Palmer, K. C.,
Yurewicz, E. C., Ball, M. J., & Greeberg, B. D. (1993) J. Neurochem. 61, 1916-1926).
Fremtredende isoformer er AB1-40 og 1-42. Det har en stor tilbgyelighet til & danne B-
flater som aggregerer til fibriller som tilslutt leder til amyloid.

AB-peptid har en sentral rolle 1 neuropatologi av Alzheimers sykdom.
Regionspesifikk ekstracelluleer akkumulering av AB-peptid er ledsaget av mikrogliose,
cytoskeletale endringer, dystrof neuritt og synaptisk tap. Disse patologiske endringer er
antatt & veere forbundet med den kognitive reduksjon som definerer sykdommen.

Tilfersel av amyloid B-protein eller spesielt AB1-28 i mengder opptil 107
mg/dose 1 fraver av enhver adjuvans og uten noen forbindelse av amyloid B-protein
eller AB1-28 til en berer, for behandling av Alzheimers sykdom, er beskrevet 1 EP
526 511.

Andre har benyttet tilfersel av A-peptider i kombinasjon med adjuvanser for &
indusere en immunrespons, celluler eller humoral, mot AB1-42. I en transgen musemodell
for Alzheimers sykdom overuttrykker dyr humant amyloidforleperprotein inneholdende
mutasjonen APP(717)V-F (PDAPP-mus; Johnson-Wood, K. et al., Proc. Natl. Acad. Sci.,
USA 94:1550-1555, Games D. et al., Nature 373:523-527 (1995a)), som forer til
overproduksjon av AB1-42, utvikling av plakk, dystrof neuritt, tap av presynaptiske
terminaler, astrocytose og mikrogliose. I en nylig studie rapporterer Schenk, D. ef al.,
(Nature 400:173-177 (1999) og WO 99/27944) at tilfersel av aggregert AB1-42 blandet med
en sterk adjuvans (CFA/IFA), som ikke kan benyttes i mennesker, 1 de forste fire
immuniseringene, fulgt av tilfersel av aggregert AB1-42 i PBS i de pafelgende
immuniseringer til 6 uker gamle PDAPP-mus, vesentlig hindret plakkdannelse og
assosiert dystrof neuritt. De samme forfatterne rapporterte at immunisering av eldre mus
(11 méaneder gamle), ved anvendelse av den samme strategien, markert reduserte
omfanget og utviklingen av Alzheimers sykdom (AD)- liknende neuropatologier.
Proliferering av splenocytter fra mus immunisert ved anvendelse av den ovennevnte
strategien ble rapportert 1 eksempel III (Screen for terapeutisk effektivitet mot etablert AD)
av WO 99/27944, som viser at AB1-42 spesifikke T-celler ble indusert ved
vaksineringsprosedyren. Kobling av AB-fragmenter til sau anti-muse-IgG, og immunisering
av nevnte koblete fragment 1 nerver av CFA/IFA-adjuvans er rapportert i WO 99/27944.
Anvendelse av sammensetninger omfattende AB-fragmenter koblet til polypeptider som
difteritoksin for & fremme enimmunrespons mot AP er ogsa beskrevet i WO 99/27944.
Ingen immuniseringsdata er imidlertid oppgitt.

Et monoklonalt antistoff som gjenkjenner en epitop ved den N-terminate ende (1-
16) av AP (antistoff 6C6) har vist & beskytte PC-12-celler fra neurotoksisitet av fibrillert
B-amyloid, og & opplese B-amyloid in vitro (Solomon B. et al. Proc. Natl. Acad. Sci., USA
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(1997)). Et monoklonalt antistoff reist mot AB1-28, viste ogsa undertykkelse av j3-
amyloid aggregering in vitro (Solomon B. et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA (1996)).
Frenkel et al., (J. Neuroimmunol. 88:85-90 (1998)) har senere identifisert epitopen med to
anti-aggregerende antistoffer, 10D5 og 6C6, som er epitopen betegnet "EFRH", dvs. AB3-
6. Som kontrast var et antistoff spesifikt for AB1-7 ikke i stand til & hindre B-amyloid
aggregering (Frenkel D. ef al., J. Neuroimmunol. 95:136-142 (1999)).

AB1-42 er fibrillogent og selvfalgelig anvendte vaksinesammensetningen
beskrevet i WO 99/27944, AB1-42 behandlet pa en slik méte at det kan danne
aggregater. Det er vist at disse fibrillene er toksiske for neuronale cellekulturer
(Yanker et al., Science 245:417-420 (1989)), og at toksisk effekt ogsa observeres nar
den injiseres 1 dyrehjerner (Sigurdson et al., Neurobiol. Aging 17:893:901 (1996);
Sigurdson et al., Neurobiol. Aging 18:591-608 (1997)). Walsh et al., (Nature
416:535-539 (2002)) rapporterer at naturlige oligomerer av A} dannes innen
intracelluleere vesikler. Disse oligomerer inhiberer langtidsvirkning 1 rotter in vivo
og adelegger synaptisk plastisitet 1 konsentrasjoner funnet 1 human hjerne og
cerebrospinalvaske.

I en annen studie rapporterte Bard F. et al., (Nature Medicine 6:916-19 (2000)) at
perifer administrasjon av antistoffer reist mot AB1-42 var i stand til 4 redusere amyloid
byrde, til tross for relativt moderate serumnivaer. Denne studie benyttet enten polyklonale
antistoffer reist mot AB1-42 eller monoklonale antistoffer reist mot syntetiske
fragmenter avledet fra ulike regioner av AB. Induksjon av antistoffer mot AB- peptider
vitner siledes om en lovende potensiell terapeutisk behandling av Alzheimers
sykdom.

Mukosal administrering av et antigen assosiert med B-amyloid plakk, som -
amyloid peptid og AB1-40, beskrives 1 WO 99/27949. Mukosal administrering er sagt
a undertrykke enkelte cytokinresponser assosiert med Alzheimers sykdom, og til &
forsterke enkelte andre cytokinresponser assosiert med undertrykkelse av
inflammasjonsresponser forbundet med sykdommen. Det er antatt at undertrykkelse av de
inflammatoriske responsene er iverksatt av "utlesning av T-celler, karakterisert ved en
anti-inflammatorisk cytokin profil". Egnete antigener som er beskrevet i WO 99/27949
inkluderer antigener som er spesifikke for AD, og som gjenkjennes av immune T-celler
1 en human vert eller dyrevert.

Epitopfusjon av et monoklonalt antistoff som gjenkjenner AP til kappeproteiner av
filamentese fag beskrives 1 WO 01/18169. Immunisering av mus med de filamentese fagene

som fremviser 15-mer epitopen VHEPHEFRHVALNPV (SEQ ID NO: 89) pa kappeproteinet

VI1II, resulterte 1 antistoffer som gjenkjenner AB1-16 og AB1-40. Dette ble demonstrert 1 en
inhibisjons-ELISA ved anvendelse av A peptider, og en IC*° pa 1 pM ble funnet for
inhibering av bindingen av sera til AB1-16 med ABI-40. Solomon (WO 01/18169) gir
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imidlertid ingen indikasjon pa at sera utlest mot de filamentese fagene baerer
VHEPHEFRHVALNPV -epitopen (SEQ ID NO: 89), binder til amyloid plakk eller til
neurittplakk fra AD.

Det er mange ulemper ved & anvende avvikende sekvenser fra antigenet som
en immunrespons skal utlases mot. Forst induseres antistoffer mot del av sekvensen som er
fremmed for antigenet eller den antigeniske determinanten. For det andre kan antigenet 1
konformasjonskonteksten 1 det flankerende fremmede sekvenselementet veere ulikt det 1
konteksten til fullengdeantigenet. Selv om antigener som kryssreagerer med antigenet
saledes kan utleses, kan deres binding til antigenet veere suboptimal. Den fine
spesifisiteten av disse utleste antistoffene behgver ikke korrespondere med de utleste
antistoffenes spesifisitet mot antigenet 1 seg selv, da ytterligere sidekjeder som er ulike
residuene til stede pa fullengde AP, er til stede i epitopen. Til slutt kan en 15-mer
aminosyresekvens inneholde T-celleepitoper. Fremvisning av epitopen YYEFRH (SEQ ID
NO: 90) pa protein III av filamentes fagkappe, hvor 3-5 kopier vanligvis bare er til stede
pa hver fag, er ogsé beskrevet i WO 01/18169. Flere problemer oppstar nar infeksigse fag
som bearer for immunisering anvendes. For det forste er produksjon av infeksigse midler 1
stor skala og 1 tilstrekkelig mengde for immuniseringskampanje problematisk. For det andre
er tilstedeverelsen av DNA 1 faginneholdende antibiotikaresistente gener i vaksine ikke
uproblematisk og er et spersmél om sikkerhet. Og s& er muligheten og effektiviteten av
straling av store mengder fag i tilfeller der ikke-infeksigse fag anvendes som vaksine

ulost.

Ap-analoger hvor AP er modifisert til 4 inkludere T-hjelperepitoper beskrives i WO
01/62284. Immunisering av TgRND8+mus, transgene for humant APP med A[-analogen
resulterte 1 4 til 7,5 ganger heyere antistofftiter over immunisering med AB1- 42 i fravaer av
adjuvans.

Nyere studier har demonstrert at en vaksinasjonsindusert reduksjon 1
hjerneamyloide avsetninger har potensiale til & forbedre kognitiv funksjon (Schenk, D. ef
al. Nature 400:173-177 (1999); Janus, C. et al. Nature 408:979-982 (2000); Morgan, 35
D. et al. Nature 408:982-985 (2000)).

Autopsi av pasient immunisert med aggregert AB1-42 i adjuvans QS21 har vist
nerver av en T-lymfocytt meningoencefalitt og infiltrering av cerebral, hvit materie av
makrofager (Nicoll, J. A. ef al. Nature Med. 9:448-452 (2003)).

Nylig har en publikasjon rapportert 18 tilfeller av meningoencefalitt hos pasienter
immunisert med AN1792, en vaksine sammensatt av aggregert AB1-42 og QS21 som
adjuvans (Orgogozo, J. M. et al. Neurology 61:46-54 (2003)). Tcelleaktivering er
rapportert som en potensiell mekanisme som er ansvarlig for sykdommen, mens det ikke
var noe relasjon mellom sykdom og anti-AB1-42 titre 1 serumet.

Det er veletablert at tilforsel av rensete proteiner alene vanligvis ikke er
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tilstrekkelig for & utlese en sterk immunrespons; generelt ma isolert antigen gis sammen
med hjelpesubstanser kalt adjuvanser. Innenfor disse adjuvansene er det tilferte antigen
beskyttet mot rask degradering og adjuvansen gir en forlenget frigjering av et lavt
antigenniva. I falge foreliggende oppfinnelse er AB-peptider konstruert immunogene
gjennom binding til en VLP og krever ikke en adjuvans.

En mate for a bedre effektiviteten av vaksinasjon er derfor a ke graden av det
anvendte gens repeterbarhet. I motsetning til isolerte proteiner induserer virus hurtig og
effektivt immunresponsen i fravar av enhver adjuvans, bdde med og uten T-celle hjelp
(Bachmann og Zinkernagel, Ann. Rev. Immunol. 15:235-270 (1991)). Selv om virus ofte
bestar av farre proteiner, er de i stand til 4 utlgse mye sterkere immunrespons enn deres
1solerte komponenter. For B-celleresponer er det kjent at en kritisk faktor for
immunogenisiteten av virus er evnen til & repetere og rekken av overflate epitoper. Mange
virus fremviser en kvasikrystallinsk overflate og en regelmessig oppstilling av epitoper
som effektivt kryssbinder epitopspesifikke immunglobuliner pa B-celler (Bachmann og
Zinkernagel, Immunol. Today 17:553-558 (1996)). Denne kryssbindingen av
overflateimmunglobuliner pd B-celler er et sterkt aktiveringssignal som direkte induserer
cellesyklusprogresjon og produksjon av IgM-antistoffer. Slike utlgste B-celler er videre 1
stand til & aktivere T-hjelperceller, som i sin tur induserer en endring fra IgM- til IgG-
antistoffproduksjon 1 B-celler, og generering av lengelevende B-cellehukommelse - som
er malet for en hver vaksinasjon (Bachmann og Zinkemagel, Ann. Rev. Immunol. 15:235-
270 (1997)). Viral struktur er ogsa forbundet til genereringen av anti-antistoffer 1
autoimmun sykdom, og som en del av den naturlige respons til patogener (se Fehr, T., ef
al. J. Exp. Med. 185:1785-1792 (1997)). Antistoffer som er til stede ved en sterk
organisert, viral overflate er saledes i stand til 4 indusere sterke anti-stoff responser.

Som angitt svikter imidlertid immunsystemet vanligvis & produsere antistoffer
mot selvavledete strukturer. For lgselige antigener som er til stede ved lave
konsentrasjoner er dette pga. toleranse pa Th-celleniva. Under disse forhold kan kobling
av selv-antigenet til en baerer som kan levere T-hjelp, bryte toleransen. For lgselige
proteiner til stede ved haye konsentrasjoner eller ved membranproteiner ved lave
konsentrasjoner, kan B- og Th-celler vere tolerante. B-celletoleranse kan vaere
reversibel (anergi) og kan brytes ved tilfersel av antigenet pa en sterkt organisert mate
tilkoblet en fremmed bearer (Bachmann og Zinkernagel, Ann. Rev. Immunol. 15:235-270
(1997)). Som vist 1 US2003/0175290 innlevert 18. januar 2002, kan sterke
immunresponser induseres ved sammensetninger omfattende AB- peptider (AB1-15, AB1-
27 og AB33-42, som er et selv-antigen i mus) bundet til en VLP. De ovennevnte humane
AB-peptidene bundet til VLP av RNA-fag QP induserte spesielt haye AB-spesifikke
titere 1 humant APP transgene mus (beskrevet 1 eksempel), som demonstrerer at

toleranse til selv-antigenet AP} kan overvinnes ved immunisering med AB-peptider
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Sammensetninger omfattende en kjernepartikkel, slik som et virus eller en
virusliknende partikkel, hvortil minst ett antigen eller én antigenisk determinant er
assosiert med minst én ikke-peptidbinding som ferer til en repetitiv antigenoppstilling
er beskrevet 1 WO 00/32227. Disse sammensetningene er nyttige ved fremstilling av
vaksiner for & forebygge infeksigse sykdommer, behandling av allergier og behandling
av kreft.

Det er séledes et behov for henholdsvis sammensetninger og vaksiner av hgy
immunogen sikkerhet for behandling av Alzheimers sykdom, spesielt ved anvendelse av
immunogener fri for T-celleepitoper og adjuvanser, som kan utlgse bieffekter og fortsatt
veere 1 stand til 4 indusere hogye antistoff-titere, hvor antistoffene videre er i stand til &
binde til amyloid plakk.

KORT OPPSUMMERING AV OPPFINNELSEN

Vi har na funnet at AB1-6-peptid som er bundet til en kjernepartikkel og som har
en struktur med en naturlig repetitiv organisering, og herved spesielt til virusliknende
partikler (VLP) og undergrupper av VLP, ferer til hegyt ordnete og repetitive konjugater
som representerer et potent immunogen for induksjon av antistoffer som er spesifikke for
AB1-6. Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer derfor et profylaktisk og terapeutisk
middel for behandling av Alzheimers sykdom, som er basert pa en ordnet og repetitiv
APB1-6-kjernepartikkeloppstilling, og spesielt pa henholdsvis et VLP-AB1-6-
peptidkonjugat og -oppstilling. Dette profylaktiske og terapeutiske middel er i stand til &
indusere haye titere av anti-ApB-6-peptid antistoffer, som er kryssreaktive til leselig AB,
og er i stand til & binde til humant amyloid plakk fra human APP transgen musemodell
og til AD-amyloid plakk. De utlgste antistoffer binder ikke til APP pa hjernesnitt.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer videre nye sammensetninger, vaksiner
og fremgangsmater for behandling av AD. Sammensetningene og vaksinene som omfatter
AB1-6-peptider er fri for T-celleepitoper og induserer antistoffer som binder AD-plakk og
lgselig AB. AB1-6-peptidene presenteres for pasientens immunsystem péaen sterkt repetitiv
og ordnet méte gjennom binding av AB-peptidene eller til en kjernepartikkel,
fortrinnsvis til en VLP, og enda mer foretrukket til en VLP fra en RNA-fag.

I en foretrukket utferelsesform er antigenet eller den antigeniske determinant det
humane amyloide P-peptid AB1-6 (DAEFRH; SEQ ID NO: 75), som er et fragment av
AB (DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA (SEQ ID
NO: 91), hvori det humane amyloide B-peptidet AB1-6 er bundet til henholdsvis
kjernepartikkelen og VLP. Det amyloide B-protein tilveiebringes 1 SEQ ID NO: 92. Det
amyloide B-forlgperprotein er gitt i SEQ ID NO: 93.
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Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer pd denne maten en sammensetning omfattende: (a)
en kjernepartikkel med minst ett ferste tilkoblingssete der nevnte kjernepartikkel er en
virusliknende partikkel fra en RNA-bakteriofag; og (b) minst ett antigen eller antigenisk
determinant med minst ett andre tilkoblingssete, der nevnte antigen eller antigeniske
determinant er et AB1-6-peptid, og hvori nevnte andre tilkoblingssete er valgt fra gruppen
bestdende av (i) et tilkoblingssete som ikke er naturlig foreckommende 1 nevnte antigen
eller antigeniske determinant; og (i1) et tilkoblingssete som er naturlig forekommende 1
nevnte antigen eller antigeniske determinant, hvori nevnte andre tilkoblingssete er 1 stand
til & assosiere til nevnte forste tilkoblingssete gjennom minst én ikke-peptidbinding; og
hvori nevnte antigen eller antigeniske determinant og nevnte kjernepartikkel interagerer
gjennom nevnte assosiasjon for & danne en ordnet og repetitiv antigenoppstilling.

AB-fragmentene ifglge foreliggende oppfinnelse er lgselige og danner generelt
ikke aggregater. Videre er de bundet, og fortrinnsvis kovalent bundet til henholdsvis en
kjernepartikkel og VLP. Sammensetningene ifelge oppfinnelsen gir derfor ingen risiko
for a indusere toksiske effekter slik som & sa amyloid avsetning.

Det er et uventet funn 1 denne oppfinnelsen at et hoy titer av antistoffer som er
kryssreaktive med leselige AB- og amyloid plakk, kan oppnéds med en sammensetning
omfattende AB1-6-peptidet bundet til henholdsvis en kjernepartikkel og VLP. Spesielt har
VLP vist 4 formidle induksjon av antistoffer mot selv-antigener, som séledes bryter selv-
toleranse (WO 02/056905). Den lille sterrelsen av denne epitopen utelukker videre
narver av T-celleepitoper, som saledes gir nye sammensetninger som ikke induserer A3
spesifikke T-celleresponser. I tillegg binder ikke de utlaste antistoffer til APP pa
hjernesnitt. Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer séledes en sikker
vaksinesammensetning for forebygging og behandling av AD.

Mer spesifikt tilveiebringer oppfinnelsen en sammensetning omfattende en ordnet
og repetitiv antigen eller antigenisk determinant oppstilling, og herved nermere bestemt
AB1-6-peptid-VLP-konjugater. Mer spesifikt tilveiebringer oppfinnelsen en
sammensetning omfattende en virusliknende partikkel fra en RNA-bakteriofag og minst
et AB1-6-peptid bundet dertil. Oppfinnelsen tilveiebringer ogsé en fremgangsmaéte for
produksjon av konjugatene og de ordnete og repetitive oppstillingene. Sammensetningene
av oppfinnelsen er nyttige 1 vaksineproduksjon for behandlingen av Alzheimers sykdom,
og som en farmasgytisk sammensetning for & hindre eller kurere Alzheimers sykdom og
for effektivt & indusere immunresponser, spesielt antistoffresponser. Sammensetningene
ifelge oppfinnelsen er spesielt nyttige for effektivt a4 indusere selv-spesifikke
immunresponser i den angitte sammenhengen.

Ifelge foreliggende oppfinnelse er et AB1-6 peptid bundet til henholdsvis en
kjernepartikkel og VLP, vanligvis pa en orientert mate som gir en ordnet og repetitiv
AB1-6-peptid antigenoppstilling. Den sterkt repetitive og organiserte struktur av
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kjernepartiklene og VLP'ene formidler fremvisningen av AB-peptidet pad en meget ordnet
og repetitiv mate som ferer til en meget organisert og repetitiv antigenoppstilling.
Binding av AB1-6-peptidet til henholdsvis kjernepartikkelen og VLP, tilveiebringer
videre T-hjelpercelleepitoper da kjernepartikkelen og VLP er fremmed for verten som er
immunisert med henholdsvis kjerepartikkel-AB1-6- peptidoppstillingen og VLP-AB1-6-
peptidoppstillingen. Disse oppstillingene er forskjellige fra tidligere konjugater i fagfeltet,
nermere bestemt 1 deres meget organiserte struktur, dimensjoner og antigenets
repeterbarhet pa oppstillingens overflate.

I et aspekt ifelge oppfinnelsen er AP 1-6-peptidet kjemisk syntetisert, mens
henholdsvis kjernepartikkelen og VLP er uttrykket og renset fra en ekspresjonsvert som
er egnet for folding og samling av henholdsvis kjernepartikkelen og VLP'en. AB1-6-
peptidoppstillingen samles sa ved binding AB1-6-peptidet til henholdsvis
kjernepartikkelen og VLP'en.

I et annet aspekt tilveiebringer foreliggende oppfinnelse en sammensetning
omfattende (a) en virusliknende partikkel fra en RNA-bakteriofag, og (b) minst ett
antigen eller en antigendeterminant, hvor nevnte antigen eller antigendeterminant er et
AB1-6-peptid, og hvor nevnte minst ene antigen eller antigendeterminant er bundet til
nevnte virusliknende partikkel.

I et videre aspekt tilveiebringer foreliggende oppfinnelse en farmasegytisk
sammensetning omfattende (a) den foreliggende sammensetning, og (b) en farmasgytisk
akseptabel barer.

I enda et ytterligere aspekt tilveiebringer foreliggende oppfinnelse en
vaksinesammensetning omfattende en sammensetning omfattende (a) en virusliknende
partikkel fra en RNA-bakteriofag; og (b) minst ett antigen eller en antigendeterminant,
hvor nevnte antigen eller antigendeterminant er et AB1-6-peptid; og hvor nevnte minst ene
antigen eller antigendeterminant er bundet til nevnte virusliknende partikkel.

I et annet aspekt tilveiebringer foreliggende oppfinnelse en fremgangsmaéte for
immunisering, omfattende tilfersel av den oppfunnete sammensetning, den oppfunnete
farmaseyfiske sammensetning eller den oppfunnete vaksine til et dyr.

I et ytterligere aspekt tilveiebringer foreliggende beskrivelse en fremgangsmate for
produksjon av en oppfunnet sammensetning omfattende (a) a tilveiebringe en
virusliknende partikkel fra en RNA-bakteriofag; og (b) 4 tilveiebringe minst ett antigen
eller antigendeterminant der nevnte antigen eller antigendeterminant er AB1-6-peptid; (c) &
kombinere nevnte virusliknende partikkel og nevnte minst ene antigen eller
antigendeterminant slik at nevnte minst ene antigen eller antigendeterminant er bundet til
nevnte virusliknende partikkel.

Analogt tilveiebringer foreliggende oppfinnelse en fremgangsmate for produksjon
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av en sammensetning ifelge krav 1, omfattende: (a) & tilveiebringe en kjernepartikkel med
minst ett farste tilkoblingssete der nevnte kjernepartikkel er en virusliknende partikkel fra
en RNA-bakteriofag; (b) 4 tilveiebringe minst ett antigen eller antigendeterminant med
minst ett andre tilkoblingssete, der nevnte antigen eller antigendeterminant er et AB1-6-
peptid, og hvor nevnte andre tilkoblingssete er valgt fra gruppen bestaende av (i) et
tilkoblingssete som ikke er naturlig foreckommende med nevnte antigen eller
antigendeterminant; og (ii) et tilkoblingssete som er naturlig forekommende med nevnte
antigen eller antigendeterminant; og hvor nevnte andre tilkoblingssete er i stand til &
assosiere til nevnte forste tilkoblingssete gjennom minst én ikke-peptidbinding; og (¢) &
kombinere nevnte kjernepartikkel og nevnte minst ene antigen eller antigendeterminant,
hvor nevnte antigen eller antigendeterminant og nevnte kjernepartikkel interagerer
gjennom nevnte assosiasjon til & danne en ordnet og repetitiv antigenoppstilling.

I et ytterligere aspekt tilveiebringer foreliggende oppfinnelse en anvendelse av en
sammensetning ifglge krav 1 for fremstilling av et medikament for behandling av
Alzheimers sykdom.

I et videre aspekt tilveiebringer foreliggende oppfinnelse en anvendelse av en
sammensetning ifelge krav 1 for fremstilling av et medikament for den profylaktiske eller
terapeutiske behandlingen av Alzheimers sykdom. Videre 1 et ytterligere aspekt
tilveiebringer foreliggende oppfinnelse en anvendelse av en sammensetning ifelge krav 1,
enten alene eller 1 kombinasjon med andre midler, eller med eksplisitt fraveer av spesifikke
substanser, slik som adjuvanser, for fremstilling av en sammensetning, farmaseytisk
sammensetning, vaksine, legerniddel eller medikament for terapi eller profylakse av
Alzheimers sykdom og/eller for stimulering av det mammalske immunsystemet.

Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer derfor neermere bestemt
vaksinesammensetninger egnete for 4 forebygge og/eller svekke Alzheimers sykdom
eller tilstander relatert dertil. Oppfinnelsen tilveiebringer videre fremgangsmater for
henholdsvis immunisering og vaksinasjon, for & forebygge og/eller svekke Alzheimers
sykdom eller tilstander relatert dertil hos mennesker. Sammensetningene ifelge
oppfinnelsen kan benyttes profylaktisk eller terapeutisk. I spesifikke utfarelsesformer
tilveiebringer oppfinnelsen fremgangsmaéter for a forebygge og/eller svekke Alzheimers
sykdom eller tilstander relatert dertil, som er forarsaket eller forverret ved "selv"
genprodukter, dvs. "selv antigener" som anvendt heri. I relaterte utferelsesformer
tilveiebringer oppfinnelsen fremgangsmaéter for & indusere immunologiske responser hos
henholdsvis dyr og individer, som ferer til produksjon av antistoffer som hindrer og/eller
svekker Alzheimers sykdom eller tilstander relatert dertil, som er forarsaket av eller
forverret ved "selv" genprodukter.

Som det vil forstds av en med ordinzr dyktighet i fagfeltet, ndr sammensetninger

ifelge oppfinnelsen administreres til dyr eller menneske, kan de vere 1 en sammensetning
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inneholdende salter, buffere, adjuvanser eller andre substanser som er enskelige for & bedre
sammensetningenes effektivitet. Eksempler pa materialer egnet for anvendelse i
fremstilling av farmasegytiske sammensetninger tilveiebringes i mange kilder, inkludert
Remington's Pharmaceutical Sciences (Osol, A. red., Mack Publishing Co. (1990)).

Sammensetninger ifelge oppfinnelsen er sagt & V&re "farmakologisk akseptable"
dersorn deres administrasjon tolereres av et mottakende individ. Videre administreres
oppfinnelsens sammensetninger 1 en "terapeutisk effektiv mengde" (dvs. en mengde som
produserer en gnsket fysiologisk effekt).

Sammensetningene ifelge foreliggende oppfinnelse kan administreres ved ulike
fremgangsmater kjent i fagfeltet, men administreres normalt ved injeksjon, infusion,
inhalering, oral administering eller andre egnete fysiske fremgangsmater.
Sammensetningene kan alternativt administreres intramuskulert, intravenest eller
subkutant, Komponenter for ssmmensetninger for administrasjon inkluderer sterile vandige
(for eksempel fysiologisk saltopplesning) eller ikke-vandige lgsninger og suspensjoner.
Eksempler pa ikke-vandige lesningsmidler er propylenglykol, polyetylenglykol,
vegetabilske oljer som olivenolje, og injiserbare organiske estere som etyloleat. Barere
eller tilsluttende pakledninger kan benyttes for & gke hudpermeabilitet og forsterke
antigenabsorpsjon.

Andre utforelsesformer av foreliggende oppfinnelse vil vere tydelige for en med
ordiner dyktighet i lys av hva som er kjent innen fagfeltet, de pafelgende figurene og
beskrivelsen av oppfinnelsen og kravene.

KORT BESKRIVELSE AV FIGURENE

Figur 1 avbilder SDS-PAGE gel, kjert under reduserende forhold, som viser
resultatet av koblingen av AB1-6-peptidet (NH2-DAEFRHGGC-CONH2) (SEQ ID NO:
77) til VLP av QB-kappeproteinet.

Figur 2 viser ELISA-analysen av de spesifikke antistoffene for AB1-6 1 serum fra
mus immunisert med AB-6-peptid koblet til VLP fra QB-kappeproteinet.

Figur 3 viser ELISA-analysen av de spesifikke antistoffene for AB1-40 1 serum
fra mus immunisert med AP 1-6-peptid koblet til VLP fra QB-kappeproteinet.

Figur 4 A-B viser et hjernesnitt fra en APP23-mus (A) og et entorhinalt
cortexsnitt fra en AD-pasient (B) farget med serum fra mus immunisert med AB1-6-
peptid koblet til VLP av Qp-kappeproteinet.

Figur 5 A-E viser hjernesnitt fra en APP23-mus farget med serum fra mus
immunisert med AB1-6-peptid koblet til VLP fra QB-kappeproteinet, eller med et
polyklonalt kanin antiserum spesifikt for den C-terminale ende av human- eller muse-
APP.
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Figur 6 viser resultatet av immuniseringen av rhesus-aper med humant AB1-6
koblet til QB-VLP som malt i en ELISA-analyse.

Figur 7 viser resultat av bindingen til plakk fra serum fra aper immunisert med
human AB1-6 koblet til QB-VLP, som mélt ved histologi pa plakk fra human AD og
transgene mus.

Figur 8 avbilder SDS-PAGE-analysen av koblingen av murint AB1-6 til AP205.

Figur 9 viser resultatet av immuniseringen av mus med murint AB1-6 koblet til
AP205 som malt i en ELISA-analyse.

Figur 10 viser analysen ved ELISA av anti-AB40-titere og anti-AB42 titere i
serum fra "Swedish/London" transgene mus mellom 9,5 og 19 méneder gamle,
immunisert med QBhAB1-6.

Figur 11 viser den immunhistokjemiske farging av hjernesnitt av
"Swedish/London" transgene mus immunisert med QBhAB1-6 eller PBS.

Figur 12 viser kvantifiseringen av plakkavsetning 1 "Swedish/London"

transgene mus mellom 9,5 og 19 maneder gamle, immunisert med QBhAB1-6, QB eller

PBS.

Figur 13 viser kvantifiseringen av plakkavsetning 1 "Swedish/London"
transgene mus mellom 13,5 og 19 méneder gamle, immunisert med QBhAB1-6 eller
PBS.

Figur 14 viser analysen ved ELISA av anti-AB40-titere og APB42-titere 1
serum fra "Swedish" transgene mus immunisert med QBhAB1-6.

Figur 15 viser den immunhistokjemiske fargingen av hjernesnitt fra
"Swedish" transgene mus immunisert med QBhAB1-6 eller PBS.

Figur 16 viser kvantifiseringen av plakkavsetning 1 "Swedish" transgene
immunisert med QPI1A131-6 eller PBS.

DETALJERT BESKRIVELSE AV OPPFINNELSEN

Uten & vaere definert pa annen mate har alle tekniske og forskningsmessige
betegnelser som benyttes heti de samme betydningene som er alminnelig forstatt av en
person med ordiner dyktighet i fagfeltet, som denne oppfinnelsen tilherer. Selv om
mange fremgangsmaéter og materialer som er liknende eller ekvivalente til de som er
beskrevet heri kan benyttes 1 praktiseringen eller testingen av foreliggende oppfinnelse, er
de foretrukne fremgangsmétene og materialene beskrevet her nedenfor.

1. Definisjoner
AB1-6-peptid: Et AB1-6-peptid slik det anvendes heri, refererer til peptider som har

en sekvens som korresponderer til den humane AB1-6 sekvensen, eller homologer til den
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humane AB1-6-sekvensen. Sekvenser homologe til den humane AB1-6-sekvensen
inkluderer, men er ikke begrenset til AB1-6-sekvensene fra andre arter som herved
inkluderer, men er ikke begrenset til sekvensen fra primater, kanin, marsvin, Xenopus
Laevis, frosk, mus og rotte AB1-6. AB1-6-sekvensene fra Xenopus Laevis eller frosk, selv
om de er forskjellige fra human AB1-6 pa to posisjoner, har konservative mutasjoner (Ala-
Ser, Phe-Tyr), og er fortsatt antatt & vaere homologer til AB1-6 i samsvar med denne
definisjonen. I samsvar med foreliggende oppfinnelse er imidlertid vanligvis AR 1-6-peptidet
modifisert slik at et andre tilkoblingssete er festet til dette. Fortrinnsvis er det andre
tilkoblingssetet modifisert med en linker eller en aminosyrelinker som omfatter et andre
tilkoblingssete for binding til henholdsvis en kjernepartikkel og VLP. Mens det her refereres
til AB1-6-peptider, vil et modifisert AB1-6-peptid, som angitt ovenfor, dvs. AB1-6-peptider
med et andre tilkoblingssete tilkoblet dertil, omsluttes. Vanligvis er imidlertid
modifikasjonene uttrykkelig angitt 1 spesifikasjonen. Ytterligere foretrukne utferelsesformer
av et AB1-6-peptid som er et antigen eller antigendeterminant i samsvar med foreliggende
oppfinnelse, vil klargjeres videre 1 denne spesifikasjonen.

Adjuvans: Betegnelsen "adjuvans" som den anvendes heri, refererer til ikke-
spesifikke stimulatorer av immunresponsen eller substanser som tillater generering av et
depot i verten som sa kombinert med henholdsvis vaksine og den farmasgytiske
sammensetning ifelge foreliggende oppfinnelse, kan tilveiebringe en ytterligere forsterket
immunrespons. En rekke adjuvanser kan anvendes. Eksempler inkluderer fullstendig og
ufullstendig Freunds adjuvans, aluminiumhydroksid og modifisert muramyldipeptid.
Ytterligere adjuvanser er mineralgeler som aluminiumhydroksid, overflateaktive
substanser som lysolesitin, pluroniske polyoler, polyanioner, peptider, oljeemulsjoner,
albueskjell-hemocyaniner, dinitrofenol og potensielt nyttige humane adjuvanser som BCG
(bacille Calmette-Guerin) og Cotynebacterium parvum. Slike adjuvanser er ogsa velkjente
1 faget. Ytterligere adjuvanser som kan administreres med sammensetningene ifglge
oppfinnelsen inkluderer, men er ikke begrenset til monofosforyl lipid immunmodulator,
AdjuVax 100a, QS-21, QS-18, CRL100S, aluminiumsalter (Alum), MF-59, 0M-174, OM-
197, OM-294 og virosomal adjuvansteknologi. Adjuvansene kan ogsa omfatte en blanding
av disse substansene. Immunologisk aktive saponinfraksjoner som har adjuvansaktivitet
utledet fra barken til det sydamerikanske treet Quillaja Saponaria Molina er kjent i faget.
For eksempel QS21, ogsa kjent som QA21, er en HPLC-renset fraksjon fra Quillaja
Saponaria Molina treet og dens fremgangsmate for produksjon er beskrevet (som QA21) i
U.S. patent nr. 5 057 540. Quillaja saponin er ogsa beskrevet som en adjuvans av Scott ef
al., Int. Archs. Allergy Appl. Immun., 1985, 77, 409. Monofosforyllipid A og derivater
derav er kjent i faget. Et foretrukket derivat er 3 de-o-acylert monofosforyl lipid A, og er
kjent fra britisk patent nr. 2220211. Ytterligere foretrukne adjuvanser er beskrevet i WO
00/00462.
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Et fordelaktig kjennetegn ifelge foreliggende oppfinnelse er imidlertid den hoye
immunogenisiteten av sammensetningene ifglge foreliggende oppfinnelse. Som det
allerede er skissert her, eller vil bli klargjort gjennom denne beskrivelsen av den
foreliggende oppfinnelse, tilveiebringer foreliggende oppfinnelse vaksiner og
farmaseytiske sammensetninger fri for adjuvanser, 1 ytterligere alternative eller foretrukne
utfarelsesformer, som ferer til vaksiner og farmaseytiske sammensetninger for behandling
av AD, som er fri for adjuvanser, og som derfor har en overlegen sikkerhetsprofil, da
adjuvanser kan forarsake bieffekter. Betegnelsen "fri for" som den anvendes her i
konteksten for vaksiner og farmaseytiske sammensetninger for behandling av AD,
refererer til vaksiner og farmaseytiske sammensetninger som anvendes uten adjuvanser.

Aminosyre linker: En "aminosyrelinker" eller ogsa betegnet "linker" innenfor denne
spesifikasjonen, slik den anvendes heri, assosierer enten antigenet eller
antigendeterminanten med det andre tilkoblingssetet, eller mer foretrukket omfatter allerede
eller inneholder det andre tilkoblingssetet, vanligvis - men ikke ngdvendigvis som en
aminosyrerest, fortrinnsvis som en cysteinrest. Betegnelsen "aminosyrelinker" som den
anvendes heri, har ikke til hensikt & antyde at en slik aminosyrelinker eksklusivt bestar
av rester, selv om en aminosyrelinker bestdende av aminosyrerester er en foretrukket
utferelsesform ifelge oppfinnelsen Aminosyrerestene av aminosyrelinkeren er
fortrinnsvis sammensatt av naturlig forekommende aminosyrer, eller ikke-naturlige
aminosyrer som er kjent 1 faget, alle-L eller alle-D eller blandinger derav. En
aminosyrelinker som imidlertid omfatter et molekyl med en sulfhydrylgruppe eller
cysteinrest er ogsd omfattet i oppfinnelsen. Et slikt molekyl omfatter fortrinnsvis en C1-C6
alkyl-, sykloalkyl (CS5,C6), aryl eller heteroaryldel. I tillegg til en aminosyrelinker skal
imidlertid ogsa en linker, som fortrinnsvis omfatter en CI-C6 alkyl-, sykloalkyl- (C5,C6),
aryl- eller heteroaryldel og fri for aminosyre (aminosyrer), omsluttes innefor
oppfinnelsens rekkevidde. Assosiasjon mellom antigenet eller antigendeterminanten
eller eventuelt det andre tilkoblingssetet og aminosyrelinkeren er fortrinnsvis ved minst
en kovalent binding, mer foretrukket ved minst en peptidbinding.

Dyr: Betegnelsen "dyr" som den anvendes her inkluderer for eksempel
mennesker, sau, elg, hjort, muldyr, mink, pattedyr, ape, hest, kveg, svin, geit, hund, katt,
rotter, mus, fugler, kylling, reptiler, fisk, insekter og edderkopper.

Antistoff: Betegnelsen "antistoff som den anvendes her refererer til molekyler som
er 1 stand til & binde en epitop eller en antigendeterminant. Betegnelsen inkluderer hele
antistoffer og antigenbindende fragmenter derav, som inkluderer enkelkjede antistoffer.
Mest foretrukket er antistoffene humant antigenbindende antistoffragmenter og inkluderer,
men er ikke begrenset til Fab, Fab' og F(AB')2, Fd, enkelkjede Fvs (scFv), enkelkjede
antistoffer, disulfidkoblete Fvs (sdFv) og fragmenter omfattende enten et V- eller Vy-

doméne. Antistoffene kan vere fra enhver dyreopprinnelse, inkludert fugler og pattedyr.
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Fortrinnsvis er antistoffene humane, murine, kanin, geit, marsvin, kamel, hest eller kylling.
Slik "humant/humane" antistoffer anvendes heri inkluderer ogsa antistoffer som har
aminosyresekvensen fra et humant immunglobulin og inkluderer antistoffer isolert fra
humane immunglobulinbibliotek eller fra dyr som er transgene for ett eller flere humane
immunglobuliner, og som ikke uttrykker endogene immunglobuliner, som beskrevet for
eksempel 1 U.S. patent nr. 5 939 598 av Kucherlapati ef al.

Antigen: Betegnelsen "antigen" som den anvendes her refererer til et molekyl 1
stand til & bindes til et antistoff eller en T-cellereseptor (TCR) hvis det er til stede ved
MHC-molekyler. Betegnelsen "antigen" slik den anvendes her, omslutter ogsa T-
celleepitoper. Et antigen er ogsa i stand til & gjenkjennes av immunsystemet og/eller i
stand til & indusere en humoral immunrespons og/eller celluleer immunrespons som
medferer aktivering av B- og/eller T-lymfocytter. Dette kan imidlertid kreve, 1 alle fall 1
spesielle tilfeller, at antigenet inneholder eller er forbundet til en Th-celleepitop, og er gitt 1
adjuvans. Et antigen kan ha en eller flere epitoper (B- og T-epitoper). Den spesifikke
reaksjonen referert til ovenfor, er ment & indikere at antigenet fortrinnsvis vil reagere,
vanligvis pa sterkt selektiv mate, med dets korresponderende antistoff eller TCR, og ikke
med mangfoldet av andre antistoffer eller TCR som kan utleses ved andre antigener.
Antigener som de benyttes heri, kan ogsa vere blandinger av flere individuelle antigener.

Antigenisk determinant: Betegnelsen "antigenisk determinant" som den anvendes
heri, refererer til den delen av et antigen som spesifikt gjenkjennes ved enten B- eller T-
lymfoeytter. B-lymfocytter som responderer til antigeniske determinanter produserer
antistoffer, mens T-lymfocytter responderer til antigeniske determinanter ved
proliferasjon og etablering av effektorfunksjoner som er kritiske for mediering av
celluler og/eller humoral immunitet.

Assosiasjon: Betegnelsen "assosiasjon" slik den benyttes heri for de forste og
andre tilkoblingssetene, refererer til bindingen av de ferste og andre tilkoblingssetene
som fortrinnsvis er med minst en ikke-peptidbinding. Assosiasjonen kan vare kovalent,
ionisk, hydrofobisk, polar eller enhver kombinasjon derav, fortrinnsvis er assosiasjonen
kovalent.

Tilkoblingssete, forste: Frasen "forste tilkoblingssete" slik den anvendes heri,
refererer til et element av ikke-naturlig eller naturlig opprinnelse, som det andre
tilkoblingssetet som er lokalisert pa antigenet eller antigendeterminanten kan assosiere til.
Det forste tilkoblingssetet kan vere et protein, polypeptid, aminosyre, peptid, sukker,
polynukleotid, naturlig eller syntetisk polymer, sekundar metabolitt eller forbindelse
(biotin, fluorescein, retinol, digoksigenin, metallioner, fenylmetylsulfonylfluorid), eller
en kombinasjon eller en kjemisk reaktiv gruppe derav. Det forste tilkoblingssetet er
vanligvis og fortrinnsvis lokalisert pa overflaten av kjernepartikkelen, som fortrinnsvis

den virusliknende partikkelen. Flere forste tilkoblingsseter er til stede pa overflaten av

337574



10

15

20

25

30

35

15

henholdsvis kjernen og den virusliknende partikkelen, vanligvis 1 en repetitiv
konfigurasjon.

Tilkoblingssete, andre: Frasen "andre tilkoblingssete" slik den anvendes heri,
refererer til et element assosiert med antigenet eller antigendeterminanten, som det forste
tilkoblingssetet, som er lokalisert pa overflaten av henholdsvis kjernepartikkelen og den
virusliknende partikkelen, kan assosiere til. Det andre tilkoblingssetet av antigenet eller
antigendeterrninanten kan vere et protein, polypeptid, peptid, sukker, polynukleotid,
naturlig eller syntetisk polymer, sekundaer metabolitt eller forbindelse (biotin, fluorescein,
retinol, digoksigenin, metallioner, fenylmetylsulfonylfluorid), eller en kombinasjon eller
en kjemisk reaktiv gruppe derav. Minst ett andre tilkoblingssete er til stede pa antigenet
eller antigendeterminanten. Betegnelsen "antigen eller antigendeterminant med minst ett
andre tilkoblingssete" refererer derfor til et antigen eller antigenisk konstruksjon
omfattende minst antigenet eller antigendeterminanten og det andre tilkoblingssetet.
Spesielt for et andre tilkoblingssete, som er av ikke-naturlige opprinnelse, dvs. ikke
naturlig forekommende 1 antigenet eller antigendeterminanten, omfatter imidlertid disse
antigen- eller antigeniske konstruksjonene en "aminosyrelinker".

Binding: Betegnelsen "binding" som den anvendes heri, refererer til binding eller

tilkobling som kan vere kovalent, for eksempel ved kjemisk kobling eller ikkekovalent, for

eksempel 1oniske interaksjoner, hydrofobiske interaksjoner, hydrogenbindinger osv.
Kovalente bindinger kan for eksempel veere ester, eter, fosfoester, amid, peptid, 1mid,
karbon-svovel, karbon-fosfor, og liknende. Betegnelsen "binding" er bredere enn, og
inkluderer betegnelser som "koblet", "fusjonert" og "tilkoblet".

Kappeprotein(er): Betegnelsen "kappeprotein(er)" refererer til protein(er) fra en
RNA-bakteriofag som er i stand til & bli inkorporert 1 kapsidsamlingen til RNA-
bakteriofagen. Nar det refereres til kappeproteingenets spesifikke genprodukt fra RNA-
bakteriofag benyttes imidlertid betegnelsen "CP". For eksempel er kappeproteingenets
spesifikke genproduktet fra RNA-bakteriofag-Qp referert til som "Qp CP", mens
"kappeproteinene" fra bakteriofag QB omfatter "QpB CP" sa vel som Al-proteinet.
Kapsidet fra bakteriofag QB bestar hovedsakelig av Q3 CP, med et mindre innhold av
Al-proteinet. P4 liknende mate inneholder VLP-Qp-kappeproteinene hovedsakelig Qf
CP, med et mindre innhold av Al-protein.

Kjernepartikkel: Betegnelsen "kjernepartikkel" slik den anvendes heri, refererer
til en rigid struktur med en naturlig repetitiv organisasjon. En kjernepartikkel som den
anvendes heri, kan vare produkt av en syntetisk eller biologisk prosess.

Koblet: betegnelsen "koblet" slik den anvendes heri, refererer til kobling ved
kovalente bindinger eller ved sterke ikke-kovalente interaksjoner, vanligvis og
fortrinnsvis til kobling ved kovalente bindinger. Enhver fremgangsmate som normalt

anvendes av de som er gvet 1 faget med kobling av biologisk aktive materialer kan
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anvendes ifelge foreliggende oppfinnelse.

Effektiv mengde: Betegnelsen "effektiv mengde" slik den anvendes heri refererer til
en mengde nedvendig eller tilstrekkelig til 4 realisere en gnsket biologisk effekt. En
effektiv mengde av sammensetningen vil vare mengden som oppnar dette enskete resultat,
og en slik mengde bestemmes ved rutine av faglert person. En effektiv mengde for &
behandle en immunsystemsvikt kan for eksempel den mengden som er nadvendig for &
forarsake aktivering av immunsystemet, som resulterer i utvikling av en antigenspesifikk
immunrespons ved eksponering for antigen. Betegnelsen er ogsa synonym med
"tilstrekkelig mengde". Den effektive mengde for enhver spesiell anvendelse kan variere
avhengig av slike faktorer som sykdommen eller tilstanden som skal behandles, den
bestemte sammensetning som skal tilferes, individets sterrelse og/eller alvorligheten av
sykdommen eller tilstanden. En person med ordinar dyktighet 1 faget kan erfaringsmessig
bestemme den effektive mengden av en bestemt sammensetning av foreliggende

oppfinnelse uten & gjere ungdvendig eksperimenteting.

Epitop: Betegnelsen "epitop" slik den anvendes heri, refererer til kontinuerlige eller
avbrutte deler av et polypeptid som har antigen eller immunogenisk aktivitet 1 et dyr,
fortrinnsvis et pattedyr, og mest foretrukket 1 et menneske. En epitop gjenkjennes ved et
antistoff eller en T-celle gjennom dens T-cellereseptor 1 et MHC-molekyls kontekst. En
"immunogen epitop" som anvendt heri, defineres som en del av et polypeptid som utlgser
en antistoffrespons eller som induserer en T-cellerespons 1 et dyr, som bestemt ved
enhver fremgangsmate kjent i faget. (Se for eksempel Geysen et al., Proc. Natl. Acad.
Sci., USA 81:3998-4002 (1983)). Betegnelsen "antigenepitop" slik den anvendes heri,
defineres som en del av et protein, som et antistoff immunspesifikt kan binde sitt antigen,
som bestemt ved enhver fremgangsmate som er godt kjent i faget. Immunspesifikk
binding ekskluderer ikke-spesifikk binding, men ekskluderer ngdvendigvis ikke
kryssreaktivitet med andre antigener. Antigenepitoper trenger ngdvendigvis ikke 8 vere
immunogene. Antigenepitoper kan ogsa vare T-celleepitoper, i dette tilfellet kan de

immunspesifikt bindes ved en T-cellereseptor 1 et MHC-molekyls kontekst.

En epitop kan omfatte tre aminosyrer i en romlig konformasjon som er unik for
epitopen. Generelt omfatter en epitop minst omkring fem slike aminosyrer, og mer vanlig
bestar den av minst omkring 8-10 alike aminosyrer. Dersom epitopen er et organisk
molekyl, kan det vaere sé lite som nitrofenyl.

Fusjon: Betegnelsen "fusjon" slik den anvendes heri, refererer til kombinasjonen av
aminosyresekvenser av ulik opprinnelse i en polypeptidkjede ved kombinasjon av deres
kodende nukleotidsekvenser i leseramme. Betegnelsen "fusjon" omslutter uttrykkelig
interne fusjoner, dvs. innsetting av sekvenser av ulik opprinnelse 1 en polypeptidkjede 1

tillegg til fusjon til én av dets terminaler.
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Immunrespons: Betegnelsen "immunrespons" slik den anvendes heri, refererer til
en humoral immunrespons og/eller cellulaeer immunrespons som ferer til aktivering eller
proliferasjon av B- og/eller T-lymfocytter og/eller antigentilstedevarende celler. I noen
tilfeller kan imidlertid immunresponsene vare av lav intensitet og bare pavises nar det
minst benyttes en substans 1 samsvar med oppfinnelsen. "Immunogenisk" refererer til et
middel som anvendes for 4 stimulere immunsystemet til en levende organisme, slik at én
eller flere funksjoner av immunsystemet forsterkes og rettes mot det immunogene
middelet. Et "immunogenisk polypeptid" er et polypeptid som utlgser en cellulaer
og/eller humoral immunrespons, enten alene eller forbundet til en berer 1 nervear eller
fraveer av en adjuvans. Fortrinnsvis aktiveres tilstedevarende antigenceller.

En substans som "forsterker" en immunrespons refererer til en substans der en
immunrespons er observert som er storre eller intensivert, eller pa noen mate avvikende
med tilsetting av substansen sammenliknet med den samme immunresponsen malt uten
tilsetting av substansen. Den lytiske aktiveringen av cytotoksiske T-teller kan males for
eksempel ved anvendelse av en >'Cr frigjeringstest i prever oppnidd med eller uten
anvendelse av substansen under immunisering. Mengden av substans som den CTLlytiske
aktivitet er forsterket, sammenliknet med CTL-lytisk aktivitet uten substansen, er antatt 8
veere en mengde tilstrekkelig til & forsterke immunresponsen hos dyret til antigenet. I en
foretrukket utforelsesform er immunresponsen forsterket med en faktor pd minst omkring
2, mer foretrukket med en faktor pd omkring 3 eller mer. Mengden eller typen av
cytokiner utskilt, kan ogséd endres. Alternativt kan mengden antistoff indusert eller deres
underklasser endres.

Immunisering: Betegnelsene "immunisere" eller "immunisering", eller relaterte
betegnelser slik de anvendes heri, refererer til overdragelse av evnen til 4 male en
vesentlig immunrespons (omfattende antistoffer og/eller celluleer immunitet, som
effektor CTL) mot et mélantigen eller en malepitop. Disse betegnelsene krever ikke at
fullstendig immunitet skapes, men heller at det produseres en immunrespons som er
vesentlig sterre enn basalnivaet. Et pattedyr kan for eksempel betraktes & vere
immunisert mot et mélantigen om den cellulere og/eller malanfigenets humorale
immunrespons forekommer etter anvendelse av fremgangsmater ifelge oppfinnelsen.

Naturlig opprinnelse: Betegnelsen "naturlig opprinnelse" slik den anvendes heri,
betyr at hele eller deler derav ikke er syntetisk eller eksisterer, eller produseres i
naturen.

Ikke-naturlig: Betegnelsen, slik den anvendes heri, betyr generelt ikke fra
naturen, mer spesifikt betyr betegnelsen av menneskehénd.

Ikke-naturlig opprinnelse: Betegnelsen "ikke-naturlig opprinnelse" slik den
anvendes heri betyr generelt syntetisk eller ikke fra naturen; mer spesifikt betyr
betegnelsen av menneskehand.
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Ordnet og repetitiv antigen- eller antigendeterminantoppstilling; Betegnelsen
"ordnet og repetitiv antigen- eller antigendeterminantoppstilling" slik den anvendes
heri, refererer generelt til et repetitivt menster av antigen eller antigendeterminant,
vanligvis karakterisert ved og fortrinnsvis ved en lik, romlig arrangement av
antigenene eller antigendeterminantene med hensyn til henholdsvis
kjernepartikkelen og den virusliknende partikkelen. I en utferelsesform ifaglge
oppfinnelsen er det repeterte mensteret et geometrisk menster. Vanlige og
foretrukne eksempler av egnete, ordnete og repetitive antigen- eller
antigendeterminantoppstillinger er de som innehar strengt repetitive
parakrystallinske systemer av antigener eller antigendeterminanter, fortrinnsvis
med mellomrom pa 0,5 til 30 nanometer, mer foretrukket 5 til 15 nanometer.

Polypeptid: Betegnelsen "polypeptid", slik den anvendes heri, refererer til et
molekyl som er komponert av monomerer (aminosyrer) linert forbundet av
amidbindinger (ogsa kjent som peptidbindinger). Det indikerer en molekylkjede av
aminosyrer og refererer ikke til en spesifikk produktlengde. Peptider, dipeptider,
tripeptider, oligopeptider og proteiner er derfor inkludert i definisjonen av polypeptid.
Denne betegnelsen er ogsa ment & referere til postekspresjonsmodifikasjoner av
polypeptidet, for eksempel glykosyleringer, acetyleringer, fosforyleringer og liknende.
Et rekombinant eller derivert polypeptid er ikke ngdvendigvis translatert fra en angitt
nukleinsyresekvens. Det kan ogsa genereres pa andre mater, inkludert kjemisk
syntese.

Rest: Betegnelsen "rest" slik den anvendes heri, er ment & bety en spesifikk
aminosyre i en polypeptidryggrad eller sidekjede.

Selv-antigen: Betegnelsen "selv-antigen", slik den anvendes heri, refererer til
proteiner som kodes av vertens DNA og produkter generert ved proteiner eller RNA
kodet ved vertens DNA, er definert som selv. Proteiner som resulterer fra en
kombinasjon av to eller flere selv-molekyler eller som representerer en fraksjon av et
selv-molekyl og proteiner med bey homologi til selv-molekyler som definert ovenfor
(> 95 %, fortrinnsvis >97 %, mer foretrukket >99 %) kan i tillegg ogsa betraktes som
selv.

Behandling: Betegnelsene "behandling", "behandle" eller "behandlet", slik de
anvendes heri, refererer til profylakse og/eller terapi. Nar benyttet med hensyn til en
infeksigs sykdom refererer for eksempel betegnelsen til en profylaktisk behandling som
gker resistensen hos et individ mot infeksjon med et patogen, eller med andre ord,
reduserer sannsynligheten for at individet infiseres med patogenet eller viser tegn pa
sykdom som kan tilskrives infeksjonen, s vel som en behandling etter at individet er
infisert for 4 bekjempe infeksjonen, for eksempel redusere eller eliminere infeksjonen

eller hindre den 1 videre utvikling.
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Vaksine: Betegnelsen "vaksine", slik den anvendes heri, refererer til en formulering
inneholdende sammensetningen av foreliggende oppfinnelse, og som er i en form som er 1
stand til 4 tilfares et dyr. Vanligvis omfatter vaksinen en konvensjonell saltopplesning eller
bufret vandig lgsningsmedium, som sammensetningen av den foreliggende oppfinnelse er
suspendert eller opplest 1. I denne formen kan sammensetningen av foreliggende
oppfinnelse benyttes passende for & hindre, lindre eller pa annen mate behandle en tilstand.
Ved introduksjon i en vert, er vaksinen i stand til & fremkalle en immunrespons som
inkluderer, men er ikke begrenset til produksjon av antistoffer og/eller cytokiner og/eller
aktivering av cytotoksiske T-celler, antigenpresenterende celler, hjelper-T-teller,
dendrittceller og/eller andre cellulere responser.

Vaksinen ifglge foreliggende oppfinnelse kan ytterligere eventuelt inkludere en
adjuvans som kan vere til stede 1 enten en mindre eller sterre andel relativt til
forbindelsen av foreliggende oppfinnelse.

Virusliknende partikkel (VLP): Betegnelsen "virusliknende partikkel", slik den
anvendes heri, refererer til en struktur som likner en viruspartikkel. En virusliknende
partikkel er videre 1 samsvar med foreliggende oppfinnelse ikke-replikerende og ikke-
infeksigs da den mangler hele eller deler av det virale genom, spesielt de replikerende og
infeksigse komponentene av viralgenomet. En virusliknende partikkel som er 1 samsvar med
den foreliggende oppfinnelse kan inneholde nukleinsyre atskilt fra deres genom. En typisk
og foretrukket utferelsesform av en virusliknende partikkel 1 samsvar med den
foreliggende oppfinnelse er et viralt kapsid slik som det virale kapsidet fra den
korresponderende RNA-bakteriofag. Betegnelsene "viralt kapsid" eller "kapsid”, som
anvendes om hverandre heri, refererer til en makromolekylar samling bestidende av virale
proteinsubenheter. Vanligvis og fortrinnsvis samles de virale proteinsubenhetene til et
viralt kapsid og kapsid, med en struktur med iboende repetitiv organisering, der nevnte
struktur vanligvis er sfeerisk eller tubular. For eksempel har kapsidene eller RNA-
bakteriofagene eller HBcAg'ene en sferisk form av ikosahedral symmetri. Betegnelsen
"kapsidliknende struktur", slik den anvendes heri, refererer til en makromolekylar
samling bestaende av virale proteinsubenheter som likner kapsidmorfologien i den
ovenfor definerte betydning, men som avviker fra den typisk symmetriske samling, mens
den opprettholder en tilstrekkelig grad av orden og repeterbarhet.

Virusliknende fra en bakteriofag: Betegnelsen "virusliknende fra en
bakteriofag", slik den anvendes heri, refererer til virusliknende partikkel sorn likner
strukturen til en bakteriofag som er ikke-replikerende og ikke-infeksigs, og som
mangler minst genet eller genene som koder for replikasjonsrnaskineriet hos
bakteriofagen, og vanligvis mangler ogsa genet eller genene som koder for proteinet
eller proteinene som er ansvarlige for viral forbindelse til eller inngang 1 verten. Denne

definisjonen skal imidlertid ogsa ornslutte virusliknende partikler fra bakteriofager, der
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det ovenfor nevnte genet eller genene fortsatt er til stede, men er inaktive, og som
derfor ogsa ferer til ikke-replikerende og ikke-infeksigse, virusliknende partikler fra en
bakteriofag.

VLP fra RNA-bakteriofag kappeprotein: Kapsidstrukturen dannet fra selv-
samlingen av 180 subenheter av RNA-bakteriofag kappeprotein og som eventuelt
inneholder verts-RNA refereres til som et "VLP fra RN A-bakteriofag kappeprotein". Et
spesifikt eksempel er VLP fra QB-kappeprotein. I dette bestemte tilfellet kan VLP fra Q-
kappeprotein enten samles eksklusivt fra QB-CP-subenheter (generert ved ekspresjon av
et QB-CP-gen inneholdende for eksempel et TAA stoppkodon som utelukker enhver
ekspresjon av det lengre Al-proteinet gjennom suppresjon, se Kozlovska, T. M., et al.,
Intervirology 39:9-15 (1996)), eller ytterligere inneholder Al -proteinsubenheter 1
kapsidsamlingen.

Viruspartikkel: Betegnelsen "viruspartikkel", slik den anvendes heri, refererer til
den morfologiske formen av et virus. I noen virustyper omfatter det et genom omgitt av et
proteinkapsid; andre har ytterligere strukturer (for eksempel konvolutter, haler, osv.).

En eller ett: Nar betegnelsene "én" eller "ett" benyttes i denne beskrivelsen, betyr de
"minst én" eller "én eller flere", med mindre annet er angitt.

Som det vil vere klart for de med dyktighet 1 faget, involverer
enkelteutforelsesformer av oppfinnelsen anvendelse av rekombinante
nukleinsyreteknologier, slik som kloning, polymerasekjedereaksjon, rensing av DNA og
RNA, ekspresjon av rekombinante proteiner 1 prokaryote og eukaryote celler, osv. Slike
metodologier er velkjent for de med dyktighet 1 faget, og finnes 1 publiserte
laboratoriemanualer (se for eksempel Sambrook, J. ef al. , red. Molecular Cloning, A
Laboratory Manual, 2. utg., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. (1989); Ausubel, F. et al, red., Current Protocols in Molecular Biology, John H.
Wiley & Sons, Inc. (1997)). Fundamentale laboratorieteknikker for & arbeide med dyrking
av cellelinjer (Celis, J., red., Cell Biology, Academic Press, 2. utg., (1998)) og
antistoffbaserte teknologier (Harlow, E. og Lane, D., Antibodies: A Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y. (1988); Deutscher, M. P.,
"Guide to Protein Purification", Meth. Enzymol. 128, Academic Press, San Diego (1990);
Scopes, R. K., Protein Purification Principles and Practice, 3. utg., Springer-Verlag,
New York (1994)) er ogsa dekkende beskrevet 1 litteraturen.

2. Sammensetninger og fremgangsmater for a forsterke en immunrespons
Foreliggende oppfinnelse tilveiebringer sammensetninger og fremgangsmater for &
indusere en immunrespons mot AB1-6-peptid 1 et dyr som inkluderer antistoffer stand til &
binde AB-amyloid plakk og lgselig AB. Sammensetninger ifelge oppfinnelsen omfatter eller
bestér altemativt av (a) en kjernepartikkel med minst ett forste tilkoblingssete der nevnte
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kjernepartikkel er en VLP fra en RNA-bakteriofag; og (b) minst ett antigen eller antigenisk
determinant med minst ett andre tilkoblingssete, der nevnte antigen eller antigeniske
determinant er et AB1-6-peptid, og hvori nevnte andre tilkoblingssete er valgt fra gruppen
bestaende av (i) et tilkoblingssete som ikke er naturlig forekommende i nevnte antigen eller
antigeniske determinant; og (i) et tilkoblingssete som er naturlig forekommende i nevnte
antigen eller antigeniske determinant, hvori nevnte andre tilkoblingssete er i stand til &
assosiere til nevnte forste tilkoblingssete gjennom minst én ikke-peptidbinding; og hvori
nevnte antigen eller antigeniske determinant og nevnte kjernepartikkel interagerer gjennom
nevnte assosiasjon for & danne en ordnet og repetitiv antigenoppstilling. Mer spesifikt
omfatter sammensetningene ifelge oppfinnelsen, eller alternativt bestir de av en
virusliknende partikkel og minst ett antigen eller antigendeterminant, hvor antigenet eller
antigendeterminanten er et AB1-6-peptid, og hvor det minst ene antigenet eller
antigendeterminanten er bundet til den virusliknende partikkelen for & danne en ordnet og
repetitiv antigen-VLP-oppstilling. Videre muliggjer oppfmnelsen for utgveren a konstruere
en slik sammensetning, inter alia, for behandling og/eller profylaktisk & forebygge
Alzheimers sykdom. Virusliknende partikler 1 konteksten av den foreliggende anvendelsen
refererer til strukturer som likner en viruspartikkel, men som ikke er patogen. Generelt
mangler virusliknende partikler det virale genomet og er derfor ikke infeksigse.
Virusliknende partikler kan ogsa produseres i sterre mengder ved heterolog ekspresjon og
kan enkelt renses.

I en utferelsesform omfatter kjernepartikkelen, eller er en virusliknende
partikkel fra en RNA-bakteriofag, en viral kapsidpartikkel eller en rekombinant
form av disse. En hvert RN A-bakteriofag kjent 1 faget som har en ordnet og
repetitiv kappe og/eller kjerneproteinstruktur kan velges som en kjernepartikkel
ifelge oppfinnelsen; eksempler pa egnete bakteriofager inkluderer bakteriofag
QB, bakteriofag R17, bakteriofag M11, bakteriofag MX1, bakteriofag NL95,
bakteriofag fr, bakteriofag GA, bakteriofag SP, bakteriofag MS2, bakteriofag 2,
bakteriofag PP7 (for eksempel se tabell 1 1 Bachmann, M. F. og Zinkernagel, R.
M., Immunol. Today 17:553-558 (1996)).

I en ytterligere utferelsesform anvender oppfinnelsen genetisk konstruksjon
av et virus for 4 lage en fusjon mellom et ordnet og repetitivt, viralt konvoluttprotein
og et farste tilkoblingssete omfattet av, eller alternativt, eller fortrinnsvis, et
heterologt protein, peptid, antigendeterminant eller en reaktiv aminosyrerest etter
valg. Andre genetiske manipulasjoner kjent i1 faget, kan inkluderes i konstruksjonen
av sammensetningene ifglge oppfinnelsen; for eksempel kan det vare enskelig &
begrense replikasjonsevnen til det rekombinante viruset gjennom genetisk
mutasjon. Videre er viruset som benyttes 1 den foreliggende oppfinnelse

replikasjonsinkompetent pga. kjemisk eller fysisk inaktivering, eller som angitt,
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pga. mangel av et replikasjonskompetent genom. Det virale protein som er valgt for
fusjon til det forste tilkoblingssetet skal ha en organisert og repetitiv struktur. En
slik organisert og repetitiv struktur inkluderer parakrystallinske organiseringer med
et mellomrom pé 5-30 nm, fortrinnsvis 5-15 nm pé virusoverflaten. Konstruksjon
av denne type fusjonsprotein vil resultere 1 flere ordnete og repetitive forste
tilkoblingsseter pa virusoverflaten, og reflekterer den normale organiseringen av det
naturlig virale proteinet. Som det vil forstas av folk i faget, kan det forste
tilkoblingssetet vare eller vere en del av et hvert passende protein, polypeptid,
sukker, polynuldeotid, peptid (aminosyre), naturlig eller syntetisk polymer, en
sekundar metabolitt eller en kombinasjon derav, som spesifikt kan tjene til 4 feste
antigenet eller antigendeterminanten, som ferer til en ordnet og repetitiv
antigenoppstilling.

Et utvalg av forskjellige rekombinante vertsceller kan anvendes for
produksjon av en viralbasert kjernepartikkel for antigen eller antigendeterminant
forbindelse. En rekke forskjellige rekombinante vertsceller kan saledes anvendes 1
praktiseringen av oppfinnelsen. BHK-, COS-, Vero-, HeLa- og CHO-celler er
spesielt egnet for produksjon av heterologe proteiner fordi de har potensiale til &
glykosylere heterologe proteiner pa en mate liknende humane celler (Watson, E. ef
al., Glycobiology 4:227, (1994)), og kan velges (Zang, M. et al., Bio/technology
13:389 (1995)) eller konstrueres genetisk (Renner, W. ef al., Biotech. Bioeng.

4:476 (1995); Lee, K. et al. Biotech. Bioeng. 50:336 (1996)) for & gro i serumfritt
medium, si vel som i suspensjon.

Introduksjon av polynukleotidvektorer i vertsceller kan utferes ved fremgangsmater
beskrevet 1 standard laboratoriemanualer (se for eksempel Sambrook, J. ef al, red.
Molecular Cloning, A Laboratory Manual, 2. utg., Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), kap. 9; Ausubel, F. et al,, red., Current Protocols in
Molecular Biology, John H. Wiley & Sons, Inc. (1997), kap. 16), som inkluderer
fremgangsmater som elektroporering, DEAE-dekstranmediert transfeksjon, transfeksjon,
mikroinjeksjon, kationisk lipidmediert transfeksjon, transduksjon, "scrape loading”,
ballistisk introduksjon og infeksjon. Fremgangsmater for introduksjon av eksogene DNA-
sekvenser 1 vertsceller er diskutert 1 Feigner, P. ef al., U.S. patent nr. 5 580 859.

Pakkete RNA-sekvenser kan ogsa anvendes for infeksjon av vertsceller. Disse
pakkete RNA-sekvensene kan introduseres til vertsceller ved 4 tilsette dem til
dyrkingsmediet.

Nar pattedyrceller benyttes som rekombinante vertsceller for produksjon av
viralbaserte kjernepartikler, dyrkes disse cellene generelt i cellekultur. Fremgangsmater
for dyrking av celler i kultur er velkjent 1 faget (se for eksempel Celis, J., red., Cell
Biology, Academic Press, 2. utg., (1998); Sambrook, J. et al.,, red. Molecular Cloning, A
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Laboratory Manual, 2. utg., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
N.Y. (1989); Ausubel, F. et al., red., Current Protocols in Molecular Biology, John H.
Wiley & Sons, Inc. (1997); Freshney, R., Culture of Animal Cells, Alan R. Liss, Inc.
(1983)).

I en foretrukket utferelsesform er kjernepartikkelen en virusliknende partikkel, der
den virusliknende partikkelen er en rekombinant virusliknende partikkel. Den dyktige
forskeren kan produsere virusliknende partikler (VLP) ved anvendelse av rekombinant
DNA-teknologi og viruskodende sekvenser, som enkelt er kommersielt tilgjengelig. Den
kodende sekvens av en viruskonvolutt eller et kjerneprotein, kan konstrueres for
ekspresjon i en bakulovirusekspresjonsvektor ved anvendelse av en kommersielt
tilgyengelig bakulovirusvektor, under den regulatoriske kontroll av en viruspromoter med
hensiktsrnessige modifikasjoner av sekvensen, for a tillate funksjonell forbindelse av
den kodende sekvensen til den regulatoriske sekvens. Den kodende sekvensen til en
viruskonvolutt eller et kjerneprotein kan ogsa konstrueres for ekspresjon i for eksempel
en bakteriell ekspresjonsvektor.

Eksempler pa VLP inkluderer RNA-fag, Ty, fr-fag, GA-fag, AP205-fag og Qp-
fag.

Som det vil veere tydelig for de med dyktighet 1 faget, er VLP ifelge oppfinnelsen
ikke begrenset til noen spesifikk form. Partikkelen kan kjemisk syntetiseres eller via en
biologisk prosess, som kan vare naturlig eller ikke-naturlig. Ved eksempler inkluderer
denne type av utferelsesform en virusliknende partikkel eller en rekombinant form av
denne.

I en mer spesifikk utfarelsesform omfatter den virusliknende partikkel eller
alternativt hovedsakelig bestar av eller alternativt bestir av rekombinante polypeptider,
eller fragmenter derav, som er valgt fra rekombinante polypeptider fra RNA-bakteriofag,
rekombinante polypeptider fra Ty, rekombinante polypeptider fra rekombinante
polypeptider fra GA-fag og rekombinante polypeptider fra QB-fag. Den virusliknende
partikkelen kan ytterligere omfatte, eller alternativt hovedsakelig besta av, eller alternativt
besta av ett eller flere fragmenter av slike polypeptider, sa vel som varianter av slike
polypeptider. Varianter av polypeptider kan dele for eksempel minst 80 %, 85 %, 90 %,
95 %, 97 % eller 99 % identitet pd aminosyrenivaet med deres villtypemotstykke.

I en foretrukket utferelsesform omfatter den virusliknende partikkelen, bestar
hovedsakelig av, eller alternativt bestar av rekombinante proteiner eller fragmenter
derav, fra en RNA-bakteriofag. Fortrinnsvis er RNA-bakteriofag valgt fra gruppen
bestaende av a) bakteriofag Qp3; b) bakteriofag R17; c) bakteriofag fr; d) bakteriofag GA; e)
bakteriofag SP; f) bakteriofag MS2; g) bakteriofag M11; h) bakteriofag MX1; 1) bakteriofag
NLO9S; k) bakteriofag £2; 1) bakteriofag PP7; og m) bakteriofag AP205.

I en annen foretrukket utferelsesform ifglge foreliggende oppfinnelse omfatter
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den virusliknende partikkelen, bestar hovedsakelig av, eller alternativt bestar av
rekombinante proteiner eller fragmenter derav, fra RN A-bakteriofag Qf eller fra RNA--
bakteriofag fr, eller fra RNA-bakteriofag AP205.

I en ytterligere foretrukket utferelsesform ifalge foreliggende oppfinnelse
omfatter de rekombinante proteinene, eller alternativt bestar hovedsakelig av, eller
alternativt bestar av kappeproteiner fra RNA-bakteriofager.

RNA-bakteriofag kappeproteiner som danner kapsider eller VLP eller fragmenter
av bakteriofag kappeproteinene og som er kompatible med selv-samling til et kapsid eller
VLP, er derfor ytterligere foretrukne utferelsesformer av oppfinnelsen. Bakteriofag Qp--
kappeproteiner kan for eksempel uttrykkes rekombinant 1 E. coli. Videre, ved slik
ekspresjon danner disse proteinene kapsider spontant. I tillegg danner disse kapsidene
en struktur med en iboende repetitiv organisasjon.

Spesifikke foretrukne eksempler av bakteriofage kappeproteiner som kan anvendes

1 fremstillingen av sammensetninger ifglge oppfinnelsen, inkluderer kappeproteinene fra
RNA-bakteriofager, slik som bakteriofag QB (SEQ ID NO: 4; PIR database, adgangsnr.
VCBPQB, som refererer til QB-CP og SEQ ID NO: 5; adgangsnr. AAA16663, som
refererer til QB-Al protein), bakteriofag R17 (SEQ ID NO: 6; FIR adgangsnr. VCBPR7),
bakteriofag fr (SEQ ID NO: 7; PIR adgangsnr. VCBPFR), bakteriofag GA (SEQ ID NO:
8; GenBank adgangsnr. NP-040754), bakteriofag SP (SEQ ID NO: 9; GenBank
adgangsnr. CAA30374 som refererer til SP CP og SEQ ID NO: 10; adgangsnr. NP
695026 som refererer til SP Al protein), bakteriofag MS2 (SEQ ID NO: 11; PIR
adgangsnr. VCBPM2), bakteriofag M11 (SEQ ID NO: 12; GenBank adgangsnr.
AAC06250), bakteriofag MX1 (SEQ ID NO: 13; GenBank adgangsnr. AAC14699),
bakteriofag NL9S (SEQ ID NO: 14; GenBank adgangsnr. AAC14704), bakteriofag 2
(SEQ ID NO: 15; GenBank adgangsnr. P03611), bakteriofag PP7 (SEQ ID NO: 16), og
bakteriofag AP205 (SEQ ID NO: 28). Al-proteinet av bakteriofag QB (SEQ ID NO: 5)
eller C-terminale avkortete former som mangler sa mye som 100, 150 eller 180
aminosyrer fra dens C-terminate ende, kan inkorporeres 1 en kapsidsamling av Q-
kappeproteiner. Generelt vil den prosentvise andel av QB Al-protein relativt til QBCP i
kapsidsamlingen vaere begrenset for a sikre dannelse av kapsid.

QpB-kappeprotein er ogsa funnet & selv-sammensette til kapsider nir det uttrykkes i E.
coli (Kozlovska T. M. et al., Gene 137:133-137 (1993)). De oppnadde kapsider eller
virusliknende partiklene viste en ikosahedral fag-liknende kapsidstruktur med en diameter
ph 25 nm og T = 3 kvasisymmetri. Videre har krystallstrukturen til fag-Qp blitt lest.
Kapsidet inneholder 180 kopier av kappeproteinet, som er forbundet i kovalente
pentamerer og heksamerer ved disulfidbroer (Golmohammadi, R. et al., Structure 4.543-
554 (1996)), som ferer til en bemerkelsesverdig stabilitet av Q- kappeproteinkapsidet.
Kapsider eller virusliknende partikler konstruert fra rekombinant QB-kappeprotein kan
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imidlertid inneholde subenheter som ikke er forbundet via disulfidbindinger til andre
subenheter 1 kapsidet, eller vere ufullstendig forbundet. Vanligvis er imidlertid mer enn 80
% av subenhetene forbundet via disulfidbroer til hverandre 1 den virusliknende partikkelen.
Ve 4 laste rekombinant QB-kapsid pa ikke- reduserende SDS-PAGE, er séledes band som
korresponderer til monomerisk Q- kappeprotein, sd vel som band som korresponderer til
heksameren eller pentameren av QB-kappeprotein synlig. Ufullstendige disulfidforbundne
subenheter kan vise seg som dimer-, trimer- eller til og med tetramer-bind i ikke-reduserende
SDS-PAGE. Q- kapsidprotein viser ogsa uvanlig motstand mot organiske lgsningsmidler
og denaturerende midler. Overraskende er det observert at DMSO0- og
acetonitrilkonsentrasjoner s hgye som 30 % og guanidinkonsentrasjoner sa haye som 1M
ikke pavirker kapsidstabiliteten. QP-kappeproteinkapsidets hoye stabilitet er en
fordelaktig egenskap, spesielt for dets anvendelse 1 immunisering og vaksinasjon av
pattedyr og mennesker, 1 samsvar med foreliggende oppfinnelse.

Ved ekspresjon 1 E.coli er det N-terminale metionin fra QB-kappeprotein
vanligvis fijernet, som ble observert ved N-terminal Edman-sekvensering, som beskrevet av
Stoll, E. et al., J. Biol. Chem. 252:990-993 (1977). VLP komponert fra QB-kappeproteiner,
hvor metioninet ved N-terminalen ikke er fjernet, eller virusliknende partikler som
omfatter en blanding av QB-kappeproteiner der det N-terminale metionin enten er klgvet
eller til stede, er ogsa innenfor rekkevidden av den foreliggende oppfinnelse.

Ytterligere foretrukne virusliknende partikler fra RNA-bakteriofager, sarlig fra Qp,
1 samsvar med foreliggende oppfinnelse, er beskrevet i WO 02/056905.

Ytterligere RN A-bakteriofag kappeproteiner er ogsa vist 4 selv-sammensette ved
ekspresjon 1 en bakteriell vert (Kastelein, R. A, ef al., Gene 23:245-254 (1983),
Kozlovskaya, T. M., et al., Dokl. Akad. Nauk SSSR 287:452-455 (1986), Adhin, M. R, et
al., Virology 170:238-242 (1989), Ni, C. Z. et al. Protein Sci. 5:2485-2493 (1996), Priano,
C. etal., J Mol. Biol. 249:283-297 (1995)). QB-bakteriofagkapsidet inneholder 1 tillegg til
kappeproteinet det sakalte lese-gjennom-protein-A1 og modningsproteinet A2. Al er
generert ved undertrykkelse av UGA-stoppkodonet, og har en lengde pa 329 aa. Kapsidet av
bakteriofag-Qp-rekombinant kappeprotein anvendt 1 oppfinnelsen er fri for A2
lysisproteinet og inneholder RNA fra verten. Kappeproteinet fra RNA -bakteriofag er et
RNA-bindende protein og interagerer med stam-lgkken til det ribosomale bindingssete til
replikasegenet, som fungerer som en translasjonal undertrykker under virusets livssyklus.
Sekvensen og strukturelle elementer fra interaksjonen er kjent (Witherell, GW. &
Uhlenbeek, O. C. Biochemistry 28:71-76 (1989); Lim, F. et al., J. Biol. Chem. 271:31839-
31845 (1996)). Stam-lgkken og RNA er generelt kjent for & vaere involvert i virussamling
(Golmohammadi, R. et al., Structure 4:543-554 (1996)).

I en ytterligere foretrukket utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse omfatter

den virusliknende partikkelen eller alternativt bestar hovedsakelig av, eller alternativt
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bestar av rekombinante proteiner eller fragmenter derav, fra en RNA-bakteriofag, der de
rekombinante proteinene omfatter, alternativt bestar hovedsakelig av, eller alternativt
bestar av mutante kappeproteiner fra en RNA-bakteriofag, fortrinnsvis av mutante
kappeproteiner fra RNA-bakteriofagene nevnt ovenfor. I en annen foretrukket
utferelsesform er de mutante kappeproteinene fra RNA-bakteriofag modifisert ved
fjerning av minst én, eller alternativt minst to lysinrester ved substitusjon eller ved addisjon
av minst én lysinrest ved substitusjon, alternativt er de mutante kappeproteinene fra RNA-
bakteriofag modifiserte ved delesjon av minst én, eller altemativt minst to lysinrester, eller
ved addisjon av minst én lysinrest ved innsetting. Delesjonen, substitusjonen eller
addisjonen av minst én lysinrest tillater & variere av graden av kobling, dvs. mengden av
AB1-6-peptider pr. subenhet av VLP fra RN A-bakteriofag, spesielt for a tilpasse og
skreddersy vaksinekravene.

I en annen foretrukket utferelsesform omfatter den virusliknende partikkelen, eller
alternativt bestar hovedsakelig av, eller alterntivt bestar av rekombinante proteiner eller
fragmenter derav, fra RN A-bakteriofag Qp, hvori de rekombinante proteinene omfatter,
eller alternativt bestar hovedsakelig av, eller alternativt bestar av kappeproteiner med en
aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 4, eller en blanding av kappeproteiner som har
aminosyresekvenser fra SEQ ID NO: 4 og SEQ ID NO: 5 eller mutanter av SEQ ID NO: 5,
og hvori metionin fra N-terminalen fortrinnsvis er klgvet. I en ytterligere foretrukket
utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse, omfatter den virusliknende partikkelen,
som bestar hovedsakelig av eller alternativt bestar av rekombinante proteiner av QP eller
fragmenter derav, hvori de rekombinante proteinene omfatter, eller alternativt bestar
hovedsakelig av, eller alternativt bestir av mutante QB-kappeproteiner. I en annen
foretrukket utferelsesform er disse mutante kappeproteinene modifiserte ved a fjerne
minst én lysinrest ved substitusjon eller ved addisjon av minst én lysinrest ved
substitusjon. Alternativt er disse mutante kappeproteinene modifiserte ved delesjon av
minst én lysinrest, eller ved addisjon av minst én lysinrest ved innsetting.

Fire lysinrester eksponeres pa kapsidets overflate av QB-kappeprotein. QB-mutanter
hvor eksponerte lysinrester er erstattet av arginin, kan ogsa anvendes ifglge foreliggende
oppfinnelse. De folgende QB-kappeproteinmutanter og mutante Q- virusliknende partikler
kan séledes anvendes i praktiseringen av den foreliggende oppfinnelse; "Qp-240" (Lys 13-
Arg; SEQ ID NO: 17), "QB-243" (Asn 10-Lys; SEQ ID NO: 18), "QB-250" (Lys 2-Arg, Lys
13-Arg; SEQ ID NO: 19), "QB-251 (SEQ ID NO: 20) og QB-259 (Lys 2-Arg, Lys 16-Arg;
SEQ ID NO: 21). I en ytterligere foretrukket utferelsesform ifglge foreliggende
oppfinnelsen, omfatter sdledes den virusliknende partikkelen, som bestir hovedsakelig av,
eller alternativt bestar av rekombinante proteiner av mutant Qp-kappeproteiner, som
omfatter proteiner med en aminosyresekvens valgt fra gruppen av a) aminosyresekvensen

av SEQ ID NO: 17; b) aminosyresekvensen av SEQ ID NO: 18; c¢) aminosyresekvensen av
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SEQ ID NO: 19; d) aminosyresekvensen av SEQ ID NO: 20; og e) aminosyresekvensen av
SEQ ID NO: 21. Konstruksjonen, ekspresjonen og rensingen av de ovenfor angitte Q[3-
kappeproteinene, mutante Qp-kappeprotein virusliknende partikler og kapsider er beskrevet
1 WO 02/056905. Det er herved referert til eksempel 18 av den ovenfor nevnte seknad.

I en ytterligere foretrukket utferelsesform ifelge oppfinnelsen omfatter den
virusliknende partikkelen, eller som alternativt bestar hovedsakelig av, eller alternativt
bestir av rekombinante proteiner av QB eller fragment derav, hvori de rekombinante
proteinene omfatter, som bestar hovedsakelig av, eller alternativt bestar av en blanding av
enten en av de foregaende QB-mutantene og det korresponderende Al-proteinet.

I en ytterligere foretrukket utferelsesform ifglge oppfinnelsen omfatter den
virusliknende partikkel, eller alternativt bestdr hovedsakelig av, eller alternativt bestar av
rekombinante proteiner eller fragmenter derav av RNA-fag AP205.

AP205-genomet bestar av et modningsprotein, et kappeprotein, en replikase og to
apne leserammer som ikke er til stede i relaterte fag; et lysis-gen og en dpen leseramme
som spiller en rolle 1 translasjonen av modningsgenet (Klovins, J. et al., J. Gen. Viral.
83:1523-33 (2002)). AP205 kappeprotein kan uttrykkes fra plasmid pAP283-58 (SEQ ID
NO: 27), som er et derivat av pQb10 (Kozlovska, T. M. et al., Gene 137:133-37 (1993)),
og inneholder et AP205 ribosomalt bindingssete. Alternativt kan AP205-kappeprotein
klones inn 1 pQb18S5, nedstrems for det ribosomale bindingssetet som er til stede 1
vektoren. Begge fremgangsmatene forer til ekspresjon av proteinet og dannelse av
kapsider som beskrevet i den samtidige U.S. «provisional» patentseknad med tittelen
"Molecular Antigen Arrays" (Atty. Docket nr. 1700.0310000), innlevert 17. juil 2002.
Vektorene pQb10 og pQbl18S er derivert fra pGEM-vektor, og ekspresjon av de klonete
gener 1 disse vektorene kontrolleres ved frp-promoteren (Kozlovska, T. M. et al., Gene
137:133-37 (1993)). Plasmid pAP283-58 (SEQ ID NO: 27) omfatter et antatt AP205
ribosomalt bindingssete i den folgende sekvensen, som er nedstrems for Xbal setet, og
umiddelbart oppstrems for ATG-startkodonet av AP205-kappeproteinet:
tctaga ATTFIVTIGGCGCACCCATCCCGGGTGGCGCCCAAAGTGAGGAAAATCACatg
(SEQ ID NO: 57).

Vektoren pQb185 omfatter en Shine Delagarno sekvens nedstrems for Xbal-setet, og
oppstrems for startkodonet

(tctagaTTAACCCAACGCGTAGGAGTCAGGCCatg (SEQ ID NO: 58), Shine
Delagamo sekvensen er understreket).

I en ytterligere foretrukket utferelsesform ifalge foreliggende oppfinnelse
omfatter den virusliknende partikkelen eller alternativt bestar hovedsakelig av, eller
alternativt bestar av rekombinante kappeproteiner eller fragment derav fra RNA-fag
AP205.

Denne foretrukne utferelsesformen ifelge foreliggende oppfinnelse omfatter
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saledes AP205 kappeproteiner som danner kapsider. Slike proteiner uttrykkes
rekombinant, eller fremstilles fra naturlige kilder. AP205 kappeproteiner som
produseres i bakterier danner spontant kapsider, som pavises med elektronmikroskopi
(EM) og immundiffusjon. De strukturelle egenskaper til kapsidet som dannes ved
AP20S5 kappeprotein (SEQ ID NO: 28) og de som dannes ved kappeproteinet fra
AP205-RNA-fag, kan nesten ikke skjelnes nar de undersgkes i EM. AP205
virusliknende partikier er meget immunogene, og kan forbindes med antigener og/eller
antigendeterminanter for & generere vaksinekonstruksjoner som fremviser antigenene
og/eller antigendeterminantene orientert pa en repetitiv mate. Haye titere utleses mot
de fremviste antigener som viser at bundne antigener og/eller antigendeterminanter er
tilgjengelige for a interagere med antistoffmolekyler, og er immunogene.

I en ytterligere foretrukket utferelsesform ifalge foreliggende oppfinnelse
omfatter den virusliknende partikkelen, eller som altemativt bestar hovedsakelig av,
eller alternativt bestdr av rekombinante, mutante kappeproteiner, eller fragment derav
fra RNA-fag AP205S.

Mutante former av samlingskompetente AP20S virusliknende partikler
inkluderer AP205-kappeproteiner med substitusjon av prolin ved aminosyre 5 til
treonin (SEQ ID NO: 29), kan ogsa anvendes i praktiseringen av foreliggende
oppfinnelse, og forer til en ytterligere foretrukket utferelsesform av oppfinnelsen.

Disse VLP'ene, AP205-VLP'ene avledet fra naturlige kilder, eller AP20S5 virale
partikler, kan bindes til antigener for & produsere ordnete, repetitive oppstillinger av
antigene, 1 samsvar med den foreliggende oppfinnelse.

AP205 P5-T-mutant kappeprotein kan uttrykkes fra plasmid pAP281-32 (SEQ ID
NO: 30), som er avledet direkte fra pQb18S og inneholder det mutante AP205
kappeproteingenet 1 stedet for QB-kappeproteingenet. Vektorer for ekspresjon av AP205
kappeproteinet transfekteres inn i E.coli for ekspresjon av AP205 kappeproteinet.

Fremgangsmater for ekspresjon av henholdsvis kappeproteinet og det mutante
kappeproteinet ferer til selv-samlingen til VLP'er beskrives 1 eksempel 1. Egnete E.coli-
stammer inkluderer, men er ikke begrenset til £.coli K802, JM 109, RR1. Egnete vektorer
og stammer og kombinasjoner derav kan identifiseres ved 4 teste ekspresjon av
henholdsvis kappeproteinet og det mutante kappeproteinet med SDS-PAGE og
kapsiddannelse og sammensetting ved eventuelt forst & rense kapsidene med gelfiltrering
og sa teste dem 1 en immundiffusjonstest (Ouchterlony-test) eller elektronmikroskopi
(Kozlovska, T. M. et al., Gene 137:133-37 (1993)).

AP205 kappeproteiner uttrykt fra vektorene pAP283-58 og pAP281-32 kan vere fri
for den 1initiate metioninaminosyren pga. prosessering 1 cytoplasma i F.coli. Klgvete og
uklgvete former av AP205 VLP eller blandinger av disse er ytterligere foretrukne

utferelsesformer ifelge oppfinnelsen.



10

15

20

25

30

35

337574

29

I en ytterligere foretrukket utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse omfatter
den virusliknende partikkelen eller som altemativt bestar hovedsakelig av, eller altemativt
bestir av en blanding av rekombinante kappeproteiner eller fragment derav, fra RNA-fagen
AP20S5 og av rekombinante, mutante kappeproteiner, eller fragment derav, fra RNA-fagen
AP205.

I en ytterligere foretrukket utforelsesform ifelge oppfinnelsen omfatter den
virusliknende partikkelen, eller som alternativt bestir hovedsakelig av, eller
alternativt bestar av fragmenter av rekombinante kappeproteiner eller rekombinante,
mutante kappeproteiner fra RNA-fag AP205.

Rekombinante AP205 kappeproteinfragmenter i stand til 4 samles til
henholdsvis en virusliknende partikkel og et kapsid, er ogsé nyttig 1 praktiseringen av
den foreliggende oppfinnelse. Disse fragmentene kan genereres ved delesjon, enten
innvendig eller ved endene av henholdsvis kappeproteinet og det mutante
kappeproteinet. Innsettinger 1 kappeproteinet og mutant kappeproteinsekvens, eller
fusjoner av antigensekvenser til kappeprotein og mutant kappeproteinsekvens, og
kompatible med samling til en VLP, er ytterligere utferelsesformer av oppfinnelsen,
og ferer til henholdsvis kimare AP205 kappeproteiner og -partikler. Resultatet av
innsettinger, delesjoner og fusjoner pa kappeproteinsekvensen, og hvorvidt det er
kompatibelt med samling til en VLP, bestemmes ved elektronmikroskopi.

Partiklene som dannes ved AP205 kappeproteinet, kappeproteinfragmentene
og de kimare kappeproteinene beskrevet ovenfor, isoleres i1 en form ved en
kombinasjon av fraksjoneringstrinn ved presipitering og av rensetrinn ved gelfiltrering
ved anvendelse av for eksempel sefarose CL-4B-, sefarose CL-2B- og sefarose CL-
6Bkolonner og kombinasjoner derav. Andre fremgangsmater for a isolere
virusliknende partikler er kjente i faget, og kan anvendes for isolering av de
virusliknende partiklene (VLP) fra bakteriofag AP20S. Anvendelse av
ultrasentrifugering for isolering av VLP fra gjeren retrotransposon Ty beskrives 1
U.S. patent nr. 4 918 166.

Krystallstrukturen til flere RNA-bakteriofager er bestemt (Golmohammadi,

R. et al., Structure 4:543-554 (1996)). Ved anvendelse av slik informasjon kan
overflateeksponerte rester identifiseres, og saledes kan RNA-fag kappeproteiner
modifiseres slik at en eller flere reaktive aminosyrerester kan innsettes ved innsetting
eller substitusjon. Som en konsekvens kan disse modifiserte formene av bakteriofage
kappeproteiner ogsa anvendes i den foreliggende oppfinnelse. Varianter av proteiner
som danner kapsider eller kapsidliknende strukturer (for eksempel kappeproteiner fra
bakteriofag Q, bakteriofag R17, bakteriofag fr, bakteriofag GA, bakteriofag SP,
bakteriofag AP205 og bakteriofag MS2), kan ogsa anvendes for fremstilling av

sammensetninger ifeglge foreliggende oppfinnelse.



10

15

20

25

30

35

30

Selv om sekvensen for de ulike proteinene diskutert ovenfor vil variere fra
deres villtypemotparter, vil disse forskjellige proteinene generelt beholde sine evner til
a danne kapsider eller kapsidliknende strukturer. Oppfinnelsen inkluderer saledes
henholdsvis sammensetninger og vaksinesammensetninger som videre inkluderer
proteinvarianter som danner kapsider eller kapsidliknende strukturer, s vel som
fremgangsmater for fremstilling av slike sammensetninger og
vaksinesammensetninger, individuelle proteinsubenheter som benyttes for
fremstilling av slike sammensetninger, og nukleinsyremolekyler som koder for disse
proteinsubenhetene. Inkludert innefor oppfinnelsens rekkevidde er séledes ulike
former av villtypeproteiner som danner kapsider eller kapsidliknende strukturer og
som beholder evnen til 4 assosiere og danne kapsider eller kapsidliknende strukturer.

Som et resultat inkluderer oppfinnelsen ytterligere henholdsvis sammensetninger og
vaksinesammensetninger, omfattende proteiner, omfattende eller som alternativt bestar
hovedsakelig av, eller alternativt bestar av aminosyresekvenser som er minst 80 %, 85 %,
90 %, 95 %, 97 % eller 99 % identiske til villtypeproteiner som henholdsvis danner
ordnete oppstillinger, og som har en iboende repetitiv struktur.

Ytterligere inkludert innenfor oppfinnelsens rekkevidde er nukleinsyremolekyler
som koder for proteiner som benyttes 1 fremstillingen av sammensetninger ifelge
foreliggende oppfinnelse.

I en annen utferelsesform inkluderer oppfinnelsen ytterligere sammensetninger,
omfattende proteiner som omfatter eller som alternativt bestar hovedsakelig av, eller
alternativt bestar av aminosyresekvenser som er minst 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 % eller
99 % identiske til noen av aminosyresekvensene vist i SEQ ID NO: 4-21.

Proteiner egnet for anvendelse ifelge foreliggende oppfinnelse inkluderer ogsa C-
terminale avkortete mutanter av proteiner som danner kapsider eller kapsidliknende
strukturer, eller VLP'er. Spesifikke eksempler pa slike avkortete mutanter inkluderer
proteiner med en aminosyresekvens vist i en hvilken som heist av SEQ ID NO: 4-21, hvor
1,2,5,7,9,10,12, 14, 15 eller 17 aminosyrer er fjernet fra den C-terminale enden.
Vanligvis beholder disse avkortete C-terminale mutantene evnen til & danne kapsider
eller kapsidliknende strukturer.

Ytterligere proteiner egnet for anvendelse 1 den foreliggende oppfinnelse
inkluderer ogsd N-terminale avkortete proteinmutanter som danner kapsider eller
kapsidliknende strukturer. Spesifikke eksempler pa slike avkortete mutanter inkluderer
proteiner med aminosyresekvens vist i en hvilken som helst av SEQ ID NO: 4-21, hvor
1,2,5,7,9,10, 12, 14, 15 eller 17 aminosyrer er fjernet fra den N-terminale enden.
Vanligvis beholder disse avkortete N-terminate mutantene evnen til & danne kapsider
eller kapsidliknende strukturer.

Ytterligere proteiner egnet for anvendelse 1 den foreliggende oppfinnelse
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inkluderer N- og C-terminate avkortete mutanter som danner kapsider eller kapsidliknende
strukturer. Egnete avkortete mutanter inkluderer proteiner med aminosyresekvens vist i en
hvilken som helst av SEQ ID NO: 4-21, hvor 1,2, 5,7,9, 10, 12, 14, 15 eller 17
aminosyrer er fjernet fra den N-terminale enden, og 1, 2, 5,7, 9, 10, 12, 14, 15 eller 17
aminosyrer er fiernet fra den C-terminale enden. Vanligvis beholder disse avkortete N-
og C-terminale avkortete mutantene evnen til a danne kapsider eller kapsidliknende
strukturer.

Oppfinnelsen inkluderer ytterligere sammensetninger omfattende proteiner,
omfattende eller som alternativt bestir hovedsakelig av, eller altemativt bestir av
aminosyresekvenser som er minst 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 % eller 99 % identiske til
de ovennevnte avkortete mutantene.

Oppfinnelsen inkluderer saledes sammensetninger og
vaksinesammensetningerfremstilt fra proteiner som danner kapsider eller virusliknende
partikler, fremgangsmaéter for fremstillingen av disse sammensetningene fra individuelle
proteinsubenheter og virusliknende partikler eller kapsider, fremgangsmater for
fremstillingen av disse individuelle proteinsubenhetene, nukleinsyreinolekyler som koder
for disse subenhetene, og fremgangsmater for vaksinasjon og/eller & fremkalle
immunologiske responser 1 individer ved anvendelse av disse sammensetningene ifglge
foreliggende oppfinnelse.

Som tidligere nevnt inkluderer oppfinnelsen virusliknende partikler eller
rekombinante former av disse.

I en ytterligere foretrukket utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse er
minst ett AB1-6-peptid bundet til nevnte VLP og kjernepartikkel ved minst én
kovalent binding. Fortrinnsvis er minst ett AB1-6-peptid bundet til henholdsvis VLP
og kjernepartikkelen, ved minst én kovalent binding, nevnte kovalente binding er en
ikke-peptidbinding som farer til henholdsvis en AB1-6-peptidoppstilling og AB1-6-
peptid-VLP-konjugat. Denne AB1-6-peptidoppstillingen og konjugatet har vanligvis
og fortrinnsvis en repetitiv og ordnet struktur da minst ett AB1-6-peptid er bundet til
henholdsvis VLP og kjernepartikkelen, pa en orientert mate. Dannelse av
henholdsvis en repetitiv og ordnet AB1-6-peptid-VLP-oppstilling og et konjugat er
sikret ved henholdsvis en orientert og retningsbestemt, si vel som definert binding og
forbindelse, av det minst ene av AB1-6-peptidet til henholdsvis VLP og
kjernepartikkelen, som vil bli tydelig i det pafelgende. Den typisk iboende, sterkt
repetitive og organiserte strukturen til henholdsvis VLP'ene og kjernepartiklene,
bidrar fordelaktig til fremvisningen av AP1-6-peptidet pa en betydelig ordnet og
repetitiv mate, som ferer til henholdsvis en betydelig organisert og repetitiv Ap1-6-
peptid-VLP-oppstilling og konjugat.

De foretrukne konjugater og oppstillinger ifelge foreliggende oppfinnelse



10

15

20

25

30

35

32

avviker derfor fra tidligere konjugater 1 fagfeltet 1 deres betydelig organiserte struktur,
dimensjoner og i antigenets repeterbarhet pa oppstillingens overflate. Den foretrukne
utferelsesform ifalge foreliggende oppfinnelse tillater videre ekspresjon av partikkelen
1 en uttrykkende vert som garanterer riktig folding og samling av den virusliknende
partikkelen, som AP1-6-peptidantigenet da videre tilkobles.

Foreliggende oppfinnelse beskriver fremgangsmater for 4 binde AB1-6-peptid
til virusliknende partikler. Som angitt 1 et aspekt ifelge oppfinnelsen, er AB1-6-peptidet
bundet til VLP ved kjemisk kryssbinding, vanligvis og fortrinnsvis ved anvendelse av en
heterobifunksjonell krysskobler. Flere heterobifunksjonelle krysskoblere er kjente 1
litteraturen. I foretrukne utferelsesformer inneholder den heterobifunksjonelle
krysskobleren en funksjonell gruppe som reagerer med foretrukne forste
tilkoblingsseter, dvs. med sidekjedeaminogruppen til lysinrester hos VLP, eller minst
en VLP subenhet, og en ytterligere funksjonell gruppe som reagerer med et foretrukket
andre tilkoblingssete, dvs. en cysteinrest fusjonert til AB1-6-peptidet og evt. gjort
tilgjengelig for reaksjon ved reduksjon. Prosedyrens forste trinn som vanligvis kalles
derivatiseringen, er VLP'ens reaksjon med krysskobleren. Reaksjonsproduktet er en
aktivert VLP, ogsa kalt aktivert berer. I det andre trinnet fjernes ikke-reagerte
krysskoblere ved anvendelse av vanlige fremgangsmater, som gelfiltrering eller dialyse. I
det tredje trinnet, som kalles koblingstrinnet, omsettes AB1-6-peptid med den aktiverte
VLP. Ikke-reagert AB1-6-peptid kan eventuelt fjernes ved et fjerde trinn, for eksempel
ved dialyse, Flere heterobifunksjonelle krysskoblere er kjente 1 litteraturen. Disse
inkluderer de foretrukne krysskoblerne SMPH (Pierce), Sulfo-MBS, Sulfo-EMCS,
Sulfo-GMBS, Sulfa-SLAB, Sulfo-SMPB, Sulfo-SMCC, SVSB, STA og andre
krysskoblere tilgjengelige for eksempel fra Pierce Chemical Company, Rockford, IL,
USA, og som har en funksjonell gruppe reaktiv mot aminogrupper og en funksjonell
gruppe reaktiv mot cysteinrester. De ovennevnte krysskobleme forer alle til dannelse av
en tioeterbinding. En annen klasse av krysskoblere egnet i praktiseringen av den
foreliggende oppfinnelse er karakterisert ved introduksjon av en disulfidbinding mellom
AB1-6-peptidet og VLP'en ved kobling. Foretrukne krysskoblere som tilhegrer denne
klassen inkluderer for eksempel SPDP og Sulfo-LC-SPDP (Pierce). Graden av
derivatisering av VLP med krysskoblere kan pavirkes ved variasjon av eksperimentelle
forhold, slik som konsentrasjonen av hver av reaksjonspartnerne, overskuddet av en
reagens 1 forhold til den andre, pH, temperaturer og den ioniske styrken. Graden av
kobling, dvs. mengden A 31-6-peptider pr. subenhet av VLP, kan justeres ved variasjon av
de eksperimentelle forholdene beskrevet ovenfor for & tilpasse kravene til vaksinen.

En spesielt favorisert fremgangsmate for 2 binde AP1-6-peptider til VLP er
koblingen av en lysinrest pd VLP-overflaten med en cysteinrest pd AB1-6-peptidet. I

noen utferelsesformer kan fusjon av en aminosyrelinker som inneholder en cysteinrest,

337574



10

15

20

25

30

35

33

som et andre tilkoblingssete eller som en del av dette, til AB1-6 for kobling til VLP,
vere ngdvendig.

Generelt er fleksible aminosyrelinkere foretrukket. Eksempler pa4 aminosyrelinkere
er valgt fra gruppen bestdende av: (a) CGG; (b) N-terminal y-1-linker; (c) N-terminal y-3-
linker; (d) Ig hengselregioner; () N-terminale glysinlinkere; (f) (G)xC(G),, med n=0-12
og k =0-5 (SEQ ID NO: 34); (g) N-terminale glysin-serinlinkere; (h)
(GIC(G)u(S)1(GGGGS), med n= 0-3, k= 0-5, m= 0-10,1= 0-2 (SEQ ID NO: 35); (i) GGC;
(k) GGC-NH2; (1) C-terminal y-1-linker; (m) C-terminal y-3-linker; (n) C-terminale
glysinlinkere; (0) (G),C(G)x med n = 0-12 og k = 0-5 (SEQ ID NO: 36); (p) C-terminale
glysin-serin-linkere; (q) (G)m(SH(GGGGS)n(G)oC(G)k med n=0-3; k = 0-5, m — 0-
10,1= 0-2 og o = 0-8 (SEQ ID NO: 37).

Ytterligere eksempler pa aminosyrelinkere er hengselregionen av
immunglobuliner, glysin-serin-linkere (GGGGS), (SEQ ID NO: 38), og glysinlinkere
(G),, der alle ytterligere inneholder en cysteinrest som det andre tilkoblingssete, og
eventuelt ytterligere glysinrester. Typisk foretrukne eksempler pa nevnte
aminosyrelinkere er N-terminal y1; CGDKTHTSPP (SEQ ID NO: 39); C-terminal yl:
DKTHTSPPCG (SEQ ID NO: 40); N-terminal y3: CGGPKPSTPPGSSGGAP (SEQ ID
NO: 41); C-terminal y3: PKPSTPPGSSGGAPGGCG (SEQ ID NO: 42); N-terminal
glysinlinker: GCGGGG (SEQ ID NO: 43) og C-terminal glysinlinker: GGGGCG (SEQ
ID NO: 44).

Andre aminosyrelinkere spesielt egnet 1 praktiseringen av foreliggende
oppfinnelse, nar et hydrofobisk AB-peptid er bundet til en VLP, er CGKKGG (SEQ ID
NO: 46), eller CGDEGG (SEQ ID NO: 31) for N-terminale linkere, eller GGKKGC (SEQ
ID NO: 45), og GGEDGC (SEQ ID NO: 32), for de C-terminale linkere. For de C-
terminale linkere er det terminale cysteinet eventuelt C-terminalt amidert.

I foretrukne utferelsesformer ifelge foreliggende oppfinnelse er GGCG (SEQ ID
NO: 47), GGC eller GGC-NH2 ("NH2" star for amidering) linkere ved den C-terminale
ende av peptidet eller CGG ved dens N-terminale ende foretrukket som aminosyrelinkere.
Generelt innsettes glysinrester mellom store aminosyrer og cysteinet som skal benyttes
som det andre tilkoblingssetet for & unngda potensiell sterisk hindring av den store
aminosyren 1 koblingsreaksjonen. I oppfinnelsens mest foretrukne utferelsesform er
aminosyrelinkeren GGC-NH2 fusjonert til den C-terminale ende av AB1- 6.

Cysteinresten som er til stede pa AP1-6-peptidet ma vere i sin reduserte tilstand for
a reagere med den heterobifunksjonelle krysskobleren pa den aktiverte VLP, det betyr at en
fri cystein eller cysteinrest med en fri sulfhydrylgruppe ma vere tilgjengelig. I tilfeller der
cysteinresten som skal fungere som tilkoblingssete er 1 en oksidert form, for eksempel om
det danner en disulfidbro, er reduksjon av denne disulfidbroen med for eksernpel DTT,
TCEP eller -merkaptoetanol nedvendig. Lave konsentrasjoner av reduserende midler er
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kompatible med kobling som beskrevet 1 WO 02/056905, heyere konsentrasjoner inhiberer
koblingsreaksjonen, som en fagperson vil vite, 1 hvilket tilfelle reduktanten ma fjernes eller
dens konsentrasjon reduseres for kobling, for eksempel ved dialyse, gelfiltrering eller
reversfase ITPLC.

Binding av AB1-6-peptidet til VLP ved anvendelse av en heterobifunksjonell
krysskobler i henhold til de foretrukne fremgangsmétene beskrevet ovenfor, tillater
kobling av AB1-6-peptid til VLP pa en orientert méte. Andre fremgangsmaéter for 4 binde
AB1-6-peptidet til VLP inkluderer fremgangsmater hvor AB1-6-peptidet er
kryssforbundet til VLP'en ved anvendelse av karbodiimid-EDC og NHS. I ytterligere
fremgangsmater er AB1-6-peptidet festet til VLP ved anvendelse av en
homobifunksjonell krysskobler, som glutaraldehyd, DSG, BM[PEO]4, BS®, (Pierce
Chemical Company, Rockford, IL, USA), eller andre kjente homobifunksjonelle
krysskoblere med funksjonelle grupper reaktive mot amingrupper eller
karboksylgrupper hos VLP'en.

Andre fremgangsmater for & binde VLP'en til et AB1-6-peptid inkluderer
fremgangsmater hvor VLP'en er biotinylert, og AB1-6-peptidet uttrykkes som et
streptavidinfusjonsprotein, eller fremgangsmater hvor bade AB1-6-peptidet og VLP'en er
biotinylert, for eksernpel som beskrevet 1 WO 00/23955. I dette tilfellet kan AB1-6-
peptidet forst bindes til streptavidin eller avidin ved justering av forholdet AB1-6-peptid
mot streptavidin slik at frie tilkoblingsseter fortsatt er tilgjengelige for binding av VLP, som
tilsettes 1 det neste trinnet. Altemativt kan alle konaponentene blandes samtidig. Andre
ligandreseptorpar hvor en lgselig form av reseptoren og liganden er tilgjengelig, og er 1
stand til 4 kryssbindes til VLP eller AB-6-peptid, kan anvendes som bindingsmidler for &
binde AB1-6-peptid til VLP. Alternativt kan enten liganden eller reseptoren fusjoneres til
AP 1-6-peptidet og sa mediere binding til VLP'en kjemisk bindes eller fusjoneres respektivt
til enten reseptoren eller liganden. Fusjon kan ogsa utferes ved innsetting eller
substitusjon.

I en favorisert utferelsesform ifelge foreliggende oppfinnelse, som allerede angitt,
er VLP av en RNA-bakteriofag, og i en mer foretrukket utferelsesform er VLP av RNA-
bakteriofag QB-kappeprotein.

En av flere antigenmolekyler, dvs. et AB1-6-peptid, kan tilkobles til en subenhet av
VLP-kapsidet fra RN A-bakteriofag-kappeproteiner, fortrinnsvis gjennom de eksponerte
lysinrestene av VLP'en av RNA-bakteriofager, dersom sterisk mulig. En spesifikk egenskap
av VLP'en fra RNA-bakteriofagkappeprotein og i serdeleshet for QB-kappeprotein-VLP er
saledes muligheten til 4 koble flere antigener pr. subenhet. Dette tillater generering av en
tett antigenoppstilling.

I en foretrukket utferelsesform ifelge oppfinnelsen er henholdsvis binding og
tilkobling av minst ett AB1-6-peptid til den virusliknende partikkelen ved henholdsvis
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interaksjon og assosiasjon mellom minst ett forste tilkoblingssete pa den virusliknende
partikkelen og minst ett andre tilkoblingssete pa antigenet eller antigendeterminanten.

VLP'er eller kapsider av QB-kappeprotein fremviser et definert antall lysinrester pa
overflaten med en defined topologi med tre lysinrester som peker mot det innvendige av
kapsidet, og som interagerer med RNA og fire andre lysinrester som eksponeres mot
kapsidets utside. Disse definerte egenskaper favoriserer tilkoblingen av antigener til utsiden
av partikkelen fremfor innvendig i partikkelen hvor lysinrester interagerer med RNA.
VLP fra andre RNA-fagkappeproteiner har ogsé et definert antall lysinrester pa sin
overflate og en definert topologi av disse lysinrestene.

I ytterligere foretrukne utferelsesformer ifglge foreliggende oppfinnelse er det
ferste tilkoblingssetet en lysinrest, og/eller det andre tilkoblingssetet omfatter
sulfhydrylgruppe eller en cysteinrest. I en spesielt foretrukket utferelsesform ifelge
foreliggende oppfinnelse er det forste tilkoblingssetet en lysinrest og det andre
tilkoblingssetet en cysteinrest.

I spesielt foretrukne utferelsesformer ifelge oppfinnelsen er AB1-6-peptidet
bundet via en cysteinrest til lysinrester hos VLP'en fra RNA-fagkappeprotein, og
spesielt til VLP fra QB-kappeprotein.

En annen fordel av VLP'er derivert fra RNA-fag er deres hoye
ekspresjonsutbytte i1 bakterier som tillater produksjon av sterre materialmengder til
overkommelig kostnad.

Som angitt er henholdsvis konjugatene og oppstillingene ifelge foreliggende
oppfinnelse forskjellige fra tidligere konjugater 1 fagfeltet 1 deres sterkt organiserte
struktur, dimensjoner og deres repeterbarhet av antigenet pa oppstillingsoverflaten.
Anvendelsen av VLP'ene som bzrere tillater dannelse av henholdsvis robuste
antigenoppstillinger og konjugater, med variabel antigentetthet. Anvendelsen av VLP
fra RNA-fag, og heved spesielt anvendelsen av VLP fra RNA-fag QB-kappeprotein,
tillater oppnaelse av meget hgy epitoptetthet. Nermere bestemt kan en tetthet pd mer
enn 1,5 epitoper pr. subenhet nas ved tilkobling av det humane AP1-6-peptid til VLP
fra QB-kappeprotein. Fremstillingen av sammensetninger av VLP fra RNA-
fagkappeproteiner med hey epitoptetthet utferes ved & anvende leerdommen fra denne
segknaden. I foretrukne utferelsesformer ifelge oppfinnelsen, nar et AB1-6-peptid er
tilkoblet VLP'en fra QB-kappeprotein, er et gjennomsnittlig antall av AB1-6-peptid pr.
subenhet foretrukket pé 0,5, 0,6, 0,7, 0,8,0,9,1,0,1,1, 1,2, 1,3,1,4,1,5, 1,6, 1,7, 1,8,
1,9,2,0,2,1,2,2,2,3,24,2,5,26,2,7,2,8, 2,9 eller hoyere.

Det andre tilkoblingssetet som definert heri, kan enten vare naturlig eller ikke-
naturlig n®rvarende til antigenet eller antigendeterminanten. I tilfellet av fraver av et
egnet, naturlig forekommende, andre tilkoblingssete pa antigenet eller

antigendeterminanten, ma et slikt ikke-naturlig andre tilkoblingssete konstrueres til
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antigenet.

Som ovenfor beskrevet eksponeres fire lysinrester pA VLP'ens overflate fra Q-
kappeprotein. Vanligvis er disse restene derivatiserte ved reaksjon med et krysskoblende
molekyl. I tilfeller der ikke alle de eksponerte lysinrestene kan tilkobles et antigen, etterlates
lysinrestene som reagerer med krysskobleren med et krysskoblende molekyl festet til €-
aminogruppen etter derivatiseringstrinnet. Dette forer til at en eller flere positive ladninger
forsvinner, som kan vere skadelig for VLP'ens lgselighet og stabilitet. Ved & erstatte noen
av lysinrestene med argininrester, som 1 de angitte QB- kappeproteinmutantene beskrevet
nedenfor, hindres den overdrevne forsvinning av positive ladninger, da argininrestene ikke
reagerer med krysskobleren. Erstatning av lysinrester med argininrester, kan videre fere til
flere definerte antigenoppstillinger, ettersom fzrre seter er tilgjengelige for reaksjon til
antigenet.

Eksponerte lysinrester ble folgelig erstattet med argininer 1 de etterfelgende Qp3--
kappeproteinmutantene og mutante QB-VLP'er angitt 1 denne seknaden: Qp-240 (Lys13-
Arg; SEQ ID NO: 17), QB-250 (Lys2-Arg, Lys13-Arg; SEQ ID NO: 19) og QB-259
(Lys2-Arg, Lys16-Arg; SEQ ID NO: 21). Konstruksjonene ble klonet, proteinene uttrykt,
VLP'ene renset og benyttet for kobling til peptid- og proteinantigener. QB-251; (SEQ ID
NO: 20) ble ogsa konstruert og beskrivelse av hvordan uttrykke, rense og koble VLP fra Q-
251 kappeprotein kan finnes 1 seknaden.

I en ytterligere utferelsesform angis en QB mutant kappeprotein med en
ytterligere lysinrest egnet for oppnéelse av antigenoppstillinger med enda sterre tetthet.
Dette mutante Qp-kappeprotein, Q3-243 (Asnl10-Lys; SEQ ID NO: 18), ble klonet,
proteinet uttrykt, og kapsidet eller VLP'en isolert og renset, som viser at introduksjon av
en ytterligere lysinrest er kompatibel med selv-samling av subenhetene til et kapsid eller en
VLP. Henholdsvis AB1-6-peptidoppstillinger og konjugater kan séledes fremstilles ved
anvendelse av VLP fra QB-kappeproteinmutanter. En spesielt foretrukket fremgangsmate
for 4 koble antigenet til VLP'er, og nermere bestemt til VLP'er fra RNA-
fagkappeproteiner, er bindingen av en lysinrest til stede pa VLP'ens overflate fra RNA-
fagkappeproteiner med en cysteinrest tilfayd antigenet, dvs. AB1-6-peptidet. For at en
cysteinrest skal vaere effektiv som et andre tilkoblingssete, ma en sulfhydrylgruppe vaere
tilgjengelig for kobling. En cysteinrest ma derfor vaere i sin reduserte tilstand, det betyr at
et fritt cystein eller en cysteinrest med en fri sulthydrylgruppe ma vere tilgjengelig. I
tilfellet hvor cysteinresten som skal fungere som et andre tilkoblingssete er 1 en oksidert
form, for eksempel om den danner en disulfidbro, er reduksjon av denne disulfidbroen
med for eksempel DTT, TCEP eller P-merkaptoetanol nadvendig. Konsentrasjonen av
reduktant og det molare overskuddet av reduktant over antigen, ma justeres for hvert
antigen. Titreringsomradet starter fra konsentrasjoner sa lave som 10 pM eller lavere, opp

til 10 til 20 mM eller hgyere reduktant testes om neddvendig, og kobling av antigenet til
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bareren fastsettes. Selv om lave konsentrasjoner av reduktant er kompatible med
koblingsreaksjonen, som beskrevet 1 WO 02/056905, inhiberer hayere konsentrasjoner
koblingsreaksjonen, som en fagperson vil vite i hvilket tilfelle reduktanten ma fjernes
eller dens konsentrasjon reduseres, for eksempel ved dialyse, gelfiltrering eller reversfase
HPLC. Fordelaktig er pH pé dialyse- eller ekvillibreringsbufferen lavere enn 7,
fortrinnsvis 6. Kompatibiliteten til bufferen med lav pH med antigenaktivitet eller -
stabilitet m4 testes.

Epitoptetthet pa VLP'en fra RNA-fag kappeproteiner kan moduleres ved valg av
krysskobler og andre reaksjonsforhold. Krysskoblerne sulfo-GMBS og sulfo-SMPH tillater
for eksempel vanligvis oppnéelse av hay epitoptetthet. Derivatisering pavirkes positivt
ved hgye reaktantkonsentrasjoner, og manipulering av reaksjonsforholdene kan benyttes
for kontroll av antall antigener tilkoblet VLP'er fra RNA-fag kappeproteiner, og spesielt
til VLP'er fra QB-kappeprotein.

For design av et ikke-naturlig andre tilkoblingssete ma posisjonen velges som det
skal fusjoneres til, innsettes 1 eller generelt konstrueres. Posisjonsvalg av det andre
tilkoblingssete kan eksempelvis baseres pa en krystallstruktur av antigenet. En slik
antigenkrystallstruktur kan gi informasjon om tilgjengeligheten av den C- eller N-terminale
molekylende (bestemt for eksempel fra deres mottakelighet for lasemiddel), eller om
eksponeringen for lasemiddel av rester egnet for anvendelse som andre tilkoblingssete, slik
som cysteinrester. Eksponerte disulfidbroer som 1i tilfellet far Fab-fragmenter, kan ogsa
vere kilde for et andre tilkoblingssete, da de generelt kan omdannes til enkle
cysteinrester gjennom mild reduksjon med for eksempel 2-merkaptoetylamin, TCEP, P-
merkaptoetanol eller DTT. Milde reduksjonsforhold som ikke pavirker immunogenisiteten
av antigenet velges. I tilfellet hvor immunisering med et selv-antigen er tilsiktet & inhibere
interaksjonen av dette selv-antigen med dens naturlige ligander, vil det andre
tilkoblingssetet tilfayes slik at det tillater generering av antistoffer mot setet av interaksjon
med de naturlige ligandene. Lokaliseringen av det andre tilkoblingssetet vil saledes velges
slik at sterisk hindring unngas fra det andre tilkoblingssetet eller enhver aminosyrelinker
som inneholder den samme. I ytterligere utferelsesformer er en antistoffrespons enskelig
som rettes mot et sete forskjellig fra interaksjonssetet av selv-antigenet med sin naturlige
ligand. I slike utferelsesformer kan det andre tilkoblingssetet velges, slik at det hindrer
generering av antistoffer mot interaksjonssetet til selv-antigenet med sine naturlige
ligander.

Andre kriterier for & velge posisjonen av det andre tilkoblingssetet inkluderer
oligomeriseringstrinnet av antigenet, stedet for oligornerisering, nerver av en kofaktor og
tilgyengeligheten av eksperimentelt bevis som angir seter 1 antigenstrukturen og -
sekvensen hvor modifikasjon av antigenet er kompatibelt med selv-antigenets funksjon,

eller med genereringen av antistoffer som gjenkjenner selv-antigenet.
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I de mest foretrukne utferelsesformene omfatter AB1-6-peptidet et enkelt andre
tilkoblingssete eller et enkelt reaktivt tilkoblingssete i stand til & assosiere med de forste
tilkoblingssetene pa henholdsvis kjernepartikkelen og VLP’ ene eller VLP-subenhetene.
Dette sikrer henholdsvis en definert og enhetlig binding og assosiasjon av det minst ene,
men vanligvis mer enn €t, fortrinnsvis mer enn 10, 20, 40, 80, 120, 150, 180, 210, 240,
270, 300, 360, 400, 450 antigener til henholdsvis kjernepartikkelen og VLP'en.
Anskaffelsen av et enkelt andre tilkoblingssete eller et enkelt reaktivt tilkoblingssete pa
antigenet sikrer sdledes henholdsvis en enkel og enhetlig type av binding og assosiasjon,

som medferer en meget sterk ordnet og repetitiv oppstilling. Om henholdsvis bindingen og

assosiasjonen for eksempel er forarsaket av en lysin- (som det forste tilkoblingssetet) og
cystein- (som et andre tilkoblingssete) interaksjon er det sikret, 1 samsvar med denne
foretrukne utferelsesform ifaglge foreliggende oppfinnelse, at bare en cysteinrest pr.
antigen, uavhengig hvor vidt denne cysteinrest er naturlig eller ikke-naturlig til stede pa
antigenet er i stand til henholdsvis & binde og assosiere med henholdsvis VLP'en og det
tilkoblingssete pa kjernepartikkelen.

I noen utferelsesformer krever konstruksjonen av et andre tilkoblingssete pa
antigenet fusion av en aminosyrelinker som inneholder en aminosyre egnet som det
andre tilkoblingssetet 1 henhold til angivelsene ifalge oppfinnelsen. I en foretrukket
utferelsesform ifglge foreliggende oppfinnelse er derfor en aminosyrelinker bundet til
antigenet eller antigendeterminanten ved minst en kovalent binding. Fortrinnsvis
omfatter aminosyrelinkeren eller den altemativt bestar av det andre tilkoblingssetet. I
en ytterligere foretrukket utferelsesform omfatter aminosyrelinkeren en
sulthydrylgruppe eller cysteinrest. I en annen foretrukket utferelsesform er
aminosyrelinkeren cystein. Noen kriterier for valg av aminosyrelinker sa vel som
ytterligere foretrukne utferelsesformer aminosyrelinkeren 1 henhold til oppfinnelsen er
allerede nevnt ovenfor.

I en ytterligere foretrukket utferelsesform ifglge oppfinnelsen er det minst ene
antigenet eller antigendeterminanten, dvs. AP1-6-peptidet, fusjonert til den virusliknende
partikkelen. Som beskrevet ovenfor er en virusliknende partikkel vanligvis komponert av
minst én subenhet som samles til en virusliknende partikkel. I en videre foretrukket
utfarelsesform ifeglge oppfinnelsen er siledes antigenet eller antigendeterminanten
fortrinnsvis det minst ene AP1-6-peptidet fusjonert til minst én subenhet hos den
virusliknende partikkelen, eller hos et protein som er i stand til 4 innlemmes i en
virusliknende  partikkel som genererer en kimeer VLP-subenhet-AB1-6-
peptidproteinfusjon.

Fusjon av AP1-6-peptidene kan utferes ved innsetting av disse 1 VLP-
subenhetssekvensen-, eller ved fusjon til enten den N- eller C-terminale ende av VLP-

subenheten, eller proteinet som er i stand til 4 innlemmes 1 en VLP. Néar det heretter
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refereres til fusjonsproteiner av et peptid til en VLP-subenhet, er fusjonen til begge
ender av subenhetssekvensen eller indre innsetting av peptidet 1 subenhetssekvensen
omsluttet.

Fusjon kan ogsa utfares ved innsetting av AB1-6-peptidsekvensene 1 en variant av
en VLP-subenhet hvor del av subenhetssekvensen er fjernet, som ytterligere er referert til
som avkortete mutanter. Avkortete mutanter kan ha N- eller C-terminale, eller indre
delesjoner av del av sekvensen av VLP-subenheten. Den spesifikke VLP-HBcAg, med for
eksempel fjerning av aminosyrerester 79 til 81 er en avkortet mutant med en indre delesjon.
Fusjon av AB1-6-peptider til enten den N- eller C-terminale ende av de avkortete mutante
VLP-subenhetene, farer ogsé til utferelsesformer ifglge oppfinnelsen. P4 liknende mate
kan fusjon av en epitop i sekvensen fra VLP-subenheten ogsa utferes ved substitusjon der
for eksempel for den spesifikke VLP-HBcAg'en, aminosyrer 79-81 er erstattet med en
fremmed epitop. Som heretter refereres til kan saledes utferes ved innsetting av AB1-6-
peptidsekvensen 1 sekvensen til en VLP-subenhet ved substitusjon av del av sekvensen
fra VLP-subenheten med AP1-6-peptidet, eller ved en kombinasjon av delesjon,
substitusjon eller innsetting.

Den kimere AB1-6-peptid-VLP-subenheten vil generelt veere i stand til & selv-
samles til en VLP. VLP som fremviser epitoper som er fusjonert til deres subenheter er
ogsa her referert til som kimare VLP'er. Som angitt omfatter den virusliknende
partikkelen, eller den alternativt bestdr av minst en VLP-subenhet. I en ytterligere
foretrukket utforelsesform ifelge oppfinnelsen omfatter den virusliknende partikkelen,
eller som den altemativt bestar av, en blanding av kimaere VLP-subenheter og ikke-
kimaere VLP-subenheter, dvs. VLP-subenheter som ikke har et antigen fusjonert, som
forer til sakalte mosaikkpartikler. Dette kan vare fordelaktig for a sikre dannelse og
samling av en VLP. I disse utferelsesformene kan andelen av kimare VLP-subenheter
vere 1, 5 25, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 95 prosent eller hayere.

Flankerende aminosyrerester kan tilfeyes begge sekvensender fra peptidet eller
epitopen som skal fusjoneres til en av VLP-sekvensendene fra subenheten, eller for indre
innsetting av slik peptidsekvens inn 1 VLP-sekvensen fra subenheten. Glysin- og
serinrester er spesielt foretrukne aminosyrer for anvendelse 1 de flankerende sekvensene
tilfeyd peptidet som skal fusjoneres. Glysinrester konfererer ytterligere fleksibilitet som
kan redusere den potensielle destabiliserende effekt ved fusjonering av en fremmed
sekvens inn 1 sekvensen til en VLP-subenhet.

I en ytterligere foretrukket utferelsesform ifglge oppfinnelsen er VLP'en en
VLP fra RNA-bakteriofag. De viktigste kappeproteinene fra RN A-bakteriofag samles
spontant til VLP'er ved ekspresjon 1 bakterier, og nermere bestemt 1 E.coli. Spesifikke
eksempler pa bakteriofage kappeproteiner som kan anvendes for fremstilling av

sammensetninger ifglge oppfinnelsen, inkluderer kappeproteinene fra RNA-
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bakteriofager, slik som bakteriofag QB (SEQ ID NO: 4; PIR database, adgangsnr.
VCBPQB, som refererer til QB-CP og SEQ ID NO: 5; adgangsnr. AAA16663 som
refererer til QB-A1l-protein) og bakteriofag fr (SEQ ID NO: 7, PIR adgangsnr. VCBPFR).

I en mer foretrukket utferelsesform er det minst ene AB1-6-peptidet fusjonert til et
QpB-kappeprotein. Fusjonsproteinkonstruksjoner hvor epitoper er fusjonerte til den C-
terminale ende av en avkortet form av Al-proteinet fra Qp, eller innsatt 1 Al-proteinet, er
beskrevet (Kozlovska, T. M. et al., Intervirology, 39:9-15 (1996)). Al-proteinet genereres
ved stansing ved UGA-stoppkodonet og har en lengde pé 329 aa, eller 328 aa, dersom
klgvingen ved det N-terminale metioninet er tatt i betraktning. Kleving ved det N-
terminale metioninet for en alanin (den andre aminosyren kodet ved QB-CP-genet)
foregér vanligvis 1 E.coli, og sadan er tilfellet for N-terminale ender av Q-
kappeproteinet. Delen av Al-genet, 3' for UGA amberkodon koder for CP-utvidelsen,
som har en lengde pa 195 aminosyrer. Innsetting av det minst ene AB1-6-peptidet
mellom posisjon 72 og 73 av CP-utvidelsen forer til ytterligere utferelsesformer ifolge
oppfinnelsen (Kozlovska, T. M. et al., Intervirology, 39:9-15 (1996)). Fusjon av et AB1-
6-peptid ved den C-terminale ende hos et C-terminalt avkortet QB-A1l-protein forer til
ytterligere foretrukne utferelsesformer ifelge oppfinnelsen. Kozlovska, T. M. et al.,
(Intervirology, 39:9-15 (1996) beskriver QB-Al-proteinfusjoner hvor epitopen er
fusjonert ved den C-terminale ende hos QB-CP-utviclelsen, avkortet ved posisjon 19.

Som beskrevet av Kozlovska, T. M. et al., (Intervirology, 39:9-15 (1996))
krever samling av partiklene som fremviser de fusjonerte epitopene vanligvis
tilstedevarelse av bdde Al -protein-AB1-6-peptidfusjonen og villtype-CP for & danne en
mosaikkpartikkel. Utferelsesformer som omfatter virusliknende partikler, og herved
spesielt VLP'ene fra RN A-bakteriofag-QB-kappeproteinet, som er eksklusivt komponert
av VLP-subenheter med minst ett AB1-6-peptid fusjonert til seg, er ogsa innenfor
rekkevidden av den foreliggende oppfinnelse.

Produksjon av mosaikkpartikler kan utferes ved en rekke mater. Kozlovska, T.
M. et al., Intervirology, 39:9-15 (1996), beskriver tre fremgangsmater der alle kan
anvendes 1 praktiseringen av oppfinnelsen. I den ferste tilneermingen er effektiv
fremvisning av den fusjonerte epitopen pd VLP'ene mediert pa ekspresjonen av plasmidet
som koder for QB-Al-proteinfusjonen som har et UGA-stoppkodon mellom CP og CP-
utvidelse 1 en E. coli-stamme som innehar et plasmid som koder for en klonet UGA-
undertrykker tRNA, som forer til translasjon av UGA-kodonet til Trp (pISM3001
plasmid (Smiley B. K., ef al., Gene 134:33-40 (1993))). I en annen tilneerming er CPgen
stoppkodonet modifisert til UAA, og et andre plasmid som uttrykker Al-proteinAB1-6-
peptidfusjonen kotransformert. Det andre plasmidet koder for en annen
antibiotikaresistens og startstedet for replikasjon er kompatibelt med det forste plasmidet
(Kozlovska, T. M. et al., (Intervirology, 39:9-15 (1996)). I en tredje tilnarming er CP
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og Al -protein-AB1-6-peptidfusjonen kodet pa en bicistronisk méte, og er operativt
forbundet til en promoter, slik som Trp-promoteren, som beskrevet 1 figur 1 av
Kozlovska, T. M. et al., (Intervirology, 39:9-15 (1996).

I en ytterligere utferelsesform er AB1-6-peptidet innsatt mellom aminosyre 2 og
3 (nummerert fra det klovde CP, som betyr hvor det N-terminale metionin er klovet) fra
fr CP, som saledes forer til et AB1-6-peptid-fr-CP fusjonsprotein. Vektorer og
ekspresjonssystemer for konstruksjon og ekspresjon av fr-CP-fusjonsproteiner som
selv-samles til VLP, nyttig i praktiseringen av oppfinnelsen er beskrevet (Pushko P., ef
al., Prot. Eng. 6:883-891 (1993)). I en spesifikk utferelsesform er Ap1-6-
peptidsekvensen innsatt i en delesjonsvariant av fr-CP etter anninosyre 2, hvori restene
3 og 4 fra fr-CP er fjernet (Pushko P, et al., Prot. Eng. 6:883-891 (1993)).

Fusjon av epitoper i den N-terminale fremstaende B-harnél av RNA-bakteriofag MS-
2 kappeproteinet, og falgende presentasjon av de fusjonerte epitopene pa den selv-samlende
VLP fra RNA-bakteriofag MS-2 er ogsa beskrevet (WO 92/13081), og fusjon av AB1-6-
peptidet ved innsetting eller substitusjon i kappeproteinet fra MS-2-RNA-bakteriofag
faller ogsa innenfor oppfinnelsens rekkevidde.

I foretrukne utferelsesformer ifelge oppfinnelsen er AB1-6-peptider egnet for
generering av vaksiner ifglge oppfinnelsen, modifisert med en aminosyrelinker for binding
til en VLP. Disse AB1-6-peptidene inkluderer, men er ikke begrenset til: AB1-6 fusjonert
C-terminalt til linkeren GGC. Aminosyrelinkere egnet for fusjon til den N-terminate ende
av AB1-6-fragmenter inkluderer, men er ikke begrenset til sekvensen CGG og
CGHGNKS. Linkere egnet for fusjon til den C-terminale ende av AB1-6 inkluderer, men er
ikke begrenset til sekvensen GGC. I en foretrukket utferelsesform, nar en linker er
fusjonert til den C-terminale ende av AP eller AB-fragmenter, er det C-terminale cystein
amidert. I en foretrukket utferelsesform er AB1-6 fusjonert til en aminosyrelinker, og har
sekvensen: "NH2-DAEFRHGGC-CONH2", hvor det C- terminale cystein er amidert, som
er angitt ved det C-terminale "-CONH2", og den N-terminale ende av peptidet er fri, som
er ytterligere angitt ved "NH2-". Aminosyrelinkere er fortrinnsvis korte for 4 unngd
induksjon av immunresponser mot aminosyrer fra nevnte linker, men burde tillate
induksjon av antistoffer som er kryssreaktive med lgselig Ap og AD-plakk, og kan fremme
interaksjonen av antistoffer med AB1-6-peptidet. Andre egnete egenskaper av
aminosyrelinkeren er fleksibilitet, og fortrinnsvis mangel pd store aminosyrer som kan
interferere med kobling og/eller generere en immunrespons mot linkeren selv. I mer
foretrukne utferelsesformer er aminosyrelinkeren som inneholder en cysteinrest som
andre tilkoblingssete fusjonert til den C-terminale ende av AB1-6-peptidet.

Ytterligere AB-fragmenter egnet 1 praktiseringen ifelge oppfinnelsen, inkluderer
AB-fragmenter som korresponderer til de tidligere nevnte fragmentene, ogsa modifisert

som beskrevet ovenfor, fra andre dyrearter og som utlgser antistoffer kryssreaktive med



10

15

20

25

30

42

humant amyloid plakk og leselig humant AB. Eksempler pa slike fragmenter er AB1-6 fra
prirnater (DAEFRH; SEQ ID NO: 84), kanin (DAEFRH; SEQ ID NO: 85), marsvin
(DAEFRH; SEQ ID NO: 88), mus (DAEFGH; SEQ ID NO: 76), rotte (DAEFGH; SEQ
ID NO: 87), og xaenopus laevis (DSEYRH,; 86).

En rekke dyremodeller for AD, basert pa transgene mus som overuttrykker mutate
former av humant APP er rapportert (Games, D., ef al., Nature 373:523-527 (1995a);
Sturchier-Pierrat et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 94:13287-13292 (1997); Hsiao, K., et
al. Science 274:99-102 (1996), Chen, G., ef al. Nature 408: 975-979 (2000)). Disse
musemodellene er forskjellige fra hverandre i nivaet av overekspresjon av transgenet, AD-
mutasjonene som er til stede pa transgenet og pd promoteren som overekspresjon av
transgenet er styrt av. Disse dyremodellene svikter 1 & fremvise alle de patologiske tegnene
pa AD, som nzrmere bestemt er aldersrelaterte endringer i atferd, avsetting av B-amyloid i
uleselige plakk, neurofibrillere sammenfiltringer innen neuroner, og tap av neuroner 1
forhjernen (Chapman, P. F., Nature 408:915-916 (2000)). Hukommelsestap og
fremgangsmater for & identifisere dette, kan imidlertid identifiseres i disse modellene, og
kan anvendes for & teste effekten av foreliggende oppfinnelses sammensetning i
dyremodeller (Chen, G., ef al., Nature 408:975-979 (2000); Janus, C., et al., Nature
408:979-982 (2000); Morgan, D., et al., Nature 408:982-985 (2000)). Aldersrelatert AP-
avsetting til amyloid plakk kan videre studeres i disse modellene, som ogsa utvikler

astrocytose og mikrogliose.

EKSEMPLER

EKSEMPEL 1
Henholdsvis kloning og konstruksjon, ekspresjon og rensing av henholdsvis

foretrukne kjernepartikler og VLP fra RNA-fag

A. Konstruksjon og ekspresjon av mutante QB-kappeproteiner, og rensing av mutante Qp-
kappeprotein-VLP'er eller kapsider.

Plasmidkonstruksjon og kloning av mutante kappeproteiner

Konstruksjon av pQ-240:

Plasmid pQP10 (Kozlovska, T. M., et al., Gene 137:133-137) ble anvendt som et
utgangsplasmid for konstruksjon av pQB-240. Mutasjonen Lys13—>Arg ble dannet ved
invers PCR. De inverse primerne ble konstruert 1 inverterte hale-til-hale retninger:

5-GGTAACATCGGTCGAGATGGAAAACAAACTCTGGTCC-3'
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(SEQ ID NO: 48)
og
5'-GGACCAGCGTTTGTTTTCCATCTCGACCGATGTTACC-3'

(SEQ ID NO: 49).

Produktene fra den forste PCR ble anvendt som templater for den andre PCR-
reaksjonen, hvor en oppstremsprimer

5'-AGCTCGCCCGGGGATCCTCTAG-3' (SEQ ID NO: 50)

og en nedstremsprimer
5-CGATGCATTTCATCCTTAGTTATCAATACGCTGGGITCAG-3'
(SEQ ID NO: 51)

ble anvendt. Det andre PCR-produktet ble fordeyd med Xbal og MphI1031 og
klonet inn 1 pQP10 ekspresjonsvektoren, som ble klgvet med de samme
restriksjonsenzymene. PCR-reaksjonene ble utfort med PCR-sett reagenser og 1 henhold til
produsentens protokoll (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen).

Sekvensering ved anvendelse av fremgangsmaten for direkte merkingsinkorporering
verifiserte de enskete mutasjonene. E.coli-celler inneholdende pQ-240 stattet effektiv
syntese av 14-kD-protein som migrerte samtidig ved SDS-PAGE med kontroll Q-
kappeprotein isolert fra QB-fag-partikler.

Resulterende aminosyresekvens: (SEQ ID NO: 17)

AKLETVTLGNIGRDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP

ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ

KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY

Konstruksjon av pQp-243:
Plasmid pQB10 hale-til-hale retninger:
5'-GGCAAAATTAGAGACTGTTACTTTAGGTAAGATCGG-3'

(SEQ ID NO: 52)

og
5-CCGATCTTACCTAAAGTAACAGTCTCTAATITTGCC -3'

(SEQ ID NO: 53).
Produktene fra den farste PCR ble anvendt som templater for den andre

PCR-reaksjonen, hvor en oppstremsprimer

5'-“AGCTCGCCCGGGGATCCTCTAG-3'
(SEQ ID NO: 50) og en nedstremsprimer
5'-GATGCATTTCATCCTTAGTTATCAATACGCTGGGTTCAG-3'
(SEQID NO: 51)
ble anvendt. Produktet av den andre PCR ble fordeyet med Xbal og
Mph1103I og klonet inn 1 pQB10-ekspresjonsvektoren, som ble klgvet med
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de samme restriksjonsenzymene. PCR-reaksjonene ble utfort med PCR-sett
reagenser, og 1 henhold til produsentens protokoll (MBI Fermentas,
Vilnius, Litauen).

Sekvensering som anvendte direkte merkingsinkorporeringsfremgangsmaéte
verifiserte de enskete mutasjoner. E.coli-celler som innehar pQp-243 stettet effektivt
syntese av 14-kD-protein som migrerte samtidig med kontroll QB-kappeprotein isolert fra
QpB-fag-partikler for SDSD-PAGE.

Resulterende aminosyresekvens: (SEQ ID NO: 18)

AKLETVTLGKIGKDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP

ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ

KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY

Konstruksjon av pQB-250:

Plasmid pQp-240 ble anvendt som utgangsplasmid for konstruksjon av pQp-250.

Mutasjonen Lys2— Arg ble dannet ved setestyrt mutagenese. En oppstremsprimer
5'-GGCCATGGCACGACTCGAGACTGTTACTTITAGG-3'
(SEQ ID NO: 54)
og en nedstremsprimer
5-GATTTAGGTGACACTATAG-3' (SEQ ID NO: 55)

ble anvendt for syntese av det mutante PCR-fragmentet, som ble introdusert inn 1
pQp-185 ekspresjonsvektoren ved de unike restriksjonssetene Ncol og HindlIl. PCR-
reaksjonene ble utfert med PCR-sett reagenser og 1 henhold til produsentens protokoll
(MBI Fermentas, Vilnius, Litauen).

Sekvensering som anvendte direkte merkingsinkorporeringsfremgangsmaéte
verifiserte de enskete mutasjoner. E.coli-celler som innehar pQp-250 stattet effektivt
syntese av 14-kD-protein som migrerte samtidig med kontroll QB-kappeprotein isolert fra
Qp-fag-partikler for PAGE.

Resulterende aminosyresekvens: (SEQ ID NO: 19)
ARLETVTLGNIGRDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP

ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ
KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY

Konstruksjon av pQp-251:

Plasmid pQp10 ble anvendt som et utgangsplasmid for konstruksjonen av pQp-
251. Mutasjonen Lys16—>Arg ble laget ved invers PCR. De inverse primeme ble
konstruert 1 inverterte hale-til-hale retninger:

5'-GATGGACGTCAAACTCTGGTCCTCAATCCGCGTGGGG-3'
(SEQ ID NO: 56)



10

15

20

25

30

35

45

og

5'-CCCCACGCGGATTGAGGACCAGAGTTTGACGTCCATC-3'
(SEQ ID NO: 57).

Produktene av den forste PCR ble anvendt som templater for den andre PCR-
reaksjon, hvor en oppstregms primer

5'-AGCTCGCCCGGGGATCCTCTAG-3' (SEQ ID NO: 50)

og en nedstrems primer

5'-CGATGCATTTCATCCTTAGTTATCAATACGCTGGGTTCA-3'
(SEQID NO: 51)

ble anvendt. Produktet av den andre PCR ble fordeyet med Xbal og Mphl03I og
klonet inn 1 pQP10-ekspresjonsvektoren, som ble klgvet med de samme
restriksjonsenzymene. PCR-reaksjonene ble utfort med PCR-sett reagenser, og i henhold
til produsentens protokoll (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen).

Sekvensering som anvendte direkte merkingsinkoiporeringsfremgangsmate
verifiserte de enskete mutasjoner. E.coli-celler som innehar pQpB-251 stettet effektivt
syntese av 14-kD-protein som migrerte samtidig med kontroll QB-kappeprotein isolert
fra QV-fag-partikler for SDS-PAGE. Den resulterende aminosyresekvensen kodet ved
denne konstruksjonen er vist 1 (SEQ ID NO: 20).

Konstruksjon av pQ-259:

Plasmidet pQB-251 ble anvendt som utgangsplasmid for konstruksjonen av pQp-
259. Mutasjonen Lys2— Arg ble laget ved seterettet mutagenese. En oppstremsprimer

5'-GGCCATGGCACGACTCGAGACTGTTACTTTAGG-3'
(SEQ ID NO: 54)

og en nedstremsprimer

5'-GATTTAGGTGACACTATAG-3' (SEQ ID NO: 55)

ble anvendt til syntesen av det mutante PCR-fragment, som ble introdusert inn 1
pQP-185 ekspresjonsvektoren ved de unike restriksjonssetene Ncol og HindlIl. PCR-
reaksjonene ble utfert med PCR-sett reagenser og 1 henhold til produsentens protokoll
(MBI Fermentas, Vilnius, Litauen).

Sekvensering som anvendte direkte merkingsinkorporeringsfremgangsmate
verifiserte de gnskete mutasjoner. E.coli-celler som innehar pQB-259 stottet effektivt
syntese av 14-kD-protein som migrerte samtidig med kontroll QB-kappeprotein isolert
fra QB-fag-partikler for SDS-PAGE.

Resulterende aminosyresekvens: (SEQ ID NO: 21)

AKLETVTLGNIGKDGKQTLVLNPRGVNPTNGVASLSQAGAVP

ALEKRVTVSVSQPSRNRKNYKVQVKIQNPTACTANGSCDPSVTRQ

KYADVTFSFTQYSTDEERAFVRTELAALLASPLLIDAIDQLNPAY
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Generelle prosedyrer for ekspresjon og rensing av Q13 og Qii-mutanter

Ekspresjon

E.coli IM109 ble transformert med Qp-kappeprotein ekspresjonsplasmider. 5 ml
LB-vaskemedium inneholdende 20 pg/ml ampicillin ble inokulert med kloner
transformert med QB-kappeprotein ekspresjonsplasmider. Den inokulerte kulturen ble
inkubert ved 37 °C i 16-24 timer uten risting. Det preparerte inokulatet ble deretter
fortynnet 1:100 i1 100-300 ml frisk LB-medium, inneholdende 20 pg/ml ampicillin, og
inkubert ved 37 °C over natten uten risting. Det resulterende andre inokulat ble fortynnet
1:50 1 M9-medium inneholdende 1 % casaminosyrer og 0,2 % glukose kolber, og

inkubert ved 37 °C over natten med risting.

Rensing

Lesninger og buffere for renseprosedyren:

1. Lysisbuffer LB
50 mM Tris-HC1 pH 8,0 med 5 mM EDTA, 0,1 %
Triton X100 og nylig fremstilt PMSF ved en konsentrasjon pa 5 pg/ml.
Uten lysozym og DNAse.

2. SAS
Mettet ammoniumsulfat 1 vann

3. Buffer NET
20 mM Tris-HC1, pH 7,8 med 5 mM EDTA og
150 NaCl.

4. PEG
40 % (vekt/volum) polyetylenglykol 6000 i NET

@deleggelse og lysering

Frosne celler ble resuspendert 1 LB ved 2 ml/g celler. Blandingen ble sonikert med
22 kH fem ganger i 15 sekunder, med intervaller pa ett minutt for & kjele lagsningen pa is.
Lysatet ble sa sentrifugert ved 14 000 rpm i én time ved anvendelse av en Janeeki K-60
rotor. Sentrifugeringstrinnene beskrevet ovenfor ble alle utfort ved anvendelse av den
samme rotoren, med mindre uttrykt pi annen mate. Supernatanten ble lagret ved 4 °C,
mens cellerester ble vasket to ganger med LB. Etter sentrifugering ble supernatantene fra
lysatet og vaskefraksjonene samlet.

Fraksjonering
En mettet ammoniumsulfatlgsning ble drapevis tilsatt under omrering til det
ovenfor samlete lysat. Volumet av SAS ble justert til & veere en femdel av totalvolurn, for

a oppna 20 % metning. Losningen ble sa hensatt over natten, og ble neste dag sentrifugert
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ved 14 000 rpm 1 20 minutter. Pelletten ble vasket med en liten mengde 20 %
ammoniumsulfat og pa nytt sentrifugert. De oppnadde supernatantene ble samlet og SAS
ble drapevis tilsatt for 4 oppna 40 % metning. Losningen ble sa hensatt over natten, og
neste dag sentrifugert ved 14 000 rpm i 20 minutter. Den oppnadde pelletten ble opplest
1 NET-buffer.

Kromatografi

Det gjenoppleste kapsidet eller VLP-proteinet ble lastet pa en sefarose CL-4B-
kolonne. Tre topper ble eluert under kromatografi. Den ferste inneholdt hovedsakelig
membraner og membranfragmenter, og ble ikke innsamlet. Kapsider ble oppnadd i den
andre toppen, mens den tredje inneholdt andre E.coli-proteiner.
Toppfraksjonene ble samlet og NaCl-konsentrasjonen ble justert til en sluttkonsentrasjon
pa 0,65 M. Et volum av PEG-lgsning som korresponderte til halvparten av den samlete
toppfraksjonen ble drapevis tilsatt under rering. Lesningen ble sd hensatt over natten uten
rering. Kapsidproteinet ble sedimentert ved sentrifugering under 14 000 rpm 1 20
minutter, og ble sa opplest 1 et minimalt NETvolum, og igjen lastet pa sefarose CL-4B-
kolonnen. Toppfraksjonene ble samlet, og utskilt med ammoniumsulfat ved 60 %
metning (vekt/volum). Etter sentrifugering og gjenopplesning i NET-buffer, ble

kapsidprotein lastet pa sefarose CL-6B-kolonne for rekromatografering.

Dialyse og terking
Toppfraksjonene som ble oppnadd ovenfor ble samlet og omfattende dialysert
mot sterilt vann, og lyofilisert for lagring.

Ekspresjon og rensing av Q-240

E.coli M 109-teller som var transformerte med plasmid pQp-240, ble
resuspendert 1 LB, ultralydbehandlet 5 ganger 1 15 sekunder (isvannkappe), og
sentrifugert ved 13 000 rpm 1 én time. Supernatanten ble lagret ved 4 °C inntil
ytterligere prosessering, mens restene ble vasket 2 ganger med 9 ml LB, og
tilslutt med 9 ml 0,7M urea i LB. Alle supernatanter ble samlet og lastet pa
sefarose CL-4Bkolonnen. De samlete toppfraksjonene ble utskilt med
ammoniumsulfat og sentrifugert. Det gjenoppleste protein ble sa ytterligere
renset pa en sefarose 2B-kolonne, og tilslutt pa en sefarose 6B-kolonne.
Kapsidtoppen ble tilslutt omfattende dialysert mot vann og lyofilisert som
beskrevet ovenfor. Samlingen av kappeproteinet i et kapsid ble bekreftet ved
elektronmikroskopi.

Ekspresjon og rensing av Qp-243
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E.coli RR1-celler ble resuspendert 1 LB og prosessert som beskrevet i den
generelle prosedyren. Proteinet ble renset ved to pafelgende gelfiltreringstrinn pa
sefarose CL-4B-kolonnen, og tilslutt pa en sefarose CL-2B-kolonne. Toppfraksjoner ble
samlet og lyofilisert som beskrevet ovenfor. Samlingen av kappeproteinet til et kapsid
ble bekreftet ved elektronmikroskopi.

Ekspresjon og rensing av Q3-250

E.coli IM 109-celler, transformert med pQpB-250, ble resuspendert i LB og
prosessert som beskrevet ovenfor. Proteinet ble renset ved geffiltrering pa en sefarose CL-
4B-kolonne, og tilslutt pa en sefarose CL-2B-kolonne, og lyofflisert som beskrevet
ovenfor. Samlingen av kappeproteinet til et kapsid ble bekreftet ved
elektronmikroskopi.

Ekspresjon og rensing av QB-259

E.coli IM 109-celler, transformert med pQp-259, ble resuspendert i LB og
ultralydbehandlet. Restene ble vasket én gang med 10 ml LB og en andre gang med 10
ml 0,7 M urea i LB. Proteinet ble renset ved to gelfiltreringskromatografitrinn pa en
sefarose CL-4B-kolonne. Proteinet ble dialysert og lyofilisert som beskrevet ovenfor.

Samlingen av kappeproteinet til et kapsid ble bekreftet ved elektronmikroskopi.

B. Kloning, ekspresjon og rensing av rekombinant AP205 VLP

Kloning av AP205-kappeproteingenet

CDNA'et av AP205-kappeprotein (CP) (SEQ ID NO: 28) ble samlet fra to
cDNA-fragmenter generert fra fag-AP205-RNA ved anvendelse av en revers
transkripsjon-PCR-teknikk og kloning i det konunersielle plasmidet PCR 4-TOPO
for sekvensering. Revers transkripsjonsteknikker er velkjent for de med ordinzer
dyktighet 1 det relevante faget. Det forste fragmentet fra plasmid p205-246 inneholdt
269 nukleotider oppstrems for CP-sekvensen og 74 nukleotider som koder for de
forste 24 N-terminale aminosyrer fra CP. Det andre fragmentet 1 plasmid p205-262
inneholdt 364 nukleotider som koder for aminosyrer 12-131 fra CP, og ytterligere
162 nukleotider nedstrams for CP-sekvensen. Bade p205-246 og p205-262 var en
sjeneres gave fra J. Klovins.

Plasmid 283.-58 ble konstruert i en totrinns PCR, for 4 sammenfoye begge CP-
fragmenter fra plasmidene p205-246 og p205-262 1 en fullengde CP-sekvens.

En oppstremsprimer pl.44 inneholdende Ncol-setet for kloning inn 1
plasmidpQ18S, eller p1.45 inneholdende Xbal-setet for kloning inn 1 plasmid pQB10, og
en nedstremsprimer pl.46 inneholdende Hindlll-restriksjonssetet, ble anvendt
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(restriksjonsenzymets gjenkjenningssekvens understreket):

pl.44 5'AACCATGGCAAATAAGCCAATGCAACCG-3! (SEQ ID NO: 79)
pl1.45 5'-AATCTAGAATTTTCTGCGCACCCATCCCGG-3' (SEQ ID NO: 80)
pl1.46 5'-AAAAGCTTAAGCAGTCGTCTCCGCCGATACG-3' (SEQ ID NO: 81)

Ytterligere to primere, pl.47, som sammensmelter ved fragmentets 5' ende 1 p205-
262, og pl.48 som sammensmelter med fragmentets 3' ende i plasmid 205-246, ble
anvendt for 4 amplifisere fragmentene i den forste PCR. Primerne p1.47 og p1.48 er
komplementzare til hverandre.
pl1.47 5'-GAGTGATCCAACTCGTTTCTCAACTACATTTTCAGCAAGTCTG-3'
(SEQ ID NO: 82)
p1.48 5'-CAGACTTGCTGAAAATGTAGTTGATAAACGAGTTGGATCACTC-3'
(SEQID NO: 83)

I de to ferste PCR-reaksjonene ble to fragmenter generert. Det forste fragmentet
ble generert med primerne pl.45 og p1.48 og templat p205-246. Det andre fragmentet ble
generert med primerne p1.47 og pl.46 og templat p205-262. Begge fragmenter ble anvendt
som templat for den andre PCR-reaksjonen, en spleise-overlappende utvidelse med
primerkombinasjonen pl.45 og p1.46 eller pl.44 og pl.46. Produktet fra de to andretrinns
PCR-reaksjonene ble fordeyd med henholdsvis Xbal eller Ncol, og HindIll, og klonet med de
samme restriksjonssetene inn 1 henholdsvis pQB10 eller pQB185, to pGEM-deriverte
ekspresjonsvektorer under kontroll av E.coli tryptofan operon promoter.

To plasmider ble oppnadd, pAP283-58 (SEQ ID NO: 27), inneholdende genet som
koder for villtype AP205 CP (SEQ ID NO: 28) 1 pQB10, og pAP281-32 (SEQ ID NO: 30)
med mutasjon Pro5—Thr (SEQ ID NO: 29), i pQp185. Kappeproteinsekvensene ble
verifisert ved DNA-sekvensering. pAP283-58 inneholder 49 nukleotider oppstrems for
ATG-kodonet fra CP, nedstrems for Xbal-setet, og inneholder det antatt opprinnelige
ribosomale bindingssetet fra kappeprotein-mRNA.

Ekspresjon og rensing av rekombinant AP205 VLP

A.  Ekspresjon av rekombinant AP205 VLP
E.coli JM109 ble transformert med plasmid pAP283-58. 5 ml LB-vaeskemedium

med 20 pg/ml ampicillin ble inokulert med en enkelt koloni, og inkubert ved 37 °C 1 16-
24 timer uten risting.

Det fremstilte inokulat ble fortynnet 1:100 1 100-300 ml LB-medium inneholdende
20 pg/ml ampicillin og inkubert ved 37 °C over natten uten risting. Det resulterende
andre inokulat ble fortynnet 1:50 1 2TY-medium, inneholdende 0,2 % glukose og fosfat
for bufring, og inkubert ved 37 °C over natten pa en rister. Celler ble hostet ved

sentrifugering, og frosset ved -80 °C.
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B. Rensing av rekombinant AP205 VLP
Lesninger og buffere:

Lyseringsbuffer
50 mM Tris-HC1, pH 8,0 med 5 mM EDTA, 0,1 %
tritonX100 og PMSF ved 5 pg/ml

SAS

Mettet ammoniumsulfat 1 vann
Buffer NET

20 mM Tris-HCI, pH 7,8 med S mM EDTA, og
PEG

40 % (vekt/volum) polyetylenglykol 6000 1 NET

Lysering:

Frosne celler ble resuspendert 1 lyseringsbuffer ved 2 ml/g celler. Blandingen ble
sonikert med 22kH fem ganger i 15 sekunder med 1 minutts intervaller for & kjele
lesningen pa is. Lysatet ble sa sentrifugert i 20 minutter ved 12 000 rpm, ved anvendelse
av en F34-6-38 rotor (Eppendorf). Sentrifugeringstrinnene beskrevet nedenfor ble alle
utfert ved anvendelse av den samme rotoren, med mindre annet er beskrevet.
Supernatanten ble lagret ved 4 °C, mens cellerester ble vasket to ganger med
lyseringsbuffer. Etter sentrifugering ble supernatantene fra lysatet og vaskefraksjonene
samlet.

Ammoniumsulfat bunnfelling kan ytterligere anvendes for rensing av AP205
VLP. I et forste trinn er en konsentrasjon av ammoniumsulfat valgt, hvor AP205 VLP
ikke bunnfeller. Den resulterende pelletten kastes. I det neste trinnet velges en
ammoniumsulfatkonsentrasjon hvor AP205 VLP kvantitativt utskilles, og AP205 VLP
isoleres fra pelletten fra dette utskillingstrinnet ved sentrifugering (14 000 rpm 1 20
minutter). Den oppnadde pelletten oppleses i NET-buffer.

Kromatografi:

Kapsidproteinet fra de samlete supernatantene ble lastet pa en sefarose 4Bkolonne
(2,8 x 70 cm), og eluert med NET-buffer ved 4 ml/time/fraksjon. Fraksjoner 28-40 ble
samlet og bunnfelt med ammoniumsulfat pa 60 % metning. Fraksjonene ble analysert
ved SDS-PAGE og western blot med et antiserum spesifikt for AP205 for bunnfelling.
Pelletten som ble isolert ved sentrifugering ble gjenopplest i NET-buffer og lastet pa en
sefarose 2B-kolonne (2,3 x 65 cm), eluert ved 3 ml/time/fraksjon. Fraksjonene ble
analysert ved SDS-PAGE og fraksjonene 44-50 ble innsamlet, samlet og presipitert med

337574



10

15

20

25

30

35

337574

51

ammoniumsulfat med 60 % metning. Pelletten som ble isolert ved sentrifugering ble
gjenopplest i NET-buffer, renset pa en sefarose 6B-kolonne (2,5 x 47 cm), eluert ved 3
ml/time/fraksjon. Fraksjonene ble analysert ved SDS-PAGE. Fraksjonene 23-27 ble
samlet, saltkonsentrasjonen justert til 0,5 M og bunnfelt med PEG 6000, tilsatt fra en
40 % lagerlgsning i vann, og til en sluttkonsentrasjon pa 13,3 %. Pelletten isolert ved
sentrifugering ble gjenopplest i NET-buffer, og lastet pd den samme sefarose 2B-
kolonne som ovenfor, og eluert pd den samme maten. Fraksjonene 43-53 ble innsamlet
og utfelt med ammoniumsulfat med metningsgrad pa 60 %. Pelletten som ble isolert
ved sentrifugering ble gjenopplest i vann, og den oppnédde proteinlosning ble grundig
dialysert mot vann. Omkring 10 mg av renset protein/gram av celler kunne isoleres.
Undersgkelse av de virusliknende partiklene i elektronmikroskopi viste at de var

1dentiske til fag-partiklene.

EKSEMPEL 2
Innsetting av et peptid inneholdende en lysinrest i epitopen c/el av HbcAg (1-149)

c/el-epitopen (restene 72 til 88) av HBcAg er lokalisert i enderegionen pa
overflaten av hepatitt B-viruskapsidet (HBcAg). En del av denne regionen (prolin 79 og
alanin 80) ble genetisk erstattet av peptidet Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID NO: 33), som
resulterte 1 HBcAg-Lys konstruksjonen (SEQ ID NO: 26). Den introduserte lysinresten
inneholder en reaktiv aminogruppe 1 sin sidekjede som kan anvendes for intermolekyler,
kjemisk krysskobling av HBcAg-partikler med ethvert antigen inneholdende en fr1
cysteingruppe.

HBcAg-Lys DNA som har aminosyresekvensen vist 1 SEQ ID NO: 78, ble generert
ved PCR: De to fragmentene som koder HBeAg-fragmenter (aminosyrerestene 1 til 78 og
81 til 149) ble amplifisert separat ved PCR. Primerne som ble benyttet for disse PCR
introduserte ogsd en DN A-sekvens som koder Gly-Gly-Lys-Gly-Gly-peptidet (SEQ ID
NO: 33). HBcAg (1 til 78)-fragmentet ble amplifisert fra pEco63 ved anvendelse av
primerne EcoRIHBcAg(s) og Lys-HbcAg(as). HBcAg (81 til 149)- fragmentet ble
amplifisert fra pEco63 ved anvendelse av primerne Lys-HBcAg(s) og HbcAg(1-
149)Hind(as). Primerne Lys-HBcAg(as) og Lys-HBcAg(s) introduserte komplementre
DNA-sekvenser ved endene av de to PCR-produktene, som tillot fusjon av de to PCR-
produktene i en pafelgende samlende PCR. De samlete fragmentene ble amplifiserte ved
PCR ved anvendelse av primerne EcoRIHBeAg(s) og HBcAg(1- 149)Hind(as).

For PCR ble 100 pmol av hver oligo og 50 ng av templat-DNA anvendt i den 50
ml reaksjonsblandingen med to enheter av Pwo polymerase, 0,1 mM dNTP og 2 mM
MgSOs4. For begge reaksjonene ble temperatursykluser utfert som felger; 94 °C 12
minutter; 30 sykluser pa 94 °C (1 minutt), 50 °C (1 minutt), 72 °C (2 minutter).
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Primersekvenser:
EcoRIHBcAg(s):
(5'-CCGGAATTCATGGACATTGACCCTTATAAAG-3") (SEQ ID NO:58);
Lys-HBcAg(as):
(5'-CTAGAGCCACCTTTGCCACCATCTTCTAAATTAG-
TACCCACCCAGGTAGC-3") (SEQ ID NO: 59); Lys-
HBcAg(s):
(5'-GAAGATGGTGGCAAAGGTGGCTCTAGGGACC-
TAGTAGTCAGTTATGTC-3") (SEQ ID NO: 60);
HBcAg(1-149)Hind(as):
(5'-CGCGTCCCAAGCTTCTAAACAACAGTAGTCTCCGGAAG-3")
(SEQ ID NO: 61).

For fusjon av de to PCR-fragmentene ved PCR 100 pmol av primeme
EcoRIHBcAg(s) og HBcAg(1-149)Hind(as) ble anvendt med 100 ng av de to rensete
PCR-fragmenter 1 en 50 ml reaksjonsblanding inneholdende 2 enheter av Pwo
polymerase, 0,1 mM dNTP og 2 mM MgSO4. PCR sykliseringsbetingelser var: 94 °C 2
minutter; 30 sykluser pa 94 °C (1 minutt), 50 °C (1 minutt), 72 °C (2 minutter). Det
samlete PCR-produkt ble analysert ved agarosegel elektroforese, rensing og fordeyd 1 19
timer 1 en passende buffer med EcoRI- og Hindlll-restriksjonsenzymer. Det fordeyde
DNA-fragment ble ligert inn i EcoRI/HindlI-fordeyd pKK-vektor for & generere pKK-
HBcAg-Lys-ekspresjonsvektor. Innsetting av PCR-produktet 1 vektoren ble analysert
ved EcoRl/HindlII-restriksjonsanalyse og DNA-sekvensering av innskuddet.

EKSEMPEL 3
Ekspresjon og rensing av HBcAg-Lys

E.coil-stammer K802 eller IM109 ble transformert med pKK-HBcAg-Lys. 1 ml
av en over natten bakteriekultur ble anvendt for & inokulere 100 ml LB-medium
inneholdende 100 pg/m1 ampicillin. Denne kulturen ble dyrket 1 4 timer ved 37 °C inntil
en OD®? p3 omtrentlig 0,8 var oppnadd. Induksjon av syntesen av HBcAg-Lys ble utfort
ved tilsetting av IPTG til en sluttkonsentrasjon pa 1 mM. Etter induksjon ble bakterier
ytterligere ristet ved 37 °C i 4 timer. Bakterier ble hgstet ved sentrifugering pa 5000 x g i
15 minutter. Pelletten ble nedfrosset ved -80 °C. Pelletten ble tint og resuspendert i
bakterielysisbuffer (10 mM Na2HPO4, pH 7,0, 30 mM NaCl, 0,25 % Tween-20, 10 mM
EDTA) supplert med 200 pg/ml lysozym og 10 pl Benzonase (Merck). Celler ble
inkubert 1 30 minutter ved romtemperatur og edelagt ved sonikering. F.coli-celler
inneholdende pKK-HBcAg-Lys ekspresjonsplasmid eller et kontrollplasmid ble anvendt
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for induksjon av HBcAg-Lys ekspresjon med IPTG. For tilsetting av IPTG ble en prove
fjernet fra bakteriekulturen, som berer pKK-HBcAgLys-plasmidet og fra en kultur som
barer kontrollplasmidet. 4 timer etter tilsetting av IPTG ble prever igjen fjernet fra
kulturen inneholdende pKK-HBcAg-Lys og fra kontrollkulturen. Proteinekspresjon ble
kontrollert ved SDS-PAGE, etterfulgt av Coomassie-farging.

Lysatet ble deretter sentrifugert i 30 minutter ved 12000 x g for a fjerne uleselige
cellerester. Supernatanten og pelletten ble analysert ved western blotting ved anvendelse
av et monoklonalt antistoff mot HBcAg (YVS1841, innkjept fra Accurate Chemical and
Scientific Corp., Westbury, NY, USA), som anga at en betydelig mengde HBcAg-Lys-
protein var lgselig. I korthet ble lysater fra. E.coli-celler som uttrykker HBcAg-Lys og fra
kontrollceller sentrifugert ved 14000 x g 1 30 minutter. Supernatant (= lgsefig fraksjon) og
pellett (= uleselig fraksjon) ble separert og fortynnet med SDS prevebuffer til like volum.
Praver ble analysert ved SDS-PAGE etterfulgt av western blotting med anti-HBcAg
monoklonalt antistoff YVS1841.

Det klarete cellelysatet ble anvendt for trinngradient sentrifugering ved anvendelse
av en sukrose trinngradient bestaende av 4 ml 65 % sukroselosning overlagt med 3 ml 15 %
sukroselgsning etterfulgt av 4 ml bakterielt lysat. Preven ble sentrifugert 1 3 timer med 100
000 x g ved 4 °C. Etter sentrifugering ble 1 ml av fraksjoner fra toppen av gradienten
samlet og analysert ved SDS-PAGE etterfulgt av Coomassie-farging. HBcAg-Lys
proteinet ble pavist ved Coomassie-farging.

HBcAg-Lys proteinet ble anriket ved grenseflaten mellom 15 og 65 % sukrose
som indikerte at det var dannet en kapsidpartikkel. Det meste av de bakterielle proteinene
forble 1 den sukrosefrie, gvre delen av gradienten, derfor forte
trinngradientsentrifugering av HBcAg-Lys parfiklene til anriking og delvis rensing av
partiklene.

Ekspresjon og rensing av HBcAg-Lys 1 storskala ble utfert som felger. En
overnatten-kultur ble fremstilt ved inokulering av en enkelt koloni i 100 ml LB, 100
pg/ml ampicillin og dyrking av kulturen over flatten ved 37 °C. 25 ml av forkulturen
ble fortynnet i 800 ml LB ampicillinmedium den pafelgende dagen, og kulturen ble
dyrket til en optisk tetthet pa OD®® pa 0,6-0,8. Kulturen ble si indusert med 1 mM
IPTG, og fikk gro i ytterligere 4 timer. Cellene ble hestet og lysert hovedsakelig som
beskrevet ovenfor.

HBcAg-Lys ble sa renset ved ferst & utskille proteinet med ammoniumsulfat

(30 % metning) fra det klarete cellelysatet, s ble den gjenoppleste pelletten lastet pa en
gelfiltreringskolonne (Sephacryl 5-400, Pharmacia). De samlete fraksjonene ble igjen
utskilt med ammoniumsulfat, pellettene gjenopplest og lastet en andre gang pa den
samme gelfiltreringskolonnen. Fraksjonene ble tilslutt samlet og konsentrert, og

konsentrasjonen ble fastsatt ved anvendelse av en Bradford test (BioRad).
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EKSEMPEL 4

Konstruksjon av et HBcAg fritt for frie cysteinrester, og inneholdende en innsatt

lysinrest

Et hepatitt kjerneantigen (HBcAg), referert til heri som HBcAg-lys-2cys-Mut, fritt

for cysteinrester ved posisjonene som samsvarer med 48 og 107 1 SEQ ID NO: 25, og
inneholdende en innsatt lysinrest, ble konstruert ved anvendelse av fglgende

fremgangsmater.

De to mutasjonene ble introdusert ved ferst separat & amplifisere tre fragmenter av

HBcAg-Lys genet fremstilt som ovenfor i eksempel 2 med de folgende PCR-
primerkombinasjonene. PCR-fremgangsmater og konvensjonelle kloningsteknikker ble
anvendt for a fremstille HBcAg-lys-2cys-Mut genet.

I korthet ble de folgende primerne benyttet for fremstilling av fragment 1:

Primer 1. EcoRTHBcAg(s)
CCGGAATTCATGGACATTGACCCTTATAAAG (SEQ ID NO: 58)

Primer 2: 48as
GTGCAGTATGGTGAGGTGAGGAATGCTCAGGAGACTC (SEQ ID NO: 62)

De folgende primere ble anvendt for fremstilling av fragment 2:

Primer 3: 48s
GSGTCTCCTGAGCATTCCTCACCTCACCATACTGCAC (SEQ ID NO: 63)

Primer 4: 107as
CTTCCAAAAGTGAGGGAAGAAATGTGAAACCAC (SEQ ID NO: 64)

De folgende primere ble anvendt for fremstilling av fragment 3:

Primer 5: HbcAgl149hind-as
CGCGTCCCAAGCTTCTAAACAACAGTAGTCTCCGGAAGCGTTGATAG
(SEQ ID NO: 65)

Primer 6:107s
GTGGTTTCACATTTCTTCCCTCACTTTTGGAAG (SEQ ID NO: 66)

Fragmentene 1 og 2 ble deretter kombinert med PCR primere EcoRIHBcAg(s) og

107as som ga fragment 4. Fragment 4 og 3 ble s& kombinert med primerne
EcoRIHBcAg(s) og HbcAg149hind-as som produserte fullengde-genet. Fullengde-
genet ble sa fordeyd med EcoRI (GAATTC)- og Hindlll (AAGCTT)-enzymene og
klonet inn 1 pKK-vektoren (Pharmacia) kuttet ved de samme restriksjonssetene.
Ekspresjon og rensing av HBcAg-lys-2cys-Mut ble utfert som beskrevet 1 eksempel 3.
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EKSEMPEL 5
Konstruksjon av HBcAgl1-18S-Lys

Hepatitt kjerneantigen (HBcAg) 1-185 ble modifisert som beskrevet 1 eksempel 2.
En del av c/el-epitop (restene 72 til 88) regionen (prolin 79 og alanin 80) ble genetisk
erstattet ved peptidet Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID NO: 33), som resulterte i HBcAgLys
konstruksjonen (SEQ ID NO: 26). Den introduserte lysinresten inneholder en reaktiv
aminogruppe i sin sidekjede og kan anvendes for intermolekyler, kjemisk kryssbinding av
HBcAg-partikler med ethvert antigen inneholdende en fri cysteingruppe. PCR-
fremgangsmater og konvensjonelle kloningsteknikker ble anvendt for fremstilling av
HBeAgl-185-Lys-genet.

Gly-Gly-Lys-Gly-Gly (SEQ ID NO: 33), ble innsatt ved amplifisering av to
separate fragmenter av HBcAg-genet fra pEco63, som beskrevet ovenfor 1 eksempel 2
og ved deretter & sarnmenfoye de to fragmentene ved PCR for 4 samle fullengde-genet.
De folgende PCR-primerkombinasjonene ble anvendt:

Fragment 1:

Primer 1: EcoRIHBcAg(s) (SEQ ID NO: 58) (se eksempel 2)

Primer 2: Lys-HBcAg(as) (SEQ ID NO: 59) (se eksempel 2)

Fragment 2:
Primer 3: Lys-HBcAg(as) (SEQ ID NO: 60) (se eksempel 2)
Primer 4: HBcAgwtHindIIII

CGCTCCCAAGCTTCTAACATTGAGATTCCCGAGATTG (SEQ ID NO: 67)

Samling:
Primer 1: EcoRIHBcAg(s) (SEQ ID NO: 58) (se eksempel 2)
Primer 2: HBcAgwtHindIIII (SEQ ID NO: 67)

Det samlete fullengde-genet ble sa fordeyd med EcoRI (GAATTC)- og Hindlll
(AAGCTT)-enzymene og klonet inn 1 pKK-vektoren (Pharmacia) kuttet ved de samme
restriksjonssetene.

EKSEMPEL 6
Fusjon av en peptidepitop i MIR-regionen til HBcAg.

HBcAgl-185 restene 79 og 80 ble substituert med epitopen CeH3 av sekvensen
VNLTWSRASG (SEQ ID NO: 68). CeH3-sekvensen stammer fra sekvensen fra det tredje
konstante domenet av den tunge kjeden fra humant IgE. Epitopen ble innsatt 1 HBcAgl-185
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sekvensen ved anvendelse av en samlende PCR-fremgangsmate. I det forste PCR-trinnet ble
HBcAgl -185 genet, med opprinnelse fra ATCC-klonen pEco63 og amplifisert med
primerne HBcAg-wt EcoRI fwd, og HBcAg-wt Hindlll rev, anvendt som templat i to
separate reaksjoner for 4 amplifisere to fragmenter som inneholdt sekvenselementer som
koder for CeH3-sekvensen. Disse to fragmentene ble sd samlet 1 et andre PCR-trinn 1 en
samlende PCR-reaksjon.

Primerkombinasjoner i det ferste trinnet: CeH3fwd med HBcAg-wt HindIIIrev og
HBcAg-wt EcoRI fwd med CeH3rev. I den samlende PCR-reaksjonen ble de to fragmentene
som ble isolert i det ferste PCR-trinnet, forst samlet under tre PCR-sykluser uten ytre
primere, som ble tilsatt reaksjonsblandingen etterpa under de neste 25 syklusene. Ytre
primere: HBcAg-wt EcoRI fwd og HBcAg-wt HindlIll rev.

PCR-produktet ble klonet inn 1 pKK223.3 ved anvendelse av EcoRI- og HindllI-
setene for ekspresjon 1 E.coli (se eksempel 2). Den kimzre VLP ble uttrykt 1 E.coli og
renset som beskrevet 1 eksempel 2. Elueringsvolumet som HBcAgl-185-CeH3 eluerte fra

1 gelfiltreringen, viste samling av fusjonsproteinene til en kimaer VLP.

Primersekvenser:

CeH3fwd:
S'GTTAACTTGACCTGGTCTCGTGCTTCTGGTGCATCCAGGGATCTAGTAGTC 3!
(SEQID NO: 69)

VNLTWSRASGAS80OSRDL V V86 (SEQIDNO: 70)

CeH3rev:
5' ACCAGAAGCACGAGACCAGGTCAAGTTAACATCITCCAAATTATTACCCAC 3
(SEQED NO: 71)

D78 EL N N G V72 (SEQ ID NO: 72)

HBcAg-wt EcoR1 fwd:
5' CCGgaattcATGGACATTGACCCTTATAAAG (SEQ ID NO: 73)

HBcAg-wt Hind Il rev:
5' CGCGTCCCaagcttCTAACATTGAGATTCCCGAGATTG (SEQ ID NO: 74)
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EKSEMPEL 7
Fusjon av AB1-6-peptid i MIR-regionen til HBcAg

Restene 79 og 80 til HBcAgl-18S er substituerte med AB1-6-peptidet til
sekvensen: DAEFRH (SEQ ID NO: 75) eller DAEFGH (SEQ ID NO: 76). To
overlappende primere ble konstruert ved anvendelse av den samme strategi som
beskrevet 1 eksempel 6, og fusjonsproteinet ble konstruert ved samlende PCR.
PCRproduktet klones inn i pKK223.3 vektoren og uttrykkes 1 E.coil K802. De
kimaere VLP'ene uttrykkes og renses som beskrevet 1 eksempel 3.

EKSEMPEL 8
Fusjon av et AB1-6-peptid til den C-terminale ende av QB Al-proteinet avkortet i
posisjon 19 av CP-utvidelsen

En primer som smelter sammen med den 5' ende av QP Al-genet og en primer som
smelter sammen med den 3' ende av Al-genet og som omfatter ytterligere et sekvenselement
som koder AB1-6-peptidet av sekvens DAEFRH (SEQ ID NO: 85) eller DAEFGH (SEQ ID
NO: 76), anvendes 1 en PCR-reaksjon med pQp10 som templat. PCR-produktet klones inn 1
pB10 (Kozlovska, T. M. et al., Gene 137:133-37 (1993)), og den kimaere VLP uttrykkes og

renses som beskrevet 1 eksempel 1.

EKSEMPEL 9
Innsetting av et AB1-6-peptid mellom posisjonene 2 og 3 hos fr kappeprotein

Komplementare primere som koder sekvensen av AB1-6-peptidet fra sekvens
DAEFRH (SEQ ID NO: 75) eller DAEFGH (SEQ ID NO: 76), inneholdende Bspl 191
kompatible ender og nukleotider i tillegg, som muliggjer innsetting 1 leseramme innsettes
1 Bspl19l-setet hos pFrd8-vektoren (Pushko P., ef al., Prot. Eng. 6:883-891 (1993)) ved
standard molekylarbiologiske teknikker. Alternativt er overhengene hos pFrd8-
vektoren fylt med Klenow etter fordeying med Bspl 191, og oligonukleotider som koder
sekvensen av AB1-6-peptidet og ytterligere nukleotider for kloning 1 leseramme ligeres
inn 1 pFrd8 etter Klenow-behandlingen. Kloner med innskuddet i den riktige
orienteringen analyseres ved sekvensering. Ekspresjon og rensing av det kimzre
fusjonsproteinet i E.coli IM109 eller E.coli K802 utfores som beskrevet av Pushko P.,
etal., Prot. Eng. 6:883-891 (1993), men de kromatografiske trinnene utferes ved
anvendelse av en sefarose CL-4B eller Sephacryl S-400 (Pharmacia) kolonne.
Cellelysatet utskilles med ammoniumsulfat, og renses ved to pafelgende

gelfiltreringsrensetrinn, liknende fremgangsmaten beskrevet for Qp i eksempel 1.
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EKSEMPEL 10
Innsetting av et AB1-6-peptid mellom posisjonene 67 og 68 hos Tyl-protein pl1 i
vektoren pOGS8111

To komplementere oligonukleotider som koder AB1-6-peptidet av sekvens
DAEFRH (SEQ ID NO: 75) eller DAEFGH (SEQ ID NO: 76) med kompatible ender til
Nhel-setet hos pOGS8111 syntetiseres. Ytterligere nukleotider tilfares for & tillate
innsetting 1 leseramme av en sekvens som koder AB1-6-peptidet i henhold til beskrivelsen
av EP677111. Aminosyrene AS og SS som flankerer den innsatte epitopen kodes ved de
endrete Nhel-setene som resulterer fra innsettingen av oligonukleotidet 1 Tya(d)-genet av
pOGS8111.

pOGS8111 transformeres inn 1 S.cerevisiae-stamme MC2 for ekspresjon av den
kimaere Ty VLP, som er beskrevet 1 EP0677111 og referansene deri. Den kimere Ty VLP

renses ved sukrosegradient ultrasentrifugering, som er beskrevet 1 EP677111.

EKSEMPEL 11
Innsetting av et AP1-6-peptid inn i det viktigste kapsidproteinet L1 fra
papillomavirus type 1 (BPV-1)

En sekvens som koder AB1-6-peptidet med sekvensen DAEFRH (SEQ ID NO:
75) eller DAEFGH (SEQ ID NO: 76) substitueres til sekvensen som koder aminosyrene
130-136 fra BPV-L1-genet som klones inn 1 pFastBacl (Gibco/BRL) vektoren som
beskrevet (Chackerian, B. et al., Proc. Natl. Acad., USA 96:2373-2378 (1999).
Konstruksjonssekvensen verifiseres ved nukleotidsekvensanalyse. Rekombinant
baculovirus system genereres ved anvendelse av Gibco/BRL baculovirus system som
beskrevet av produsenten. De kimare VLP'ene renses fra baculovirusinfekterte Sf9-
celler, som beskrevet av Kinibauer, R. ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. 89:12180-84 (1992)
og Greenstone, H. L. ef al., Proc. Nail. Acad. Sci. 95:1800-05 (1998).

EKSEMPEL 12

Immunisering av mus med APB1-6-peptid fusjonert til VLPer

Kimare VLP'er som fremviser AB1-6-peptidet av sekvens DAEFRH (SEQ ID
NO: 75) eller DAEFGH (SEQ ID NO: 76) generert i eksemplene 7-11 benyttes for
immunisering av humane transgeniske APP-mus eller C57/BL6-mus, som beskrevet i
eksemplene 13 og 14. Serum oppnadd fra de immuniserte musene analyseres ved en AB1-
6-peptid eller AB1-40 eller AB1-42 spesifikk ELISA, som beskrevet 1 eksempel 13.

Den beskyttende vaksineeffekten eksamineres ved immunisering av en stor
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gruppe humane APP-transgeniske mus, som beskrevet 1 eksempel 14.

EKSEMPEL 13
Kobling av AB1-6-peptid til QB VLP (QBAP1-6), og immunisering av mus med
QBABI1-6

A. Kobling av AB1-6-peptid Q8 VLP.

APB1-6-peptidet (sekvens: NH2-DAEFREGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 77) ble
kjemisk syntetisert; utgangsgruppen NH2 indikerte at peptidet har en fri N-terminal og den
terminale NH2-gruppen indikerer at peptidet har en amidert karboksy terminalende. Q3
VLP ble uttrykt og renset som beskrevet 1 eksempel 1. Qf VLP 1 20 mM Hepes, 150 mM
NaCl, pH 8,2 (HBS, pH 8,2) ble omsatt ved en konsentrasjon pa 2 mg/ml (bestemt i en
Bradford test), med 1,43 mM SMPH (Pierce, Rockford, IL), fortynnet fra en lagerlgsning
1 DMSO i 30 minutter ved romtemperatur (RT). Reaksjonsblandingen ble sé dialysert mot
HBS, pH 8,2 buffer ved 4 °C, og omsatt med 0,36 mM AB1-6-peptid, fortynnet 1
reaksjonsblandingen fra en 50 mM lagerlgsning 1 DMSO. Koblingsreaksjonen fortsatte 1 2
timer ved 15 °C, og reaksjonsblandingen ble dialysert 2 x 2 timer mot et 1000 gangers
volum HBS, pH 8,2, og hurtig frosset 1 flytende nitrogen 1 alikvoter for lagring ved -80 °C
inntil videre anvendelse.

En alikvot ble tint, og kobling av AB1-6-peptidet til QB VLP subenheter fastsatt
ved SDS-PAGE og proteinkonsentrasjonen malt i en bradford test. Resultatet av
koblingsreaksjonene er vist 1 figur 1.

Figur 1 viser SDS-PAGE analysen av koblingsreaksjonen av AB1-6-peptid og Q3
VLP. Provene ble kjort under reduserende forhold pa 16 % Tris-glysin gel, farget med
coomassie brilliantbla. Spor 1 er proteinmarkeren med korresponderende molekylare
masser angitt pa venstre kant av gelen; spor 2, derivatisert QP VLP-protein; spor 3,
supernatanten av koblingsreaksjonen av Qp VLP protein til AB1-6-peptidet; spor 4,
pelletten av koblingsreaksjonen av QB VLP protein til AB1-6-peptidet,
Koblingsprodukter som korresponderer til koblingen av 1, 2 og 3 peptider pr. monomer
er angitt ved piler 1 figuren. Mer enn 1,5 peptider pr. subenhet var gjennomsnittlig

koblet; nesten ingen subenheter var etterlatt ukoblet.

B. Immunisering av mus med AB1-6-peptid koblet til Qf VLP og analyse av
immunrespons.

QPB VLP koblet til AB1-6-peptid (her betegnet som QB-AB-1-6) ble injisert
subkutant 1 3 mus ved dag 0 og 14. AB1-6-peptid ble tilkoblet Q VLP protein som
beskrevet ovenfor. Hver mus (C57BL/6) ble immunisert med 10 mg vaksine fortynnet 1
PBS til 200 ul. Mus ble retroorbitalt tappet for blod pa dag 21, og titeren av antistoffer
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spesifikke for AB1-6-peptidet ble malt i en ELISA mot AB1-6. AB1-6-peptidet ble
tilkoblet bovint RN Ase A ved anvendelse av den kjemiske krysskobleren sulfo-SPDP.
ELISA-plater ble belagt med koblete RNAse preparater ved en konsentrasjon pa 10
ng/ml. Platene ble blokkert og deretter inkubert med seriefortynnet museserum. Bundne
antistoffer ble pavist med enzymatisk merkete anti-mus IgG-antistoffer. Som kontroll ble
preirnmunt serum fra de samme musene ogsa testet. Resultatene er vist i figur 2.

Figur 2 viser en ELISA-analyse av IgG-antistoffene spesifikke for AB1-6-peptid i
serum fra mus immunisert mot AB1-6-peptidet tilkoblet QB VLP. Resultatene er vist for de
tre musene immunisert (Al-A3), det preimmune serum er indikert som "pre" i figuren;
resultatene for ett preimmunt serum er vist. Sammenlikning av preimmunt serum med
serum fra mus immunisert med "Qb-AB-1-6" viser at en sterk spesifikk antistoffrespons

mot AB1-6-peptid kunne oppnas i fraver av adjuvans.

C. ELISA mot AB1-40-peptid.

Humant AB1-40-peptid- eller AB1-42-peptid-lagerlosning ble laget 1 DMSO og
fortynnet 1 coating buffer for anvendelse. ELISA-plater ble belagt med 0,1 pg/brenn AB1-
40-peptid. Platene ble blokkert og sa inkubert med seriefortynnet museserum oppnédd
ovenfor. Bundne antistoffer ble pavist med enzymatisk merket anti-mus-IgG- antistoff.
Som kontroll ble ogsa serum inkludert som ble oppnadd for vaksinasjon.
Serumfortynningen som viste en middelverdi som var tre standardavvik over grunnlinjen,
ble beregnet og definert som "ELISA-titer". Ingen spesifikke antistoffer ble pavist 1
preimmunt serum. Titeren oppnadd for de tre musene var pa 1:100 000, som viser en
sterk spesifikk immunrespons mot AB1-40. Immunisering med AB1-6 tilkoblet Q VLP
frembringer sdledes sterke antistofflitere som er kryssreaktive med AB1-40.

Figur 3 viser resultatet av ELISA. ELISA-signalet som den optiske tettheten ved 405
nm oppnadd fra serum fra tre mus (A1-A3) immunisert med AP1-6-peptid tilkoblet QB
VLP, som beskrevet ovenfor, er avmerket for hver fortynning, angitt pa x-aksen.

Resultatet for de tre-musene som ble tappet for blod pa dag 21 er vist. Ogsa inkludert er
et pre-immunt serum. Titeren av antistoffene 1 serum ble bestemt, som angitt ovenfor, og
var pa 1:100 000 for alle tre musene.

EKSEMPEL 14

Immunisering av humant APP transgeniske mus

8 méneder gamle APP23 hunnmus som berer et humant APP transgen
(Sturehler-Pierrat et al., Proc. Natl. Acad. Sci., USA 94:13287-13292 (1997)) anvendes for
vaksinasjon. Musene injiseres subkutant med 25 pg vaksine fortynnet 1 sterilt PBS, og 14
dager senere forsterket med den samrne mengde vaksine. Musene ble blodtappet fra
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halevenen for immuniseringsstart, og syv dager etter forsterkes injeksjonen. Serum
analyseres for tilstedevaerelse av antistoffer spesifikke til et AB1-6, til AB1-40 og AB1-
42 ved ELISA, som beskrevet 1 eksempel 13.

EKSEMPEL 15
Kobling av murint AB1-6 til QB VLP, injeksjon av vaksine i mus, og analyse av

immunresponsen

Murint AB1-6-peptid (sekvens: NH2-DAEFGHGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 78) er
kjemisk syntetisert, og anvendt for kobling til Q8 VLP, som beskrevet i eksempel 13. Vaksinen
injiseres 1 CS7BL/6-mus, og titeren av de utlgste antistoffene mot murint AB1-6, murint AB1-
40 og murint AB1-42 bestemmes. Immuniseringen og ELISA-bestemmelsen utferes som
beskrevet 1 eksempel 13.

EKSEMPEL 16
Binding av serum utlest mot AB1-6 til humant APP transgenisk museplakk og AD-
plakk

Immunhistokjemi 1 hjernesnitt.

Etterfolgende parafin hjemesnitt fra en 18 méneder gammel heterozygot APP23-mus
og entorhinale cortexsnitt fra en AD pasient Braak trinn IIT (Institutt for patologi, Basel
universitet), ble anvendt for farging. Antigenisitet ble forsterket ved & behandle humane
hjernesnitt med konsentrert maursyre 1 fem minutter og hjernesnitt fra mus ved
mikrobolgeoppvarming ved 90 °C i 3 minutter. Serum fra mus utlest mot humant AB1-6
(oppnadd som beskrevet i eksempel 13) ble fortynnet 1:1000 i PBS med 3 % geiteserum og
inkubert over natten. Etter rensing ble snitt inkubert 1 1 time med biotinylert anti-mus
sekundert antistoff fortynnet 1:200 1 PBS. Etter rensing ble snitt ytterligere prosessert med
avidin-biotin-peroksidaseteknikken (ABC-Elite Kit PK6100; Vector Laboratories). Tilslutt
ble snitt reagert med diaminobenzidin (D AB) metallforsterket substrat (Boehringer, kode
1718096), kontrafarget med Hemalum, dehydrert, klaret 1 xylen og overlagt dekkglass.

Resultatet av de histologiske farginger er vist 1 figurene 4A og 4B. Snittene ble farget
med sera fra de tre musene som var immunisert mot humant AB1-6 koblet til Qf VLP.
Amyloide plakk fra transgeniske mus og AD ble positivt farget av hvert serum. Resultater fra
ett av de tre sera er vist. Sera utlest mot humant AB1-6 farget amyloide plakk tydelig fra den
transgene human APP-musen, sa vel som amyloide plakk fra ADpasienter. Preimmune
sera var negative. Ekstracellulaere amyloide plakk og isolerte blodarer farges ved

antistoffene.
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EKSEMPEL 17
Spesifisitet av sera utlest mot humant AB1-6, bestemt ved histologi av museplakk

Immunhistokjemi 1 hjernesnitt.

Etterfalgende parafin hjernesnitt fra en 3 maneder og en 18 maneder gammel
heterozygot APP23-mus som overuttrykte humant APP ble farget som beskrevet i
eksempel 16 med et representativt museserum utlgst mot humant AB1-6, som beskrevet
1 eksempel 13, eller med et kaninpolyklonalt antistoff spesifikt for de siste 20
aminosyrene fra murint eller humant APP, og som derfor ikke gjenkjenner Af. Snittene
inkubert med kanin polyklonalt antistoff ble behandlet som beskrevet i eksempel 16,
med unntak av anvendelse av et biotinylert anti-kanin sekundert antistoff (BA1000,
Vector Laboratories).

Resultatet av de histologiske fargingene er vist 1 figurene 5A, 5B, 5C, 5D og
5E.AB1-6 som er markert pa nedre venstre side for snittene angir at sera utlgst mot
AP1-6 er benyttet for fargingen, men "Pab" indikerer at snittene har blitt farget med
det polyklonale antistoffet spesifikt for de siste 20 aminosyrene av murint eller humant
APP, som samsvarer med posisjonene 676-695 1 APPgos.

Sammenlikning av fargingen av snitt fra 18 maneder gamle mus (figurene SA
og SC) viser at sera utlgst mot AB-6 ikke kryssreagerer med APP uttrykt 1 hjernen,
som imidlertid er farget av kontrollpolyklonalt antistoff. Figur 5B viser et hjernesnitt
fra en 3 maneder gammel mus, et tidspunkt hvor amyloide avsettinger enda ikke er
synlige, farget med det polyklonale antistoffet spesifikt for APP. Figurene 5D og SE
viser en forsterrelse av CAl-pyramidalt lag av hippocampus fra henholdsvis figur SA
og 5B.

EKSEMPEL 18

A, Kobling av AB1-6-peptid til fr-kapsidprotein

En lgsning av 120 pM fr-kapsidprotein 1 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,2

omsettes 1 30 minutter med et 10 gangers molart overskudd av SMPH (Pierce), fortynnet
fra en lagerlgsning i DMSO ved 25 °C pé en vugge. Reaksjonslosningen dialyseres
deretter 2 ganger 1 2 timer mot 1 liter 20 mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 7,2 ved 4 °C.
Den dialyserte fr reaksjonsblandingen omsettes s& med et 5 gangers molart overskudd av
AB1-6-peptid (sekvens: NH2-DAEFRHGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 77) 1 2 timer ved
16 °C pa en vugge. Koblingsprodukter analyseres ved SDS-PAGE.

B. Kobling av AB1-6-peptid til HBcAg-lys-2cys-Mut
En losning av 1 ml 120 uM HBcAg-lys-2cys-Mut 1 20 mM Hepes, 150 mM
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NaCl, pH 7,2 omsettes 1 30 minutter med et 10 gangers molart overskudd av SMPH
(Pierce), fortynnet fra en lagerlgsning i DMSO ved 25 °C aa en vugge.
Reaksjonslasningen dialyseres deretter 2 ganger i 2 timer mot 1 liter 20 mM Hepes,
150 mM NaCl, pH 7,2 ved 4 °C. Den dialyserte HBcAg-lys-2cys-Mut
reaksjonsblandingen omsettes sa med et 5 gangers molart overskudd av AB1-6-peptid
(sekvens: NH2- DAEFRHGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 77) i 2 timer ved 16 °C pa en
vugge. Koblingsprodukter analyseres ved SDS-PAGE.

C. Kobling av AB1-6-peptid til Pili

En limning av 125 pM Type-1-pili fra E.coli 1 20 mM Hepes, pH 7,4 omsettes i
60 minutter med et 50 gangers molart overskudd av krysskobler SMPH (Pierce),
fortynnet fra en lagerlgsning 1 DMSO ved romtemperatur pa en vugge.
Reaksjonsblandingen avsaltes pa en PD-10-kolonne (Amersham-Phannacia Biotech).
De proteininneholdende fraksjonene som elueres fra kolonnen samles, og det avsaltete,
derivatiserte piliproteinet omsettes med et 5 gangers molart overskudd av AB1-6-peptid
(sekvens: NH2-DAEFRHGGC-CONH2) (SEQ ID NO: 77) 1 2 timer ved 16 °C pé en
vugge. Koblingsprodukter analyseres ved SDS-PAGE.

D. Immunisering av mus med ApB1-6-peptid tilkoblet fr-kapsidprotein, HBcAg--
lys-2cys-Mut eller pili
AB1-6-peptid tilkoblet fr-kapsidprotein, HBcAg-lys-2¢cys-Mut eller pili, som
beskrevet ovenfor injiseres subkutant i 3 mus pa dag 0 og dag 14. Hver mus (C57BL/6)
immuniseres med 10 pg vaksine fortynnet 1 PBS til 200 pl. Musene blodtappes
retroorbitalt pa dag 21, og antistofftiteren spesifikk for AP 1-6-peptidet eller AB1-40 eller
APB1-42 méles ved ELISA, som beskrevet 1 eksempel 13.

EKSEMPEL 19

Immunisering av rhesus-aper med QBhAB1-6

For & teste induksjon av antistoffer mot humant AP ved anvendelse av en human
AB1-6-peptidbasert vaksine 1 tilfellet der AB1-6-peptid er et selv-antigen, ble rhesusaper
immunised med QBhAB1-6, ettersom AB-sekvensen er identisk mellom mennesker og
rhesus-aper. QBhAB1-6 vaksine ble fremstilt som beskrevet 1 eksempel 13. Fire rhesus-aper
mellom 10 og 15 ar gamle, ble immunisert pd dag 0 med S0 pg vaksine, og forsterket to
ganger ved dag 28 og dag 56 med 25 pug vaksine. Apene ble immunisert subkutant 1 baken.
Dyrene ble blodtappet pa dag O (pre-bledning) 42 og 70,4 ml blod ble samlet fra V.
cephalica antebrachii. Antistofftiteren spesifikk for AB1-40 ble malt ved ELISA
hovedsakelig som beskrevet 1 eksempel 13 ved anvendelse av et sekundeert antistoff,
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spesifikt for ape-IgG.

Siden mennesker og rhesus-aper deler den samme AB-sekvensen, viser
genereringen av hgye titerantistoffer i thesus-aper spesifikke for AB1-40 at immunisering
med hAB1-6-peptid tilkoblet QB bryter toleranse mot selv-antigenet AB. Videre er
antistoffer som gjenkjenner fullengde AP generert med det koblete AB1-6- fragmentet 1

primater.

Resultatene fra ELISA er vist figur 6. Avmerket 1 diagrammet er titrene av A31- 40
spesifikke antistoffer malt i sera fra de 4 apene (1-4) immunisert med QBhAB1-6 og den
gjennomsnittlige titeren av de fire apene. Titrene er representert som OD* -titere. OD* er
den fortynningen av antistoffene der signalet nar halvparten av sin maksimale verdi. Den
maksimale verdi (OD™*) ble oppnadd fra et referansesete, opprinnelig fra en ape
immunisert med QBhAB1-27 og som ogsa gjenkjenner AB1-40, og malt pad den samme
ELISA-platen.

To aper (beskrevet ovenfor) ble blodtappet pa dag 97, 110, 117, 124, 138, 143, 152,
159 og 166 og mottok en tredje forsterkning med 25 pg vaksine pa dag 110. Sera ble samlet
(99 ml) og anvendt for affinitetsrensing av AB1-6-spesifikke antistoffer. Disse antistoffene
ble anvendt for immunhistokjemisk farging ved en konsentrasjon pé 1,5 pg/ml og et
biotinylert sekundzat anti-ape-antistoff ble anvendt for pavisning. Parafinhjernesnitt fra 18
méneder gammel heterozygot APP23-mus, og en AD-pasient - Braak trinn III - ble anvendt
for farging. Plakkspesifikk farging ble observert bade i APP23-musehjernesnitt og i AD-
pasienthjernesnitt (figur 7). Resultatet av den histologiske analysen er vist 1 figurene 7A
og 7B. Fargingen av humant APP-transgene museplakk (APP23-stamme) med det ovenfor
beskrevne affinitetsrensete antiserum spesifikt for AB1-6 er avbildet 1 figur 7A. Figur 7B
viser fargingen av humant AD-plakk med det samme, rensete antiserum. Det rensete
antiserum ble anvendt ved en konsentrasjon pa 1,5 pg/ml i begge tilfeller. Typiske plakk
er angitt ved en pil pa begge figurer.

EKSEMPEL 20
Kobling av murint AB1-6 til AP20S VLP, immunisering av mus og analyse av

immunrespons

A.  Kobling av murint AB1-6-peptid til AP205 VLP

Det murine AB1-6-peptidet (mAB1-6, sekvens: NH2-DAEFGHGGC-CONH2)
(SEQ ID NO: 78) ble kjemisk syntetisert; den forste NH2-gruppen angir at peptidet har en
fri N-terminal ende, og den terminale NH2-gruppen angir at peptidet har en amidert
karboksyterminal ende. AP205 VLP (uttrykt og renset som beskrevet 1 eksempel 1), 120
mM Hepes, 150 mM NaCl, pH 8,0 (HBS, pH 8,0), ble omsatt ved en konsentrasjon pa
2mg/m1(besternt 1 en Bradford-test) med 2,86 mM SMPH (Pierce, Rockford, IL),
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fortynnet fra en 100 mM lagerlesning 1 DMSO, 1 30 minutter ved romtemperatur (RT).
Reaksjonsblandingen ble sa dialysert to ganger mot et 1000 gangers volum av HBS, pH
7,4, ved 4 °C 1 2 timer; den resulterende, dialyserte og derivatiserte AP205 VLP ble
gyeblikkelig frosset 1 flytende nitrogen og lagret ved -20 °C over natten. Derivatisert
AP205 VLP ble fortynnet med et volum av 20 mM HBS, pH 7,4, og omsatt i 2 timer
med 719 pM mAB1-6-peptid fortynnet i reaksjonsblandingen fra en 50 mM
lagerlgsning 1 DMSO ved 15 °C under risting. Koblingsreaksjonen ble dialysert to
ganger mot et 1000 gangers volum av HBS, pH 7,4, 1 2 timer og over natten. Den
dialyserte reaksjonsblandingen ble gyeblikkelig frosset 1 flytende nitrogen i alikvoter for
lagring ved -80 °C, inntil ytterligere anvendelse.

En alikvot ble tint og kobling av mA 1-6-peptidet til AP205 VLP subenhetene
ble bestemt ved SDS-PAGE og proteinkonsentrasjonen malt 1 en Bradford-test.
Resultatet av koblingsreaksjonen er vist 1 figur 8.

Figur 8 viser SDS-PAGE analysen av koblingsreaksjonen av mAp1-6-peptidet
til AP205 VLP. Prgven ble kjart under reduserende forhold pa en 16 % Tris-glysin gel og
farget med coomassie briljant bla. Spor 1 er proteinmarkgren med korresponderende
molekylere masser angitt pa den venstre kanten av gelen; spor 2, AP205 VLP-protein;
spor 3, derivatisert AP205 VLP; spor 4, supernatanten fra koblingsreaksjonen av AP205
VLP til mAB1-6-peptid; spor 5, pelletten av koblingsreaksjonen av AP205 VLP til
mAB1-6-peptid. Ingen AP20S VLP-subenheter etterlatt ukoblet kunne pavises pa gélen,
mens band som korresponderer til flere peptider pr. subenhet, var synlige, som
demonstrerer en veldig hay koblingseffektivitet. Neermere bestemt er det mye mer enn
ett AB1-6-peptid pr. AP205 VLP-subenhet.

B. Immunisering av mus med mAB1-6-peptid tilkoblet AP205 VLP og analyse av

immunrespons.

AP205 VLP tilkoblet mAB1-6-peptid ble injisert subkutant i 3 mus péa dag 0 og dag
14. mAB1-6-peptid ble tilkoblet AP205 VLP som beskrevet ovenfor. Hver mus (C57BL/6)
ble immunised med 25 pg vaksine fortynnet 1 PBS til 200 pl. Musene ble retroorbitalt
blodtappet pa dag 21, og antistofftiteren spesifikk for mAB1-6-peptidet ble malt i en
ELISA mot mAB1-6. mAB1-6-peptidet ble tilkoblet bovint RN Ase A ved anvendelse av
den kjemiske krysskobleren sulfo-SPDP. ELISA-plater ble belagt med preparater av
RNAse-mAf1-6 med en konsentrasjon pa 10 pg/ml. Platene ble blokkert og s& inkubert
med seriefortynnet museserum. Bundne antistoffer ble pavist med enzymatisk merkete
anti-muse-IgG-antistoffer. Som kontroll ble preimmunt serum fra de samme musene
ogsa testet. Resultatene er vist i figur 9.

Figur 9 viser en ELISA-analyse av IgG-antistoffene spesifikke for mApB1-6-
peptid 1 sera fra mus immunisert med mAB1-6-peptidet tilkoblet AP205 VLP.
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Resultatene er vist for sera fra de tre immuniserte mus samlet ved dag 21 (Al d21-
A3 d21), det preimmune serum er angitt som "pre imm" i figuren; resultatet for ett
preimmunt serum er vist. Sammenlikning av det preimmune serum med serum fra mus
immunisert med mAB1-6 tilkoblet AP20S VLP viser at en sterk spesifikk
antistoffrespons mot mA B1-6-peptidet, som er et selv-antigen, kunne oppnas i fraveer
av adjuvans. Videre forer kobling av et selv-peptid til AP205 VLP til toleransebrudd
mot dette peptidet, og til en veldig hay spesifikk immunrespons. Derfor er AP205 VLP
egnet for generering av hoye antistofftitere mot AB-peptider i fraveer av adjuvans.

EKSEMPEL 21
Immunisering med QBhAB1-6 reduserer amyloide plakk i transgene mus som

overuttrykker det '"Swedish/London'-mutante, amyloide forleperproteinet.

Dette eksemplet demonstrerer at immunisering med QBhAB1-6 1 en musemodell som
utvikler Alzheimers sykdomsliknende diffuse (Kongo-rode negative) amyloide plakk
resulterer 1 en massiv reduksjon av plakktetthet 1 neocorticale og subcorticale hjerneomrader.
Histologisk forekomst av diffuse amyloide plakk er et fremtredende moment av AD-
hjernepatologi (Selkoe, 1994, Annu. Rev. Neurosci. 17:489-517) og derfor demonstrerer
eksemplet at immunisering med QBhAB1-6 tilveiebringer en effektiv metode for
behandlingen av Alzheimers sykdom.

For a evaluere den terapeutiske effektiviteten av immunisering med QB-Af1-6,
ble transgeniske mus benyttet som overuttrykker det "Swedish/London" mutante,
amyloide forlgperproteinet under kontroll av muse-Thy-1-promoteren (APP24;
K670N/M671L; V7171, patent nr. W0980-36-4423). Denne musestammen er
karakterisert ved et stort antall av amyloide plakk i neocortex, hippocampus, caudat
putamen og thalamus ved en alder pa 18 maneder. Plakk kan farst observeres ved en alder
pa 9 maneder. Histologisk er amyloidplakkene i APP24-mus hovedsakelig av en diffus
type, dvs. at de er negative i Kongo-rad farging. I en mindre grad kan ogsa kompakte
amyloide plakk (Kongo-red positive) bli funnet.

Humant AB1-6-peptid tilkoblet QB VLP (QBhAB1-6) ble konstruert som
beskrevet i eksempel 13. P4 betingelser av den eksperimentelle fremgangsmaéten som
ble fulgt, som ikke er ngdvendig for & beskrive eller ruliggjere oppfinnelsen, ble
APP24-transgeniske mus 9,5 maneder gamle, injisert subkutant pa dag O med 25 pg
QPhA1-6 i fosfatbufret saltopplesning (PBS) (tilfert som 2 x 100 pl/mus) (n = 16) eller
som negative kontroller med PBS (filfert som 2 x 100 pm/mus) (n = 9) eller med Qp-
VLP fri for koblet antigen (n = 11). Mus ble deretter injisert 25 pg av QBhAB1-6-
vaksine, QP eller PBS pa dag 15, 49, 76, 106, 140, 169, 200, 230, 259 og 291. Dyrene
ble blodtappet 1-2 dager for den forste immuniseringen (dag 0) og pa dag 56, 90, 118,
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188, 214, 246 og 272 via halevenen. Blodserum ble ogsé samlet pa dag 305, ved hvilket
tidspunkt ogsa hjerner ble samlet for histopatologi (musenes alder ved dette tidspunkt
var 19,5 méneder).

Antistoffliteren spesifikk for AB1-40 ble malt ved ELISA hovedsakelig som
beskrevet 1 eksempel 13. Resultatene av ELISA er vist 1 figur 10. Titrene av AB1-40
eller AB1-42 spesifikke antistoffer malt i serum fra mus immunisert med QBhAB1-6 er
markert 1 diagrammet. Titrene er presentert som OD50% titere. OD50% er fortynningen
av antistoffene hvor signalet nér halvparten av sin maksimale verdi. Den maksimale
verdien (OD max) ble oppnadd fra et referanseantistoff som gjenkjenner AB1-40 og
AB1-42, og malt pd den samme ELISA-platen. Alle QBhAB1-6 immuniserte mus
utviklet OD50% titere over 1:8000 (preimmune serumtitere var under 1:100) som
viser en forenlig antistoffrespons til QBhAB1-6, til og med hos gamle APP24-mus
(figur 10). Middelverdi for OD50% titere i den immuniserte gruppen var i omradet
av 1:20000 til 1:50000 gjennom den immuniserte perioden.

For kvantifisering av amyloide plakk ble hjerner fiksert ved nedsenkning i 4
% formaldehyd 1 0,1 M PBS ved 4 °C. Etter dehydrering med etanol ble hjernene
innkapslet i parafin og kuttet sagitalt med et mikrotom pa 4 pm tykkelse. Snittene ble
montert pa superfrost slides og terket ved 37 °C. Snittene ble vasket i PBS og
antigenisitet ble forsterket ved mikrobglgeoppvarming ved 90 °C i 3 minutter 1 0,1 M
sitronsyrebuffer. NT11-antiserum (anti AB1-40, Sturchler-Pierrat et al., 1997, Proc.
Natl. Acad. Sci. 94: 13287-13292) ble fortynnet 1:1000 i PBS med 3 % geiteserum og
inkubert over natten ved 4 °C. Etter rensing ble snitt inkubert 1 en time med
biotinylert antikanin-IgG sekundzrt antistoff (BA1000, Vector Laboratories)
fortynnet 1:200 1 PBS. Etter rensing ble snitt ytterligere bearbeidet med avidin-biotin-
peroksidaseteknikken (ABC-Elite kit PK6100; Vector Laboratories). Tilslutt ble
snittene omsatt med diaminobenzidin (DAB) metallforsterket substrat (Boehringer,
kode 1718096), kontrafarget med Hemalum, dehydrert, klaret 1 xylen og belagt med
dekkglass. Systematisk, tilfeldige serier av hjernesnitt ved tre ulike anatomiske plan
pr. dyr ble anvendt til analysen. Amyloide plakk ble kvantifiserte ved anvendelse av
en MOD bildeanalysator (Imaging Research, Brock University, Ontario, Canada,
programversjon M5 elite). Det mikroskopiske bildet ble digitalisert ved anvendelse
av et Xillix sort/hvitt CCD TV-karnera, og lagret med 640 x 480 piksel opplesning
ved 256 gratoner. Pikselstorrelsen ble kalibrert ved anvendelse av et
objektmikrometer med 5 x forsterrelse (Leica Neoplan objektiv). Ved anvendelse av
en motordrevet mikroskopplattform for ngyaktig plassering av nerliggende
objektfelt, ble hele neocortex og olfaktorisk kjerne av hvert snitt analysert. For hvert
objektfelt ble det anatomiske omrade definert ved manuell markering. For hvert

individuelle snitt ble provearealet definert ved manuell terskelsetting (gratone) mellom
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immunpositive amyloide plakk og vevsbakgrunn. Isolerte vevsartifakter ble ekskludert
ved manuell markering. Radata males som individuelle tellinger (amyloide avsettinger)
og proporsjonale omradeverdier (immunpositiv amyloid/cortex eller olfaktorisk kjerne).
Data fra hver mus ble normalisert til antall avsettinger (plakk) pr. mm? og totalt
plakkomrade 1 prosent av total neocortex. QBhAB1-6 immuniserte mus viste en
dramatisk reduksjon av amyloide avsettinger i cortex og subcortikale omrader
sammenliknet med enten PBS eller QB-injiserte kontrollgrupper (figur 11). Bade
middelverdien av antall avsettinger og det totale plakkomrade var betydelig redusert
mellom 80-98 %, sammenliknet med PBS-gruppen 1 cortex, caudat putamen,
hippocampus og thalamus (p < 0,001 vs. PBS-gruppe, Mann-Whitney test; figur 12).

I en andre studie ble APP24 transgeniske mus, 13 maneder gamle, injisert
subkutant pa dag 0 med 25 ng QBhAP1-6 1 fosfatbufret saltopplesning (PBS) (Effort som
2 x 100 pl/mus) (n =15) eller som negative kontroller med PBS (tilfert som 2 x 100
ul/mus) (n =15). Mus ble deretter injisert 25 pg av QBhAB1-6-vaksine, eller PBS pé dag
16, 46, 76, 109, 140 og 170. Dyrene ble blodtappet 1-2 dager for den forste
immuniseringen (dag 0) og pa dag 31, 59, 128 og 154 via halevenen. Blodserum ble ogsa
samlet pa dag 184, ved hvilket tidspunkt ogsa hjernesnitt ble samlet for histopatologi
(musenes alder ved dette tidspunkt var 19,5 maneder). Antistofftiteren spesifikk for AB1-
40 ble bestemt og uttrykt som beskrevet ovenfor, og igjen ble alle immuniserte mus
funnet & respondere til QBhAB1-6 immunisering med serum OD50% titere pa minst
over 1:2000 (ikke vist). Middelverdi for OD50% titere var i omradet av 1:10000 til
1:50000 gjennom den immuniserte perioden. Kvantifisering av amyloide avsettinger ble
utfert som beskrevet ovenfor. Sammenliknet med eksperimentet hvor immunisering ble
startet tidligere (dvs. ved alder pd 9,5 maneder) var reduksjonen av plakkavsettingsantall
(-55 %) og omrade (-32 %) mindre dramatisk i neokorteks, men fortsatt veldig uttalt
(figur 13), og betydelig hayt (p > 0,001 vs. PBS, Mann-Whitney test). I subkortikale
omrader var plakkavsettingsantall og omrade redusert med 60-90 % i den QBhAB1-6
immuniserte gruppe. Den mer uttalte effekten i disse omrddene sammenliknet med
cortex er antatt relatert til det mer forlengete tidsforlepet av plakkdannelse 1 disse
omradene.

Sett i sammenheng viser begge eksperimentene at QBhAB1-6 immunisering 1
transgeniske mus som overuttrykker det "Swedish/London" mutante, amyloide
forlgperproteinet dramatisk reduserer forekomsten av amyloide avsettinger 1 disse
musene.

Figur 10: Serum anti-AB40/42 antistofflitere (OD50%) i transgeniske mus
som overuttrykker det "Swedish/London" mutante, amyloide forleperproteinet. Mus
ble immunisert med QBhAB1-6 mellom 9,5 og 19 maneder gamle. Det er vist

individuelle verdier (sorte prikker) og avmerkete bokser hvor endene av boksene
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definerer den 25. og 75. percentilen med en linje ved middelverdien og stolper for
feil som definerer den 10. og 90. percentilen (fjerntliggende er vist som prikker).

Figur 11: Immunhistokjemisk farging av amyloide plakk i sagittale
hjernesnitt. Det sagittale hjernesnittet fra en transgenisk mus som overuttrykker det
"Swedish/London" mutante, amyloide forlgperproteinet immunisert med Qf (A)
eller QBhAB1-6 (B) vaksine er vist i figuren.

Figur 12: Kvantifisering av plakkavsetting 1 transgeniske mus som overuttrykker
det "Swedish/London" mutante, amyloide forlgperproteinet etter immunisering mellom 9,5
og 19 méneders alder. (A) Kortikal plakktetthet. (13) Kortikalt plakkomréde. (C)
Plakktetthet i caudat putamen. (D) Plakkomrade i caudat putamen. (E) Plakktetthet i
hippocampus. (F) Plakkomrade i1 hippocampus. (G) Plakktetthet i thalamus. (H)
Plakkomride i thalamus. Plakktetthet er uttrykt i plakk/mm?, plakkomradet i prosent av
vevsomradet dekket av amyloid-. Data er vist som individuelle verdier (sorte prikker) og
bokser. Endene av boksene definerer den 25. og 75. percentilen med en linje ved
middelverdien og stolper for feil, som definerer den 10. og 90. percentilen. **p < 0,001
(Mann Whitney Rank Sum Test). PBS, n=9, QB, n=11, QBhAB1-6, n=16.

EKSEMPEL 22
Immunisering med QPhAB1-6 reduserer amyloide plakk i transgene mus som

overuttrykker det '"Swedish''-mutante, amyloide forleperproteinet.

Dette eksempel demonstrerer at immunisering med QBhAB1-6 tilveiebringer en
effektiv fremgangsmate for behandling av Alzheimers sykdom, til og med nar
immuniseringen starter pa et meget fremskredet trinn av amyloid plakk patologi. Den
amyloide plakkavsettingsprosessen 1 AD musemodellen anvendt i dette eksemplet starter
allerede omkring 6 maneders alder (Sturchler-Pierrat ef al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. 94:
13287-13292). I studien beskrevet heri, ble immunisering med QBhAB1-6 startet ved en
alder pa 19 méneder, hvor allerede et stort antall kompakte plakk var dannet i korteks.
Dette eksemplet demonstrerer ogsa QBhAB1-6 sin evne til & indusere AB40/42
antistoffer 1 meget gamle dyr (ingen ikke-responderende av 19 immuniserte mus).

For & evaluere den terapeutiske effekten av immunisering med QBhAB1-6 ble
transgene mus anvendt, som overuttrykte "Swedish" mutant, amyloid forleperprotein
(APP23; K670N/M671L, Sturchler-Pierrat ef al., 1997, Proc. Natl. Acad. Sci. 94:
13287-13292). Den Alzheimer-1iknende patologien i disse musene er grundig
karakterisert (Calhoun ef al., 1998, Nature 395:755-756; Phinney et al., 1999, J.
Neurosci. 19:8552-8559; Bondolfi ef al., 2002, J. Neurosci. 22:515-522).

Humant AB1-6-peptid tilkoblet QB VLP (QBhA1-6) ble konstruert som

beskrevet 1 eksempel 13. P4 betingelser av den eksperimentelle fremgangsmaten som ble
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fulgt, som ikke er nedvendig for & beskrive eller muliggjere oppfinnelsen, ble APP23-
transgeniske mus 18 méneder gamle, injisert subkutant pa dag 0 med 25 pg QBhAB1-6
opplest 1 fosfatbufret saltopplesning (tilfert som 2 x 100 pl/mus) (n = 19) eller fosfatbufret
saltopplesning som negativ kontroll (n = 17) og forsterket pa dag 13, 27-34, 61-63, 90-96
og 123-130 med 25 pg vaksine. Dyrene ble blodtappet 1-2 dager for den forste
immuniseringen (dag 0) og pa dag 41-45 og dag 68 via halevenen. Blodserum ble ogsa
samlet pa dag 152-154, ved hvilket tidspunkt ogsa hjerner ble samlet for histopatologi
(musenes alder ved dette tidspunkt var 23 méaneder).

Antistofftiteren spesifikk for AB1-40 ble malt ved ELISA hovedsakelig som
beskrevet 1 eksempel 13, og resultatene uttrykt som beskrevet 1 eksempel 21.
Resultatene av ELISA er vist 1 figur 14. Alle QBhAB1-6 immuniserte mus utviklet
OD50% titere over 1:2000 (preimmune serumtitere var under 1:100) som viser en
forenlig antistoffrespons til QB-AB1-6, til og med 1 meget gamle mus (figur 14).
Middelverdi for OD50% titere var i omradet av 1:9000 til 1:20000 gjennom den
immuniserte perioden.

Kvantifisering av amyloide plakk utfert som i eksempel 21. Data fra hver mus
ble normalisert til antall avsettinger (plakk) pr. mm? og totalt plakkomride i prosent av
total neokorteks. QBhAB1-6 immuniserte mus viste en dramatisk reduksjon av amyloide
avsettinger 1 korteks (figur 15 og 16), for det meste pga. reduksjon av plakk av liten
sterrelse. Sammenliknet med den ikke-immuniserte gruppen var middelverdien av
plakkantall redusert med 33 % 1 den QBhAPB1-6-immuniserte gruppen (p < 0,001 vs.
PBS-gruppe, Mann-Whitney test). Da de fleste plakk av liten sterrelse var pavirket,
var reduksjonen av det totale plakkomradet moderat og utgjorde 10 % (p < 0,01 vs.
PBS-gruppe, Mann-Whitney test).

Figur 14: Serum anti-A340/42 antistofftitere (OD50%) i transgeniske mus som
overuttrykker det "Swedish" mutante, amyloide forlgperproteinet. Mus ble immunisert
med QBhAB1-6 mellom 18 og 23 méneder gamle. Det er vist individuelle verdier
(sorte prikker) og avmerkete bokser hvor endene av boksene definerer den 25. og 75.
percentilen med en linje av middelverdien og stolper for feil som definerer den 10. og
90. percentilen (utenforliggende er vist som prikker).

Figur 15: Immunhistokjemisk farging av amyloide plakk i sagittale hjernesnitt.
Piler peker pa sma avsettinger. Et sagittalt hjernesnitt fra en transgenisk mus som
overuttrykker det "Swedish" mutante, amyloide forlgperproteinet immunisert med
PBS (A) eller QB-AB1-6 (B) er vist i figuren.

Figur 16: Kvantifisering av plakkavsetting 1 transgeniske mus som overuttrykker
det "Swedish" mutante, amyloide forlgperproteinet etter immunisering mellom 18 og 23
maneders alder. (A) Kortikal plakktetthet. (B) Kortikalt plakkomrade. Plakktetthet er
uttrykt i plakk/mm?, plakkomradet i prosent av vevsomradet dekket av amyloid-B. Data er
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vist som individuelle verdier (sorte prikker) og bokser. Endene av boksene definerer den
25. og 75. percentilen med en linje ved middelverdien og stolper for feil, som definerer

den 10. og 90. percentilen. **p < 0,001 (Mann Whitney Rank Sum Test). PBS, n=17,
QPhAB1-6,n=19.
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Patentkrav

1.

Sammensetning som omfatter:

(a) en kjernepartikkel med minst ett forste tilkoblingssete, hvori nevnte kjernepartikkel
er en virusliknende partikkel av en RNA-bakteriofag; og

(b) minst ett antigen eller en antigendeterminant med minst ett andre

tilkoblingssete, hvori nevnte antigen eller antigendeterminant er et AB1-6-peptid, og
hvori nevnte andre tilkoblingssete er valgt fra gruppen bestdende av:

(1) et ikke-naturlig forekommende tilkoblingssete med nevnte antigen

eller antigendeterminant; og

(i1) et naturlig forekommende tilkoblingssete med nevnte antigen eller
antigendeterminant, hvori nevnte andre tilkoblingssete assosierer med nevnte

forste tilkoblingssete gjennom minst en ikke-peptidbinding;

og hvori nevnte AB1-6-peptid og nevnte kjernepartikkel interagerer gjennom nevnte

assosiasjon for & danne en ordnet og repetitiv antigenoppstilling.

2.
Sammensetning ifglge krav 1, hvori nevnte virusliknende partikkel av en
RNA-bakteriofag omfatter, eller alternativt bestir av, rekombinante proteiner eller fragmenter

derav, av en RNA-bakteriofag.

3.
Sammensetning ifelge krav 1 eller 2, hvori nevnte RN A-bakteriofag er valgt fra gruppen
bestaende av:

(a) bakteriofag Qp;
(b) bakteriofag R17,
(c) bakteriofag fr;

(d) bakteriofag GA;
(e) bakteriofag SP;
(f) bakteriofag MS2;
(g) bakteriofag M11;
(h) bakteriofag MX1;
(1) bakteriofag NL9S;
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(k) bakteriofag f2;
(1) bakteriofag PP7; og
(in) bakteriofag AP20S5.

4,
Sammensetning ifglge krav 1, hvori nevnte virusliknende partikkel av en

RNA-bakteriofag omfatter, eller alternativt bestar av, rekombinante proteiner eller fragmenter
derav, fra RNA-bakteriofag Qp.

5.

Sammensetning ifglge krav 1, hvori nevnte virusliknende partikkel av en

RNA-bakteriofag omfatter, eller alternativt bestar av, rekombinante proteiner eller fragmenter
derav, fra RNA-bakteriofag fr.

6.

Sammensetning ifglge krav 1, hvori nevnte virusliknende partikkel av en

RNA-bakteriofag omfatter, eller alternativt bestar av, rekombinante proteiner eller fragmenter
derav, fra RNA-bakteriofag AP205.

7.

Sammensetning ifglge krav 2, hvori de rekombinante proteinene omfatter, eller
alternativt bestar hovedsakelig av, eller alternativt bestar av kappeproteiner av
RNA-bakteriofager.

8.
Sammensetning ifglge krav 7, hvori nevnte kappeproteiner fra RNA-bakteriofager har en

aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av:

(a) SEQID NO: 4;

(b) en blanding av SEQ ID NO: 4 og SEQ ID NO: 5;
(c) SEQ ID NO: 6;

(d) SEQ ID NO: 7;

(e) SEQID NO: 8;

(f) SEQ ID NO: 9;

(g) en blanding av SEQ ID NO: 9 og SEQ ID NO: 10;
(h) SEQID NO: 11;

(1) SEQID NO: 12;

(k) SEQ ID NO: 13;
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(1) SEQ ID NO: 14;
(m) SEQ ID-NO: 15;
(n) SEQ ID NO: 16; og
(o) SEQ ID NO: 28.

9.

Sammensetning ifglge krav 2, hvori de rekombinante proteinene omfatter, eller alternativt
bestar hovedsakelig av, eller alternativt bestar av mutante kappeproteiner fra
RNA-bakteriofager.

10.
Sammensetning ifglge krav 9, hvori nevnte RNA-bakteriofag er valgt fra gruppen bestaende

av:

(a) bakteriofag Qp;

(b) bakteriofag R17;
(c) bakteriofag fr;

(d) bakteriofag GA;
(e) bakteriofag SP;

(f) bakteriofag MS2;
(g) bakteriofag M11;
(h) bakteriofag MX 1,
(1) bakteriofag NL9S;
(k) bakteriofag f2;

(1) bakteriofag PP7; og
(m) bakteriofag AP205.

11.
Sammensetning ifelge krav 9 eller 10, hvori nevnte mutante kappeproteiner fra nevnte

RNA-bakteriofag er modifisert ved fjerning av minst en lysinrest ved substitusjon.

12.
Sammensetning ifglge krav 9 eller 10, hvori nevnte mutante kappeproteiner fra nevnte
RNA-bakteriofag er modifisert ved addisjon av minst en lysinrest ved substitusjon.

13.
Sammensetning ifglge krav 9 eller 10, hvori nevnte mutante kappeproteiner fra nevnte

RNA-bakteriofag er modifisert ved delesjon av minst en lysinrest.
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14.
Sammensetning ifglge krav 9 eller 10, hvori nevnte mutante kappeproteiner fra nevnte

RNA-bakteriofag er modifisert ved addisjon av minst en lysinrest ved innsetting.

15.

Sammensetning ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori nevnte andre
tilkoblingssete er i stand til & assosiere til nevnte forste tilkoblingssete gjennom minst en
kovalent binding,

16.
Sammensetning ifglge et hvilket som helst av de foregaende kravene, hvori nevnte

AB1-6-peptid er valgt fra gruppen bestaende av:

(a) humant AB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 75;

(b) murint AB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 76;

(c) primat AB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 84;

(d) kanin AB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 85;

(e) xenopus laevis AP 1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 86;
(f) rotte AB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 87; og

(g) marsvin AB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 88.

17.
Sammensetning ifelge et hvilket som helst av de foregaende kravene, hvori nevnte
AB1-6-peptid har en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 75.

18.
Sammensetning ifelge et hvilket som helst av de foregaende kravene, som ytterligere omfatter
en aminosyrelinker, hvor nevnte aminosyrelinker omfatter, eller alternativt bestar av, nevnte

andre tilkoblingssete.

19.

Sammensetning ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori nevnte andre
tilkoblingssete eller nevnte aminosyrelinker med nevnte andre tilkoblingssete er bundet til
nevnte AP 1-6-peptid ved dets C-terminale ende.

20.

Sammensetning ifglge et hvilket som helst av de foregdende kravene, hvori nevnte andre
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tilkoblingssete eller nevnte aminosyrelinker med nevnte andre tilkoblingssete er valgt fra

gruppen bestdende av:

(a) GGC;

(b) GGC-CONH2;
(©) GC;

(d) GC-CONHZ2;
(e) C; og

(f) C-CONH2.

21.

Sammensetning ifelge et hvilket som helst av de foregaende kravene, hvori nevnte
AB1-6-peptid med nevnte minst andre tilkoblingssete er NH2-DAEFRHGGC-CONH2 (SEQ
ID NO: 77).

22
Sammensetning ifglge krav 21, hvori nevnte virusliknende partikkel er en virusliknende
partikkel fra RN A-bakteriofag QB-kappeprotein.

23.

Farmasgytisk sammensetning som omfatter:

(a) ssmmensetningen ifelge et hvilket som helst av de foregdende kravene; og
(b) en akseptabel farmaseytisk barer.

24.

Farmasgytisk sammensetning ifelge krav 23, som ytterligere omfatter en adjuvans.

25.
Farmasgytisk sammensetning ifglge krav 23 eller krav 24, hvori nevnte vaksinesammensetning

er fri for en adjuvans.

26.
Vaksinesammensetning, som omfatter sammensetningen ifglge et hvilket som helst av de
foregdende kravene.

27.

Vaksinesammensetning ifelge krav 26, som ytterligere omfatter en adjuvans.
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28.

Vaksinesammensetning ifglge krav 26, hvori nevnte vaksinesammensetning er fri for en

adjuvans.

29.

Vaksinesammensetning ifglge et hvilket som helst av kravene 26 til 28, hvori nevnte

virusliknende partikkel omfatter rekombinante proteiner eller fragmenter derav, fra en RNA-

bakteriofag.

30.

Vaksinesammensetning ifglge et hvilket som helst av kravene 26 til 29, hvori nevnte
virusliknende partikkel omfatter rekombinante proteiner eller fragmenter derav, fra
RNA-bakteriofag Qp.

31.

Vaksinesammensetning ifglge et hvilket som helst av kravene 26 til 29, hvori nevnte
virusliknende partikkel omfatter rekombinante proteiner eller fragmenter derav, fra
RNA-bakteriofag fr.

32.

Vaksinesammensetning ifelge et hvilket som helst av kravene 26 til 29, hvori nevnte
virusliknende partikkel omfatter rekombinante proteiner eller fragmenter derav, fra
RNA-bakteriofag AP205.

33.
Vaksinesammensetning ifelge et hvilket som helst av kravene 26 til 32, hvori nevnte

AP 1-6-peptid er valgt fra gruppen bestdende av:

(a) humant AB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 75;
(b) murint AB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 76;

(c) primat AB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 84;

(d) kanin AB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 85;

(e) xenopus laevis APB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 86;

(f) rotte AB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 87; og
(g) marsvin APB1-6-peptid med en aminosyresekvens fra SEQ ID NO: 88.
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34,
Vaksinesammensetning ifglge et hvilket som helst av kravene 26 til 33, som ytterligere
omfatter en aminosyrelinker, hvor nevnte aminosyrelinker omfatter, eller alternativt bestr av,

nevnte andre tilkoblingssete.

35.
Vaksinesammensetning ifglge krav 34, hvori nevnte aminosyrelinker med nevnte andre
tilkoblingssete er bundet til nevnte AB1-6-peptid ved dets C-terminale ende.

36.
Vaksinesammensetning ifelge krav 34 eller 35, hvori nevnte aminosyrelinker med nevnte

andre tilkoblingssete er valgt fra gruppen bestaende av:

(a) GGC;

(b) GGC-CONH2;
(o) GC;

(d) GC-CONH2;
(e C; og

(f) C-CONH2.

37.

Vaksinesammensetning ifelge et hvilket som helst av kravene 26 til 36, hvori nevnte antigen
eller antigendeterminant med nevnte minst andre tilkoblingssete er NH2-DAEFRHGGC-
CONH2 (SEQ ID NO: 77).

38.
Vaksinesammensetning ifelge krav 37, hvori nevnte virusliknende partikkel er en
virusliknende partikkel fra RNA-bakteriofag QB-kappeprotein.

39.
Fremgangsmate for fremstilling av en sammensetning ifglge et hvilket som helst av de

foregdende kravene, som omfatter:

(a) & tilveiebringe en kjernepartikkel med minst ett forste tilkoblingssete, hvori
kjernepartikkelen er en virusliknende partikkel av en RNA-bakteriofag;

(b) a tilveiebringe minst ett antigen eller en antigendeterminant med minst ett
andre tilkoblingssete,

hvori nevnte antigen eller antigendeterminant er et AB1-6-peptid, og
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hvori nevnte andre tilkoblingssete er valgt fra gruppen bestdende av:

(1) et ikke-naturlig forekommende tilkoblingssete med nevnte antigen
eller antigendeterminant; og

(11) et naturlig forekommende tilkoblingssete med nevnte antigen eller
antigendeterminant;

og hvori nevnte andre tilkoblingssete assosierer med nevnte forste

tilkoblingssete gjennom minst en ikke-peptidbinding; og

(c) & kombinere nevnte kjernepartikkel med nevnte minst ett antigen eller
antigendeterminant, hvori nevnte antigen eller antigendeterminant og nevnte
kjernepartikkel interagerer gjennom nevnte assosiasjon for & danne en ordnet og

repetitiv antigenoppstilling,

40.
Sammensetning ifglge et hvilket som helst av kravene 1 til 38 for anvendelse som et

medikament.

41.
Anvendelse av en sammensetning ifelge et hvilket som helst av kravene 1 til 38 for
fremstilling av et medikament for behandling av Alzheimers sykdom og relaterte sykdommer.

42.

Sammensetning ifglge krav 1, hvori nevnte sammensetning ytterligere omfatter en
heterobifunksjonell kryssbinder som inneholder en funksjonell gruppe som kan reagere med
nevnte forste tilkoblingssete og en ytterligere funksjonell gruppe som kan reagere med nevnte

andre tilkoblingssete.

43.
Sammensetning ifglge krav 42, hvori nevnte heterobifunksjonelle kryssbinder inneholder en
funksjonell gruppe som kan reagere med sidekjede-aminogruppen i lysinresten i den

virusliknende partikkelen eller 1 det minste en virusliknende partikkel-underenhet.

44.

Sammensetning ifglge krav 42, hvori nevnte ytterligere funksjonelle gruppe 1 nevnte
heterobifunksjonelle kryssbinder reagerer med en cysteinrest kondensert til
AB1-6-peptidet.
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45.

Sammensetning ifglge krav 42, hvori nevnte heterobifunksjonelle kryssbinder er valgt fra
SMPH, Sulfo-MBS, Sulfo-EMCS, Sulfo-GMBS, Sulfo-SIAB, Sulfo-SMPB, Sulfo-SMCC,
SVSB, SIA og andre kryssbindere med en funksjonell gruppe som er reaktiv mot
aminogrupper og en funksjonell gruppe som er reaktiv mot cystein-rester.

46.

Sammensetning ifglge krav 42, hvori nevnte heterobifunksjonelle kryssbinder er SPDP eller
Sulfo-LC-SPDP.
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get Ala val val ger Phé

Gly GIn Gly Arg val
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Ser Lys Ser Phe Leu
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Asp Ile Glu Leis val

Ala Lys Thr Gly Ser
: 85

Gly His

Pro Ser Glu
100

Met 1le Gln Ala Ala

115

ASp Pro Asn Leu Leu
130

Thr

Ser

Ala

Asn

70

val

Leu

Gly

LyS

3.2

Gly val Asn
Phe Asn_é1y
25
Ala Asp GIn
40

Asn Asp Gly
55 .

Cys Asp Ile
Lys Leu Ala

Ala Thr Asn
. 108

Lys Asn val
120

ASpiely AsSp
135
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Ala
10

Thr
Ser
GIn
Thr
Phe
90

Gly
Pro

Asn

Ala

val

Ile

Ser

Ala
75

Thr

G]y

Phe

val
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pro Thr Thr
val Asp Ala
Asp Phe GTy
45
Lys Pro Met
60
Phe Lys Asn
Gly Pro Thr
Pro G1y Thr
110
Asp Gly Thr
125 .

Leu His Tyr
140

Pro Gin

15

Pro Cys

GIn Leu

Asn Leu

Gly Asn
80

val ser
95

Ala Ile.

Glu Gly

Thr Thr
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<211> 182
<212> PRT
<213>

<400> 2
Tét Lys Ile

‘ser’ser Thr

val His,Phe
. 35

Gly Sser val

50

Leu A]a:G1n
65 '

Leu Asn Asp

Leu Gly Thr

ser ser Ala

- 135

Arg:Thr Gly

130

Thr Thr Leu
145

ﬁhe,A1alThr

Phe Lys val

Lys }hr Leu
Ala Ala Leu
20

Lys Gly Glu

Asplsin Thr

Glu Gly Ala

70

Cys Asp Thr
85 -

AIE’Ile AsSp
100 :

ala Gly ser.

Ala Ala Leu

Asn Asn Gl

15

Gly Ala Aia

165

‘¢1n Tyr GIn

180

<210> 3

<211> 853
<212>
<213>

DNA P
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Escher1ch1a co11 :

Ala Ile val

val

10

Ala Ala Ala
: 25

val val Asn
40

53

Thr ser Ser

Asn val Ala

'Ala Giy His
. 105

Ala Thr Asn
- 120
Thr Leu.Asp
135 - - .

Thr Asn Thr

Thr Pro Gly

val Gin Leu

Thr
Ala
Gly
Ala
ser
90

Thr

val

Gly

Ile

Ala
170

Leu
Thr
§1a
G?n
i
Lys
Asn
é1y
Ala
Pro

155

Ala

Page 2

GIn

ser
val
Cys
val
60

Gly
Ala
val
val
Thr
140

Phe

Asn

Ala Leu'

Asn Gly
30
Ala val
45
Arg Thr
Phe Asn
Ala val
Leu Ala
110

Gln Ile
125
Phe Ser

Gln Ala

Ala Asp

' PA041w0 sequence_11st1ng ST25.txt
Va1 Gly- Lys Lys ser igg Asp G1y Asn Ala Gln I1e Thr Glu Gly Ala

160

Sér Leu
15 .

Gly Thr
Asp'A1a
Ala Ser
Ile GIn

80

Ala Phe
95
Leu GIn

Leu Asp

ser Glu

Arg Tyr.
160

Ala Thr
175
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acgtttctgt ggctcgacgé atcttcctca ttcttctctc'céaaﬁaqcaé cfcatgcaat 60
ataaacatct ataaataaag ataacaaata gaaiéttaag'c;aa;aagta aactgaadaa 120
gtttgtccge gatgctttac ctctatgagt caaaatggce ccaatgtttc atcttttggg 18@
ggaaactgtg cagtgttggt.agtcéaactc,gttgacaaac aaagtgtaca gaacgacfgé 240
ccafgtcgat ttagaaatag ttttttgaaa ggaaagcagc atgaaaatta-aaactctgge - -300
aatcgttgtt ctgtcggetc totccctcag ttctacgacg getctggecg ctgccacgac 360
ggttaatggt gggaccgttc actttaaagg ggaagttgtt aacgccgctt gcgeagttga 420
tgcaggctct gttgattaaa ccgftcagtt aggacaggtt cgtaccgcat cgctggcaca 180
ggaaggagca accagttcfg'ctgtcggttt taacattcag ctgaatgatt gcgataccaa 540
tgttgcatct aaagccgetg ttgcqttttt aggtacggcg éttgatgcgé gtcataccaa 600
cgttctogect ctgcagagtt cagctgcggg tagcgcaaca aacgttggtg tgcagétcét 660
ggacagaacg ggtgctgcge tgacgctgga'tggtgcgaci tttagttcag aaacaaccct 720
gaataacgga accaatacca ttccgttcca ggcgcgftat tttgcaaccg gggccgcaac 780
cccgggtget gctaétgcgg afgcgécctt caaggitcag tatcaataac ctacctaggt 840
tcagggacgt tca ' 853
<210> 4
<211> 132
<212> PRT
<213> Bacteriophage Q-beta
<400> 4 _
Ala Lys Leu Glu Thr val Thr Leu Gly Asn-Ile Gly Lys Asp Gly Ly§
1 5 10 _ 15
GIn Thr Leu val Leu Asn Pro Arg Gly val Asn Pro Thr Asn Gly Vval
20 : 25 , 30 :
Ala Ser Leu Ser Gln Ala Gly Ala val pro Ala Leu Glu Lys Arg val
"~ 35 I 40 ' 45
Thr §g1 ser val Ser Gln Pro Sef Arg Asn Arg E%S.Aén Tyr Lys val
GIn val Lys Ile GIn Asn Pro Thr Ala Cys Thr Ala Asn Gly Ser Cys
65 70 - 75 - 80
Asp Pro Ser val Thr Arg GIn Ala Tyr Ala Asp val Thr phe ser Phe
8% . 90 95 -
Thr Gln fyr ser Thr Asp Glu Glu Afg Ala Phe val Arg Thr Glu Leu
100 10 110
Ala Ala Leu Leu Ala Ser Pro Leu Leu Ile Asp Ala Ile Asp GTn Leu

Page 3



Asn Pro
: 130

<210>
<211>
<212> -
<213>

<400>

115

"Ala Tyr

5
329

PRT . .. W LTS T AT AL LY
Bacteriophage Q-beta

5 ' .
Thr val

Thr Leu

Ile

Met Ala Lys Leu Glu
1 5

Lys
'Va1
“val
val
65

Cys
Phe
Leu
Leu
Ser
145
Gly
val

val

Gly

Gln
Ala
Thr
50

G1in

ASp

Thr

‘Ala

Asn
130
Lys
Thr
TYyr

Glu

Asn
210

Thr

Ser

35

val

val

Pro

Gln Ty

Ala

115

Pro

Pro

Gly

Glu

Leu
195

Thr'

Leu
20
Leu
ser
Lys
ser
r
100

Leu

Ala

Asp,

Lys
Pro
180

GIn

Lys

val

Ser

val

Ile

Leu
GIn
ser

GIn

" 70

val
85

ser
Ley
Tyr
Pro
Tyr
165
Pro

Pro

Trp

Thr
Thr
Ala
Trp
val
150
Thr
Thr

Arg

Arg

Gly Asn
10y

Gly Lys

Asn
Ala
Gln
55

Asn
Arg
Asp
ser
Thr
135

Ile

Cys

Lys

Glu

Asp Trp Asp Ser Arg Leu
215

Pro Arg
: 25

Gly
40

Pro
Pro
Gln
Glu
Pro
120
Leu
Pro
Pro

Asn

Ala
ser
Thr
Ala
%
Leu
Leu
A;b
Phe

Ar

- 18

Gly
val
Arg
Ala
W
Arg
Leu
I1g
Pro
Ala

170

Pro

Phe Asp val
200

val

Pro

Asnh
Cys
75

Ala
Ala
Ile

Ala

Pro

155

I1§

Trp

Ala

ASn
Ala
Arg
60

Thr
Asp
Phe

Asp

Gl
14

I]g

Trp

Pro

Leu

220

Page 4

Pro
Leu
45

Lys
A1g
val
val
Ala
125
Gly

Asp

ser

Ile

203

ser

Thr

30
Glu
Asn

Asn

Thr

Ar
- 11

Ile

Gly

'PI'O_

Leu

Asp

}yr

RA041wo_sequence_1isting.STZStht
) 120 125

-ASp
15
Asn
Lys
Tyr
Gly
Phe
95

Thr

ser

Pro

Asp

Gly

Gly

Arg

Lys

Ser

80

Ser

Glu

Gln

Gly

Pro

160

Glu

Glu

175 .

Asn

Leu

“Thr

.A1a

Leu

Thr

337574



Phe
225

Leu

Gly

Lys
Ala

Ala

305

Gln

Arg

Ala

Lys

Ser

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

{400>

g1a Ser Asn phe

Asn

Ile

Arg

Pro-

65

Ala
Thr

Lys

val
ser
Gln
S0

Lys

Trp

Asn

Asp

Gly

.Thr

Ile
275

n Gly

Pro

val

6
129
PRT

Lys

RA041w0_séquence;1isting.STZS;txt

C&s Arg 615 Asn Gly Tyr Ile Asg Leu Aéﬁ Ala Thr
23 23! T

Asp GIn Ala Met Arg Asp
245

Pro Gly Ala Phe
o0 - I

Asn Ala Tyr Cys

val I1é val G1§
- 29

Phe Asp Phe Thr
310

Ile 931 val Pro
325

Bacteriophage R17

6

" Thr
Ser
35 .
ser
val
Arg

ser

Gly
115

val

20

Asn

ser

Ala

Ser

100

Asn

;hr GIn Phe

Ala
ser
Ala
Thr
Tyr
85

Cys

Pro

Pro
Arg
GIn
GlIn
70

teu

G1q

Ile

ser

ser

Asn

55

Thr

Asn

Leu

Pro

G]g
Ser
280
Phe

Lys

Arg

val
Asn
GIn
40

Arg

val

Met:

Ile

ser
120

Asn
265
Leu
Trp

Phe

Ala

Leu
Phe
25

Ala
Lys
Gly
Glu
val

105

Ala

GlIn
250
e
ser

Arg

Asp

val
10

Ala
Tyr
Tyr
Gly
5

Lys

Ile

Lys
Glu
Asp

Asp

315

AsSn
Asn
Lys
Thr
val
75

Thr

A1;

Ala

Page 5

TYr
Arg
Ile
Pro

300

Thr

ASp

Gly

val

Ile

60

Glu

Ile

Met

Ala

Asp
Phe

Ala
285

Ser

Lys

Gly
val
Thr
45

Lys
Leu
Pro

Gin

Asn
125

Tl 25

Ile fyr
270 - T~

Ala Tyr
ser Gly

Cys Pro

Gly Tﬁr
. 15
Ala Glu
30 :
Cys Ser

vai q1u

Pro val

Tyr
2%0

Glu

Ley

His

Gly

Ile
320

Gly

Trp
val

Va)

Ala-

80

Ile Phe
95

Gly Leu
11

ser Gly

Ala
Leu

Ile

337574



Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

___<A00>

Gly Asp

Trp Ile

val Ar
50g

val
65

Pro

Ala Ala

Ala Thr

Phe Lys

e

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met Ala
1

Asn val
Leu Ser

Arg Ala

7 .

130
PRT . .

“val Lys val Ala
20

ser ser Asn
35 E

G1In ser Ser Ala

Lys val Ala Thr
70

Trp Arg Ser
85

AsSn Asp Asp
100

Thr Gly Asn
115

Pro

8

130

PRT .
Bacteriophage G

Thr'Leu‘grg Ser

Thr val val Pro
20 :

Asn Asn Ser Arg

ser Gly Ala Asp

Ser

TYr

cys

PAO41WO_sequence_listing.ST25.txt

. Bacteriophage fr
T .
Met Ala Ser Asn Phe Glu Glu Phe val Leu val Asp Asn Gly Gly Thr
1 5 © 10 15 -

Pro
Arg
Asn
55

GIn
Met

Ala

Ile

phe

val

ser

Lys

Ser

ser

40

Asn

val

Asn

.Leu

Ala
120

val

Ser

Gln

40

Arg

Asn

25

Gin

Arg

Glin

Met

Ile

105

Thr

Leu
Asn
25

Ala

Lys

Phe Ala Asn Gly

val
45

Ala Tyr Lys

Thr val

60

Lys Tyr

val Glu

Gly Gly
75

Glu Leu Thr I1e

90

val Lys Ala Leu

Ala
125

AIa Ile Ala

val Asp Asﬁ.G]y
10 :
Ala Asn Gly val
Tyr Arg val Thr
45

Tyr Ala Ile Lys
Page 6

val
30

Thr
Lys
Leu
Pro
GlIn

110

Asn

Ala

cys

val

Pro

val

95

Gly

ser

Gly Thr

Ala
30

Ala

15
Glu

Ser

Leu Glu

Glu

ser

Glu

val

80

Phe

Thr

Gly

Gly

Trp -

TYr

val

337574



50

PAO41WO_sequence_listing.ST25.txt
55 00 )

Pro Lys Ile val Thr GIn val
65 o 70

Ala Trp Lys Ala ggr Ala ser

__A15"fﬁﬁ“ﬂSﬁFASﬁ'Vh1'ThF“VéT“
- o 100 g

Lys val Gly Asn Pro Ile Ala
. 115

Tyr Ala
YT 130

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met Ala
1 :

Asp G1n
val Ala

val Thr
50

val GlIn
65_

ASp Pro
Thr Sser

Ala Ala

Asn Pro
130

<210>
<211>

9
132
PRT

Bacteriophage SP

.9

Lys

Thr

ser
35

val

Ile

Ser

TYyr

Leu
115

Ala

10
329

I;E'I..l
Leu
20

teu
ser
Lys
val
Ser
100

Leu

Tyr

Asn
5
Thr
Ser
val
Leu
Thr
85

Thr

Ala

Gln val
Leu Thr
Glu Ala
Ala Gln

35

GIn Asn
70 :
Arg ser

Asp Glu

Asp Pro

val Asn'G]& val Glu Leu Pro Gly Ser
. 75 ' ' 80

Ile Asp Leu Thr Ile Pro Ile Phe Ala
' 90 95 .

1€ seF “Iy§ sérLetiAlTa Gly Leii Phe ™™™~
105 _ 110

Glu Ala Ile Ser Ser GIn Ser Gly Phe

120

Thf teu Ser Lys Ile
o 10 '
Pro ggg Gly val Asn

Gly Ala val pro Ala
40 .

Pro Sér Arg Asn Arg
60

Pro Thr Ala Cys Thr
75
Ala Phe Ala Asp val
90
Glu Arg Ala Leu Ile
105

Leu Ile val Asp Ala

. 120

Page 7

125

Gly Lys

Pro Thr
30

Leu Glu

45

Lys Asn
Arg Asp
Thr Leu

Arg Thr
9 110

Ile Asp
125

Asn
15

Asn
Lys
Phe
Ala
ser
95

Glu

Asn

Gly
Gly
Arg
Lys
3
Phe
Leu

Leu

337574



<212> PRT
<213> Bacterio

<400$ 10
Ala Lys Leu
1 .

Gln

Thr

Leu

Asn

Thr

- 20

é1n
S

Leu

pHagé SP

val

Thr

Thr

Pro

Leu Ser

Arg Gly
25

0’

val

Ile

Asn

Gly

Pro

Lys

Thr

Asn

Asn
30

PAO41WO_sequence_1isting.ST25. txt

Gly
15

Gly val

ASp

Ala
Thr
Gln
65

Pro

ser

Ala

Pro

Asn
145
Asp
ser
Gly
Gly
Ile
225

Ala

Ser
val
50

Ile
Ser
TYFP
Leu
Ala
130
Pro
GTy
Ile
Asp
Asn
210

Ala

Thr

-ser

Lys
val

Ser

Leu

115
Tyr

Ser

Thr

Tyr
180

Glu

195

Thr

Asn

‘Ala

ser
Va]
Leu
Thr
%

Ala

Trp

Asp

Gly
Glu
val
Asn
Arg

Met

Glu

Ala,

Gln
Arg
85

Asp

Asp

Ala

Pro

165

val
ser
Trp
Arg

Gin
245

Ala
Glin

Asn
70

‘ser

Glu
Pro
Ala
150
Tyr
Gly
val

Arg

Gly
Pro
55

Pro
Ala
Glu
Leu
Leu
135
val

Lys

Lys.

Thr

Asn
215
cys

Asp

Ala val
40

Ser Arg
Thr Ala
Phe Ala
Arg Ala

105

Ile val
120

Léu val
Pro val
Eyg Pro
Glu Gly

185

Phe Asp
200
Trp Asp

Arg Gly

Asp Phe

Pro
Asn
Cys
i
Leu
Asp
Ala
val
Phe

170

ser
Tyr
Gln
Asn

val
250

Ala

Arg

Thr

75

val

Ile

Ala

Ser

Pro

155

Ala

Pro

Ala

Arg

Leu

Arg

Thr

Arg

Ile

Ser

140

Asp

Cys

Asp

Leu

Leu

) 220

3%

Leu

Page 8

TYyr

Ser

Glu

45

Asn

Asp

Leu

Thr

Gly

val

Tyr

Ile Ty

Glu

Lys

Phe

Ala

Ser

Glu
110
ASn
Gly
Lys

Arg

Asp

205 .

ser
Ile

Gly

ASp
Asp

Arg

Arg
Lys
Cys
Phe
95

Leu

Leu

Gly

Pro

Leu
175

Glu

Phe

Tyr

Leu

Tyr
255

val

val

Asp
80

Thr

Ala

Asn .

Asp
Pro
160
61y
Arg
Leu
Asp
Asp

Gly

337574



PA041wo_seqhence_1isting.STZS.txt

val Arg Lys val Lys Phe Pro Gly Ala Phe Gly Ser Ile Lys Tyr Leu
) 260 265 270 ’

Léu Asn Ile GIn Gly Asp Ala Trp
- 275 280

“Tyr Ar éer Iyr Gly Met val Ile
i 29% y'- y . 295

Leu

Gly

Asp Leu Ser

Phe Trp Thr
300

285

Asp Ser Lys Ser

Glu val Thr Ala

337574

305

val GIn Thr val I;é Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> _
get Ala Ser Asn Ehe Thr GIn

Gly
Trp
val
val
65

Ala
_A1a

Leu

Ile

<210>
<211>

Asp
Ile
3
Pro
Aia
Thr

Lys

<212>

<213>

325

11
130
PRT- :
Bacteriophage MS2

11

val Thr Val Ala

Ser Ser Asn Ser
35

GIn ser Ser Ala

Pro GIn Leu Pro Thr Asﬁ Phe
B 310

Ile

Pro
Arg

Gln

55

Lys val Ala Thr
7= T 70
Trp Arg Ser Tyr
785

Asn Ser Asp Cys
00

Asp Gly Asn Pro

12

133 -
PRT ,
Bacteriophage M11

Gln

‘Leu

Glu

Ile

Thr

Pro

Phe
Ser
ser
40

Asn
Thr
ASn
Leu

Isro
120

GIn

ser

val
Asn
25

Gln
Arg
val
Met
Ile
105

Ser

Phe Asn Ser
315

Leu vé] AsSp
10

Phe Ala Asn

Ala Tyr Lys

L § Tyr Thr

Y 60

Gly Gly val
75

G1u.Leu Thr
90
val Lys Ala

Ala Ile Ala

Page 9

Ala Asn Cys Pro
320

Asn Gly Gly Thr
15
Gly val Ala Glu
30

val Thr Cys Ser
45

ITe Lys val Glu

‘Glu Leu Pro val

80

Ile pPro Ile pPhe
a5

Mét GIn Gly Leu
110

Ala Asn Ser-G1y
125 :



<400>

get Ala Lys Leu Gln

ASp

val

12

Thr.Leu Asp
20

10

PAO41WO_sequence_listing.ST25.txt

Ala Ile Thr Leu igr'G1y Ile Gly Lys

Leu Asn Pro Arg Gly-val Asn Pro Thr
25 " 30

val
Qa]
val
65

ﬁhe
Leu

Leu

Ala

50

Gln

Asp

Thr
Gin

AsSn

.130

"<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala L[éu Ser
"35

Thr Ile Ser. val

val.Lys Ile

Pfo Ser val
85 -

GIn 185 ser

Ala Leu Leu
115

Pro Ala Tyr

13
133
PRT

13

'Ser GIn Pro Ser
. 55 : :

Gln-Asn Pro Thr-
70 . '
Thr Arg Ser Ala
Thr val Glu Glu
105

Ala Asp Pro Met
120

Bactgrioph&ge Mx1

gef Ala Lys Leuﬂgln Ala Ile-Thr Leu

Asp val Thr Leu Asn Leu Asn Pro Arg
20 : T 25.

val Ala Aja Leu Ser G1ﬁ Ala Giy Ala
35 ST 40

val Thr Ile ser val ser Giﬁ'éro ser
- 50 55

val Gln val Lys ile GIn Asn Pro Thr
65 - 70

Cys Asp Pro ser gg] Thr Arg Ser Ala

GTU—AE‘%—M_ T Vil ProAT:

45

Arg Asn Arg Lys
Arg Ash &

ser cgs Thr Ala
o7 -

Tgr ser Asp val

9 .

Ar§ Ala Leu val

Leu val Asn Ala
- 125

Ser'¢1y Ile Gly

10.

Gly val Asn Pro

val Pro Ala Leu
: 45

Arg Asn Arg Lys
60

ser Cys Thr Ala
- 715

gzr Ala Asp val

Page 10

T ea Ghu

e

Asn

Gly

Gly

337574

Asn

ser

Thr

Arg
110

Ile

Lys

Thr

30

Glu

Asn

Ser

Thr

Lys
Tyr
é]y
e

Thr

Asp

Asn
15

ASh
Lys
Tyr
Gly

Phe
95

Arg

Lys

Thr
80

Ser

Glu,

Asn

Gly

Gly

Arg

Lys
Thr
80

ser



11

PAOhiwo_sequence_iisting.STZS.txt

Phe Thr GIn Tyr Ser Thr Asp Glu G{u Arg A1a Leu va1_AE§ Thr Glu
100 : 105 ' ' - 110

Leu Lys Ala Leu Leu Ala Asp Pro Met Leu Ile Asp Ala Ile Asp Asn
115 . 120 T 125 S

—_Leu Asn_Pro_Ala Tyr

130

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Asn
val
val
val
65
Asp
o Thf
Ala

AsSn

Asn

145

Gly

Glu

GlIn

Ala

Thr

50

GlIn

Pro

ser

Ala

Pro

130

Asn

Gly

Leu

14
330
PRT

Bacteriophage NL95

14

Thr
ser
35

val
Ile
Ser
Tfr
Leu
115
Ala
Pro

Thr

Ile

?et Ala Lys Leu

Leu
20

Leu
ser
Lys
val
Ser
100

Leu

Tyr

Tyr

Gly

Thr
180

Asn
5
Thr

Ser

“val

Leu
Thr
85

Thr
Lys
Trp
Pro
Thr

165

Glu

Lys val
Leu Thr
Glu Ala
Ala GlIn
55
GIn Asn
70
Arg Ser
Glu Arg
ASp Asp
Ala Ala
135
Gf val
155
Tyr Arg

Ala Lys

Thr
Pro
Gl

40y
Pro

Pro

Gly.

Glu
Leu
120
Leu
Pro
Cys

Asp

Leu
Arg
25

A];
ser
Thr
ser
Arg
105
IIe
Leu

Asp

Pro

i

val Asp Ala
. - . 125

10
Gly val Asn

val Pro Ala

'‘Arg Asn Arg

60
Ala c¥s Thr
7
Arg Asb val
g0 g

Ala Leu Ile

.A1a A1§ ser
140 .

Ser Pro Asn
155

170
A1QZCys Ala

Page 11

Pro

Leu

- 45

Lys

Lys

hr
Arg
Ile
PII"O

val

Phe Ala Cys Tyr

Leu

Thr Gly Ile Gly Lys Ala

Tﬁr Asn
30

Giu Lys
Asn Tyr
Asp Ala
Leu Ser

95

The Glu
11Q

Asp Asn

Gly Gly

Lys Pro

Arg Arg
175

Tyr Ala

190

Gly
Gly
Arg
Lys
&
Phe
ey
Leu

Gly

Pro

160

Gly

Cys

. 337574



337574
12 ' '

: PA041w0_§equ¢néé_1isting,STZS.fxt

Gly ser Glu Ala Leu Va] Glu Phe Glu Tyr Ala Leu Glu Asp Phe tLeu
' 195 200 - . 205 .o

"Gl 'Aén Glu Phe Trp Arg Asn Trp Asp Gly Arg Leu Ser Lys Tyr Asﬁ
Y 210 215 220 . '

‘I1e Glu Thr His Arg Ar§ Cys Arg Gly Asn Gly Tyr val Asp Leu Asp
23§ : : . 240

A1alser val Met GlIn Ser Asp Glu Tyr val Leu Ser Gi. Ala Tyr As
245 P 250 y Z%s P

val val Lys Met GIn Pro Pro Gly Thr Phe Asp Ser Pro Arg Tyr T&r'
: 260 . 265 : ., 270

Leu His Leu Met Asp Gly Ile Tyr val Asp Leu Ala Glu val Thr Ala
275 280 - 285

Tyr Arg Ser Tyr Gly Met val Ile Gly Phe Trp Thr Asp Ser Lys Ser
290 295 300 .

’

Pro GIn Leu Pro Thr Asp Phe Thr Arg Phe Asn Arg His Asn Cys Pro
305 310 315 ' 320

val GIn Thr val Ile val Ile Pro Ser Leu
325 330

<210> 15

<211> 129

<212> PRT

<213> Bacteriophage f2-

<400> 15

Ala Ser Asn phe Thr GIn Phe val Leu val Asn Asp Gly Gly.fhﬁ Gly
1 ) 5 10 co - 15

Asn val Thr ggl Ala Pro Ser Asn gge Ala Asn Gly val QAa Glu Trp’

Ile Ser ggr Asn Ser Arg Ser Ean Ala Tyr Lys val I?r cys $erIVa1

Arg gan Ser Ser Ala GIn ggn Arg Lys fyr Thr_gge Lys val Glu val .

Pro Lys val Ala Thr GIn Thr val Gly Gly val Glu Leu Pro val Ala
65 70 75 . : 80

Ala Trp Arg Ser ggr Leu Asn Leu Glu bgu Thr Ile Pro i1e_Phe Ala

Page 12



Thr Asn Ser Asp Cys Glu
' . 100

13

§A041w0_se uence_listing.ST25.txt .
Leu Ile val Lys Ala Met GIn 615 Leu Leu
105 11

Lyé Asp Gly Asn Pro Ile Pro Ser Ala Ile Ala Ala Asn Ser Gly Ile
115 120 125

Tyr

<210>
<211>

<212>
<213>

<400>

16
128
PRT

Bacteriophage PP7

16

: get'Ser Lys Thr g1e val

Thr Glu
Gly Pro

Gly Ala
5Q

val val
65

TyE Thr
Glu Ala
Thr ser

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Ile

Gl

n Ser Thr

Leq
35

Lys
Asp
GTQ
Ser
sie

17
132
PRT

va

Th

1 Gly Arg

r Ala Tyr

Cys Ser Thr
70

val Trp Ser
85

Ar
10

Lys ser

val Glu Asp

Artific

Leu Ser val

Ala Asp Arg
25

Leu Arg Leu
40

Arg val Asn
55

Ser val Cys
His Asp val

Leu Tyr Asp
) 105

Leu val val
120

ial Sequence

Gly Glu

10

GIn

Thr

Leu

Gly

Thr

90

Leu

Asn

Bacteriophage Qbeta 240 mutant
17

Ile

Ala

Lys

Glu

75

Ile

Thr

Leu

Ala

Phe

ser

Leu

60

Leu

val

Lys

val

Thr
Glu
Leu
45

Asp
Pro
Ala

Ser

Pro
125

Arg
Glu
30

Arg
GIn
Lys
Asn
Leu

110

Leu

Thr Leu
15

Lys val
Glp Asn
Ala Asp
val Arg

" 80

ser Thr
95

val Ala

G1y'Arg

Ala Lys Leu Glu ghr val Thr Leu Gly Asn Ile Gly Arg Asp g}y Lys
1l

GIn Thr Leu val Leu Asn Pro Arg g}y val Asn Pro Thr ggn Gly val
20 '

page 13
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Ala Ser Leu
35

14

PAO41N0_seduehce_]i;tiﬁg.STZS.fxt

Thr val ser val Ser GIn Pro Ser
. 50 . - 55

GIn val Lys Ile GIn Asn Pro Thr
65 SO {

Asp Pro Ser val Egr Arg Gln Lyé

100 '

Thr G1n Tyr ser Thr Asp Glu Glu

" Ala'Ala Leu Leu Ala Ser Pro Leu

115 120

Asn Pro Ala Tyr
130 a

<210>
<211>

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
i1a Lys Leu Glu ;hr val Thr Leu

GIn

Ala

Thr

ser

Va1.

- 50

Glin
65
Asp

Thr

Ala

-Va1

Pro

GIn

A1a

18
132
PRT '

Artificial Sequence

Bacteriophage Q-beta 243
18

Leu Ser GIn Ala G1y.A1a
35 40
ser val ser GIn ggo ser
Lys Ile GIn. Asn Pro Thr
o 70
Ser val ggrikrg Gln Lys
Tyr Ser Thr Asp Glu Glu
- 100 .

Leu Leu Ala Ser Pro Leu

Leu'gST Leu Asn Pro Arg

ser GIn Ala Gly Ala val pro Ala Leu

Arg Asn Arg Lys
60

Ala cys Thr Ala
SR £ T

Tyr Ala Asp val
90 .

Arg Ala Phe val

105 . '

Leu Ile Asp Ala

mutant
619 Ltys Ile Gly
10

Gly val Asn Pro
25 :

val Pro Ala teu

Arg Asn Arg Lys
60

Ala Cys Thr Ala
. 75

Tyr Ala Asp val
y 50 p

Arg Ala Phe val
105

Leu Iie Asp Ala
Page 14

oo
Asn Tyr
Asn Gly
Thf Phe
Arg Thr

110

11e Asp
125

Lys Asp

Arg val

Lys val

Ser Cys

80 -

Ser Phe'

95

Glu Leu

GIn Leu

Gly Lys

- 15

Thr Asn
30

Glu Lys
45
Asn Tyr

Asn Gly

Thr pPhe

Gly val

Arg val

Lys val

ser Cys
80

Sser Phe

95

Arg Thr
110

Ile Asp

Glu Leu

Gln Leu.

337574



115

Asn Pro Ala Tyr
130 .

<210>
<211>
<212>
.<213>

<220>
<223>

<400>

19

132

PRT - .

Artificial Sequence

Bacteriophage Q-beta 250 mutant
19 |

Ala Arg Leu Glu Thr val Thr Leu Gly Asn
1 5 " 10

GIn Thr Leu Vval Leu Asn Pro Arg Gly val
: 20 25

Ala ser Leu Ser GIn Ala Gly Ala val Pro

Thr val
50

Gln val

65

35 40

Ser val Ser GIn ;go ser Arg Asn

Lys Ile GlIn ?gn pro Thr Ala Cys

Asp Pro Ser val ggr Arg Gln Lys Tyr g3a

Thr GIn

Tyr ser Thr Asp Glu Glu Arg Ala
Y 100 10%

Ala Ala Leu Leu Ala Ser Pro Leu Leu Ile

115 120

Aén Pro Ala Tyr
130

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400> .

20

132

PRT . =
Artificial sequence

Bacteriophage Q-beta 251 mutant’
20

15

ITle Gly Arg Asp

Asn Pro Thr Ash
30

Ala Leu Glu Lys
. 45

Arg Lys Asn Tyr
60

Thr Ala Asn Gly
75

Asp val Thr phe

Phe val Arg fhr
110

Asp Ala Ile Asp
: 125 :

PAO41wO_sequence_listing.ST25.txt
120 } 125

619 Lys
s’
Gly val
Arg.Va1
Lys val

ser Cys
80

ser phe
95

Glu Leu

G'i n Leu

Ala Lys Leu Glu Thr val Thr Leu Gly Asn Ile Gly Lys Asp Gly Arg
1 5 10 15

G1n Thr Leu val Leu Asn Pro Arg Gly val

Asn Pro Thr Asn

Page 15

Gly val

337574



...)

20

- 16

Ala Ser'%gu ser GIn Ala Gly :&a val pPro Ala Leu

&TRVal Lys 11 E'T;]T'%TF:‘K‘TEE‘"A‘I a“cvs"—;gr‘;u'a"'

65.

. Thr val Ser val ser.GIn Pro Ser Arg Asn Arg Lys
.80 T S5 - 60 -

Asp Pro Ser val ggﬁ Arg GIn Lys Tyr g&a Asp val

Thr G1n Tyr Ser Thr Asb Glu Glu Arg Ala phe val
© 7 100 _ 10 .

Ala Ala Leu Leu Ala Ser Pro Leu Leu Ile Asp Ala
115 3 120 :

Asn Pro Ala Tyr

130

<210> -
<211>
<212>
" <213>

<220>
<223>

€406>

gla Arg Leu Glu ;hr val Thr Leu

21
132

PRT

Artificial Sequence

éadteriophage Q-beta 259

21

G1n Thr Leu

Ala Ser Leu

Thr val
50

G1In val
65

Asp Pro

Thr GIn

35

Ser

Lys

Ser

Tyr

val Leu Asn Pro Arg

20 :

ser GIn Ala Gly Ala
_ 40

I1e GIn Asn Pro Thr
70

val ggr Arg GIn Lys

100

ser Thr Asp Glu Glu

mutant

Gly Asn Ile Gly
10 .

Gly val Asn Pro

25

val Pro Ala Leu

val ser GIn Pro Ser Arg Asn Arg Lys
' - 55 60

Ala Cys Thr Ala
: 75
Tyr Ala Asp val
90
Arg Ala phe val
105

Page 16

PAd41H0_sequence_1isting.STZS.txt

. 25 30
Glu Lys Arg va1'
45

Asn Tyr Lys val

S G1y~Ser cys.
80

Thr phe Ser Phe
95

Arg Thr Glu teu
110 .

Ile Asp GIn Leu

125

Lys ASp G1y Arg
15

Thr Asn Gly vﬁ?

30

Glu Lys Arg val

45 ) .

Asn Tyr Lys val

Aﬁn-G1y ser Cys

80

Thr Phe Ser Phe
. 95

Arg Thr GTu Leu
110

337574



17

PAO41WO_ sequence_11st1ng ST25.txt
A1a A]a Leu Leu Ala Ser Pro Leu Leu Ile Asp A1a Ile Asp GIn Leu
115 120 125

Asn Pro Ala Tyr

<210> 22
_ <211> - 185
T <2125 PRT
<213> Hepatitis B virus

<400> 22

get”Asp“I1e'Asp'§ro Tyr Lys Glu Phe gay Ala Thr val Glu igu Leu

ser Phe Leu.gao ser Asp Phe Phe ;;0 Ser val Arg Asp ggu Leu Asp

Thr Ala Ser Ala Leu Tyr Arg Glu A1a Leu Glu Ser Pro Glu His Cys

Ser Pro His His Thr Ala Leu Arg Gln Ala Ile Leu'cys Trp Gly Glu
50 . "~ 55 60

Leu Met Thr Leu A1aIThr Trp val Gly Asn Asn Leu Glu Asp Pro Ala
65 . : ) 70 - 75 80

_ ser Arg Asp Leu gg1'Va1 Asn Tyr.val ggn Thr Asn Met Gly ;gu Lys

Ile Afg GIn Leu Leu Trp Phe His Ile Ser Cys Leu Thr Phe Gly Arg
' 100 105 110

lu Thr val Leu Glu Tyr Leu Val Ser Phe Gly val Trp Ile Arg Thr
115 - 120 125

Pro Pro Ala Tyr Arg Pro Pro Asn Ala Pro'ITe Leu Ser Thr Leu Pro
. 130 o 135, ' 140

Glu Thr Thr val val Arg Arg Arg Asp Arg Gly Arg Ser Pro Arg Ar
145 e 150 SR 15 _ 16

Arg Thr Pro ser PFo.Arg Arg Arg Arg Ser Gln Ser Pro Arg Arg Arg
' 165 - ? i 170 - 175

Arg Ser GIn Ser Arg-Glu Ser GIn c§s
180 185

T <210> 23

<211> 212

<212> PRT .
<213> Hepatitis B virus

Pége 17

337574



<400> 23
Met GIn Leu
1 i .

val
Asp
Pro
Ala
65

His
Leu

Leu

Leu

Ile

145

Tyr

val

Arg

Glu

GIn

Pro

Leu
Thr
Ala
Vgl
Leu
130
Glu
Arg
val

Arg

ser
210

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Ala'
20

Tyr
35

Asp

Ala
Thr
val
115
Trp
Tyr
Pro
Arg
AR

19

aIn

24
188
PRT

Hepatitis B virus

24

phe His
5

ser Lys

Lys é]q

Phé Phe

Arg Glu

Leu Arg

85
Trp val
108

Gly Tyr

"phe His

Leu val

Pro Asn

- 165

Arg Arg
180

Arg ser

cys

Leu

Leu

Phe

Pro

Cys
cys
G]y

Ser

55

Ala
70

Gln
G1¥
val

Ile

ser
150

Ala

Gly

GIn

Leu

Ala

Gly

Asnh

Ser

18

PA041w0_seQuence;1iéting.STZS.txt

Leu Ile Ile-Ser Cys ser Cys Pro
.10 : : 15

Leu ély
.25

Ala Thr
40

val Arg

Glu ser

Ile Leu

Asn Leu
105

Thr Thr
120

Cys Leu

135

Phe
Pro
Arg

Ser

Gly val
Ile Leu
Ser Pro
- ..185

Pro.Arg
200

Trp
val
Asp

Pro

Glu Leu
- - 45

Leu Trp

Leu Leu
60

Glu His

" 75

val

Thr

Trp

Ser
170 .

Arg

Arg

'Phe Gly

Trp Gly
Asp Pro
Gly Leu
I1e'Arg
155

Thr Leu
Arg Arg

Arg Arg

Gly
Leu

Asp

AsSp
Yal
133
Arg
Thr
Pro
Thr

ser
205

Met
30

ser
Thr
Ser
Leu

Ser

-110

Phe
Glu
Pro
Glu

Pro

190

G1ﬁ

Asp

Phe

Ala

Pro

Met

95

Arg
Arg
Thr
Pro
i

Ser

Ser

Thr
Ile
Ley
ser
His
80

Asn

Asp

GIn
val
Ala
160
Thr

Pro

Arg

Met Asp Ile Asp Pro Tyr Lys Glu Phe Gly Ser Ser Tyr Gln Leu Leu
1 5 10 15

Page 18

337574



Asn
. Thr
Ser
Leu
65

val
val
His
Pro
Glu
145

Pro

Arg

Phe
Ala
Pro
50

Thr
Arg
Arg
Thr
Ala
130
His
Arg

Arg

<210>

<211>

<212>
<213>

<400>

Leu

Thr
35

His

Lys
Thr
Gln
val
115
Pro
Thr
Arg

Arg

25

185

PRT

Pro Leu
20

Ala Leu
His Thr
Leu i1e
11é'I1e
85

ser Leu
100

GIn Glu
Tyr Arg

val Ile

Arg Thr
165

18 =

- 19

PAO41W0_sequence_listing.ST25. txt

Asp Phe Phe Pro Asp Leu Asn Ala Leu val
25 .30

Tyr Glu

Ala Ile
© 55

Ala ?rp
70

val Asn

Trp Phe
Phe Leu
Pro Pro

135
Arg Arg

Pro ser

GIn ser

Hepatitis B virus

25

get Asp Ile Asp Ero Tyr Lys

ser Phe Leu ;50 ser Asp Phe

Thr Ala ggr Ala Leu Tyr Arg

élu

40

Arg

Met

His
His
val
120
Asn
Arg

Pro

Pro

Glu

Phe

Glu
40

Glu
Gln
ser
val
Leu
105
ser
Ala
Gly

Arg

ser
185

Phe

Pro
25

Ala

Ser Pro His-His Thr Ala Leu Arg Gln
. 50 55

Leu Thr Gly

Ala Leu val
60

Ser Asn Ile
75

Asn Asp Thr
90

Ser Cys Leu
Phe Gly val
Pro Ile Leu

140
Gly Ala Arg

155

Ar
17

Arg Arg

Arg
45
cys

Thr

Trp

Glu His

Trb Asp

ser Glu

Gly Leh'
95 -

Phe Gly

110

Tr
12
ser
Ala

Ser

Thr Asn Cys

Gly Ala Thr
10

ser val Arg

Leu Glu Ser
SRR

Ala Ile Leu
. 60

Page 19

val

Asp

Pro

Cys

Glu Leu

Ile Arg
Thr Leu
ser Arg

GIn ser
. 175

15

Leu Leu
30
G1u.H§s

Trp Gly

Asp

Cys

6lu

Gln
80

Lys

Gln
Thr
Pro
Ser
169

Pro

Leu

Asp:

Cys

Giu

337574



Leu Met
65 .

ser Afg
Tlie Arg
Glu Thr

. Pro Pro
130

Glu Thr
145

Arg Thr
Arg Sef

<210>
<211>
<212>
<213>

- <400>

Thr
ASP
an
al
Ala
Thr
;fo
GIn

26
152
PRT

Leu
Leu

Leu

-100

Leu

TYI"

val
Ser

ser
180

20

' .PA041w0_sequente_1isting.STZS.txt

A1a ;gr Trp val Giy Asn ?gn Leu Glu Asp Pro

val val Asn Tyr val Asn
85 90

Leu Trp Phe
Glu Tyr Leu
Aég Pro Pro

© 135
val Arg Arg

150

Pro Arg Arg
165 .

Arg Glu Ser

Hepatitis B virus

26

'?et Asp Ile Asp gro Tyr Lys

Ser’ Phe

Thr Ala

Ser Pro
. © 50

Leu Met

65

Lys Gly

¢1y Leu

Léu ;50 Ser Asp Phe

Ala Ala Leu Tyr Arg
35

His His Thr Ala ggu

Thr Leu Ala Thr Trp
S 70

Gly Ser Arg Asp Leu
Y 85

Lys Phe Arg GIn Leu
- 100

His
val
120
Asn
Arg

Arg

Gln

Glu
pPhe
Asp
40

Arg
val
val

Leu

Ile
105
Ser
Ala
Asp

Arg

Cys
185

Phe
Pro
25

Ala
GlIn

Gly

val

Ser
Phe
Pro
Arg

ser
170

Gly
10

ser
Leu
Ala
fhr
Ser
90

Phe

Page 20

Thr
cys
Gly

Ile

Ala
val
Glu
Ile
Asn
75

Tyr

His

Asnh

Leu

val

Leu

140

Arg

Ser

Thr

Arg

ser

Leu

60

Leu

val

Ile

Met-GTy Leu
95

Thr Phe Gly
110

Trp Ile Arg

12

Ser Thr Leu
Ser Pro Arg

Pro Arg Arg
17

’

val Glu Leu

15

Asp Leu Leu
30 .

Pro Glu His
45

Cys Trp Gly

Glu Asp_G1§

Asn Thr Asn
.95

ser Cys Leu
110

Ala
80
Lys

Arg

Thr
Pro

Ar-
16

Arg

Leu

Asﬁ

Ccys
ASp
Gly
80

vaj

Thr

337574
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PAO41WO sequence_11st1ng ST25.txt
Phe Gly Arg Glu Thr val Leu g}g Tyr Leu val Ser ng Gly val Trp

Ile Arg Thr Pro Pro A1é'Tyr Arg Pro Pro Asn Ala Pro Ile Leu Ser
13 B 135 140 ) =

145

<210> 27
<211>
<212> DNA
<213>

<220>
<223>

<400> 27
cgagctcgcec

gctcgeecygg
ggaaaatcac
gtggtcggat
taaagttggt
tcctgcaccet
_atccatrege
ggaaactcac
ccttgaccct
gtgtcaccta
taacgacaat

atctctctcg

taacgcegtt

agatcctcta
gcgectatat
gcgerrgrtt
‘tctecttgea
ggctgettee
caatctgétc
ggctgcgece
ggcatccget
accgtcatca
tttttatagg
ggaaatgtgc

3635

cctggcttat
ggitcctcta
atggcaaata
ccaactcgtt
atagccgaac
aaaccggadg
acagtgattt
aaacgtaacg
actgeggcta
aatcgtatgt

atgtacaagc

‘taaactgceg

cegeacceeg
cgccggacge
cgccgacate
cggcgtagyt
tgcaccattc
taatgcagga
tgatgccgea
cgacacécgc
tacagacéag
ccgaaacgcg
ttaatgtcat

gcggaaccec

Thr Leu Pro Glu Thr I?S val Val

Art1f1c1a1 Sequence ‘

p1asmid pAP283—58 .

cgaaattaat
gaattttctg
agccaatgca
tatcaactac
tgaataatgt
gttgtgcaga
cagggtcagc
ttgacacact
tcgtatcgte
gtatgataca
ctaattgtgt
tcagagtcgg
gaaatggtca
atcgtggecg
accgatggdg
atggtggcag
cttgcggegg
gtcgcataag
tagttaagcc
caacaccege
ctgtgaccgt
céaggcagct
gataataatg
tatttgttta

acgactcact
cgcﬁcccatc
accgatcaca
attttcagca
ttcaggtcaa
tgcctgtgte
cgéaaacttg
cttcgegagce
tgatéctagt
taaggttatg
agcatctggc
tt#ggttgga
ccgaaccaaf
gcatcaccgg
aagatcgggc
gcccﬁgtggc
cggtgcttca
ggagagcgfc
aactccgcta
tgacgcgccc
ctccgggagce
tgaagacgaa
gtttcttaga

tttttctaaa
Page 21

atagggagac
c€cgggtggcyg
tctacagcaa
agtctgttac
tatgtatctg
attatgccga
gctaccttaa
ggcaacgccg
gcttaagctt
tattaattgt
ttactgaagc
égaaccttc;
cagcagggtc
cgcacacagt

‘tegecacttc

cgggggactg
acggcctcaa

gatatggtgc
tcgctacgtg
tgacgggctt
tgcatgtgtc
agggectegt
cgtcaggtgg
tacattcaaa

cggaattcga
cccaaagtga
ataaaattgt
gﬁcpacgtgt
fttataagcg
atgaaaacca
aagcagaatg
grttgggttt
gtattctata

agccgegtte

agaccctatc
gagtttctgg
atcgctagee
gcggttgctg
gggctf&tga
ttgggcgeca
cctactactg
actctcagta
actgggtcat
gtctgctece
agaggtttte
gatacgccta
cacttttcgg
tatgtatccg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380

1440

337574



ctcatgagac

attcaacatt

gctcacccag

ggttacatcg
cgttttecaa
gacgccggge
tactcaccag
gcfgccatga
ccgaaggagc
tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttccggety
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt
cttcattrtt
atccéttaac
tcttcttgag
ctaccagcag
ggcttcagca
cacttcaaga
. getgetgeca
gataaggcgc
. acgacctaca
gaagdgagaa
agggagcttc

tgacttgagc

agcaacgcgg
cctgcgttat

gctcgecgea

caatacgcaa
tggtcggtga
ggcgtcagoc

aataaccctg

tccgtgtcgc'

aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagégéaact
téacagaaéa
ccatgagtga
taaccgettt
agctgaatga
caacgttgcg
tagactggat
gctggttrat
cactggggcc
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagtfttc

atcctttttt

tggttrgtte
gagcgcagat
actctgtage
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
aggcggacag
cagggggaaa
gtcgatttrt
cctttttacg
cccctgatte
gccgagcgét
accgectetc
tcgccagggt
agccatcgga

22

PAO41w0_sequence;1isting.STZS.tkt

ataaatgctt

ccttattecec

gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt

_cggtcgecege

gcatcttacg

“taacactgcg
tttgcacaac

agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gtfccactéa
tctgcgegta
gccgjatcaa
accaaatact
accgcctaca

gtcgtgtctt

ctgaacgqgag

atacctacag
gtatccggta
cgcitggtat
gtga;gétﬁg
gttcctggce
tgtggataac
gagfgcagﬁg
cccgcjcgtt
gccgacgege
ﬁgctgtggta

caataatatt
ttrtttgcag
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggageeg
ccctctcgt;
agacégatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagaqc
atctgetgct
gagctaccaa
gtccttctag
técétcgqtc

.adcgggtfgg

ggttcgtgca
cgcgagcatt

-agcggcagag

ctttatagte
tcaggggagc
ttttgctgge
cgtattaceg
agtcagtgag
ggccgatteca
atctcgactg

tggccgtgea
Page 22

gaaaaaggaa

cattttgect

atcagttggg

agagttttcg
gcgeggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttce
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca
cctttgagtg
cgaggaagcg
ttaatgcagc
catggtgcac
ggtcgtaaat

gagtatgagt
tcctgttttt
tgcacgagtg
c;ccgaagéa
atcccgtatt
cttggttoag
attatgcagt
gatcggagga
ccrtgatcgt
gatgcctgta
agcttceegg
gcgeteggee
gtctcgeggt
ctagacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccacég
gaaggtaact
gttéggccac

gttaccagtg

atagttaccg
cttggagega
cacgcttece
agagcgcacg
tcgecaccte
gaaaaacgcc
catgttcttt
agctgatacc
gaagagcgec
tgtggtgtca
caatgctrct

cactgcataa

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2100.

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880

2940
3000
3060
3120

3180

3240
3300
3360
3420
3480

337574



ttecgtgtegce tcaaggcgca ctcccgttct ggataatgtt ttttgcgceg acatcataaCZ

23

PAO41W0 sequence 11st1ng ST25.txt

ggttctggca aatattctga aatgagctgt tgacaattaa tcatcgaact agttaactag

tacgcaagtt cacgtaaaaa gggtatcgcg gaatt

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

get A1a Asn Lys

28 .

131 -

PRT

28

val Trp Ser

Leu Arg Gln

Gly é1n
50

35

TYyr

Cys Ala Asp

Thr val

Ile

Trp Glu Thr

Ala Gly Leu

115

Tﬁr Thr Ala

- 130

- <210
<211
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

29
131
PRT -

Art1f1c1a1 Sequence .

Asp

20

Arg

val
Ala
Ser
His
100

Gly

Pro Met
5
Pro Thr
val Lys
ser val
Cys val
4 70
Gly Ser
85

Lys Arg

Phe Leu

-Bacteriophage AP205

GIn
Arg

val

Ala
Asn

Asp

AP205 coat protein

29

Pro Ile

Leu ser
25

Gly Ile
40
Lys Arg

Met Pro

Glu Asn

val Asp

Pro Thr
120

Thr'

10

Thr
Ala
Pro
Asn
Leu
90

Thr

Ala

ser Thr
The Phe
Glu Leu
Ala Pro

60

Glu Asn
75
Ala Thr

Leu Phe

Ala Ile

Ala
Ser
Asn
45

Lys
GIn
Leu

Ala

val
125

Asn
Ala
30

Ash
Pro
ser

Lys

ser

it’

sSer

val

Gly

Ile

Ala

95

Gly

110

Ser

-ser

Ile
Leu
ser
Gly
Arg
80

Glu

Asn

Asp

Met Ala Asn Lys Thr Met GIln Pro Ile -Thr Ser Thr Ala Asn Lys Ile
1 ~ 5 ' 10 15

val Trp Ser Asp Pro Thr Arg Leu ggr Thr Thr phe Ser Ala Ser Leu
: - 20 S .

Page 23

3540
3600

3635
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. Leu Arg'G1n
.. 1
Gly Gln Tyr

. 50 .

’ggé Ala Asp

Thr Qai Ile ser g}y ser

Trp Glu Thr His Lys Arg
) 100 -

'A1a Gly Leu
- 115

Arg val Lys
‘val ser val

Ala cys Vaf
.70

Gly Phe Leu

Thr Thr Ala-

130

<210> 30

<211> 3607
<212> DNA
<213>

<220>
<223

<400> 30
‘cgagetcgec

gctcgeccgg
acaatgcaac
.tcéaﬁta;at-
aataatgttt
agatgéctgt
agccgaaaac
ﬁc;éftcgcg_
_ gtctgatact
acataaggtt
tgtajcatct
cggttgggtt
caccgaacca
;cgcﬁtcacc

gaagatcggg.

cctggettat
ggatcctcta
cgatcacatc
trtcagcaag
caégtcaéfa
gtcattatgce
ttggctacct
agcggcaacg
actgcttaag
atgtattaat
ggcttactga
ancagaﬁct
ttcagcaggg
ggcgccacag

ctcgecactt

24

PA041wo_sequencé_1ist¥ng.5T25;tit

Artificial Sequence
plasmid pAP281-32

cgaaattaat

gattaaccca
tacagcaaat
tctgttacge
tgtatctgtt
cgaatgaaaa

taaaagcaga

ccggtttgag

cttgtattct
ggtagcegeg
agcagaccct
ctgagtttct
tcatcgﬁtag
gtgcggtgct
bgggctca;g

Ile Met Pro Asn Glu

;gr Lys Arg Pro Ala

75

Ala Glu Asﬁ Leu Ala
90

Asn val Asg Thr Leu
- 10 :

Agp Pro Thr Ala Ala
120

acgactcact
aégcgtagga
aaaaftgtgt
caacgtgtta
tataagegtc

ccaatccatt

‘atgggaéact

tttecttgac
atagtgtcac

ttctaacgac

atcatctcte
ggtaacgceg
ccagatcctc
ggcgectata
atcgctggtt

Page 24

val Gly 11e Ala Glu Leu Asn'Asn'Va1 ser
40 45

Pro L s.Pro G6lu Gly
60 |

Asn Gln Ser Ile Arg
80

Thr Leu Lys Ala Glu
95

Phe A]aISer Gly Asn
110

ITe val
125

Ser ser Asp

atagggagac cggaattcga

gtcaggccat
ggtcggatcec
aagttggtat

Ctgcacctaa

cgcacagtga

cacaaacgta
cctactgegg
Ctaaatcgta
aatatgtaca
tcgtaéactg
ttccgeacce
tacgccggac
tcgecgacat

tcecgectygg

ggcaaataag
aactcgttta
agécgaactg
accgaaggtc
tttcagggtc
acgttgacac
ctatcgtate
tgtgtatgat
agcctaattg
cqgtcagégt
cggaaatggt
gcatcgtoge
caccgatgag
tatggtggca

60

120

180

240
300
360
420
480

540
600

660
720

780
840
900

337574



ggceccgtog.

ggcggtgcte
gggagagcgt
caactccgct
@tgécgcgcc
tctccjggag
ttgaagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
ctrttttgcg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat
afégcatgag
ccaacttact

tggdggatca

acgacgagcg

ctggcgaact
aagttgcagg
ctggagccgg

cctccegtat

gacagatcgc
actcatata#
agatcctttt
cggtéagacc
tctgetgett
agctaccagc
tccttctagﬁ
acctcgetet
ccgggttgga
gttcgtgcac

" gcgagcattg

cccgggggac,

aacggectea.
;gatatggtg
atcgctacgt
ﬁtgacgggct
ctgcatgtgt

aagggecteg

acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
geattttgce
gatcagttgg
gagagttttc
gtcgcggtat
tctcagaatg
agtaagagaa
tctgacaacg
tgtaactcgc
tgacaccacg
acttﬁctcf;
accacttctg
tgagcgtggg
cgtagttatc
tgagataggt

actttagatt

tgataatctc
ccgtagaaag
gcaaacaaaa
tcitittch
gtagccgtag
gctaatcctg
ctcaagacga
acagcccage

agaaagcgcc

PAO41W0_sequence_listing.ST25.txt

tgttgggcge
acctactact
céctctcﬁgt
gacfggbéca’
tgtctgcttc
tagaggtttf]
;gataéécct
gcacttttcg
atatgtatcc
agégtatgég
itccfgt;tt

gtgcacgagt

gceccgaaga
tatccegtat
acttggtggf
ttatgcagtg
atcggaggac
cttgatcgtt
atgcctgtac
gcttcecgge
égctéggépc
tctegeggta
tacacgacgg
gcctcactga

gatttaaaac

_atgaccaaaa

atcaaaggat
aaaccaccge
aaggfaaé;é
ttaggccace
ttaccagtag
faggtaccgg
ttggagcgaa

acgctteceg

25

catctccttg
gggctgettc
acaatctgct
tggctgcgcc
cggcatccgc
caccgtcéfc
atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
fgc;cac;ca
gggttacatc
acgtttttca
téacgccggg
écctacéagt
ctgccataac
cgaaggagét
gggaaccgga
gaacggcaaé
aacaattaat
ttccggetgg
tcattgcage

ggagtcaggc

ttaagcattg
ttcattttta
tcccttaacg
cttcttgaga
taccagcggt
gcttcagcag
acttcaagaa
ctgctgecag
ataaggcgca
cgacctacac

aagggagaaa

‘page 25

catgcaccat
ctaatgcégg
;tgatgbcgc
cegacacceg
ttacagacaa
accgaaacge
gttaatgtca
cgcggaccpc
caataaccct
ttccgtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caégagcaac
cacagaaaag

catgagtgat

aaccgctttt,

gctgaatgaa
aacgttgcge
agactggatg
ctggtttatt
actggggcca
aactatggat
gtaactgicé
atftaaéagq
tgagtt;t;g
tccttttttt
ggtttgtttg
agcgcagata
ctctgtagea
tggtgataag
gcggteaggce
cgaactgaga

ggcggacagg

tccttgegge
agtcgcataa
atajttaagc

ccaacacceg

gctgtgaccg

gcgaggeagce
tgataataat
ctattggttt
gataaatgct

cccttattce

tgaaagtaaa
tcaacagegg
cttttaaagt
tcggtegecg
catéttécgg
aacactgegg
ttgcacaaca
gccataccaa
aaactattaa
gaggcggata
gctgataaat
gatggtaagc
ﬁaacgaaa;a
gaccaagttt
atctaggtga
ttccactgag
ctgcgegtaa
ccggatcaag
ccaaatactg
ccgectacat
tcgtgtetta
tgaacggggg
tacctacagc

tatccggtaa

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

337574



gcggcagggt
tttatagfc;
caggggggcy
ttggctggec
gtattaccgc
cgagtcagtg
ttggccgatt
gcatctcgac
tatggccegtg
ctggataatg
ggtgacaatt
cggaatt

e 3
3 &

<220>
<223>

<400> 31

cggaacaaga
tgtcgggttt
gagcctatag
ttttgcteac
ctttgagtga
agcgaggaag

cattaatgca

tgcatggtgc
caggtcgtaa
ttttttgegg

aatcatcgaa

26

PAO41WO_sequence_listing.ST25.txt

gagcgcacga
cgccacctct
aaaaacgcca

atgttcttte

gctgataccg

Cggaagagcg
gctgtggtgt
accaatgctt
atcactgcat
cgaéatcaté

ctagttaact

Artificial Sequence

N-terminal linker

Eys Gly Asp Glu §1y Gly

<210> 32
<211l> 6
<212> PRT
<213>

<220>
<223>

<400> 32

Artificial Sequence

c-terminal linker

g1y Gly Glu Asp gly Cys

<210> 33
<211> §
<212>
<213>

<220>
<223>

<400> 33

PRT

Linker

Gly Gly Lys Gly Gly
1 5

<210> 34

Artificial sequence

gggagcttec
gacttgagcg
gcaacgegge
ctgcgttatc
ctcgcegeag
cccaatacge
catggtcggt
ctggegtcag
aattcgtgtc
acggttctgg
agtacgcaag

Page 26

agggggaaac
tcgattfttg
cttttacgg
ccctgattct
ccgaacgace
aaaccgcct&
gatcgccagg
gcagccatcg
gctcaaggeg
caﬁataftcf

ttcacgtaaa

gcctggtatc
tgatgctegt
ttcctggect
gtggataacc
gacggcgcag
tccécgcg;g
gtgécgaégc
gaagctgtgg

cactcecgtt

gaaafgagct
aagggtatcg

3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600

3607

337574



-

<211>
<212>
<213>

<220>
<2?3>

. <220>

<221>
<222>
<223?

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

27

3 PAO41wo_sequence_1isting.ST25.txt
PRT
Artificial Sequence

N-terminal g1y;iné Tinker

REPEAT
1)..Q

Glycine can be repeated from zero to five times

REPEAT
(3)..3)

G1yc1ne can be repeated from zero to twelve times
34

g]y Cys Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

35

9

PRT

Artificial Sequence

N terminal glycine serine Tinkers

(1)..(1)
Glyc1ne can be repeated from zero to five times’

REPEAT )
(3..3
G1yc1ne can be repeated from zero to ten times

REPEAT
“4)..(4)
ser1ne can be repeated from zero to two times

REPEAT _
(5)..(9)

These residues can be repeated from zero to three times as a
group

35

g]y Cys Gly Ser g]y Gly Gly Gly ser

<210>
<21l>
<212>
<213>

<220>
<223>

36

3

PRT

Artificial Sequence

c-terminal glycine linker

Page 27
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.<220>
<221>
<222>

<223>_

<220>
<221>
T <222>
<223>

<400>.

28

PA041mo_sequence_listing.STZS.txt

REPEAT
(.. .
G1yc1ne can be repeated from zero to twelve t1mes

REPEAT
(3)..(3

Gch1ne can be repeated from zero to five times
36 |

G1y.Cys Gjy
1 .

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<226>'

<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> .

10
PRT N
Artificial Sequence

C terminal glycine serine Tinkers

REPEAT
(1)..(D
G]yc1ne can be repeated from zero to ten times

REPEAT _
(..
Ser1ne can be repeated from zero to two times

REPEAT

(3)..(7

These res1dues can be repeated. from zero to three times as a
group

REPEAT
(8)..(8)

Glyc1ne can be repeated from zero to eight times

REPEAT .
(10),.(10)
G1yc1ne can be repeated from zero to five t1mes

37

Gly ser Gly 6ly Gly Gly Ser Gly Cys Gly
1 5 10

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>

38
PRT
Artifici a'l Sequence

G1ycine serine linker

Page 28
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<221>
<222>
<223>

<400>

29-

. PAO41WO_sequence_listing.ST25.txt
REPEAT :

..5) | : .
These residues can be repeated any times as a group

38

g1y Gly Gly Gly ger

<210>
<211>
<212>
1<213>

<220>
<223

<400>

gys Gly Asp Lys,;hr His Thr Ser Pro Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

39

10

PRT . -
Artificial Ssequence
N-terminal gammal
39

10

40

10

PRT .
Artificial sequence

C-terminal gamma 1
40

Asp Lys Thr His Thr Ser Pro Pro Cys Gly
1 _ 5 10

. «210>
<211>
<212>

<213>_

<220>
<223>

<400?

Cys Gly Gly Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser Ser Gly Gly Ala
1 77 s | 10 15

Pro

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

;ro'Lys Pro ser ghr Pro Pro Gly ser igr Gly Gly Ala pro g}y Gly

41

17

PRT ,
Artificial sequence

N—términa1'gamma,3
41

42
18
PRT o
Artificial Sequence’.

C-terminal gamma 3
42

Page 29
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—

' PA041ﬂo_sequence_1isting.STZS.txt

Cys Gly

210>

<211>
<212>
<213>

<2205
<223>

<400>

43

6 .

PRT .

Artificial Sequence

N-terminal glycine Vinker
43

g1y Cys Gly Gly g1y Gly

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

44

6

PRT

Artificial Sequence

C-terminal glycine linker
44

g1y Gly Gly Gly gys Gly

<210>
<211>
<212>»
<213>

<220>
<223>

~ <400>

45

6

PRT

Artificial Sequence

30

c-terminal glycine-lysine linker

45

g1y Gly Lys Lys ?1y Cys

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

46

6

PRT .
Artificial Sequence

N-terminal glycine-lysine Tinker

46

gys Gly Lys Lys g1y Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

47

4

PRT

Artificial Sequence

pPage 30
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<223>
<400>

C termnna1 Tinker
47

§1y G1j Cys Gly

. <210>

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400;

48
37

-DNA '
Artificial sequence

o1?gonuc1eo;ide priueb
48 '

ggtaacatcg gtcgagatgg aaaacaaact ctggtcc

" «210>

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

- 49

37
DNA . -.
Art1f&c1a1 Sequence

01igonuc1eotide primer '
49

ggaccagagt ttgttttcca tctcgaccga tgttace

<210>
<211>

- <212>

<213>

<220>
<223>

- <400>

50

22

DNA

Artificial sequence

. oTigonuc1eotide primer

50

agctcgeccg gggatcctct ag

 <210>
. <211>
T <212>

<213?

<220>
<223>

<400>
cgatgcattt catccttagt tatcaatacg ctgggttcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

<223>

<400>

51

40

DNA

Artificial ‘Sequence

oliQonuc1eot1de prime;
51

52

36

DNA

Art1f1c1a1 Sequence

o1igonuc1eotide primer
52

ggcaaaatta gagactgtta ctttaggtaa gatcgg

Page 31
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37

37

2

40

36

337574



<210>
<211>
<212>
<213>
é220>
<223>
‘<400>

53
36 - _
DNA. '
Artificial Sequence

01igonuc1eotidé primer

53

ccgatcttac ctaaagtaac agtctctaat tttgcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

54

33

DNA

Art1f1c1a1 Sequence

OTigonucleotide primer
54

ggccatggea cgactcgaga ctgttacttt agg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

55

DNA ’
Art1fﬁc1a1 Sequence
oTigonucleotide primer
55 '

gatttaggtg acactatag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220> .

<223>

<400>"

56
37

DNA '
Art1f1q1a1 Sequence

01igbnuc1éotide primer
56

gatggacgtc aaactctggt cctcaatccg cgtgggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220

- <223>

<400>

37
37

DNA - . g
Artificiaj Sequence

.o1igonuc1eotide primer

57"

ccccacgcgg attgaggacc agagtttgac gtccatc

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>

58

31

DNA

Artificial sequence

ECORIHBcAgQ(sS) primer

32

PA041w0_sequeﬁce_Jisfing.STZS.txf
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33

19

37

37
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PA041w0 sequence_]1st1ng ST25.txt
<400> 58 .

ccggaattca tggacattga cccttataaa g

<210> 59

<211> 51 _

<212> DNA :
<213> Artificial Ssequence

<220> R
<223> LyS-HBcAg(aS) primer

<400> 59 ' o
cctagageca cctttgecac catcttctaa attagtaccc acccaggtag c

<210> 60

<211> 48

<212> ODNA

<213> Artificial Sequence

<220> - | o
<223> Lys-HBcAg(s) primer

<400> 60
gaagatggtg gcaaaggtgg ctctagggac ctagtagtca gttatgtc

<210> 61

<211> 38

<212> DNA ’
<213> Artificial, Sequence _

<220> S . -
<223> HscAg(1—149)H1nd(as) primer

<400> 61
cgcgtcccaa gettctaaac aacagtagtc tccggaag

<210> 62

<211> 37

<212> DNA -

<213> Art1f1c1a1 Sequence

<220> C
<223> 48as primer

_<400> . 62 ’ ’ '
.gtgcagtatg gtgaggtgag gaatgctcag gagactc

<210> 63
<211> 37
<212> DNA. . .
<213> Artificial sequence

<220> -
<223> 48s primer

<400> 63 '
gagtctcctg agcattcctc acctcaccat actgcac

<210> 64

<211> 33

<212> DNA

<213> Art1f1c1a1 Sequence

‘Page 33
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34

PAO41WO_sequence_listing.ST25.txt

<220>
<223> - 107as primer

<400> 64
cttccaaaag tgagggaaga aatgtgaaac cac

<210> 65

<211> 47

<212> DNA :

<213> Art1f1c1a1 Sequence

<220>
<223> HBcAgl49hind-as

<400> 65

cgcgtcccaa gettctaaac aacagtagtc tccggaageg ttgatag.

<210> 66

<211> 33

<212> DNA

<213> Art1f1c1a1 Sequence

<220>
<223> 107s primer

<400> 66 ,
gtggtttcac atttcticcc tcacttttgg aag

<210> 67

<211> 38

<212> DNA .

<213> Artificial Sequence

<220> .
<223> HBcAgthindIIII primer

- <400> 67

cgcgtcccaa gcttctaaca ttgagattcc’ cgagattg

" <210> 68

<211> 10
<212> PRT
<213> Artificial Ssequence

<220>
<223> epitope CeH3

<400> 68
¥a1 Asn Leu Thr ;rp ser Arg Ala ser GSy

<210> 69
<211> 51
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> CeH3fwd primer

<220>
Page 34

33

" 47

33

38
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: 35

<221> Cps
<222> (1..(5D
<400> 69

gtt aac ttg acc tgg tct cgt gct tct g?t gca tcc agg'git cta gta
{aI Asn Leu Thr ;rp Ser Arg Ala Ser goy Ala Ser Arg Asp &gu val

PAb41w0~sequence_]isting.sfzs.fx;

gtc
val

<210> 70

<211l> 17

<212> PRT .

<213> Artificial sequence

<220> .- . .
<223> . CeH3fwd primer

<400> 70

val Asn Leu Thr Trp Ser Arg Ala Ser Gly Ala Ser Arg Asp Leu Val
1 - 5 10 15
val

<210> 71

<211> 51

<212> . DNA

<213> Artificial sequence
<220>

<223> CeH3rev primer

<400> 71 . )
accagaagca cgagaccagg tcaagttaac atcttccaaa ttattaccca c

<210> 72
<211> 7 -

<212> PRT _ - ,
"<213> Artificial Sequence

<220¥ . .
<223> CeH3rev primer peptide

| <400> 72
gsp Glu Leu Asn gsn Gly val

-<210> 73

<211> 31

<212> DNA _
<213> Artificial Sequence

<220> : .
<223> HBcAg-wt EcoRI fwd primer

<400> 73 .
ccggaattca tggacattga cccttataaa g

Page 35
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- PAO41wO_sequence_11sting.ST25. txt

<210> - 74
<211> 38
<212> DNA . :
<213> Artificial Sequence

<220> . . S

<223> HBCAg-wt Hind III rev primer

<400> 74 - ; -
cgcgtcccaa gcettctaaca ttgagattcc cgagattg : 38

<210> 75

<211> 6

<212> PRT ]
<213> Homo sapiens

<400> 75 _
isb Ala Glu phe l;rg His

<210> 76

<211> 6 -

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 76

Asp Ala Glu phe Gly His

1 5

<210> 77

<211> 9.

<212> PR )
<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Abeta 1-6 GGC

<400>. 77 _
gsp Ala Glu Phe_?rg His Gly ély Cys

<210> 78

<211> 9

<212> PRT . )
<213> Artificial Sequence

<220> . . .
<223> murine Abeta 1-6 GGC

<400> 78 , |
st Ala Glu Phe §1y His Gly Gly Cys
<210> 79

<211> 28

<212> DNA
<213> Artificial .Sequence

Page 36
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<220> )
<223> primer pl.44

<400> 79 _ '
aaccatggca aataagccaa tgcaaccg

<210> 80

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Seguence

<220> .
<223> primer pl.45

<400> 80 :
aatctagaat tttctgcgca cccatcccgg

<210> 81

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial ‘Sequence

<220>
<223> primer pl.46

<400> 81
aaaagcttaa gcagtagtat cagacgatac

<210> 82

<211> 43

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> primer pl.47

<400> 82

gagtgatcca actcgtttat caactacatt ttcagcaagt ctg

<210> 83

<211> 43

<2]12> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> primer pl.48

<400> 83

cagacttgct gaaaatgtag ttgataaacg agttggatca ctc

<210> 84

<211> 6

<212> PRT =
<213> homo sapiens

<400> 84
Asp Ala Glu Phe Arg His
1 S

<210> 85
<211> 6

37

page 37
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38

PA041ﬁb;sequencé;]isting.STZS.txt

<212> PRT . o
<213> oOryctolagus cuniculus

' <400> 85
- isp Ala Glu Phe grg His

<210> 86

<211> 6 .

<212>. PRT

<213> Xenopus laevis

" <400> 86
Asp ser Glu Tyr org His

<210> 87

<211> 6

<212> PRT L
<213> Rattus norvegicus

<400> 87
isp Ala Glu phe §1y His

<210> 88

<211> 6

<212> PRT

<213> cavia porcellus

<400> 88
gsp Ala Glu phe grg His

<210> 89

<211> 15

<212> PRT

<213>. Mus musculus

<400> 89

Xa]IHis Glu Pro ?is Glu Phe Arg His,ggl Ala Leu Asn Pro

.<210> 90
" <211> 6
<212> PRT . .
<213> Mus musculus

<400> 90
Iyr Tyr Glu phe grg His

<210> 91

<211> 42

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Page 38
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. <400> 91
fAsp Ala Glu
1 -

Leu val Phe

Phe Arg
5

phe Ala
20

" Gly Leu Met val Gly
' " 35 :

- <210>
<211l>
<212>
<213>

<400>

92
770
PRT
Homo

92

) lilet Leu Pro

ATQ
Gln
Asn
."Thr
6?

- Gln

Trp

Ile

va1
Glu
145
Lys

- Asp

Leu

Ile
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