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€ (57) Abstract: The invention relates to a papillomavirus T-cell epitope with an amino acid sequence (I) andfor a fanctionally active
& derivative therof, and the use of the above in diagnostics and therapy.

3 (57) Zusammenfassung: Die vorliegende Erfindung betrift ein Papillomavirus T-Zell-Bpitop mit einer Aminoséiuresequenz
und/oder eine funktionell aktive Variante davon, sowie ihre Verwendung in Diagnostik und Therapie.
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T-Zellepitope des Papillomavirus L1- und E7-Proteins und ibre Verwendung
in Diagnestik und Therapie

Die vorliegende Erfindung betrifft ¢in Papillomavirus T-Zell-Epitop mit einer

Aminoséuresequenz

YLPPVPVSKVVSTDEYVART, STDEYVARTNIYYHAGTSRL, VGHPYFPIKKPNNNKILVPK,
GLQYRVFRIHLPDPNKFGFP, WACVGVEVGRGQPLGVGISG, QPLGVGISGHPLLNKLDDTE,
QLCLIGCKPPIGEHWGKGSP, LELINTVIQDGDMVDTGFGA, DMVDTGFGAMDETTLQANKS,
VTVVDTTRSTNMSLCAAIST, TTYKNTNFKEYLRHGEEYDL, IFQLCKITLTADVMTYIHSM,
PPPGGTLEDTYRFVTSQAIA, REVTSQAIACQKHTPPAPKE, LKKY TFWEVNLKEKFSADLD,
PLGRKFLLQAGMHGDTPTLH, YCYEQLNDSSEEEDEIDGP4, VGNPYFRVPAGGGNKQDIPK,
GGNRQDIPKVSAYQYRVFRV, STYNPETQRLVWACAGVEIG, [YNPETQRL,
PDYLQMSADPYGDSMFFCLR, GDSMFFCLRREQLFARHFWN,
NNGVCWHNQLFVTVVDTTRS, PPPPTTSLVDTYRFVQSVAL YREVQSVAITCQKDAAPAEN,
PYDRLKFWNVDLKEKFSLDL, YPLGRKFLVQAGMHGPKATL, MEGPKATLQDIVLHLEPQNE,
VDLLCHEQLSDSEEENDEID, SEEENDEIDGVNHQHLPARR, SSADDLRAFQQLFLNTLSFV,
NTDDYVTRTSIFYHAGSSRL, FYHAGSSRLLTVGNPYFRVP, PQRHTMLCMCCKCEARIKLY,
GMHGPKATL, HGPKATLQDI, MHGPKATL oder FQQLFLNTL

" und/oder eine funktionell aktive Variante davon, sowie ihre Verwendung in Dia-

gnostik und Therapie.

Die Papillomviren, anch Warzenviren genannt, sind doppelstringige DNA-Viren
mit einer GenomgroBe von etwa 8000 Basenpaaren und einem Ikosaeder-
formigen Kapsid mit einem Durchmesser von ca. 55 nm. Bis heute sind mehr als
100 verschiedene humanpathogene Papillomavirustypen (HPV) bekannt, von de-
nen einige, zB. HPV-16, HPV-18, HPV-31, HPV-33, HPV-39, HPV-45, HPV-52
oder HPV-58, bosartige Tumore und andere, zB. HPV-6, HPV-11 oder HPV-42

gutartige Tumore verursachen kinnen.

JP 2004-514449 A 2004.5.20



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(52)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

20

30

Das Genom der Papillomaviren [aBt sich in drei Bereiche unterteilen: Der erste
Bereich betrifft eine nicht-kodierende Region, die Regulationselemente fiir die
Transkription und Replikation des Virus enthilt. Die zweite Region, sogenannte
E-(Early)Region enthilt verschiedene Protein-kodierende Abschnitte E1-E7, von
denen z.B. das E6- und das E7-Protein fiir die Transformation von Epithelzellen
verantwortlich sind und das El-Protein die DNA-Kopienzahl kontrolliert. Bei der
E6- und E7-Region handelt es sich um sogenannte Onkogene, die auch in bésartig
entarteten Zellen exprimiert werden. Die dritte Region, auch L-(Late)Region ge-
nannt, enthélt zwei Protein-kodierende Abschnitte L1 und L2, die fiir Struktur-
komponenten des Viruskapsids kodieren. Das L1-Protein ist zu tiber 90% im vi-
ralen Kapsid vorhanden, wobei das Verhiltnis von L1:12 im allgemeinen 30:1 ist.
Unter dem Begriff L1-Protein versteht man im Sinne der vorliegenden Exfindung
das Hauptkapsid Protein der Papillomaviren (Baker T. et al. (1991) Biophys. J.
60, 1445).

In tiber 50% der Félle wird HPV-16 mit Gebérmutterhalskrebs (Cervixcarcinom)
in Verbindung gebracht. HPV-16 ist der Hauptrisikofaktor fiir die Ausbildung von
cervicalen Neoplasien. Das Immunsystem spielt eine wichtige Rolle beim Fort-
schreiten der Krankheit. So sind vermutlich zelluldre Immunantworten und insbe-
sondere Antigen-spezifische T-Lymphozyten wichtig fiir den Abwehrmechanis-
mus. Es wurde weitethin gefunden, daB in hochgradig malignen cervicalen intra-
epithelialen Neoplasien (CIN II/III) und cervicalen Tumoren das E7-Gen konsti-
tutiv in allen Schichten des infizierten Epithels exprimiert wird. Daher wird vor
allem das E7-Protein als potentielles Tumorantigen und als Zielmolekil fiir akti-
vierte T-Zellen betrachiet (siche z.B. WO 93/20844). Die E7-induzierte zellulire
Immunantwort im Patienten ist aber anscheinend nicht stark genug, um den
Krankheitsverlauf zu beeinflussen. Die Immunantwort kann eventuell durch ge-

eignete Impfstoffe verstirkt werden.
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Es konnte gezeigt werden, daf die Expression des L1-Gens bzw. die Coexpressi~
on des L1- und L2-Gens zur Bildung von Capsomeren, stabilen Capsomeren,
Capsiden oder Virus-ghnliche Partikel (VLPs fiir virus-like particle) filhren kann
(siehe z.B. WO 93/02184, WO 94/20137 oder WO 94/05792). Unter Capsomeren
versteht man eine oligomere Konfiguration, die aus fiinf L1-Proteinen aufgebaut
ist. Das Capsomer ist der Grundbaustein, ans denen virale Capside aufgebaut sind.
Unter stabilen Capsomeren versteht man Capsomere, die nicht dazu in der Lage
sind sich zu Capsiden zusammenzusetzen. Unter Capsiden versteht man die Hiille
des Papillomavirus, die beispielsweise aus 72 Capsomeren zusammengesetzt ist
(Baker T. et al. (1991) Biophys. J. 60, 1445). Unter VLP versteht man ein Capsid,
das morphologisch und in seiner Antigenitét einem intakten Virus gleicht. Die
VLPs konnten zur Ausldsung einer humoralen Immunantwort, die durch Bildung
von neutralisierenden Antikérpern charakterisiert ist, in verschiedenen tierischen
Systemen verwendet werden. Die Bildung von virus-neutralisierenden Antikér-
pern gegen L1~ und/oder L2-Protein ist jedoch von geringerer klinischer Bedeu-
tung, wenn die Virusinfektion bereits stattgefunden hat, da fiir die Eliminierung
virus-infizierter Zellen keine Antikérper, sondern eine virus-spezifische zytotoxi-
sche T-Zell-(CTL)-Antwort notwendig zu sein scheint. Und obwohl VLPs in der
Lage sind eine zytotoxische T-Zell-Antwort auszuldsen, scheint eine ausschlief-
lich gegen die Kapsidproteine L1 und/oder 1.2 gerichtete Immunantwort nicht zur

Bekimpfung eines durch Papillomaviren bedingten Tumors geeignet,

Es wurden daher sogenannte chimére Papillomavirus-shnliche Partikel (CVLPs
fir chimeric virus-like particle) entwickelt, die aus einem HPV-16 Fusionsprotein
des Kapsidproteins L1 und des potentiellen Tumorantigen E7 bestchen (WO
96/11272 und Miiller, M. et al. (1997) Virology, 234, 93). Die CVLPs I6sten nur
im geringen MaBe eine gegen das E7-Protein gerichtete humorale Immunantwort
aus (Miiller, M. et al. (1997), supra). Einige der getesteten CVLPs induzieren je-
doch tatsichlich die erwlinschte E7-spezifische zytotoxische T-Zellantwort in
Méusen (siehe auch Peng S. et al. (1998) Virology 240,147-57). CVLPs sind des-
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halb sowoh! fiir die Entwicklung eines Impfstoffes als auch fiir die Behandlung
bereits bestehender Infektionen und daraus resultierender Tumore interessant, da
die tiber MHC-Molekile der Klasse I-prasentierten E7-Peptide von Tumorzellen

Zielmolekiile von zytotoxischen T-Zellen darstellen wiirden.

Einem Impfstoff bestehend aus CVLPs liegt das Prinzip der Pseudoinfektion der
Zellen durch die CVLPs zugrunde. Dies bedeutet, daff die CVLPs wie Viren in die
Zelle gelangen, dort zu Peptiden prozessiert werden, die Peptide dann auf MHC-
Klasse I und II-Molekiile geladen werden und letztendlich CDS8- bzw. CD4-
positiven T-Zellen prasentiert werden. CD8-Zellen konnen als Folge dieser Sti-
mulation zu zytotoxischen T-Zellen differenzieren und dann eine zellulire Im-
munantwort bewirken, CD4-Zellen hingegen entwickeln sich zu T-Helferzellen
und stimulieren B-Zellen zu einer humoralen oder CD8-positive T-Zellen zu einer
zytotoxischen Immunantwort und kénnen selbst die Lyse von infizierten Zellen

induzieren.

Kleine Peptide kénnen bereits auf der Zelloberfléche an MHC-Klasse I-Molekiile
binden und dann ohne weitere Prozessierung CD8- oder CD4-positive Zellen zu
einer zelluldren Immunantwort stimulieren. Ein bestimmtes Peptid kann jedoch
nur durch bestimmte MHC-Molekiile gebunden werden. Durch den grofien Poly-
morphismus der MHC-Molekille in natiitlichen Populationen kann deshalb ein
bestimmtes Peptid lediglich durch einen kleinen Teil einer Population gebunden
und prasentiert werden. Unter Prdsentation im Sinne der vorlieécndcn Erfindung
wird verstanden, wenn ein Peptid oder Proteinfragment an ein MHC-Molekiil
bindet, wobei diese Bindung beispielsweise im endoplasmatischen Retikulum, im
extrazelluldren Raum, den Endosomen, Proendosomen, Lysosomen oder Protyso-
somen, stattfinden kann, und wenn dann dieser MHC-Molekiil-Peptid-Komplex
auf der extrazelluldren Seite der Zellmembran gebunden ist, so daf er durch Im-

munzelfen spezifisch erkannt werden kann.
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Da CVLPs sowahl eine zelluldre als auch humorale Immunantwort auslosen und
nicht MHC-restringiert sind, eignen sich diese Partikel generell zur Entwicklung
von Impfstoffen, indem die Fahigkeit zur Partikelbildung durch einen LI-Anteil
zur Verfligung gestellt wird und ein zusitzlicher Antigenanteil an diesen L1-
Anteil fusioniert wird.

Bei der Entwicklung derartiger CVLPs ist es unbedingt notwendig, ein funktio-
nelles Testsystem zur Verfiigung zu haben, mit dem man direkt die Immunogeni-
tét von CVLPs untersuchen kann. Ein derartiges Testsystem sollte die Eigenschaft
besitzen, da CVLPs mit unterschiedlichen Antigenanteilen mit demselben Test-
system untersucht werden kénnen. Da fiir immunologische Therapieverfahren von
Tumoren oder Viruserkrankungen die zellulire Immunantwort von entscheidender
Bedeutung ist, stellte sich die Aufgabe, die durch CVLPs vom Typ 16 bzw. 18

hervorgerufene zelluldre Immunantwort mefbar zu machen.

Die Losung dieser Aufgabe gelang durch die Identifikation von HPV-16 bzw.
HPV-18 T-Zell-Epitopen, die in Verbindung mit MHC-Molekiilen in vivo und in
vitro beispielsweise eine zytotoxische T-Zellantwort auslssen. Die erfindungsge-

méBen Peptide haben daher die Sequenz

YLPPVPYSKVVSTDEYVART, STDEYVARTNIY YHAGTSRL, VGHPYFPIKKPNNNKILVPK,
GLQYRVFRIHLPDPNKFGFP, WACVGVEVGRGQPLGVGISG, QPLGVG[SGHPLLNKLDDTE,
QLCLIGCKPPIGEHWGKGSP, LELINTVIQDGDMYDTGFGA, DMVDTGFGAMDFTTLQANKS,
VTVVDTTRSTNMSLCAAIST, TTYKNTNFKEYLRHGEEYDL, IFQLCKITLTADVMTYIHSM,
PPPGGTLEDTYRFVTSQAIA, RFVTSQAIACQKHTPPAPKE, LKKYTFWEVNLKEKFSADLD,
PLGRKFLLQAGMHGDTPTLH, YCYEQLNDSSEEEDEIDGPA, VGNPYFRYPAGGGNKQDIPK,
GGNKQDIPKVSAYQYRVFRYV, SIYNPETQRLVWACAGVEIG, IYNPETQRL,
PDYLQMSADPYGDSMFFCLR, GDSMFFCLRREQLFARHFWN,
NNGVCWHNQLFVTVVDTTRS, PPPPTTSLVDTYRFVQSVAL YRFVQSVAITCQKDAAPAEN,
PYDKLKFWNVDLKEKFSLDL, YPLGRKFLVQAGMHGPKATL, MHGPKATLQDIVLHLEPQNE,
VDLLCHEQLSDSEEENDEID, SEEENDEIDGVNHQHLPARR, SSADDLRAFQQLFLNTLSFYV,
NTDDYVTRTSIFYHAGSSRL, FYHAGSSRLLTVGNPYFRVP, PQRHTMLCMCCKCEARIKLY,
GMHGPKATL, HGPKATLQDI, MHGPKATL oder FQQLFLNTL.
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Potentielle Epitope sind bereits in Kast et al., (1994) Journal of Immunology 152,
3904-3912 publiziert. Allerdings wird in dieser Publikation lediglich gezeigt, daB
diese Peptide an HLA Al Molekiile binden kénnen, jedoch nicht, daB tatssichlich
ein zytotoxische T-Zellantwort ausgeldst werden kann. Des weiteren sind keine
Daten aufgefiihrt, die dokumentieren, daBl die Peptide als Bestandteil eines Pro-
teins durch T-Zellen erkannt werden. Es wurde vielfach gezeigt, daB Peptide, die
per se an HLA-Molekiile binden, nicht notwendigerweise auch durch T-Zellen
erkannt werden. Des weiteren ist bekannt, daB T-Zellen, die zwar ein Peptid er-
kennen, mefibar dadurch daf sie sich durch das Peptid zu einer T-Zellantwort in-
duzieren lassen, nicht notwendigerweise auch Zellen erkennen, die mit ganzen
Proteinen — enthaltend das entsprechende Peptid ~ beladen wurden. Dies ist da-
durch zu erkléren, daB oft Peptide Proteaseschnittstellen enthalten, innerhalb derer
die Peptide wihrend der Prozessierung der ganzen Proteine in der Zelle geschnit-
ten und somit zerstdrt werden und somit nicht mehr durch T-Zellen erkannt wer-
den kdnnen. Diese Problematik wird beispielsweise in Feltkamp et al. (1993), Eur.
1. Immunol. 23: 2242-2249 bestitigt.

Die vorliegende Erfindung betrifft daher ein T-Zell-Epitop mit einer Aminosiure-

sequenz

YLPPVPVSKVVSTDEYVART, STDEYVARTNIY YHAGTSRL, VGHPYFPIKKPNNNKILVEK,
GLQYRVFRIHLPDPNKFGFP, WACVGVEVGRGQPLGVGISG, QPLGVGISGHPLLNKLDDTE,
QLCLIGCKPPIGEHWGKGSP, LELINTVIQDGDMVDTGFGA, DMVDTGFGAMDFTTLQANKS,
VTVVDTTRSTNMSLCAAIST, TTYKNTNFKEYLRHGEEYDL, IFQLCKITLTADVMTYIHSM,
PPPGGTLEDTYRFVTSQAIA, RFVTSQAIACQKHTPPAPKE, LKKYTFWEVNLKEKFSADLD,
PLGRKFLLQAGMHGDTPTLH, YCYEQLNDSSEEEDEIDGPA, VGNPYFRVPAGGGNKQDIPK,
GONKQDIPKVSAYQYRVFRYV, SIYNPETQRLVWACAGVEIG, IYNPETQRL,
PDYLQMSADPYGDSMFFCLR, GDSMFFCLRREQLFARHEWN,
NNGVCWHNQLFVTVVDTTRS, PPPPTTSLVDTYRFVQSVAL YRFVQSVAITCQKDAAPAEN,
FYDKLKFWNVDLKEKFSLDL, YPLGRKFLYQAGMHGPKATL, MHGPKATLQDIVLHLEPQNE,
VDLLCHEQLSDSEEENDEID, SEEENDEIDGVNHQHLPARR, SSADDLRAFQQLFLNTLSFY,
NTDDYVTRTSIFYHAGSSRL, FYHAGSSRLLTVGNPYFRVP, PQRRHTMLCMCCKCEARIKLY,
GMHGPKATL, HGPKATLQDI, MHGPKATL oder FQQLFLNTL
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und/oder eine funktionell aktive Variante davon.

Unter einer funktionell aktiven Variante der erfindugnsgem#Ben T-Zell-Epitope
versteht man ein T-Zell-Epitop, das in ¢inem T-Zell-Zytotoxizitéts-Testsystem
(siehe beispielsweise Beispiele 2-5 der vorliegenden Erfindung) eine, an der
Zytotoxizitdt des erfindungsgemifen T-Zell-Epitops gemessene Zytotoxizitat
besitzt, die mindestens der Summe aus dem Mittelwert der Negativkontrollen und
der dreifachen Standardabweichung entspricht, vorzugsweise von mindestens ca.
30%, insbesondere mindestens ca. 50% und in besonders bevorzugter Weise von

mindestens ca. 80%.

Eine bevorzugte Variante ist beispielsweise ein T-Zell-Epitop mit einer Sequenz-
homologie zu den erfindungsgeméBen T-Zell-Epitopen von mindestens ca. 65%,
vorzugsweise mindestens ca. 75% und insbesondere mindestens ca. 85% auf
Aminosiureebene. Andere bevorzugte Varianten sind auch T-Zell-Epitope, die
eine struktureile Homoalogie zu den erfindungsgeméiBen T-Zell-Epitopen besitzen.
Solche Epitope kénnen aufgefunden werden, indem man gegen die erfindungsge-
méBen T-Zell-Epitope spezifische T-Zellen generiert (DeBruijn M.L. et al. (1991)
Eur. 1. Immunol. 21, 2963-70; und DeBruijn M.L. (1992) Eur. J. Immunol. 22,
3013-20) und beispielsweise synthetisch hergestellte Peptide nach Wahl auf Er-
kennung durch die peptidspezifischen T-Zellen getestet werden (siche Beispiele).
Insbesondere werden unter T-Zellepitopen zytotoxische T-Zellepitope oder T-
Helferzellepitope (Ty, Tny oder Tyy) verstanden. Es sind jedoch auch nicht zyto-
toxische T-Zellen bekannt, die ebenfalls MHC I-Molekiile erkennen konnen, so
daB auch nicht-zytotoxische T-Zellepitope als Variante von der vorliegenden Er-
findung umfabt sind.

Eine andere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung ist ein T-Zell-Epitop,
das Teil einer Verbindung ist, wobei die Verbindung kein natiirlich vorkommen-

des L1 Protetn eines Papillomavirus und im Falle eines HPV-16 T-Zell-Epitops
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keine ausschlieBlich N-terminale oder ausschlieflich C-terminale Deletions-

mutante eines natiirlich vorkommenden L1 Proteins eines Papillomavirus ist. Bei-

spielsweise kann die Verbindung eine Fusion von gleichen oder verschiedenen

erfindungsgemiBen T-Zell-Epitopen darstellen.

In einer besonderen Ausfithrungsform kann ein erfindungsgeméBes T-Zell-Epitop
und/oder eine funktionell aktive Variante in einem L1-Protein eines anderen Pa-
pillomavirus oder in einem chimdren Ll-Protein, beispielsweise einem
HPVI18LIE7- oder HPV16L1E7-Fusionsprotein, enthalten sein. Eine solche er-
findungsgemiBe Verbindung kann die Fahigkeit zur Bildung von CVLPs besitzen.

Vorzugsweise kann das genannte T-Zell-Epitop als Teil einer Verbindung ein
Polypeptid, das in bevorzugter Weise weitere Aminoséuresequenzen enthilt, ins-
besondere ein Fusionsprotein sein. Insbesondere kann die Verbindung ein Poly-
peptid von mindestens ca. 50 Aminoséuren, vorzugsweise von mindestens ca. 35
Aminosduren, insbesondere von mindestens ca. 20 Aminosauren und in besonders

bevorzugter Weise von mindestens ca. 9-12 Aminoséuren Lange sein.

Um die Verbindung zu detektieren oder in ihrer Aktivitdt der Bindung an T-Zellen
zu modifizieren, kann sie eine chemische, radioaktive Isotopen-, nicht radioaktive
Isotopen-, und/oder Fluoreszensmarkierung des T-Zell-Epitops und/oder des ge-

nannten Fusionsproteins enthalten.

Beispiele von dem Fachmann bekannten chemischen Substanzen, die sich fiir eine
erfindungsgemifie chemische Markierung eignen, sind: Biotin, FITC (Fluorescei-

nisothiocyanat) oder Streptavidin,
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Eine mégliche Ausfihrungsform ist, daf ein Peptid derart modifiziert wird, daf es
mindestens ein Lysin enthalt. An dieses Lysin wird in der dem Fachmann be-

kannter Weise Biotin oder FITC (Fluoresceinisothiocyanat) gekoppelt. Ein derar-

tig modifiziertes Peptid wird an ein entsprechendes MHC-Molekiil oder an eine
Zelle mit entsprechenden MHC-Molekiilen gebunden. Daraufhin kann das Peptid
iiber markiertes Avidin oder Streptavidin bzw. direkt tiber die Fluoreszenz des

FITC nachgewiesen werden.

Beispiele von dem Fachmann bekannten Isotopen, die sich fiir eine erfindungs-
gemiBe radioaktive Isotopenmarkierung eignen, sind: °H, 1, 'L, ¥p, P oder
14

C.

Beispiele von dem Fachmann bekannten Isotopen, die sich fiir eine erfindungs-

gemiBe nicht radioaktive Isotopenmarkierung eignen, sind: *H oder *C.

Beispiele von dem Fachmann bekannten fluoreszierenden Substanzen, die sich fiir
eine erfindungsgeméfe Fluoreszensmarkierung eignen, sind: '*Bu, Fluoresceini-
sothiocyanat, Rhodamin, Phycoerythrin, Phycocyanin, Allophycocyanin, o-
Phtaldehyd oder Fluorescamin.

Dem Fachmann sind weitere hier nicht aufgefiihrte Markierung bekannt, die auch

im Sinne dieser Erfindung zur Markierung eingesetzt werden kénnen.

Beispiele von dem Fachmann bekannten erfindungsgemafen chemischen Modifi-
kationen sind die Ubertragung von Acetyl-, Phosphat-, und/oder Monosacharid-
gruppen
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ErfindungsgemiBe Polypeptide mit einer Aminosturelinge von ca. 50 kénnen
beispielsweise durch eine chemische Peptidsynthese hergestellt werden. Langere

Polypetide werden vorzugsweise gentechnisch erzeugt.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher eine Nukleinséure,
beispielsweise zur Expression des genannten T-Zell-Epitops oder der Verbindun-
gen, die beispielsweise folgende Komponenten enthalt: (a) mindestens ein regu-
latorisches Element und (b) mindestens eine Nukleinsdure, die fiir eine Aminosiu-
resequenz der erfindungsgeméBen Verbindung kodiert. Das genannte Nukleinsiu-
rekonstrukt ist vorzugsweise aus DNA oder RNA. Geeignete regulatorische Ele-
mente erlauben beispielsweise die konstitutive, regulierbare, gewebsspezifische,
zellzyklusspezifische oder metabolischspezifische Expression in eukaryotischen
Zellen oder die konstitutive, metabolischspezifische oder regulierbare Expression
in prokaryotischen Zellen. Regulierbare Elemente gemaR der vorliegenden Erfin-
dung sind Promotoren, Aktivatorsequenzen, Enhancer, Silencer, und/oder Repres-

sorsequenzen.

Beispiele filr geeignete regulierbare Elemente, die konstitutive Expression in Eu-
karyonten erméglichen sind Promotoren die von der RNA Polymerase I erkannt
werden oder virale Promotoren, wie CMV-Eunhancer, CMV-Promotor, SV40
Promotor und virale Promotor-und Aktivatorsequenzen, abgeleitet aus beispiels-
weise HBV, HCV, HSV, HPV, EBV HTLV oder HIV.

Beispiele fiir regulierbare Elemente, die regulierbare Expression in Eukaryonten
erméglichen sind der Tetrazyklinoperator in Kombination mit einem entsprechen-
den Repressor (Gossen M. et al (1994) Curr. Opin. Biotechnol. 5, 516-20).

Beispiele fiir regulierbare Elemente, die gewebsspezifische Expression in Euka-

ryonten erméglichen sind Promotoren oder Aktivatorsequenzen aus Promotoren
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oder Enhancern von solchen Genen, die fiir Proteine kodieren, die nur in be-

stimmten Zelltypen exprimiert werden.

Beispiele fiir regulierbare Elemente, die zellzyklusspezifische Expression in Euka-
ryonten ermdglichen sind die Promotoren der folgenden Gene: cdc25C, Cyclin A,
Cyelin E, cde2, E2F, B-myb oder DHFR (Zwicker I. und Miiller R. (1997) Trends
Genet. 13, 3-6).

Beispiele fiir regulierbare Elemente, die metabolisch spezifische Expression in
Eukaryonten ermdglichen sind Promotoren, die durch Hypoxie, durch Glucose-

mangel, durch Phosphatkonzentration oder durch Hitzeschock reguliert werden.

Die erfindungsgem#fe Nukleinséure kann beispielsweise auch fiir die Herstellung
einer DNA-Vakzine verwendet werden. Dazu konnen die kodierenden Sequenzen
fiir diese Epitope sowie fiir andere bereits bekannte Epitope von Papillomaviren in
beliebiger Reihenfolge direkt oder mit mehreren Nukleotiden dazwischen in ei-
nem offenen Leserahmen aneinandergefiigt werden. Ferner konnen Papillomavi-
rus-fremde DNA-Sequenzen angefiigt werden, die zum Beispiel fir ein intrazel-
luldres Targeting der entstehenden Polypeptidkette eingesetzt werden, insbesonde-

re in das endoplasmatische Retikulum, in die Endosomen oder die Lysomen.

Um die Einfilhrung der genannten Nukleinsiure in einer eu- oder prokaryotischen
Zelle durch Transfektion, Transformation oder Infektion zu ermdglichen, kann die
Nukleinséure als Plasmid, als Teil eines viralen, oder nicht viralen Vektors vorlie-

gen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist deshalb ein Vektor, ins-

besondere ein Expressionsvektor, der eine erfindungsgemaBe Nukleinsiure ent-

JP 2004-514449 A 2004.5.20



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(62)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

20

25

30

-12-
halt. Als virale Vektoren eignen sich hierbei besonders: Baculoviren, Vakziniavi-

ren, Adenoviren, adenoassoziierte Viren und Herpesviren. Als nicht virale Vekto-

ren eignen sich hierbei besonders: Virosomen, Liposomen, kationische Lipide,

oder Poly-Lysin konjugierte DNA.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch eine Zelle, die min-
destens ein T-Zell-Epitop enthélt, vorzugsweise prisentiert. In einer besonderen
Ausfihrungsform wird die Zelle durch einen der erfindungsgemifien Vektoren
transfiziert, transformiert oder infiziert. Beispielsweise exprimiert diese Zelle un-
ter dem Fachmann bekannten Bedingungen, die zur Aktivierung der jeweils ver-
wendeten regulierbaren Elemente fithren, das erfindungsgeméBe Polypeptid. Das
Polypeptid kann dann aus dieser Zelle isoliert und z.B. unter Verwendung einer
der oben genannten Markierungen aufgereinigt werden. Zur gentechnischen Her-
stellung eignen sich prokaryatische und eukaryotische Zellen, insbesondere Bak-
terienzellen wie beispielsweise E. coli, Hefezellen wie beispielsweise S. cerevi-
siae, Insekten Zellen wie beispielsweise Spodoptera frugiperda Zellen (S£-9) oder
Trichoplusia ni Zellen oder Sdugerzellen wie beispielsweise COS-Zellen oder
HelLa-Zellen. Anschliefiend kinnen die exprimierten, erfindungsgemaBen Verbin-

dungen nach Standardverfahren aufgereinigt werden.

Eine bevorzugte Ausflihrungsform ist es, die Zelle, die das erfindungsgemife
Polypeptide exprimiert, selbst zu verwenden, wobei in einer besonders bevorzug-
ten Ausfihrungsform die Zelle Teile das erfindungsgemiBen Polypeptids iiber
MHC-1 Molekiile auf der Zelloberfliche présentiert. Fiir die Herstellung einer
erfindungsgemaBen Zelle sind Antigen-présentierende Zellen wie beispielsweise
B-Zellen, Makrophagen, dendritische Zellen, Fibroblasten oder anderen HLA
A2.01 positive Zellen, in einer bevorzugten Ausfihrungsform JY-, T2, CaSki-
Zellen oder EBV-transformierte B-Zellinien (BLCL), geeignet, Die erfindungs-
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geméhen Zellen, dic ein Polypeptid enthaltend ein T-Zell-Epitop, présentieren,
konnen als Zielzellen zur Restimulation von Immunzellen, insbesondere T-Zellen
und/oder zur Messung der Aktivierung von T-Zellen eingesetzt werden. Unter

Zielzelle im Sinne der vorliegenden Erfindung ist eine Zelle zu verstehen, die ti-

ber MHC-Molekiile ein T-Zell-Epitope présentiert und damit spezifisch eine T-
Zell-Aktivierung hervorruft, insbesondere eine zytotoxische T-Zell-Reaktion ge-
gen die Zelle.

Ferner kann die ein T-Zell-Epitop enthaltene Verbindung, Teil eines Komplexes
sein, der dadurch charakterisiert ist, daB die Verbindung kovalent oder iiber hy-
drophobe Wechselwirkungen, Ionenbindung oder Wasserstoffbriickenbindungen
mit mindestens einer weiteren Spezies wie Peptide, Proteine, Peptoide, lineare

oder verzweigte Oligo- oder Polysacharide und Nukleinsiuren verbunden ist.

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Komplex enthaltend ein T-
Zell-Epitop oder eine Verbindung und mindestens eine weitere Verbindung. Eine
bevorzugte Ausfithrungsform ist, daB das Polypeptid in Verbindung mit MHC
Klasse I-Molekiilen, zum Beispiel als HLA A2.01 (oder auch HLA Al, HLA A24
etc.) Tetramer vorliegt. Besonders bevorzugt sind humane MHC-Klasse 1 Mole-
kiile. Durch die Technik von Altman J.D. et al. (1996, Science 274, 94-6) lassen
sich beispielsweise HLA A2.01-Tetramere mit den entsprechenden gebundenen
Peptiden herstellen, die in der Lage sind, an die T-Zellrezeptoren von peptidspezi-

fischen zytotoxischen T-Zellen zu binden.

Eine weitere Ausfithrungsform ist die Immobilisierung der erfindungsgemsaRen
Verbindung oder des genannten Komplexes an Trégermaterialien. Als Trigerma-
terialien eignen sich beispielsweise Keramik, Metall, insbesondere Edelmetall,
Glaser, Kunststoffe, keistalline Materialien bzw. diinne Schichten des Trigers,
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insbesondere der genannten Materialien, oder (bio)molekulare Filamente wie

Cellulose oder Gertistproteine.

Zur Aufreinigung des erfindungsgemafien Komplexes kann eine Komponente des
Komplexes zusétzlich noch ein Protein-Tag enthalten. ErfindungsgemiBe Protein-
Tags erlauben beispietsweise die hochaffine Absorption an eine Matrix, stringen-
tes Waschen mit geeigneten Puffern ohne den Komplex im netnenswerten Mafe
zu eluieren und anschlieBende gezielte Elution des absorbierten Komplexes. Bei-
spiele von dem Fachmann bekannten Protein-Tags, sind sin (HIS)e-Tag, ein Myc-
Tag, ein FLAG-Tag, ein Hamaglutenin-Tag, Glutathion-Transferase (GST)-Tag,
Intein mit einem Affinitits- Chitin-binding Tag oder Maltose binding protein
(MBP)-Tag. Die erfindungsgeméfiien Protein-Tags kénnen sich N-, C-terminal,

und/oder intern befinden,

Ein anderer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zum in vitro
Nachweis der Aktivierung von T-Zellen durch mindestens eine Verbindung, ent-
haltend ein T-Zell-Epitop. Bin derartiges Verfahren besteht vorzugsweise aus drei
Schritten:

a) In einem ersten Schritt werden Zellen mit mindestens einem erfindungs-
gemiBen T-Zell-Epitop, vorzugsweise mit mindestens einer Verbindungen
enthaltend ein erfindungsgemaPes T-Zell-Epitop stimuliert. Diese Verbin-
dung kann mindestens eine erfindungsgeméBe Verbindung enthaltend ein
T-Zell-Epitop, mindestens einen erfindungsgeméfBen Komplex enthaltend
ein T-Zell-Epitop, mindestens ein Capsomer, mindestens ein stabiles Cap-
somer, mindestens ein VLP, mindestens ein CVLP, und/oder mindestens
ein Virus bedeuten. In einer bevorzugten Ausfithrungsform werden Im-
munzellen durch die Inkubation mit CVLPs stimuliert. Diese Stimulation
kann beispielsweise in Form einer Impfung erfolgen, oder durch Inkubati-
on von Immunzellen mit CVLPs in vitro. Derartig stimulierte Immunzellen

werden beispielsweise nach einer Impfung oder bei einem Tumorpatienten
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aus dem Blut, aus Tumoren oder aus Lymphknaten gewonnen, und/oder
werden kultiviert.

In einem zweiten Schritt werden Zellen mit mindestens einem erfindungs-
gemiBen T-Zell-Epitop, mindestens einer erfindungsgemiBen Verbindung
enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-
Epitop présentiert und/oder mit mindestens einem erfindungsgemafen
Komplex inkubiert.

In einem dritten Schritt erfolgt die Bestimmung der Aktivierung von T-
Zellen, Hierfiir geeignete Verfahren sind beispielsweise der Nachweis der
Produktion oder Sekretion von Cytokinen durch die T-Zellen, der Expres-
sion von Oberflichenmolekiilen auf T-Zellen, der Lyse von Zielzellen oder
der Proliferation von Zellen. Hierfilr geeignete Methoden sind beispiels-
weise ein Cytokinassay (Chapter 6.2 bis 6.24 in Current Protocols in Im-
munology (1999), edited by Coligan IE. Kruisbeek A.M., Margulies
D.H., Shevach EM. and Strober W., John Wiley & Sons), ELISPOT
(Chapter 6.19 in Current Protocols in Immunology, supra), ein *'Cr-
Freisetzungstest (Chapter 3.11 in Current Protocols in Immunelogy, supra)
oder der Nachweis der Proliferation (Chapter 3.12 in Current Protocols in
Immunology, supra). Je nach verwendeter Methode kann dabei auch zwi-
schen den Immunzellen wie zytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen, B-
Zellen, NK-Zellen und anderen Zellen unterschieden werden. Die Ver-
wendung von erfindungsgeméaBen Verbindungen, Komplexen, und/oder
Zellen, die erfindungsgeméBe Markierungen enthaiten, erlaubt die Detek-
tion von T-Zellen, die das T-Zell-Epitap etkennen itber den Nachweis der
Bindung markierter Verbindungen, Komplexe, und/oder Zellen an die T-
Zellen. In einer bevorzugten Ausfithrungsform wird die Bindung erfin-
dungsgemaBer MHC-Polypeptid-Komplexe an die Oberfliche der T-
Zellen nachgewiesen. Dies kann derart durchgefiibet werden, daf die
MHC-Komplexe selbst markiert, beispielsweise fluoreszenzmarkiert sind,

oder daB man in einem weiteren Schritt einen MHC-spezifischen, mar-
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kierten, beispielsweise fluoreszenzmarkierten Antikdrper verwendet, um
wiederum die MHC-Komplexe nachzuweisen. Die Fluoreszenzmarkierung

der T-Zellen 1aBt sich dann beispielsweise in einem "Fluorescens Activated

Cell Sorter” (FACS) messen und auswerten. Eine andere Moglichkeit zum
Nachweis der Bindung von den Komplexen an die T-Zellen ist erneut die
Messung der Aktivierung von T-Zellen (Cytokinassay, Elispot, *'Cr-
Freisetzungstest, Proliferation, siche oben). Allerdings bendtigt man hier-
fiir die gleichzeitige Stimulation von Korezeptoren (z. B. CD28), bei-
spielsweise durch Korezeptor-spezifische Antikdrper (Anti-CD28)

und/oder andere unspezifische Aktivatoren (IL-2).

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist anch ein Verfahren, das einen zusitz-
lichen Schritt a®) enthlt, der nach Schritt a) eingefiihrt wird.

a‘)

In diesem zusétzlichen dem Schritt a) nachfolgenden Schritt a°*) werden die
isolierten oder kultivierten Zellen mit mindestens einer Zielzelle beladen
mit mindestens einem erfindungsgeméBen T-Zell-Epitop, mit mindestens
einer erfindungsgemifien Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, min-
destens einem erfindungsgeméBen Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop,
mindestens einem Capsomer, mindestens einem stabilen Capsomer, min-
destens einem VLP, mindestens einem CVLP und/oder mindestens einem
Virus, mit mindestens einem erfindungsgeméBen Komplex enthaltend ein
T-Zell-Epitop, und/oder mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop
présentiert, fiir mindestens ca. 8 Wochen, insbesondere filr mindestens ca.
1 Woche cokultiviert, bevor sich Schritt b) anschlieft.

Unter Cokultivierung ist das Wachstum der Zellen:

[6)] in Gegenwart von mindestens einer Zielzelle beladen mit minde-
stens einem erfindungsgeméfen T-Zell-Epitop, mit einer erfin-
dungsgeméfien Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, minde-

stens einem erfindungsgeméifen Komplex enthaltend ein T-Zell-
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Epitop, mindestens einem Capsomer, mindestens einem stabilen
Capsomer, mindestens einem VLP, mindestens einem CVLP,

und/oder mindestens einem Virus,

(i) in Gegenwart mindestens eines erfindungsgemifen Komplexes
enthaltend ein T-Zell-Epitop,

(i) in Gegenwart mindestens einer Zielzelle, die ein erfindungsgemi-
Res T-Zell-Epitop présentiert,

im selben Wachstumsmedium und selben Gewebekulturbehélter zu verste-

hen.

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Her-
stellung einer T-Zell-Epitop préisentierenden Zielzelle. Hierbei ist es méglich, die
Zielzelle mit Kombinationen von unterschiedlichen T-Zell-Epitopen zu beladen.
In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Zielzelle mit mindestens einem
erfindungsgeméBen T-Zell-Epitop, mit mindestens einer Verbindung enthaltend
ein T-Zell-Epitop und/oder mindestens einem Komplex enthaltend ein T-Zell-
Epitop inkubiert. In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Ziel-
zelle in Wachstumsmedium, das erfindungsgemibe Polypeptide enthalt, oder mit
MHC Klasse I-Komplexen mit gebundenen erfindungsgeméBen Polypeptiden
inkubiert. Die MHC Klasse I-Komplexe kénnen beispielsweise als HLA A2.01-
Tetramere vorliegen. Ein Tetramer bindet dabei in der Regel vier Peptide. Diese
konnen sowohl identisch sein oder aber unterschiedliche Spezies von Peptiden
repriisentieren. In einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform wird die Zielzelle
mit einer erfindungsgemifRen Nukleinsiure und/oder einem erfindungsgeméBen
Vektor transfiziert, transformiert und/oder infiziert. In einer besonders bevorzug-
ten Ausfithrungsform wird die Zielzelle mit einem Vakziniavirusvektor infiziert.
Das erfindungsgeméfle Verfahren wird mit Antigen-préisentierenden Zellen bei-
spielsweise mit B-Zellen, Makrophagen, dendritischen Zellen, embryonalen Zel-
len oder Fibroblasten oder anderen HLA-positiven Zellen, in einer Ausfiihrungs-
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form mit J'Y-~, T2-, CaSki- Zellen oder EBV-transformierten B-Zellinien durchge-
fiihrt.

Die verwendeten CVLPs enthalten ein Papillomavirus L1-Protein oder Varianten
davon, insbesondere HPV16 L1-Protein und, jedoch nicht notwendigerweise, ein
zu L1 heterologes Protein oder Varianten davon. Die zwei Proteine kénnen direkt
oder indirekt gebunden vorliegen. Direkt gebunden meint im Sinne der Erfindung,
daB eine kovalente Bindung zwischen den beiden Proteinen vorliegt, beispielswei-
se eine Peptidbindung oder eine Disulfidbindung. Indirekt gebunden bedeutet, daB
die Proteine tiber nicht-kovalente Bindungen gebunden sind, beispielsweise hy-
drophobe Wechselwirkungen, Ionenbindungen oder Wasserstoffbriicken. In einer
weiteren Ausfilhrungsform enthalten die CVLPs zusitzlich zu L1-Protein oder

Varianten davon ein Papillomavirus L2-Protein.

Eine bevorzugte Ausfithrung des L1-Proteins der vorliegenden Erfindung sind
beispielsweise L1-Proteine mit einer oder mehreren Deletionen, insbesondere ei-
ner C-terminalen Deletion. Eine C-terminale Deletion hat den Vorteil, daB die
Effizienz der Bildung virus-#hnlicher Partikel gesteigert werden kann, da das am
C-Terminus lokalisierte nuklesre Lokalisationssignal deletiert wird. Die C-
terminale Deletion betréigt daher vorzugsweise bis zu ca. 35 Aminosiuren, insbe-
sondere ca. 25 bis ca. 35 Aminosiuren, vor allem ca. 32 bis ca. 34 Aminoséuren.
Beispielsweise ist eine 32 Aminosauren lange C-terminale Deletion des HPV16
L1-Proteins ausreichend, um die Bildung von virus-thnlichen Partikeln um das
mindestens ca. zehnfache steigern zu kénnen. Des weiteren kann das L1-Protein
eine oder mehrere Mutationen tragen oder der L1-Anteil aus L1-Proteinen ver-
schiedener Papillomaviren zusammengesetzt sein. Gemeinsames Kennzeichen der
erfindungsgeméBen L1-Proteine ist, daB sie die Bildung von VLPs bzw. CVLPs

zulassen und dafl sie mindestens ein erfindungsgeméBes T-Zell-Epitop enthalten.
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsform ist das L1-Protein oder Varianten davon
und das zu L1 heterologe Protein ein Fusionsprotein. Beinhaltet sind auch he-
terologe Proteine, die aus mehreren verschiedenen Proteinen oder Teilen davon

zusammengesetzt sind. Dies kénnen beispielsweise auch Epitope, insbesondere

zytotoxische T-Zellepitope von Proteinen sein. Epitope im Sinne der Erfindung
konnen dabei auch Teil eines synthetischen Polypeptids mit einer Linge von ca.
50 Aminosiuren, vorzugsweise von mindestens ca. 35 Aminosauren, insbesonde-
re von mindestens ca. 20 Aminosturen und in besonders bevorzugter Weise von

mindestens ca. 9 Aminoséuren sein.

Bevorzugt sind zu L1 heterologe Proteine, die von einem viralen Protein abgelei-
tet sind, beispielsweise abgeleitet von HIV, HBV oder HCV, vorzugsweise von

Papillomaviren, insbesondere von humanen Papillomaviren.

In einer bevorzugten Ausfithrungsform ist dies ein E-Protein eines Papillomavi-
rus, vorzugsweise ein E6- und/oder E7-Protein. Insbesondere ist bevorzugt, wenn
das E-Protein ein deletiertes E-Protein ist, vorzugsweise ein C-terminal deletier-
tes, insbesondere ein C-terminal deletiertes E7-Protein, da diese Konstrukte in
Verbindung mit deletiertem L1-Protein bevorzugt virus-shnliche Partikel ausbil-
den kénnen. Insbesondere bevorzugt sind Deletionen bis zu 55 Aminosiuren, vor-
zugsweise ca. 5 bis ca. 55 Aminoséuren, insbesondere ca. 38 bis ca. 55 Aminosiu-
ren.

In einer weiteren Ausfilhrungsform kann das zu L1 heterologe Protein von Anti-
genen nicht viraler Erreger abstammen. Ebenso kénnen sie von Autoimmunanti-
genen wie z.B. Thyroglobulin, Myelin basic protein oder Zona Pellucida Glyco-
protein 3 (ZP3), die mit bestimmten Autoimmunkrankheiten wie z.B. Thyroiditis,
Multiple Sklerose, Qophoritis oder rheumatoider Arthritis assoziiert sind, abge-

leitet sein. In einer bevorzugten Ausfithrung stammt das zu L1 heterologe Protein
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von Tumorantigenen ab, vorzugsweise Melanomaantigenen wie MART, Ova-
rialcarcinomantigenen wie Her2 neu (c-erbB2), BCRA-1 oder CA125, Coloncar-
cinomantigenen wie CA125 oder Mammacarcinomantigenen wie Her2 neu (c-
erbB2), BCRA-1, BCRA-2.

Ein weiterer Gegenstand dieser Erfindung ist ein Verfahren zum in vitro Nach-
weis der Aktivierung von T-Zellen, die durch Praparation aus Proben gewonnen
werden. Dieses Verfahren erlaubt es zu bestimmen, ob in einer Probe, beispiels-
weise einer Blutprobe eines Patienten oder in Tumoren oder Lymphknoten eines
Tumorpatienten, Papillomavirus L1-Protein-spezifische zytotoxische T-Zellen

vorhanden sind. Ein derartiges Nachweisverfahren enthilt die folgenden Schritte:

a”) In einem ersten Schritt werden Zellen gewonnen, beispielsweise durch
Blutabnahme von einem Patienten oder durch die Préparation zum Beispiel
von Tumoren oder Lymphknoten. Anschliefend werden die Zellen in

Wachstumsmedium aufgenommen und kultiviert,

b)  In einem zweiten Schritt werden Zellen mit mindestens einer Zielzelle, die
ein T-Zell-Epitop prasentiert oder mit mindestens einem Komplex, der als
eine Komponente eine Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitope umfalt,
inkubiert.

¢) In einem dritten Schritt erfolgt die Bestimmung der Aktivierung von T-
Zellen. Hierflir geeignete Verfahren sind beispielsweise der Nachweis der
Produktion oder Sekretion von Cytokinen durch die T-Zellen, der Expressi-
on von Oberflichenmolekiilen auf T-Zellen, der Lyse von Zielzellen oder
der Proliferation von Zellen. Hierflir geeignete Methoden sind beispiels-
weise ein Cytokinassay (Chapter 6.2 bis 6.24 in Current Protocols in Immu-
nology (1999), edited by Coligan J.E., Kruisbeek A.M., Margulies D.H.,
Shevach E.M. and Strober W., John Wiley & Sons), ELISPOT (Chapter
6.19 in Current Protocols in Immunology, supra), ein *'Cr-Freisetzungstest
(Chapter 3.11 in Current Protocols in Immunology, supra) oder der Nach-
weis der Proliferation (Chapter 3.12 in Current Protocols in Immunology,

supra), Je nach verwendeter Methode kann dabei auch zwischen den Im-
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munzellen wie zytotoxischen T-Zellen, T-Helferzellen, B-Zellen, NK-Zellen
und anderen Zellen unterschieden werden. Die Verwendung von erfin-

dungsgeméBen Verbindungen, Komplexen, und/oder Zellen, die Markierun-

gen enthalten, erlaubt die Detektion von T-Zellen, die das T-Zell-Epitop er-

kennen tiber den Nachweis der Bindung markierter Verbindungen, Komple-
xe, und/oder Zellen an die T-Zellen. In einer bevorzugten Ausfithrungsform
wird die Bindung erfindungsgemdBer MHC-Polypeptid-Komplexe an die
Oberfléche der T-Zellen nachgewiesen. Dies kann derart durchgefiihrt wer-
den, dal} die MHC-Komplexe selbst markiert, beispielsweise fluoreszenz-
markiert sind, oder daB man in einem weiteren Schritt einen MHC-
spezifischen, markierten, beispielsweise fluoreszenzmarkierten Antikorper
verwendet, um wiederum die MHC-Komplexe nachzuweisen. Die Fluores-
zenzmarkierung der T-Zellen 148t sich dann beispielsweise in einem Fluo-
rescens Activated Cell Sorter” (FACS) messen und auswerten. Eine andere
Mboglichkeit zum Nachweis der Bindung von den Komplexen an die T-
Zellen ist erneut die Messung der Aktivierung von T-Zellen (Cytokinassay,
Elispot, *'Cr-Freisetzungstest, Proliferation, siehe oben). Allerdings benbtigt
man hierfiir die gleichzeitige Stimulation von Korezeptoren (z. B. CD28),
beispielsweise durch Korezeptor-spezifische Antikérper (Anti-CD28)

und/eder andere unspezifische Aktivatoren (IL-2).

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein Verfahren, das einen zusitz-
lichen Schritt a*) enthilt, der nach Schritt a*) eingefiihrt wird.

a)

In diesem zusitzlichen dem Sclitt a**) nachfolgenden Schritt a‘)werden
die isolierten oder kultivierten Zellen mit mindestens einer Zielzelle bela-
den mit mindestens einem erfindungsgem#Ben T-Zell-Epitop, mit einer er-
findungsgemiBen Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens
einem erfindungsgeméafien Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop, minde-
stens einem Capsomer, mindestens einem stabilen Capsomer, mindestens

einem VLP, mindestens einem CVLP und/oder mindestens einem Virus,
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mit mindestens einem erfindungsgemafien Koinplex enthaltend ein T-Zell-
Epitop, und/oder mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitep prisen-
tiert, fiir mindestens ca. 8 Wochen, insbesondere fiir mindestens ca. 1 Wo-
che cokultiviert, bevor sich Schritt b) anschlieft.

Unter Cokultivierung ist das Wachstum der Zellen:

(0] in Gegenwart von mindestens einer Zielzelle beladen mit minde-
stens einem erfindungsgemaBen T-Zell-Epitop, mit einer erfin-
dungsgemifen Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, minde-
stens einem erfindungsgeméfien Komplex enthaltend ein T-Zell-
Epitop, mindestens einem Capsomer, mindestens einem stabilen
Capsomer, mindestens einem VLP, mindestens einem CVLP,

und/oder mindestens einem Virus,

(i)  in Gegenwart mindestens eines erfindungsgemiBen Komplexes
enthaltend ein T-Zell-Epitop,

(ili)  in Gegenwart mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop pré-

sentiert,

im selben Wachstumsmedium und selben Gewebekulturbehélter zu verste-

hen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Testsystem (Kit) zum in vitro

Nachweis der Aktivierung von T-Zellen enthaltend:

2)

b)

mindestens ein erfindungsgeméRes T-Zell-Epitop, mindestens eine erfin-
dungsgeméfie Verbindung, mindestens einen erfindungsgems#Ben Vektor,
mindestens eine erfindungsgemaBe Zelle, und/oder mindestens einen er-

findungsgeméBen Komplex, und

Effektorzellen des Immunsystems, vorzugsweise T-Zellen, insbesondere

zytotoxische T-Zellen oder T-Helferzellen.
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Das Testsystem wird in einer besonderen Ausfithrungsform zur Bestimmung der,
beispielsweise in einer Blutprobe eines Patienten oder in Tumoren oder
Lymphknoten eines Tumorpatienten vorhandenen L1-Protein-spezifischen zyto-
toxischen T-Zellen verwendet. In diesem Fall sind die in b) beschricbenen Zellen

im Test-

system enthaltene Kontrollzellen, deren Aktivierung durch die erste Kitkompo-
nente, die unter a) genannten Substanzen, als Standard dient. Die in dieser Reakti-
on beobachteten Aktivierung wird mit die T-Zell-Aktivierung von aus Patienten

isolierten Zellen durch die Kitkomponente a) verglichen,

In einer weiteren besonderen Ausfiihrungsform wird das Testsystem beispielswei-
se zur Bestimmung der LI1-Protein-spezifischen Antigenitit einer Verbindung
enthaltend ein T-Zell-Epitop, eines Komplexes enthaltend ein T-Zell-Epitop, eines
Capsomers, eines stabilen Capsomers, eines VLPs, eines CVLPs, und/oder eines
Virus verwendet. In diesem Fall sind die in a) beschriebenen Substanzen Kon-
trollsubstanzen deren aktivierende Wirkung auf die zweite Kitkomponente, die
unter b) genannten Zellen, als Standard dient. Die in dieser Reaktion beobachteten
Aktivierung wird mit der aktivierenden Wirkung einer Verbindung enthaltend ein
T-Zell-Epitop, einem Komplex enthaliend ein T-Zell-Epitop, einem Capsomer,
einem stabilen Capsomer, einem VLP, ein CVLP, und/oder einem Virus auf die

Kitkomponente b) verglichen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von mindestens einem
erfindungsgemifen T-Zell-Epitop, mindestens einer erfindungsgeméfBen Verbin-
dung enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens einem erfindungsgemaBen Vektor
enthaltend eine Nukleinsdure kodierend fiir eine ein T-Zell-Epitop enthaltende
Verbindung, mindestens einer erfindungsgemafen Zelle enthaltend ein T-Zell-
Epitop zur, und/oder mindestens einem erfindungsgeméBen Komplex enthaltend

ein T-Zell-Epitop zur Auslosung oder zum Nachweis einer Immunantwort.
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Zur Stimulation von Immunzellen in vitro wie in vivo eignen sich insbesondere
Zellen, die mindestens eines der erfindungsgemifen Molekiile itber thre MHC-
Klasse I-Molekiile prasentieren. Zur Antigen-Prisentation geeignete Zellen sind z.
B. B-Zellen, dendritische Zellen, Macrophagen, Fibroblasten oder andere HLA-

positive Zellen, die durch eine gemeinsame Kultivierung mit Immunzellen eine

Stimulation von spezifischen T-Zellen erreichen kénnen,

In einer besonderen Ausfiihrungsform kann eine erfindungsgeméfe Verbindung
beispielsweise ein HPV18 L1E7-Fusionsprotein, das zusitzlich ein erfindungsge-
méfes T-Zell-Epitop enthilt, zur Detektion einer Immunantwort eingesetzt wer-
den. Eine solche erfindungsgemiiBe Verbindung kann die Fihigkeit zur Bildung
von CVLPs besitzen.

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Arzneimittel oder Diagnostikum
enthaltend mindestens ein erfindungsgeméBes T-Zell-Epitop, mindestens eine
erfindungsgemiBe Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop, mindestens einen
Vektor enthaltend eine Nukleinsdure kodierend fiir eine ein T-Zell-Epitop enthal-
tende Verbindung, mindestens eine erfindungsgemiBe Zelle enthaltend ein T-
Zell-Epitop, und/oder mindestens einen erfindungsgemafien Komplex enthaltend
ein T-Zell-Epitop und gegebenenfalls einen pharmazeutisch akzeptablen Trager.

Beispiele von dem Fachmann bekannten Trégern sind Glas, Polystyren, Polypro-
pylen, Polyethylen, Dextran, Nylon, Amylase, natiirliche oder modifizierte Zel-
lulose, Polyacrylamide, Agarose, Aluminiumhydroxid oder Magnitid.
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Ein erfindungsgeméfes Arzneimittel oder Diagnostikum kann in Losung vorlie-
gen, an eine feste Matrix gebunden sein, und/oder mit einem Adjuvans versetzt

sein.

Das Arzneimittel oder Diagnostikum kann auf verschiedene Weisen verabreicht
werden. Beispiele von dem Fachmann bekannten Verabreichungsformen sind pa-

renterale, lokale und/oder systemische Applikation durch z. B. orale, intranasale,

intravendse, intramuskuldre, und/oder topische Applikation. Die bevorzugte Ap-
plikationsform wird beispielsweise durch den natiirlichen Infektionsweg der je-
weiligen Papillomavirusinfektion beeinfluft. Die verabreichte Menge richtet sich
nach Alter, Gewicht, allgemeinem Gesundheitszustand des Patienten und dem
Typ der Papillomavirusinfektion. Das Arzneimittel oder Diagnostikum kann in
Form von Kapseln, Lésung, Suspension, Elixier (fiir orale Applikation) oder ste-
rile Losungen bzw. Suspensionen (fiir parenterale oder intranasale Applikation)
verabreicht werden. Als inerter und immunologisch akzeptabler Triger kann bei-
spielsweise Salzlosung oder phosphatgepufferte Salzlésung verwendet werden.
Das Arzneimittel wird in therapeutisch effektiven Mengen verabreicht. Das be-
deutet Mengen, die ausreichend sind, um eine schiitzende immunologische Ant-

wort hervorzurufen.

In einer besonderen Ausfithrungsform kann eine erfindungsgeméfe Verbindung
beispielsweise ein HPV18 L1E7-Fusionsprotein, das zusételich ein erfindungsge-
mifes T-Zell-Epitop enthélt, als Arzneimittel oder Diagnostikum eingesetzt wer-
den. Eine solche erfindungsgemiBe Verbindung kann die Fahigkeit zur Bildung
von CVLPs besitzen.

Die Figuren und die folgenden Beispiele sollen die Erfindung n#her erldutern,
ohne sie zu beschrénken.
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Fig. 1 zeigt die graphische Auswertung von zwei FACScan-Experimenten nach
Restimulation spezifischer muriner T-Zellen mit JAWS-Zellen, die unterschiedli-
che Peptide présentieren. Auf der X-Achse ist der Name des jeweiligen Peptids
angegeben, JAWS-Zellen ohne Peptid wurden lediglich mit Puffer inkubiert und
dienten als Negativ-Kontrolle. Auf der Y-Achse ist der Antsil der CDS-iaositiven
T-Zellen aufgetragen, die anhand von IFNy-Expression im FACScan-Experiment

als reaktiv klassifiziert wurden.

Fig. 2 zeigt die graphische Auswertung eines *'Cr-Freisetzungsexperiments nach
Beladung von RMA-Zellen mit dem Peptid P33 (Zielzellen). Die Zielzellen wur-
den durch mit den Peptiden P1 bis P43 stimulierte T-Zellen (Effektorzellen) ly-
siert, wobei das Verhaltnis der eingesetzten Effektorzellen zu den eingesetzten
Zielzellen 20 betrug. Auf der X-Achse sind RMA-Zellen mit Puffer inkubiert
(Negativkontrolle) bzw. RMA-Zellen mit dem P33-Peptid inkubiert, aufgetragen.
Auf der Y-Achse sind die % der spezifisch lysierien Zielzellen, bestimmt durch
die Freisetzung von *'Cr aus den Zielzellen, aufgetragen. Die %-Werte wurden

nach der in Beispiel 4 angegebenen Formel berechnet.

Fig. 3 zeigt die graphische Auswertung von zwei FACScan-Experimenten nach
Restimulation speziﬁschér muriner T-Zellen mit LKK-Zellen, die unterschiedli~
che Peptide présentieren. Auf der X-Achse ist der Name des jeweiligen Peptids
angegeben, LKK-Zellen ohne Peptid wurden lediglich mit Puffer inkubiert und
dienten als Negativ-Kontrolle. Auf der Y-Achse ist der Anteil der CD8-positiven
T-Zellen aufgetragen, die anhand von IFNy-Expression im FACScan-Experiment
als reaktiv klassifiziert wurden.

Fig. 4 zeigt die graphische Auswertung von zwei FACScan-Experimenten nach
Restimulation. spezifischer muriner T-Zellen mit LKK -Zellen, die unterschiedli-

che Peptide prisentieren. Auf der X-Achse ist der Name des jeweiligen Peptids
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angegeben, LKK-Zellen ohne Peptid wurden lediglich mit Puffer inkubiert und
dienten als Negativ-Kontrolle. Auf der Y-Achse ist der Anteil der CD8-positiven
T-Zellen aufgetragen, die anhand von IFNy-Expression im FACScan-Experiment
als reaktiv klassifiziert wurden.

Fig. 5 zeigt die graphische Auswertung eines FACScan-Experiments nach Resti-
mulation spezifischer humaner T-Zellen mit donor-identischen BLCL, die unter-
schiedliche HPV18 Peptidpools prisentieren. Auf der X-Achse ist der Name des
jeweiligen Peptidpools angegeben, ,,ohne” steht fiir lediglich mit Puffer inkubierte
BLCL (Negativ-Kontrolle), L1 bzw. E7 steht fiir mit HPV18 LI- bzw. HPV18
E7-Peptidpool inkubierte BLCL (Positiv-Kontrollen). Auf der Y-Achse ist der
Anteil der CD4-positiven T-Zellen aufgetragen, die anhand von IFNy-Expression

im FACScan-Experiment als reakiiv klassifiziert wurden.

Fig. 6 zeigt die graphische Auswertung eines FACScan-Experiments nach Resti-
mulation spezifischer humaner T-Zellen mit donor-identischen BLCL, die unter-
schiedliche HPV18 Peptidpools présentieren. Auf der X-Achse ist der Name des
jeweiligen Peptidpools angegeben, ,,ohne® steht fiir lediglich mit Puffer inkubierte
BILCL (Negativ-Kontrolle), L1 bzw. E7 steht fiir mit HPV18 L1- bzw. HPV18
E7-Peptidpool inkubierte BLCL (Positiv-Kontrollen). Auf der Y-Achse ist der
Anteil der CD4-positiven T-Zellen aufgetragen, die anhand von IFNy-Expression
im FACScan-Experiment als reaktiv klassifiziert wurden.

Fig. 7 zeigt die graphische Auswertung eines FACScan-Experiments nach Resti-
mulation spezifischer humaner T-Zellen mit donor-identischen BLCL, die das Q9
Peptid prisentieren. Auf der X-Achse ist der Name des jeweiligen Peptids ange-
geben, BLCL steht fiir lediglich mit Puffer inkubierte BLCL (Negativ-K.ontrolle).
Auf der Y-Achse ist der Anteil der CD8-positiven T-Zellen aufgetragen, die an-
hand von JFNy-Expression im FACScan-Experiment als reaktiv klassifiziert wur-

den.
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Fig. 8 zeigt die graphische Auswertung von zwei FACScan-Experimenten nach
Restimulation spezifischer humaner T-Zellen mit donor-identischen BLCL, die
unterschiedliche HPV16 Peptidpools bzw. das P39-Peptid prisentieren. Auf der
X-Achse ist der Name des jeweiligen Peptidpools (A bis H, [ bis 7) bzw. firr das
Jeweilige Peptid (P39) angegeben, ,,ohne* steht fiir lediglich mit Puffer inkubierte
BLCL (Negativ-Kontrolle), L1 steht fiir mit HPV16 L1-Peptidpool inkubierte
BLCL (Positiv-Kontrolle). Auf der Y-Achse der Fig. § oben ist der Anteil der
CD4-positiven T-Zellen aufgetragen, die anhand von IFNy-Expression im
FACScan-Experiment als reaktiv und somit als T-Helfer-1-Zellen (Twu1) klassifi-
ziert wurden. Auf der Y-Achse der Fig. 8 unten ist der Anteil der CD4-positiven
T-Zellen aufgetragen, die anhand von IL-4-Expression im FACScan-Experiment
als T-Helfer-2-Zellen (Ty) klassifiziert wurden,

Fig. 9 zeigt die graphische Auswertung eines FACScan-Experiments nach Resti-
mulation spezifischer humaner T-Zellen mit donor-identischen BLCL, die unter-
schiedliche HPV16 Peptidpools préisentieren. Auf der X-Achse ist der Name des
Jjeweiligen Peptidpools angegeben, ,,ohne* steht fiir lediglich mit Puffer inkubierte
BLCL (Negativ-Kontrolle), L1 steht fir mit HPV16 L1-Peptidpool inkubierte
BLCL (Positiv-Kontrollen). Auf der Y-Achse ist der Anteil der CD8-positiven T-
Zellen aufgetragen, die anhand von IFNy-Expression im FACScan-Experiment als
reaktiv klassifiziert wurden.

Fig. 10 zeigt die graphische Auswertung eines FACScan-Experiments nach Re-
stimulation spezifischer humaner T-Zellen mit donor-identischen BLCL, die das
P33 Peptid prasentieren. Auf der X-Achse ist der Name des Peptids angegeben,
»obne® steht filr lediglich mit Puffer inkubierte BLCL (Negativ-Kontrolle), L1
steht fir mit HPV16 L1-Peptidpool inkubierte BLCL (Positiv-Kontrollen). Auf
der Y-Achse ist der Anteil der CD8-positiven T-Zellen aufgetragen, die anhand

von IFNy-Expression im FACScan-Experiment als reaktiv klassifiziert wurden.
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Fig. 11 zeigt die graphische Auswertung von zwei FACScan-Experimenten nach
Restimulation spezifischer humaner T-Zellen mit donor-identischen BLCL, die
unterschiedliche HPV18 Peptidpools présentieren. Auf der X-Achse ist der Name
des jeweiligen Peptidpools (A bis H, 1 bis 7) angegeben, ,,ohne“ steht fiir ledig-
lich mit Puffer inkubierte BLCL (Negativ-Kontrolle), L1 bzw. E7 steht fiir mit
HPV18 L1- bzw. HPV18 E7-Peptidpool inkubierte BLCL (Positiv-Kontrolle).
Aufder Y-Achse der Fig. 11 oben ist der Anteil der CD4-positiven T-Zellen auf-
getragen, die anhand von IFNy-Expression im FACScan-Experiment als reaktiv
und somit als T-Helfer-1-Zellen (Tyy) klassifiziert wurden. Die Werte firr L1 und
E7 wurden gemeinsam mit der Negativ-Kontrolle mit einer unterschiedlichen Y-~
Achsen-Skalierung in einer separaten Graphik dargestellt (oben rechts). Auf der
Y-Achse der Fig. 11 unten ist der Anteil der CD4-positiven T-Zellen aufgetragen,
die anhand von IL-4-Expression im FACScan-Experiment als T-Helfer-2-Zellen
(Tyz) klassifiziert wurden.

Fig. 12 zeigt die graphische Auswertung von vier FACScan-Experimenten nach
Restimulation spezifischer humaner T-Zellen mit donor-identischen BLCL, die
unterschiedliche HPV18 Peptide bzw. Peptidpools prasentieren. Auf der X-Achse
ist der Name des jeweiligen Peptids (Q38, Q39, Q46 oder Q47) angegeben, ,,0h-
ne® steht fiir lediglich mit Puffer inkubierte BLCL (Negativ-Kontrolle), L1 bzw.
E7 steht fir mit HPV18 L1- bzw. HPV18 E7-Peptidpool inkubierte BLCL (Posi-
tiv-Kontrolle). Auf der Y-Achse ist jeweils der Anteil reaktiver T-Zellen angege-
ben.

In Fig. 12 (oben links) ist der Anteil der CD4-positiven T-Zellen aufgetragen, die
anhand von IFNy-Expression im FACScan-Experiment als reaktiv und somit als

T-Helfer-1-Zellen (Ty) klassifiziert wurden.

In Fig. 12 (oben rechts) jst der Anteil der CD8-positiven T-Zellen aufgetragen, die
anhand von IFNy-Expression im FACScan-Experiment als reaktive zytotoxische

T-Zellen klassifiziert wurden.
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In Fig. 12 (unten links) ist der Anteil der CD4-positiven T-Zellen aufgetragen, die
anhand von IL-4-Expression im FACScan-Experiment als T-Helfer-2-Zellen (Thz)

Klassifiziert wurden.

In Fig. 12 (unten rechts) ist der Anteil der CD8-positiven T-Zellen aufgetragen,

die IL-4 exprimieren.

Fig. 13 zeigt die graphische Auswertung eines FACScan-Experiments nach Re-
stimulation spezifischer humaner T-Zellen mit donor-identischen BLCL, die un-
terschiedliche HPV16 Peptidpools présentieren. Auf der X-Achse ist der Name
des jeweiligen Peptidpools (A bis H, 1 bis 7) angegeben, ,,ohne* steht fiir ledig-
lich mit Puffer inkubierte BLCL (Negativ-Kontrolle), L1 bzw. E7 steht fiir mit
HPV16 L1- bzw. HPV16 E7-Peptidpoot inkubierte BLCL (Positiv-Kontrolle).
Auf der Y-Achse ist der Anteil der CD§-positiven T-Zellen aufgetragen, die an-
hand von IFNy-Expression im FACScan-Experiment als reaktiv und somit als

zytotoxische T-Zellen klassifiziert wurden.

Fig. 14 zeigt die graphische Auswertung von zwei FACScan-Experimenten nach
Restimulation spezifischer humaner T-Zellen mit donor-identischen BLCL, die
unterschiedliche HPV18 Peptidpools bzw. ein Peptid priasentieren. Auf der X-
Achse ist der Name des jeweiligen Peptidpools (A bis H, 1 bis 7) bzw. des Peptids
Q30 angegeben, ,,ohne® steht fiir lediglich mit Puffer inkubierte BLCL (Negativ-
Kontrolle), L1 bzw. E7 steht fiir mit HPV18 L1- bzw. HPV18 E7-Peptidpool in-
kubierte BLCL (Positiv-Kontrolle). Auf der Y-Achse der Fig. 14 oben ist der An-
teil der CD4-positiven T-Zellen aufgetragen, die anhand von IFNy-Expression im
FACScan-Experiment als reaktiv und somit als T-Helfer-1-Zellen (Ty;) klassifi-
ziert wurden. Auf der Y-Achse der Fig. 14 unten ist der Anteil der CD4-positiven
T-Zellen aufgetragen, die anhand von IL-4-Expression im FACScan-Experiment
als T-Helfer-2-Zellen (Twz) klassifiziert wurden.
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Fig. 15 zeigt die graphische Auswertung von zwei FACScan-Experimenten nach
Restimulation spezifischer muriner T-Zellen mit RMA-Zellen, die vnterschiedli-
che Peptide prasentieren. Auf der X-Achse ist der Name des jeweiligen Peptids
angegeben, RMA-Zellen ohne Peptid wurden lediglich mit Puffer inkubiert und
dienten als Negativ-Kontrolle. Auf der Y-Achse ist der Anteil der CD8-positiven
T-Zellen aufgetragen, die anhand von IFNy-Expression im FACScan-Experiment

als reaktiv Klassifiziert wurden.

Fig. 16 zeigt die graphische Auswertung eines 5'Cr-Freisctzungsexperiments nach
Beladung von RMA- (oben) bzw. LKK-Zellen (unten) mit den Peptiden Q43, Q44
bzw. Q49 (Zielzellen). Die Zielzellen wurden durch mit den HPV18 L1 und E7~
Peptidpools stimulierte T-Zellen (Effektorzellen) lysiert, wobei das Verhilinis der
eingesetzten Effektorzellen zu den eingesetzten Zielzellen 20 betrug. Auf der X-
Achse ist der Zelltyp sowie das Peptid angegeben, wobei die Zelle ohne Peptid als
Negativ-Kontrolle fungiert. Auf der Y-Achse sind die % der spezifisch lysierten
Zielzellen, bestin;unt durch die Freisetzung von *'Cr aus den Zielzellen, aufgetra-

gen. Die %-Werte wurden nach der Beispiel 4 angegebenen Formel berechnet.

Fig. 17 oben: HPV18E7gs.94 epitopreaktive T Zellen in H7.1-A2 spezifischen T-
Zelllinien. Durch in viro Vakzinierung mit H7.1-A2 Zellen wurde eine T-
Zelllinie generiert. Im ELISpot assay wurde sie gegen autologe PBMC, die mit
dem Peptid HPV18 E7gs.04 beladen waren, getestet. T co steht fiir eine Negativ-
Kontrolle mit unspezifischen T-Zellen, PBMC co stelit fiir eine Negativ-Kontrolle
mit PBMC, die nicht mit Peptid beladen wurden.
Fig. 17 unten: Zytolytische Aktivitit von HPV18E7s5.04-spezifischen T-Zellen. T
Zelllinien zweier gesunder Blutdonoren wurden gegen das Epitop HPV18 E7g6.04
hergestellt und im Zytotoxizititstest (*' Chrom-release assay) auf Lyse pepiidge-
pulster antologer BLCL (Effektor: Targetzellverhéltnis von 30:1) getestet. BLCL
co steht fiir eine Negativ-Kontrolle von BLCL, die nicht mit Peptid gepulst waren.
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Fig. 18 oben: Natiirliche Prozessierung des Epitops HPV18 E7gs.04 durch dendriti-
sche Zellen. T-Zelilinien gegen HPV18 E7 wurden durch i vitro Vakzinierung
mit Protein- bzw. Peptidpool-beladenen autologen dendritischen Zellen generiext.
Im ELISpot assay wurde die Stimulation von HPV18E7s4.04 spezifischen T-Zellen
durch epitopbeladene dendritische Zellen (DC) gemessen. T co stebt fiir eine Ne-
gativ-Kontrolle mit unspezifischen T-Zellen, DC co steht fiir eine Negativ-
Kontrolle von DCs, die nicht mit Peptid beladen = wurden.
Fig 18 unten: Prisenz von HPV18 E7g.4 spezifischen T-Zellen in Populationen
tumorinfiltrierender Lymphozyten. TIL einer HPV18 positiven und HLA-A2 po-
sitiven Patientin wurden in vitro expandiert und im ELISpot assay auf Reaktivitit
mit dem HPV18 E7g.04 Epitop getestet. T co steht fiir eine Negativ-Kontrolle mit
unspezifischen T-Zellen, K-A2 fiir eine Negativ-Kontrolle von K-A2-Zellen, die

nicht mit Peptid beladen waren.

Beispiele

1. Beschreibung der Ausgangsmaterialien

. Die Herstellung der HPV16L1c+«E7;.5s CVLPs erfolgte gemdB der deut-
schen Patentanmeldung DE 19812941, siehe auch Miiller M. et al. (1997)
Virology 234, 93-111.

. PBMC bedeutet periphere Blutmononukletire Zellen, deren Isolierung wird
beispielsweise in Rudolf M. P. et al. (1999), Biol. Chem. 380, 335-40 be-
schrieben.

¢ BLCL bedeutet jeweils mit Hilfe des Epstein-Barr-Virus transformierte B-
Zellinien, die fiir jeden Blutspender individuell hergestellt wurden (erhalten

von Dr. Andreas Kaufmann, Jena, Deutschland).

. CVLP-stimulierter muriner T-Zellen wurden wie folgt gewonnen:
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354Mehrere C57BL/6- oder CjH-Miuse wurden 2 mal mit je 20 pg
HPV16L1ac+E75s CVLPs oder mit einem 1:1 Gemisch aus HPVI1S
LlacoiET1s300 CVLPs und HPVI8 LlscoB716001 CVLPs bzw. zur Kon-
trolle mit Puffer immunisiert. Nach 2 Wochen wurden die Milzzellen nach
Standardmethoden gewonnen.

Splenozyten wurden wie folgt gewonnen:

Die Milz von nicht geimpften Mausen wurde entnommen und die Milzzel-
len nach Standardmethoden resuspendiert,

APC steht im Zusammenhang mit Zellen fiir Antigen-prisentierende Zellen.
TAWS-Zellen wurden von ATCC bezogen (CRL-11904).
LKK wurden von ATCC bezogen (CCL-~1).

RMA-Zellen stammen aus einem Thymom einer C57BL/6-Maus (siche
Ljunggren H.G. and Kérre K. (1985) J. Exp. Med. 162, 1745-59).

a-mouse CD8/PE bedeutet ein monoklonaler Ratten-Antiksrper, der gegen
den extrazelluldren Teil des murinen CD8 gerichtet ist und den Fluores-
zenzmarker Phycoerithrin enthélt (Pharmingen, Heidelberg, Deutschland).

a-mouse CD4/Cychrome bedeutet ein monoklonaler Ratten-Antikdrper, der
gegen den extrazelluldren Teil des murinen CD4 gerichtet ist und den Fluo-

reszenzmarker Cychrome enthalt (Pharmingen, Heidelberg, Deutschland).

a-mouse IFNy/FITC bedeutet ein monoklonaler Ratten-Antikérper, der ge-
gen das murine Interferon y gerichtet ist und den Fluoreszenzmarker FITC
enthélt (Caltag, Hamburg, Deutschland).

a-human CD8/APC bedeutet ein monoklonaler Maus Antikorper, der gegen
den extrazelluldren Teil des humanen CD8 gerichtet ist und den Fluores-

zenzmarker APC enthélt (Caltag, Hamburg, Deutschland).

a-human CD4/PerCP bedeutet ein monoklonaler Maus Antikdrper, der ge-
gen den extrazelluldren Teil des humanen CD4 gerichtet ist und den Fluo-
reszenzmarker PerCP enthilt (Becton Dickinson, Hamburg, Deutschland).
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a-human IFNY/FITC bedeutet ein monoklonaler Maus Antikorper, der ge-
gen das humane Interferon y gerichtet ist und den Fluoreszenzmarker FITC
enthilt (Caltag, Hamburg, Deutschland).

a-human ILA/PE bedeutet ein monoklonaler Maus Antikorper, der gegen
das humane Interleukin 4 gerichtet ist und den Fluoreszenzmarker Phycoe-
rithrin enth#lt (Caltag, Hamburg, Deutschland).

Humanes GM-CSF (Leukomax) wurde von Novartis Pharma GmbH (Niirn-
berg, Deutschland) bezogen.

Humanes IL4 wurde von Becton Dickinson (Hamburg, Deutschland) bezo-

gen.

Huranes IL2 wurde von Becton Dickinson (Hamburg, Deutschland) bezo-

gen.

Monensin wurde von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen.
Triton X100 wurde von Sigma (Deisenhofen, Deutschland) bezogen.

Zellen wurden jeweils bei 37°C und 5% CO, in RPMI-Medium (Gibco
BRL, Eggenstein, Deutschiand) mit 10% fétalem Kélberserum, Kanamyein
und Ampillin kultiviert.

Luma-Platten und er Canberra-Packerd B-Plate Counter wurden von Can-

berra-Packerd, Dreieich, Deutschland bezogen.

FACScan calibur bedeutet ‘fluorescens activated cell sorter’; die Apparatur

wurde von Becton Dickenson (Hamburg, Deutschland) bezogen.

Cellquest Software wurde von Becton Dickenson (Hamburg, Deutschland)

bezogen.

Es wurden um jeweils 9 Aminoséiuren iiberlappende 20mer-Peptide synthe-
tisiert, welche die Sequenz des L1 und des E7 Proteins von HPV16 umfas-
sen. Die Peptide wurden von 1 bis 52 durchnummeriert. Ihr Name und ihre

Sequenz sind in der folgenden Tabelle zusammengefafit.
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Tabelle 1: Synthetische tiberlappende 20mer Peptide von HPV16 L1 und E7

Peptid Nr.  Sequenz

HPV16 L1-Peptide

P1
P2
P3
P4
Ps
P6
P7
P8
PO
P10
P11
P12
P13
P14
Pi5
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28

MSLWLPSEATVYLPPVPVSK
YLPPVPVSKVVSTDEYVART
STDEYVARTNIYYHAGTSRL
YYHAGTSRLLAVGHPYFPIK
VGHPYFPIKKPNNNKILVPK
NNNKILVPKVSGLQYRVFRI
GLQYRVFRIHLPDPNKEGFP
PDPNKFGFPDTSFYNPDTQR
SFYNPDTQRLVWACVGVEVG
WACVGVEVGRGQPLGVGISG
QPLGVGISGHPLLNKLDDTE
LLNKLDDTENASAYAANAGY
SAYAANAGVDNRECISMDYK
RECISMDYKQTQLCLIGCKP
QLCLIGCKPPIGEHWGKGSP
GEHWGKGSPCTNVAVNPGDC
NVAVNPGDCPPLELINTVIQ
LELINTVIQDGDMVDTGFGA
DMVDTGEFGAMDFTTLQANKS
FITLOANKSEVPLDICTSIC
PLDICTSICKYPDYIKMVSE
PDYIKMVSEPYGDSLFFYLR
GDSLFFYLRREQMFVRHLEN
QMEVRHLFNRAGAVGENVED
GAVGENVPDDLYIKGSGSTA
YIKGSGSTANLASSNYFPTP
ASSNYFPTPSGSMVTSDAQIL
SMVTSDAQIFNKPYWLQRAQ

relative Position

1-20
12-31
2342
3453
4564
56-75
67-86
7897
89-108

100 -119
111 -130
122-141
133-152
144 -163
155 -174
166 -185
177 -196
188 -207

199 218

210 -229

221 240

232 251

243 -262

254 273

265 284

276 295

287 -306

298 317
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P29 KPYWLORAQGHNNGICWGNQ
P30 NNGICWGNQLFVTIVVDTTRS
P31 VTVVDTTRSTNMSLCAAI ST
P32 MSLCAAISTSETTYKNTNEK
P33 TTYKNTNFKEYLRHGEEYDL
P34 LRHGEEYDLOFIFQLCKITL
P35 IFQLCKITLTADVMTYIHSM
P36 DVMTYIHSMNSTILEDWNEG
P37 TILEDWNFGLQEPPPGGTLED
P38 PPPGGTLEDTYRFVTSQATA
P3g RFEVTSQAIACQKHTPPAPKE
P40 KHTPPAPKEDPLKKYTFWEV
P41 LEKKYTFWEVNLKEKFSADLD
P42 KEKFSADLDQFPLGRKFLLQ
P43 PLGRKFLLQOAGMHGDTPTLH
HPV16 E7 Peptide

P44 MHGDTPTLHEYMLDLQPETT
P45 MLDLQPETTDLYCYEQLNDS
P46 YCYEQLNDSSEEEDEIDGPA
P47 EEDEIDGPAGQAFPDRAHYN
P48 AEPDRAHYNIVTFCCKCDST
P49 TFCCKCDSTLRLCVQSTHVD
P50 LCVQSTHVDIRTLEDLLMGT
P51 TLEDLLMGTLGIVCPICSQKP

(86)

PCT/EP01/14037

309 328
320 -339
331-350
342 -361
353372
364 -383
375 -394
386 -405
397 416
408 427
419 -438
430 449
441 -460
452 -471

463 -473 und
E7 1-9

1-20
1231
2342
34 53
4564
56-75
67-86
78 -97

Unter HPV16 L1-Peptidpools wird das Gemisch der Peptide P1 bis P43,
unter HPV16 E7-Peptidpools das Gemisch der Peptide P44 bis P51 verstan-

den.

5 e  Des weiteren wurden um jeweils 9 Aminosturen iiberlappende 20mer-

Peptide synthetisiert, welche die Sequenz des L1 und des E7 Proteins von
HPV18 umfassen. Die Peptide wurden von 1 bis 52 durchnummerjert. Thr

Name und ihre Sequenz sind in der folgenden Tabelle zusammengefalit.
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Tabelle 2: Synthetische iiberlappende 20mer Peptide von HPV18 L1 und E7

Peptid Nr. Sequenz

HPV18 L1 Peptide

Ql
Q
Q3
Q4
Qs
Q6
Q7
Q8
Q9
Q1o
Qi1
Q12
QI3
Q14
Q15
Q16
Q17
Q18
Q19
Q20
Q21
Q22
Q23
Q24
Q5
Q26
Q27

MALWRPSDNTVYLEPPSVAR
YLPPPSVARVVNTDDYVTRT
NTDDYVIRTSIFYHAGSSRL
EYHAGSSRLLTVGNPYFRVP
VGNPYFRVPAGGGNKQDIPK
GGNKQDIPKVSAYQYRVFRV
AYQYRVFRVQLPDPNKFGLP
PDPNKFGLPDTSIYNPETQR
SIYNPETQRLVWACAGVEIG
WACAGVEIGRGQPLGVGLSG
QPLGVGLSGHPFYNKLDDTE
FYNKLDDTESSHAATSNVSE
HAATSNVSEDVRDNVSVDYK
RDNVSVDYKQTQLCILGCAP
QLCILGCAPAIGEHWAKGTA
GEHWAKGTACKSRPLSQGDC
SRPLSQGDCPPLELKNTVLE
LELKNTVLEDGDMVDTGYGA
DMVDTGYGAMDFSTLQDTKC
FSTLQDTKCEVPLDICQSIC
PLDICQSICKYPDYLOMSAD
PDYLOMSADPYGDSMFFCLR
GDSMFFCLRREQLFARHFWN
QLFARHFWNRAGTMGDTVPQ
GTMGDTVPQSLYIKGTGMRA
YIKGTGMRASPGSCVYSPSP
GSCVYSPSPSGSIVTSDSQL

relative Position

1-20
1231
23 -42
34-53
4564
56-75
67-86
7897
89-108

100 -119
111-130
122 -141
133 -152
144 -163
155 -174
166 -185
177 -196
188 -207
199 218
210229
221 -240
232 251
243 -262
254 273
265 -284
276 -295
287 306
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Q28 SIVTSDSQLFNKPYWLHEAQ
Q29 KPYWLHKAQGHNNGVCWHNQ
Q30 NNGVCWHNQLEFVTIVVDTTRS
Q31 VIVVDTTRSTNLTICASTQS
Q32 LTICASTQSPVPGQYDATKF
Q33 PGQYDATKFKQYSREVEEYD
Q34 YSRHVEEYDLQFIFQLCTIT
Q3s FIFQLCTITLTADVMSYTIHS
Q36 ADVMSYIHSMNSSILEDWNE
Q37 SSILEDWNFGVPPPPTTSLV
Q38 PPPPTTSLVDTYRFVQSVAI
Q39 YREVQSVAITCQKDAAPAEN
Q40 QKDAAPAENKDPYDKLKEWN
Q41 PYDKLKFWNVDLKEKESLDL
Q42 LKEKFSLDLDQYPLGRKELYV
Q43 YPLGRKFLVQAGMHGPKATL
HPV18 E7 Peptide

Q44 MHEGPRATLODIVLELEPQNE
Q45 VLHLEPQNEIPVDLLCHEQL
Q46 VDLLCHEQLSDSEEENDEID
Q47 SEEENDEIDGVNHQHLPARR
Q48 NHQHLPARRAEPQRHTMLCM
Q49 PORHTMLCMCCKCEARIKLV
Q50 KCEARIKLVVESSADDLRAF
Q51 SSADDLRAFQOLFLNTLSFV
Q52 LFLNTLSEVCPWCASQQ

(88)

PCT/EP01/14037

298 -317
309 -328
320-339
331 -350
342 -361
353-372
364 -383
375 -394
386 -405
397 -416
408 -427
419 -438
430 -449
441 460
452 -471

463 -474 und
E7 1-8

1-20
12- 31
23- 42
34- 53
45~ 64
56-75
67 - 86
78 - 97
89 -104

Unter HPV18 LI-Peptidpools wird das Gemisch der Peptide Q1 bis Q43,
unter HPV 18 E7-Peptidpools das Gemisch der Peptide Q44 bis Q52 ver-

standen.
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2. Herstellung von HPV18 L1xcpE7.s3pr CVLPs und HPV18 L1acpE7).
oot CVLPs

a) Herstellung der Konstrukte

Die kodierenden Nukleinsiuren fiir die einzelnen Papillomavirus-spezifischen

Proteine wurden beispiclsweise tiber eine PCR (,,polymerase chain reaction®)-

Amplifizierung aus einer Genbank isoliert und kloniert. Das Genom von HPV18
ist unter der GenBank Accession No. X05015 allgemein erhltlich und wurde von
Cole und Danos publiziert (J. Mol. Biol. 1987, 193 (4), 599-608).

Die fir die Konstruktion der erfindungsgeméRen Fusionsproteine zugrunde ge-
legte Sequenz besal dazu folgende Anderungen im L1 Gen: An den Positionen
89, 848, 1013 und 1230 des L1-Gens wurde auf DNA-Ebene ein C gegen ein G
ausgetauscht. Auf Protein-Ebene fithren die ersten drei Anderungen zu einem
Austausch von Pro nach Arg, wihrend die letzte Mutation keine Anderung auf

Protein-Ebene zur Folge hat. Das E7 Gen entspricht der publizierten Sequenz.

Eine andere Methode, die gewiinschten Nukleinsiuren zu erhalten, ist, die Papil-
lomavirus-spezifischen Gene direkt aus Warzen oder Tumore mittels PCR zu iso-
lieren. Geeignete Primer fiir die E6- und E7-Gene aus HPV16 und HPVI8 sind
z.B. in W093/21958 offenbart. Weitere Literaturstellen fiir die gewiinschten Nu-
kleinsduren sind beispielsweise Kirnbaum, R. et al. (1994), J. Virol, 67, 6929-
6936 bzw. die oben bereits erwihnten in der EMBL-Datenbank hinterlegten Klo-

ne.

Zur Herstellung von HPV18L1acnr wurden zwei Primer konstruiert, die zum offe-
nen Leserahmen (ORF) von HPVISL1 komplementéir sind. Der erste Primer hat
die Sequenz
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5°-ACC AGA CTC GAG ATG GCT TTG TGG CGG CCT AGT GAC-3°

und der zweite Primer

57-ATA GCC AAG CTT AAT GAT ATC CTG AAC CARA ARA TTT ACG
TCC-3"

Der erste Primer kodiert 5° eine Xhol Resiriktionsenzymschnittstelle. Der zweite
Primer kodiert 5 eine EcoRV Restriktionsenzymschnittstelle. Auf die EcoRV
Stelle folgt ein TAA Translationsstopkodon, um die letzten 35 Aminossuren des
HPVIBLI ORF zu deletieren. Das PCR-Produkt wurde mit Xhol/EcoRV gespal-
ten und in den ebenfalls Xhol/EcoRV gespaltenen Vektor pBluescript® ligiert.
Das erhaltene Konstrukt HPVI8LIscor pKS wurde benutzt, um den ORF von
HPVI8E7, 531 und HPVI18E7,opi in die EcoRV Stelle zu klonieren.

Zur Klonierung der HPV18 E7 Fragmente wurden Primer mit einer 5’-EcoRV
Restriktionsenzymschnittstelle verwendet. Es wurde folgende Primerpaare einge-
setzt:

57-GGC CAT GAT ATC ATG CAT GGA CCT AAG GCA ACA TTG-3°

(5"-Ende des E7 Gens)
und

5°-GGC CAT GAT ATC TCG TCG GGC TGG TAA ATG TTG ATG-3"

(3"-Ende des E71.s3p1 Fragments)

JP
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bzw.

57-GGC CAT GAT ATC TGT GTG ACG TTG TGG TTC GGC TC-3°

(3’-Ende des E7;.gopt Fragments).

Die PCR Produkte wurden mit EcoRV gespalten und in die EcoRV Stelle des

modifizierten L1-Gens insertiert.

Die Klone wurden durch DNA-Sequenzierung analysiert. Anschliefend wurden
die HPVI18L1scpiE71s3m bzw. HPVI18LlacpiE71.60m1 Fusionsgene durch
Bglll/EcoRI Restriktionsverdau aus dem Vektor pBluescript® herausgeschnitten
und in den BglIl/EcoRI gespaltenen Baculovirus Transfervektor pVL1392 ligiert,

um rekombinante Baculoviren herzustellen.

b) Herstellung rekombinanter Baculoviren

Spodoptera frugiperda (Sf9) Zellen wurden als Monolayer oder in Suspensions-
kultur in TNM-FH Insektenmedium (Life Technologies, Karlsruhe) mit 10%
fotalem Kalberserum und herangezogen. Rekombinante Baculoviren wurden
durch Cotransfektion von 5 pg der rekombinanten Plasmide und 1 pg von lineari-
siertem Baculo-Gold® DNA (Pharmingen, San Diego, CA) in Sfo Zellen herge-
stellt. Rekombinante Viren wurden durch Endpunktverdiinnung und/oder Plaque-
Vereinzelung gereinigt. Um die Expression zu testen, wurden 10° Sf9 Zellen mit
rekombinantem Baculovirus und einer m.o.i. (,;multiplicity of infection) von 0,5
und 1 fiir 48h und infiziert. Nach der Inkubation wurde das Medium enifernt und
die Zellen mit PBS (140 mM NaCl, 2,7 mM Kel, 8,1 mM NaPOs 1,5 mM
KH;POs, pH 7,2) gewaschen. Die Zellen wurden dann durch FACS-Messung un-

JP 2004-514449 A 2004.5.20



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(92)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

20

25

30

L42-
tersucht oder in SDS-Probenpuffer lysiert und durch SDS-Gelchromatographie

und Immunoblotassay getestet.

¢} Reinigung von chiméren virus-hnlichen Partikeln

Fiir die Herstellung von CVLPs wurden Sf9 oder SF+-Zellen bei 27°C bis zu ei-
ner Dichte von 1,5-2 x 10° Zellen pro ml in den serumfireien Medien InsectXPress
(Biowhittaker, Verviers, Belgien) oder Sf 900II (Life Technologies, Karlsruhe)
geziichtet. Eine 200 ml Kultur wurde mit einer m.o.i. von 1 bis 2 mit rekombi-
nanten Baculoviren fiir 48h infiziert. Anschliefend wurden die Zellen pelletiert
und bei -80°C eingefroren. Frier-Tau Lyse erfolgte durch Zugabe von 4 Vol. Ex-
traktionspuffer (200 mM NaCl, 50 mM Tris, pH 8,5). Die Klarung des Homo-
genats erfolgte durch Zentrifugation bei 10.000 rpm im Sorvall SS34 Rotor. Die
Aufreinigung des L1E7 Proteins aus dem geklarten Rohextrakt fiir die immunolo-
gischen Assays erfolgte durch Ammoniumsulfat-Féllung bei 35-40% Sattigung
und anschlieende Anionenaustausch-Chromatographie an Fractogel® TMAE
(Merck, Darmstadt), wobei die CVLPs im linearen Salzgradienten bei 300-
400mM NaCl eluiert werden. Die Bestimmung des Proteingehalts der gereinigten
Fraktionen erfolgte nach der Bradford-Methode unter Verwendung von Rinder-
serumalbumin als Standard.

3. Restimulation von HPV16 L1 Peptid-stimulierten murinen T-Zellen mit

unterschiedlichen Antigen-prasentierenden Zellen

Murine T-Zellen (4x10%) von HPV16L1acE71s55 CVLP-geimpften C57BL/6-
Mausen wurden flir 5 Wochen mit HPV16 L1 Peptidpocls bei 37°C unter wo-
chentlicher Zugabe von 1 pg/ml je einzelnes Peptid sowie 10° Antigen-
prisentierenden Zellen (bestrahlte Splenozyten) stimuliert und geerntet. Anschlie-
Bend wurden die Zellen in 100 ul Medium bei 37°C mit 1 pg/ml der auf der X-
Achse der Fig. 1 angegebenen Peptide sowie 10° Antigen-présenticrenden Zellen
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(JAWS) in Anwesenheit von 10 IU/ml IL2 restimuliert. Als Negativ-Kontrolle
dienten lediglich mit Puffer inkubierte Zellen.

Nach einer Stunde wurden 1 pl Monensin (300 M) zugegeben. Die Zellen wur-
den fiir weitere 5 Stunden bei 37°C inkubiert, Anschiiefend wurden die Zellen
fixiert und permeabilisiert, mit o-mouse CD8/PE, mit ¢-mouse CD4/Cychrome
und mit c-mouse Interferon y/FITC gefiirbt. Die Zellen wurden hinsichtlich ihrer
Markierung in einem FACScan calibur untersucht und die MeBergebnisse mit

Hilfe von Cellquest Software analysiert.

Ergebnis: Fig. [ oben zeigt fiir die Peptide P18, P19, P43 bzw. Fig. 1 unten fir die
Peptide P35 und P3, daB die mit diesen Peptiden inkubierten JAWS-Zellen eine
Restimulation von Peptid-stimulierten CD8-positiven murinen T-Zellen bewirk-
ten. Die Peptide P3, P18, P19, P35 und P43 enthalten somit H2b-restringierte
zytotoxische T-Zellepitope.

4. Lyse von mit P33 beladenen RMA-Zellen

RMA-Zellen wurden mit *'Cr fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert, dreimal mit
Medium gewaschen und in 2 Aliquots aufgeteilt. Zum einen Aliquot der Zellen
wurden 10 pg/ml de P33-Peptids gegeben, das andere Aliquot diente als Negativ-
kontrolle in Abwesenheit des Peptids. AnschlieBend wurden jeweils 2000 der
Zellen (=Zielzellen) zu 40.000 T-Zellen (=Effektorzellen) in einem Gesamtvolu-
men von 150 pl gegeben. Die T-Zellen waren zuver {iber 5 Wochen mit einem

Gemisch aus 43 Peptiden (Peptide 1-43, je 1 pg/ml) stimuliert worden.

Parallel wurden Ansitze fir spontane und maximale Lyse der Zellen angesetzt.

Fiir die spontane Lyse dienten Zielzellen, die mit Kulturmedium inkubiert wur-
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den. Fir die maximale Lyse wurden Zielzellen durch Zugabe von 0,5% Triton
X100 lysiert.

Die Ansitze wurden fiir 5h bei 37°C inkubiert. 50 pl Uberstan;l der Anstitze wur-
den auf Luma-Platten gegeben und tiber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.
Am nichsten morgen wurde die Menge an radioaktivem *'Cr mit Hilfe eines Can-
berra-Packerd B-Plate Counter bestimumt (counts) und in Relation zu den maximal
Lysierten Zellen des Triton-Ansatzes gesetzt. Dabei wurden die % spezifische Ly-

se nach der Formel:
x =100 e (counts — spontan counts) / (maximal counts — spontan counts)

bestimmt.

Fig. 2 zeigt, daB die mit dem P33-Peptid beladenen RMA-Zellen effektiv durch
die T-Zellen lysiert werden konnten, die nicht beladenen RMA-Zellen hingegen
nicht. Das P33-Peptid ist somit ein H2b restringiertes zytotoxisches T-Zellepitop.

5. Restimulation von HPV18 Peptid-stimulierten murinen T-Zellen mit

unterschiedlichen Antigen-prisentierenden Zellen

Murine T-Zellen (4x105) von HPVI18 LlacpE7;ssps CVLP- und HPVIS
L1acpiB7 1600t CVLP-geimpften C3H-Mausen wurden fiir 5 Wochen mit FIPV18
L1 oder E7 Peptidpools bei 37°C unter wochentlicher Zugabe von 1 pg/ml je ein-
zelnes Peptid sowie 10° Antigen-prisentierenden Zellen (bestrahlte Splenozyten)
stimuliert und geerntet. AnschlieBend wurden die Zellen in 100 pl Medium bei
37°C mit 1 pg/ml der auf der X-Achse der Fig. 3 angegebenen Peptide sowie 10°
Antigen-présentierende Zellen (LKK) in Anwesenheit von 10 IU/ml IL2 restimu-
lert. Als Negativ-Kontrolle dienten lediglich mit Puffer inkubierte Zellen.
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Nach einer Stunde wurden 1 pl Monensin (300 pM) zugegeben. Die Zellen wur-
den fir weitere 5 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
fixiert und permeabilisiert, mit a-mouse CD8/PE, mit c-mouse CD4/Cychrome
und mit a-mouse Interferon y/FITC gefirbt. Die Zellen wurden hinsichtlich ihrer
Markierung in einem FACScan calibur untersucht und die MeBergebnisse mit
Hilfe von Cellquest Software analysiert.

Ergebnis: Fig. 3 zeigt fiir die Peptide Q22, Q23, Q51, Q43 und Q44 bzw. Fig. 4
fiir die Peptide Q41 und Q5, daB die mit diesen Peptiden inkubierten LKK-Zellen
eine Restimulation von Peptid-stimulierten murinen CD8-positiven T-Zellen be-
wirkten. Die Peptide Q5, Q22, Q23, Q41, Q43, Q44 und Q51 enthalten somit
H2k-restringierte zytotoxische T-Zellepitope.

6. Restimulation von HPV18 CVLP-stimulierten T-Zellen mit

unterschiedlichen Antigen-présentierenden Zellen

Humane T-Zellen (4x10°%) eines nicht-HLA-typisierten Blutspenders wurden fiir 1
Woche mit HPV18 LiscpiE7y-s3p; CVLPs und HPV18 LlacpE7,-o0t CVLPs, 800
U/ml humanem GM-CSF und 500 U/ml humanem IL4 sowie fiir weitere 5 Wo-
chen mit HPV18 LlacpiE7 5301 CVLPs und HPV18 LlycpiE7.6op CVLPs bei
37°C unter wichentlicher Zugabe von 1pg/ml des CVLPs-Gemisches (Verhaltnis
1:1 der beiden Konstrukte) sowie 10° Antigen-prisentierenden Zellen (bestrahlte
PMBC) stimuliert und geerntet.

JP 2004-514449 A 2004.5.20



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(96)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

- 46-

Die 20mer-Peptide Q1 bis 52 wurden gem#B der Matrix

HPV18Pools | A B c D E F G H
1 Ql | Q2| Q3 | Q4] Q5 Q6| Q7| Qs
2 Q9 | Q1o | Qi1 | Q2| Q3| Q4| qis| Qs
3 Q17 1 Q18 | Q19 | Q20 | Q21 | Q22 | Q23 | Q24
4 Q25 | Q26 | Q27 | @28 | Q29 | Q30 | Q31 | Q32
5 Q33 | Q34 | Q35| Q36 | Q37 | Q38 | Q39 | Q40
6 Q41 | Q42 | Q43 | Q44 | Q45 | Q46 { Q47 | Q48
7 Q49 | Q50 | Q51 | Q52

in Peptidpools A bis H bzw. 1 bis 7 zusammengefaft.

AnschlieBend wurden die T-Zellen in 100 pl Medium bei 37°C mit den Pep-
tidpools sowie 10° Antigen-prisentierenden Zellen (donor-identische BLCL) in
Anwesenheit von 10 TU/ml IL2 restimuliert. Dabei wurden derartige Mengén der

Peptidpools eingesetzt, daB fiir jedes einzelne Peptid [ pg/ml zugegeben wurde.

Als Negativ-Kontrolle dienten lediglich mit Puffer inkubierte Zellen, als Positiv-
Kontrollen mit HPV18 L1- bzw. HPV18 E7-Peptidpool inkubierte Zellen.

Nach einer Stunde wurde 1 pl Monensin zugegeben. Die Zellen wurden fiir weite-
re 5 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlieflend wurden die Zellen fixiert und per-
meabilisiert, mit a-human CD8/APC, mit a-human CD4/PerCP und mit o-
human IFNY/FITC gefirbt. Die Zellen wurden hinsichtlich ihrer Markierung in
einem FACScan calibur untersucht und die MeBergebnisse mit Hilfe von Cell-

quest Software analysiert.
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Ergebuis: Fig. 5 zeigt, da insbesondere die mit den Peptidpools F und 1 inku-
bierten BLCL eine Restimulation von CVLP-stimulierten humanen CD4-
positiven T-Zellen bewirkten. Des weiteren zeigten die Peptidpools A und 6 eine
deutlich tiber der Negativkontrolle liegende Restimulation. Die mit den tibrigen
Peptidpools inkubierten BLCL bzw. die Negativkontrolle oder die mit dem E7-
Peptidpool inkubierten BLCL wiesen hingegen einen geringen Anteil an reaktiven
CD4-positiven T-Zellen auf. Die Peptidpools F und 1 enthalten gemeinsam das
Peptid Q6, das somit fiir die Restimulation der CVLP-stimulierten T-Zellen ver-
antwortlich ist. Das Peptid Q6 enthilt somit ein T-Helferepitop. Die Peptidpools
Aund 1 enthalten als gemeinsames Peptid Q1, A und 6 Q41 sowie F und 6 Q46.
Somit enthalten auch die Peptide Q1, Q41 und Q46 T-Helferepitope.

7. Restimulation von HPV16 CVLP-stimulierten T-Zellen mit

unterschiedlichen Antigen-présentierenden Zellen

Analog zu Beispiel 6 wurden humane T-Zellen eines nicht-HLA-typisierten Blut-
spenders mit HPV16L1,0+E7,.55 CVLPs stimuliert und geerntet.

Die 20mer-Peptide P1 bis 51 wurden gemaB der Matrix

HPV16 Peols A B C D E F G

1 P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P
2 P9 P10 { P11 | P12 | P13 | P14 | P15 | P16
3 P17 | P18 | P19 | P20 | P21 | P22 | P23 | P24
4 P25 | P26 | P27 | P28 | P29 | P30 | P31 | P32
5 P33 | P34 | P35 | P36 | P37 | P38 | P39 | P40
6 P41 | P42 | P43 | P44 | P45 | P46 | P47 | P48
7 P49 | P50 | P51
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in Peptidpools A bis H bzw. 1 bis 7 zusammengefalit.

Anschliefend wurden die T-Zellen wie in Beispiel 6 beschrieben restimuliert,
fixiert, permeabilisiert und gefarbt. Die Auswertung erfolgte ebenso wie in Bei-

spiel 6 beschrieben.

Ergebnis: Fig. 6 zeigt fiir die Peptidpools G und 3, daB die mit diesen Peptidpools
inkubierten BLCL eine Restimulation von CVLP-stimulierten T-Zellen bewirkten.
Des weiteren zeigten die Peptidpools B und C sowie 2 und 4 eine deutlich iiber
der Ncgativkontroﬂe liegende Restimulation. Die mit den iibrigen Peéptidpools
inkubierten PBMC bzw. die Negativkontrolle inkubierten PBMC wiesen hingegen
cinen geringen Anteil an reaktiven CD4-positiven T-Zellen auf, nicht aber die mit
den iibrigen Peptidpools inkubierten BLCL bzw. die Negativkontrolle oder die
mit dem E7-Peptidpool inkubierten PBMC. Die Peptidpools G und 3 enthalten
gemeinsam das Peptid P23, B und 2 enthalten P10, B und 3 P18, B und 4 P26, C
und 2 P11, C und 3 P19, C und 4 P27, G und 2 P15 sowie G und 4 P31. Diese

Peptide sind somit jeweils fiir die Restimulation der CVLP-stimulierten T-Zellen

verantwortlich. Die Peptide P10, P11, P15, P18, P19, P23, P26, P27 und P31 ent-

halten somit jeweils ein T-Helferepitop.

8. Restimulation von HPVI18 LI1-Peptid stimulierten T-Zellen mit

unterschiedlichen Antigen-présentierenden Zellen

Analog zu Beispiel 3 wurden humane T-Zellen (4x10°) eines HLA A24-positiven
Spenders fiir 3 Wochen mit dem HPV18 L1-Peptidpool bei 37°C unter wochentli-
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cher Zugabe 1 pg/ml je einzelnes Peptid sowie 10° Antigen-prisentierenden Zel-
len (bestrahlte PMBC) stimuliert und geerntet.

AnschlieBend wurden die Zellen in 100 pl Medium bei 37°C mit 10 ug/ml des
HPV18 Ll-Peptids Q9 sowie 10° Antigen-présentierenden Zellen (donor-
identische BLCL) in Anwesenheit von 10 IU/ml IL2 restimuliert. Als Negativ-
Kontrolie dienten lediglich mit Puffer inkubierte Zellen.

Nach einer Stunde wurden 1 ul Monensin (300 pM) zugegeben. Die Zellen wur-
den fiir weitere 5 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
fixiert und permeabilisiert, mit o-human CD8/APC, mit a-human CD4/PerCP und
mit a-human IFNy/FITC gefirbt. Die Zellen wurden hinsichtlich ihrer Markie-
rung in einem FACScan calibur untersucht und die MeRergebnisse mit Hilfe von
Cellquest Software analysiert.

Ergebnis: Fig. 7 zeigt, daB die mit dem Peptid Q9 inkubierten BLCL-Zellen eine
Restimulation von HPV18 LI-Peptidpool-stimulierten CD8-positiven T-Zellen
bewirkten. Somit enthilt das Peptid Q9 ein HLA A24-restringiertes zytotoxisches
T-Zellepitop.

Anhand des Algorithmus fiir potentielle HLA A24-bindende Peptide (Paker, KC
et al. (1994) J. Immunol. 152:163), durchgefithrt in dem sogenannten Peptid-
Prediction Program von Parker unter http:/fwww-
bimas.dert.nib.gov/molbio/hla_bind/, wurde festgestellt, daB das Peptid
IYNPETQRL an MHC-Klasse I Molekiile des Haplotyps HLA A24 bindet. Das
Peptid TYNPETQRL ist somit fiir die Restimulation der T-Zellen durch die mit
dem Q9-Peptid inkubierten BLCL-Zellen verantwortlich ist.
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Somit ist das Peptide IYNPETQRL, das in dem Peptid Q9 der iiberlappenden
20mere enthalten ist, ein HLA A24-restringiertes zytotoxisches T-Zellepitop.

9. Restimulation von HPVI6 CVLP-stimulierten T-Zellen mit

unterschiedlichen Antigen-prisentierenden Zellen

Analog zu Beispiel 6 wurden humane T-Zellen eines nicht-HLA-typisierten Blut-
spenders mit HPV16L14c+E71.55 CVLPs stimuliert und geerntet.

AnschlieBend wurden die T-Zellen in 100 pl Medium bei 37°C mit den Pep-
tidpools aus Beispiel 7 sowie 10° Antigen-prisentierenden Zellen (donor-
identischen BLCL) in Anwesenheit von 10 IU/ml IL2 restimuliert. Dabei wurden
derartige Mengen der Peptidpools eingesetzt, daB fiir jedes einzelne Peptid 1
pg/ml zugegeben wurde. Als Negativ-Kontrolle dienten lediglich mit Puffer inku-
bierte Zellen, als Positiv-Kontrollen mit HPV16 L1-Peptidpool inkubierte Zellen.

Nach einer Stunde wurde 1 ul Monensin zugegeben. Die Zellen wurden fiir weite-
re 5 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und per-

meabilisiert, mit o-human CD8/APC, mit a-human CD4/PerCP und mit a-
human IFNY/FITC gefarbt. Die Zellen wurden hinsichtlich ihrer Markierung in
einem FACScan calibur untersucht und die Mefergebnisse mit Hilfe von Cell-

quest Software analysiert.

Ergebnis: Fig. 8 (oben) zeigt, daB der Anteil der CD4- und IFNy-positiven Zellen
flir die mit den Peptidpools G und 5 inkubierten BLCL ebenso wie fiir die mit P39
inkubierten BLCL schr hoch ist. Da die Peptidpools G und 5 als gemeinsames
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Peptid P39 enthalten, das fiir sich alleine ebenfalls eine Restimualtion von CVLP-
stimulierten T-Zellen bewirkte, enthalt das Peptid P39 ein T-Helferepitop. Da
CD4- und IFNy-positive Zellen in der Regel Ty-Zellen sind, handelt es sich somit

um ein Ti-Epitop.

Des weiteren war der Anteil der CD4- und IL4-positiven Zellen (Fig. 8 unten) fiir
die mit den Peptidpcols F, G und 5 inkubierten BLCL deutlich erhtht gegeniiber
dem Anteil reaktiven Zellen, die mit den tibrigen Peptidpools inkubierten BLCL
bzw. der Negativkontrolle. CD4- und IL4-positive Zellen sind in der Regel Typ-
Zellen. Dies wiederum besagt, dafs das in G und § enthaltene Peptid P39 zusitz-
lich auch ein Tuz-Epitop enthalt oder mit dem Ty -Epitop identisch ist und daB
zusitzlich das in F und 5 enthaltene Peptid 38 ein Typ-Epitop enthlt.

10.  Restimulation von HPV16 CVLP-stimulierten T-Zellen mit

unterschiedlichen Antigen-présentierenden Zellen

Analog zu Beispiel 6 wurden humane T-Zellen eines nicht-HLA-typisierten Blut-
spenders mit HPV16L14c*E7,.ss CVLPs stimuliert und geerntet.

Anschliefend wurden die T-Zellen in 100 pl Medium bei 37°C mit den Pep-
tidpools aus Beispiel 7 sowie 10° Antigen-prisentierenden Zellen (donor-
identische BLCL) in Anwesenheit von 10 IU/ml IL2 restimuliert. Dabei wurden
derartige Mengen der Peptidpools eingesetzt, daf} fiir jedes einzelne Peptid 1
ug/ml zugegeben wurde. Als Negativ-Kontrolle dienten lediglich mit Puffer inku-
bierte Zellen, als Positiv-Kontrollen mit HPV16 L1-Pool inkubierte Zellen.

Nach einer Stunde wurde 1 pul Monensin zugegeben. Die Zellen wurden fiir weite-

re 5 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und per-
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meabilisiert, mit o-human CD8/APC, mit a-human CD4/PerCP und mit o~
human IFNY/FITC gefirbt. Die Zellen wurden hinsichtlich ihrer Markierung in
einem FACScan calibur untersucht und die MeBergebnisse mit Hilfe von Cell-

quest Software analysiert.

Ergebnis: Fig. 9 zeigt, daB der Anteil der CD8-positiven T-Zellen fiir die mit den
Peptidpools B, E, G und 1 inkubierten BLCL hoch ist. Da die Peptidpools B und 1
als gemeinsames Peptid P2, die Peptidpools E und | P5 sowie G und 1 P7 enthal-
ten, enthalten die Peptide P2, P5 und P7 je ein zytotoxisches T-Zellepitop.

11.  Restimulation von HPV16 CVLP-stimulierten T-Zellen mit P33-

stimulierten Antigen-préisentierenden Zellen

Analog zu Beispiel 6 wurden humane T-Zellen eines nicht-HLA-typisierten Blut-
spenders mit HPV16L14ceE7y.5s CVLPs stimuliert und geerntet.

AnschlieBend wurden die T-Zellen in 100 pul Medium bei 37°C mit 1 pg/ml Pep-
tid P33 sowie 10° Antigen-présentierenden Zellen (donor-identische BLCL) in

Anwesenheit von 10 IU/ml IL2 restimuliert. Als Negativ-Kontrolle dienten ledig-
lich mit Puffer inkubierte Zellen, als Positiv-Kontrolle mit HPV16 L1-Peptidpool
inkubierte Zellen.

Nach einer Stunde wurde 1 pl Monensin zugegeben. Die Zellen wurden fiir weite-
re 5 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und per-
meabilisiert, mit o-human CD8/APC, mit o-human CD4/PerCP und mit a-
human IFNY/FITC geférbt. Die Zellen wurden hinsichtlich ihrer Markierung in
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einem FACScan calibur untersucht und die MeRergebnisse mit Hilfe von Cell-

quest Software analysiert.

Ergebnis: Fig. 10 zeigt, daB der Anteil der CD8-positiven Zellen fir die mit dem
P33 Peptid inkubierten BLCL deutlich héker ist als in der Negativkontrolle. P33
enthélt somit ein zytotoxisches T-Zellepitop.

12.  Restimulation von HPVI18 CVLP-stimulierten T-Zellen mit

unterschiedlichen Antigen-prisentierenden Zellen

Analog zu Beispiel 6 wurden humane T-Zellen eines nicht-HLA-typisierten Blut-
spenders mit HPV18L1acpiE7;-s3p1 CVLPs und HPV18L1cpiE7 <001 CVLPs bei
37°C stimuliert und geerntet.

Anschlieflend wurden die T-Zellen in 100 pl Medium bei 37°C mit den HPV18-
Peptidpools aus Beispiel 6 sowie 10° Antigen-prisentierenden Zellen (donor-
identische BLCL) in Anwesenheit von 10 IU/m} IL2 restimuliert. Dabei wurden
derartige Mengen der Peptidpools eingesetzt, da fiir jedes einzelne Peptid 1
pg/ml zugegeben wurde. Als Negativ-Kontrolle dienten lediglich mit Puffer inku-
bierte Zellen, als Positiv-Kontrolle mit HPV18 L1-Peptidpool inkubierte Zellen.

Nach einer Stunde wurde 1 pl Monensin zugegeben. Die Zellen wurden filr weite-
re 5 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert und per-
meabilisiert, mit o-human CD8/APC, mit a-human CD4/PerCP und mit o-
human IFNYy/FITC gefirbt. Die Zellen wurden hinsichtlich ihrer Markierung in
einem FACScan calibur untersucht und die MeBergebnisse mit Hilfe von Cell-

quest Software analysiert.
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Ergebnis: Fig. 11 (oben) zeigt, daB der Anteil der CD4- und IFNy-positiven Zellen
fiir die mit den Peptidpools F, G, 5 und 6 inkubierten BLCL hoch ist. Den Pep-
tidpools F und 5 ist das Peptid Q38, F und 6 das Peptid Q46, G und 5 das Peptid
Q39 sowie G und 6 das Peptid Q47 gemeinsam. Somit enthalten die Peptide Q38,
Q39, Q46 und Q47 je ein Ty -Epitop.

Fig. 11 (unten) zeigt, daB der Anteil der CD4- und IL4-positiven Zellen fiir den
Peptidpool G besonders hoch ist, allerdings sind der Anteil der reaktiven Zellen
fiir die Pools 3, 4, 5 und 6 etwa gleich hoch, so daB aus diesem Versuch kein ein-
deutiger Riickschluf auf die Tip-Epitope gezogen werden konnte. Die Peptide
Q38, Q39, Q46 und Q47 wurden jedoch im nachfolgenden Beispiel individuell
getestet.

13.  Restimulation von HPV18 CVLP-stimulierten T-Zellen mit Q38-, Q39-,
Q46- bzw. Q47-Peptid-stimulierten Antigen-priisentierenden Zellen

Analog zu Beispiel 6 wurden humane T-Zellen (4x10%) eines nicht-HLA-
typisierten Blutspenders mit HPV18L1scpiE71.53m CVLPs und HPV18L1acpiE7.
sop1 CVLPs stimuliert und geerntet.

Anschliefend wurden die T-Zellen in 100 pl Medium bei 37°C mit je 1 pg/ml
Peptid Q38, Q39, Q46 oder Q47 sowie 10° Antigen-présentierenden Zellen (do-
nor-identische BLCL) in Anwesenheit von 10 IU/ml IL2 restimuliert. Als Nega-
tiv-Kontrolle dienten lediglich mit Puffer inkubierte Zellen, als Positiv-Kontrollen
mit HPV18 L1- oder E7-Peptidpool inkubierte Zellen.

Nach einer Stunde wurde 1 pul Monensin zugegeben. Die Zellen wurden fiir weite-
re 5 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschiieBend wurden die Zellen fixiert und per-
meabilisiert, mit o-human CD8/APC, mit o-human CD4/PerCP und mit a-
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human [FNY/FITC gefirbt. Die Zellen wurden hinsichtlich ihrer Markierung in
einem FACScan calibur untersucht und die MefBergebnisse mit Hilfe von Cell-

quest Software analysiert.

Ergebnis: Fig. 12 (oben links) zeigt, dafl der Anteil der reaktiven CD4- und JFNy-
positiven T-Zellen fiir die mit den Peptiden Q38 und Q39 inkubierten BLCL be-
sonders hoch ist, aber auch fiir die Peptide Q46 und Q47 noch deutlich héher ist
als in der Negativkontrolle. Somit enthalten Q38, Q39, Q46 und Q47 je ein Ty~
Epitop.

Fig. 12 (unten links) zeigt, dab der Anteil der reaktiven CD4- und IL4-positiven
T-Zellen fir die Peptide Q38 und Q39 besonders hoch ist, so daB Q38 und Q39
neben den Ty;-Epitopen zusitzlich auch Tyy-Epitope enthalten bzw. dab die Tr-
Epitope gleichzeitig auch Ty,-Epitope sind.

Fig. 12 (Oben rechts) zeigt, daB der. Anteil der reaktiven CD8- und IFNy-positiven
T-Zellen fiir die Peptide Q38, Q39 und Q47 besonders hoch ist, so daB die Peptide
Q38, Q39 und Q47 des weiteren zytotoxische T-Zellepitope enthalten. Der Anteil
an CD8- und IL4-positiven Zellen ist fur die Peptide Q38, Q39, Q46 und Q47
gering und vergleichbar zur Negativkontrolle, was dadurch za erkldren ist, dal

CD8-positive Zelien in der Regel kein IL4 exprimieren.

14.  Restimulation wvon HPV16 CVLP-stimulierten T-Zellen mit

unterschiedlichen Antigen-présentierenden Zellen

Analog zu Beispiel 6 wurden humane T-Zellen eines nicht-HLA-typisierten Blut-
spenders mit HPV16L1,csE7 .55 CVLPs stimuliert und geerntet.
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Anschliefend wurden die T-Zellen in 100 pl Medium bei 37°C mit den Pep-
tidpools aus Beispiel 7 sowie 10° Antigen-prisentierenden Zellen (donor-
identische BLCL) in Anwesenheit von 10 TU/ml IL2 restimuliert, Dabei wurden
derartige Mengen der Peptidpools eingesetzt, daf fiir jedes einzelne Peptid 1
ng/ml zugegeben wurde. Als Negativ-Kontrolle dienten lediglich mit Puffer inku-
bierte Zellen, als Positiv-Kontrollen mit HPV16 L1 bzw. E7-Peptidpool inku-
bierte Zellen.

Nach einer Stunde wurde 1 pl Monensin zugegeben. Die Zellen wurden fiir weite-

re 5 Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen fixiert und per-

meabilisiert, mit o-human CDS8/APC, mit a-human CD4/PerCP und mit o-
human IFNY/FITC gefirbt. Die Zellen wurden hinsichtlich ihrer Markierung in
einem FACScan calibur untersucht und die MeBergebnisse mit Hilfe von Cell-

quest Software analysiert.

Ergebnis: Fig. 13 zeigt, daB der Anteil der CD8- und IFNy-positiven T-Zellen fiir
die mit den Peptidpools A, C, E, F, 1 und 6 inkubierten BLCL hoch ist. Den Pep-
tidpools

A und 1 ist das Peptid P1,
C und 1 das Peptid P3,

E und 1 das Peptid PS5,
Fund 1 das Peptid P6,

A und 6 das Peptid P41,

C und 6 das Peptid P43,

E und 6 das Peptid P45 und

F und 6 das Peptid P46
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gemeinsam. Somit enthalten die Peptide P1, P3, PS5, P6, P41, P43, P45 und P46 je
ein zytotoxisches T-Zellepitop.

15.  Restimulation von HPVI18 CVLP-stimulierten T-Zellen mit

unterschiedlichen Antigen-présentierenden Zellen

Analog zu Beispiel 6 wurden humane T-Zellen cines nicht-HLA-typisierten Blut-
spenders mit HPV18L1,coiE7 s3m CVLPs und HPV18L1scoE7 .gom CVLPs bei
37°C stimuliert und geerntet.

Anschliefend wurden die T-Zellen in 100 pl Medium bei 37°C mit den Pep-
tidpools aus Beispiel 6 sowie 10° Antigen-prisentierenden Zellen (donor-
identische BLCL) in Anwesenheit von 10 IU/ml IL2 restimuliert. Dabei wurden
derartige Mengen der Peptidpools eingesetzt, dal fiir jedes einzelne Peptid 1
pg/ml zugegeben wurde. Als Negativ-Kontrolle dienten lediglich mit Puffer inku-
bierte Zellen, als Positiv-Kontrollen mit HPVI§ L1 bzw. E7-Peptidpool inku-
bierte Zellen (Fig. 14 oben). Fiir Fig. 14 unten wurden die T-Zellen in 100 pi Me-
dium bei 37°C mit den Peptidpools F und 4 sowie mit 1 pg/ml Peptid Q30 sowie
10° Antigen-présentierenden Zellen (donor-identische BLCL) in Anwesenheit von
10 IU/mlI IL2 restimuliert.

Nach einer Stunde wurde 1 pul Monensin zugegeben. Die Zellen wurden filr weite-
re 5 Stunden bei 37°C inkubiert. Anschlieflend wurden die Zellen fixjert und per-
meabilisiert, mit ¢-human CD8/APC mit o-human CD4/PerCP und mit a-human
IFNY/FITC gefirbt. Die Zellen wurden hinsichtlich ihrer Markierung in einem
FACSecan calibur untersucht und die MeBergebnisse mit Hilfe von Cellquest

Software analysiert.
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Ergebnis: Fig. 14 (oben) zeigt, da der Anteil der CD4- und IFNy-positiven T-
Zellen fur die mit den Peptidpools F und 4 jnkubierten BLCL hoch ist. Den Pep-
tidpools F und 4 ist das Peptid Q30 gemeinsam. Somit enthilt das Peptid Q30 ein
Twi-Epitop.

Dieses Ergebnis konnte durch den Versuch dargestellt in Fig. 14 unten besttigt
werden. Der Anteil der reaktiven CD4- und IFNy-positiven T-Zellen ist jeweils
vergleichbar, egal ob die T-Zellen mit den Peptidpools F-, 4- oder mit dem Peptid
Q30-inkubierten BLCL restimuliert wurden.

16.  Restimulation von HPV18 Peptid-stirnulierten murinen T-Zellen

Analog zu Beispiel 5 wurden murine T-Zellen von CVLP-geimpften Méausen mit
L1 oder E7 Peptidpools unter Zugabe von Antigen-prisentierenden Zellen stimu-
liert und geerntet. AnschlieBend wurden die Zellen mit den auf der X-Achse der
Fig. 15 angegebenen Peptide (Q3 und Q4 in Fig. 15 oben, L1474E7.¢, E72.11, E718
in Fig. 15 unten) sowie Antigen-préisentierenden Zeilen (RMA) restimuliert. Als
Negativ-Kontrolle dienten lediglich mit Puffer inkubierte Zellen.

Die Auswertung des Experiments erfolgte ebenfalls analog zu Beispiel 5, indem
die reaktiven CD8-positiven Zellen durch Antikérperfirbung und FACScan be-
stimmt wurden.

Ergebuis: Fig. 15 oben zeigt fir die Peptide Q3 und Q4 bzw. Fig. 15 unten fiir die
Peptide L1474E7 .5, E75.11 und E7,.g, dass die mit diesen Peptiden inkubierten
RMA-Zellen eine Restimulation von Peptid-stimulierten murinen CD8-T-Zellen
bewirkten, Die Peptide Q3, Q4, L1474E7).3, E7,.11 und E7,.g enthalten somit je-
weils ein H2b restringiertes zytotoxisches T-Zelleptitop.
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17. Lyse von HPV18 Peptid-belandenen RMA-/LKK-Zellen

Analog zu Beispiel 4 wurden RMA- bzw. LKK-Zellen mit *'Cr radioaktiv mar-
kiert und mit den auf der X-Achse aufgetragenen Peptiden (Q43 und Q44 in Fig.
16 oben, Q49 in Fig. 16 unten) inkubiert. Zellen ohne Peptid dienten als Negativ-
kontrollen, Anschlieend wurden T-Zellen hinzugegeben, die zuvor mit dem Pep-~

tidpool stimuliert worden waren.

Die Lyse der RMA- bzw. LKK-Zellen durch die T-Zellen wurde anhand der Frei-
setzung des *'Cr gemessen und wie in Beispiel 4 berechnet.

Ergebnis: Fig. 16 zeigt, dass die mit dem Q43 oder Q44 beladenen RMA-Zellen
(Fig. 16 oben) bzw. die mit dem Q49 beladenen LKK-Zellen (Fig. 16 unten) ef~
fektiv durch die T-Zellen lysiert werden konnten, die nicht beladenen RMA- bzw.
LKK-Zellen hingegen nicht. Das Q43- und das Q44-Peptid sind somit H2b~
restringierte zytotoxische T-Zellepitope, das Q49 ist somit ein H2k-restringiertes
zytotoxisches T-Zellepitop.

18.  Identifizierung des zytolytischen T-Zell-Epitops HPV18 E7g6.04

A HLA-Bindungs-Vorhersage

Fir die Vorhersage von 9-mer-Sequenzen mit hoher Bindungsstirke an HLA-
A*0201 im E7-Protein des HPV-Typs 18 wurde das HLA-Bindungsvorhersage-
Programm des NIH genutzt (Adresse: hitp://waww-
bimas.dert.nih.gov/molbio/hla\_bind/). Es wurden 9-mere untersucht, da sie die
optimalen Liganden fiir HLA-Klasse 1 Molekiile darstelien. Zur Vorhersage wur-

JP 2004-514449 A 2004.5.20



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(110)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

20

25

-60-
de die vollstindige Aminosturesequenz des HPV18 E7-Proteins in das Programm
eingespeist und festgelegt, daB 9-mere fiir das HLA-Allel A*0201 vorhergesagt
werden sollen. Das Programm liefert eine Liste, in der die gefundenen 9-mere
nach Bindungsstirke angeordnet sind. Der Wert fir die Bindungsstirke ist als
Halbwertszeit in Minuten. der Dissoziation eines Peptides der entsprechenden

Aminosduresequenz (T15) angegeben.

B Invitro Vakzinierung von PBMC

Die vorhergesagten Peptide wurden nach Standardmethoden synthetisiert (F moc
Methode). Gegen Peptide mit hoher vorhergesagter HLA-A2-Bindungsstirke
wurden peptidspezifische T-Zelllinien etabliert. Dazu wurden je Loch einer 96-
Lochplatte 1x10° PBMC von gesunden, HLA-A2 positiven Donoren in 100 pl
Medium (RPMI 1640, 10% hitzeinaktiviertes AB-Plasma) ausgesit. Dem Kultur-
medjum wurden 20 pg/ml Peptid zugegeben. Die Zellen wurden bei 37°C inku-
biert und 1 mal wochentlich mit bestrahlten peptidbeladenen autologen PBMC
restimuliert. Die Stimulator-PBMC wurden fiir 4 Stunden in Medium mit 20
ng/mi Peptid inkubiert. Nach der Bestrahlung wurden sie auf 1x10%100 ul mit
Medium verdiinnt und zu den peptidstimulierten PBMC gegeben. Dazu wurde die
Hilfte des Mediums aus jeder Vertiefung abgesaugt und 100 pl der Stimulator-
PBMC Suspension zugegeben. Ab der 3. Stimulation wurden 10 U/ml IL-2 und
10 U/ml IL-7 zugesetzt. Ab der 5. Stimulation wurde auf die gleiche Art und Wei-~
se mit peptidbeladenen autelogen B-lymphoblastischen Zelllinien (BLCL) resti-

muliert.

Zur in vitre Vakzinierung mit allogenen Tumorzellen wurden Hela Zellen mit
CD80 und HLA-A2 transfiziert (H7.1-A2). Diese Zellen wurden bestrahlt und zur
Stimulation von PBMC bei 1x10%/Loch cingesetzt, Es wurde 3 mal analog zu

Peptidstimulation restimuliert.
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(o ELISpot-Assay

1x10* Stimulatorzellen (K-A2 - dies sind K-562-Zellen (ATCC CCL-243) wurden
mit einem HLA A2-Expressionsvektor transfiziert, PBMC oder dendritische Zel-
len) wurden in 60 pl Medium (RPMI 1640, 0,4% Humanalbumin) in eine Vertie-
fung einer 96-Loch-Rundboden-Zellkulturplatte ausgesat und mit 50 pg/ml Peptid
iber Nacht beladen. Am nichsten Tag wurden 5x10* T-Zellen/Loch in 60u] Me-
dium (mit je 10 U/ml IL-2 und IL-7) zugegeben und 4 Stunden inkubiert. Eine
Millipore Nitroceltulose HA-Platte wurde itber Nacht bei 4°C mit dem monoklo-
nalen Antikérper 1-D1k anti-human IFN-y (10 pg/mli in PBS, 60 pl/Loch, Hélzel
Diagnostika, K6ln) beschichtet. Am nichsten Tag wurde 3 mal mit 150 pl steri-
lem PBS pro Vertiefung jeweils 5 min gewaschen und 1 Stunde bei 37°C mit Me-
dium geblockt. Das Blocking-Medium wurde entfernt, die Zellen von der Rund-
boden-Zellkulturplatte auf die Filterplatte {ibertragen und weitere 20 bis 22 Stun-
den inkubiert. Danach wurden die Zellen und das Medium entfernt und die Filter-
platte 6 mal 2 min mit PBS/Tween 20 (0.05%) gewaschen, Dann wurde der Anti-
korper Ab-7-B6-1-biotin zugegeben (2 pg/ml in PBS/BSA, 60pl/Vertiefung, Hol-
zel Diagnostika) und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nichsten Tag wurde die
Filterplatte wieder 6 mal 2 Minuten mit PBS/Tween 20 (0.05%) gewaschen und
Streptavidin-AP (50 ng/ml in PBS, Sigma (Deisenhofen), 100 plfVertiefung) zu-
gesetzt. Nach 2-stiindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Filterplatte 3
mal 2 Minuten mit PBS/Tween 20 (0.05%) und 3 mal 2 Minuten mit PBS gewa-
schen. Es wurden dann 60 ul BCIP/NBT-Substrat (Sigma, Deisenhofen) zugesetzt
und weiter 1 bis 2 Stunden bej Ranmtemperatur inkubiert, bis blauschwarze Flek-
ken erschienen. Die Reaktion wurde mit Wasser abgestoppt und die Platte ge-
trocknet. Die Auszihlung der Flecken (spots) erfolgte am ELISpot-Auslese-
System der Firma ZEISS-VISION (Halbergmoos).
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D Zytotoxizititstest

Die Zytotoxizitit von HPV18 E7g.04 spezifischen T-Zellen wurde im Chrom-
release Assay bestimmt. Als Targetzellen wurden autologe BLCL eingesetzt. Je-
weils 5x10° Zellen wurden in 100 pl Medium (RPMI 1640, 10% FCS) aufge-
nommen und mit 20 pl *'Chrom (NEN) versetzt. Zur Peptidbeladung der BLCL
wurde 50 ug/ml des entsprechenden Peptids zugefiigt. AnschlieBend erfolgte eine
Inkubation bei Raumtemperatur iber 2 Stunden, wobei die Zellen alle 20-30 min
vorsichtig resuspendiert wurden. Es folgte eine 3 malige Waschung der Zellen mit
5 ml Medium. Zum Sedimentieren der Zellen wurden sie dabej jeweils 5 min bei
1500 U/min zentrifugiert und vorsichtig resuspendiert. Die Targets wurden in
Medium aufgenommen und auf 1x10° Zellen/ml eingestellt. 40pl dieser Zellsus-
pension wurden jeweils zu den bereits in die Vertiefungen einer 96-Loch Spitzbo-

den-Zellkulturplatte ausgesiten Effektoren und K-562-Zellen CCL-243 gegeben.

Die Effektoren (epitopspezifische T-Zellen) wurden geerntet und in Medium
(RPMI 1640, 10% FCS, 10 U/ml IL-2 und IL-7) aufgenommen. Je 80 pl dieser
Zelisuspension  wurden in eine Vertiefung einer 96-Loch-Spitzboden-
Zellkulturplatte pipettiert (Duplikate). Dabei wurde die Zellzahl/ml so eingestellt,
daB} das gewiinschte Effekfor-Target-Verhilinis erreicht wurde. Den Effektoren
wurden unmarkierte K-562-Zellen (40 ul, 20 facher Uberschuf zu Targetzellen)
zugefiigt, um die in den Zelilinien eventuell vorhandene Aktivitat von NK-Zellen
vollstindig zu blockieren. Die Effektoren wurden mit den K-562-Zellen minde-
stens 30 Minuten inkubiert, bevor die markierten Targetzellen zugesetzt wurden.

Als Kontrollen (6-fach-Ansitze) wurden zum einen Targetzellen mit K-562 und
Medium inkubiert (Low-Release-Kontrolle) und zum anderen Targetzellen mit K~
562, Medium und Tween 20 (High-Release-Kontrolle). Um zu kontrollieren, ob
die NK-Aktivitat vollstdndig geblockt wurde, wurden auflerdem Effektoren mit

unmarkierten und markierten K-562 inkubiert.
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Die Ansdtze wurden 4 Stunden bei 37°C, 98% Luftfeuchte und 5 % CO; inku-
biert. Danach wurden die Kulturplatten 5 min bei 700 U/min zentrifugiert, um die
Zellen zu sedimentieren. Aus jeder Vertiefung wurden, ohne das Zellpellet auf-
zuwirbeln, 100 ul des Uberstandes auf eine Opti-Plate-Scintillationszahlplatte
pipettiert, und iiber Nacht bei Raumtemperatur stehen gelassen. Am nichsten Tag
wurden 150 pl Scintillationsfliissigkeit Microscint 40, Canberra-Packard, Deieich)
zugegeben und die Anzahl der Zerfille pro Minute in den einzelnen Ansétzen im
Scintillationszahlgerit (Topcount, Canberra-Packard, Dreieich) gemessen. Ab-
schlieBend wurden die Mittelwerte und Standardabweichungen der Mehrfachan-
sétze gebildet.

Die Berechnung der spezifischen Lyse wurde nach der folgenden Formel vorge-
nommen:

spezifische Lyse (%) = 100 x (Ergebnis - Low Release) x (High Release - Low

Release)!

E Kultur von tumorinfiltrierenden Lymphozyten (TIL)

Aus den Biopsien von Tumoren von Patientinnen mit HPV18 und HLA-A2 Posi-
tivitat wurden TIL durch Kultur in ATM V Medium (Gibco-Invitrogen, Karlsruhe)
mit jeweils 100 U/ml IL-2 und IL-7 und 0.125 pl/well Dynal beads T cell expan-
der (Dynal, Hamburg) zum auswachsen gebracht. Diese TIL wurden direkt im

ELISpot assay auf ihre Spezifitat fiir das HPV18 E7ss.04 Peptidepitop untersucht.

E Ergebnisse

Um zu bestimmen, welche HLA-A2 restringierten Peptide des HPV18 E7 Pro-

teins von Tumorzellen prozessiert und prisentiert werden, wurde durch in vitro
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Vakzinierung mit HeLa CDS8O/HLA-A2 Transfektanten (H7.1-A2) eine T-
Zelllinie generiert. In der IFN-y ELISpot Analyse zeigte sich eine spezifische Re-
aktion gegen das vorhergesagte synthetische Peptid FQQLFLNTL (siehe Fig. 17
oben). Dieses Peptid hat im Vergleich zu anderen vorhergesagte Peptiden eine
relativ geringe Bindungsaffinitit an HLA-A2. Trotzdem wurden spezifische T-
Zellen detektiert. Als Kontrollpeptid wurde HPV16 E753 verwendet, das keine
IFN-y Sekretion induzierte. Dies ldsst den Schluf zu, dass dieses Peptid von H7.1-
A2 Zellen prasentiert wird.

Um zu testen, ob HPV18 E7ga.04 spezifische T-Zellen zytolytische Aktivitit besit-
zen wurden T-Zelllinien gegen das synthetische Peptid hergestellt. Die T-Zellen
wurden im Chrom release assay getestet. Als Targetzellen wurden autologe pep-
tidbeladene BLCL eingesetzt. Bei einem Effektor zu Target Verhdltnis von 30:1
wurde eine spezifische Lyse von ca. 20% beobachtet (siehe Fig. 17 unten). Gegen
die Kontrollpeptide HPV18 E77.;5 und HPV16 E6yg3s wurde keine spezifische

Lyse gemessen.

Um zu tibexprifen, ob das HPV18 E7ss.04 Peptid auch vom Immunoproteasom
nattirlich prozessiert wird, wurden T-Zelllinien durch Stimulation mit antigen-
beladenen autologen dendritischen Zellen (DC) hergestellt. Die DC wurden mit
rekombinantem HPV18 E7 Protein bzw. einem Pool aus iiberlappenden 20-mer
Peptiden, die das gesamte HPV18 E7 reprisentieren, beladen (siche Fig. 18 oben:
»E7 Protein induziert” bzw. ,,E7 Peptidpool indutziert™). Die induzierten T-Zellen
wurden im ELISpot assay auf Spezifitét fiir das HPV18 E734.04 Epitop getestet. In
beiden T-Zelllinien wurden HPV18 E7g.04 spezifische T-Zellen detektiert (siche
Fig. 18 oben). Das bedeutet, dass das Immunoproteasom das Epitop prozessiert.

Die biologische Relevanz des HPV 18 E7gs.04 Epitops wurde an TIL Populationen
untersucht. TIL wurden aus einer Tumorbiopsie einer HPV18 und HLA-A2 posi-

tiven Patientin isoliert und in vitro linear expandiert ohne antigenspezifische Re-

JP 2004-514449 A 2004.5.20



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(115) JP 2004-514449

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

-65-
stimulation. Sie wurden im ELISpot assay mit HPV18 E7g.04 beladenen K-A2
(HLA-A2 transfizierten K-562 Zellen als Stimulatoren) konfrontiert.

In den TIL Populationen findet sich eine deutliche Reaktion gegen HPV18 E7g.04
Jjedoch nicht gegen das von Rudolf MP et al. (2001, Clinical Cancer Research 7 (3
Suppl):788s-795s) beschricbene Epitop HPV18 E7.s (siehe Fig. 18 unten). Das
Peptid HPV18 E75.;5 hat eine 2,5-fach hohere Bindungsafﬁnitéit an HLA-A2. Die-
se Ergebnisse deuten auf die natiirliche Présenz von HPV18 E7g.54 spezifischen
T-Zellen in Tumoren hin, was die Relevanz des gefundenen Peptidepitops unter-
streicht.

19. Zusammenfassung der Beispiele 3 bis 18

Die gewonnenen Daten der Beispiele 3 bis 18 sind in den Tabellen 3 und 4 zu-

sammengefafit:

Tabelle 3: HPV16-Peptide /-Epitope

Name | Sequenz rel. Position | Spe- | Haplo- | Artdes Datenin

cies typ Epitops
P2 | YLPPVPVSKVVSTDEYVART | Ll 12-31 |human Tc Beispiel 9
P3 |STDEYVARTNIYYHAGTSRL | L123-42 | murin | H2b Beispiel 2
P3 | STDEYVARTNIYYHAGTSRDL | LI23-42 |human Te Beispiel 9,
13

P5 | VGHPYFPIKKPNNNKILVPK | L145-64 |human Tc Beispiel 13
P7 | GLQYRVFRIHLPDPNKFGFP | LI167-86 |human Tc Beispiel 9
P10 |WACVGVEVGRGQPLGVGISG | L1 100-119 | human Ty | Beispiel 6
PI1 | QPLGVGISGHPLLNKLDDTE | L1 111-130 | human Ty Beispiel 6
P15 [QLCLIGCKPPIGEHWGKGSP | L1 155-174 | human Tu Beispiel 6
P18 |LELINTVIQDGDMVDTGEGA | LI 188-207 { murin { H2b Beispiel 2
PI§ |LELINTVIQDGDMVDTGFGA | L1 188-207 | human Ty Beispiel 6
P19 |DMVDTGFGAMDFTTLQANKS | L 99218 | murin [ H2b Beispiel 2 J
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P31 |VIVVDTTRSTNMSLCAAIST | L.1331-350 |human Ty Beispiel 6
P33 | TTYKNTNFKEYLRHGEEYDL | L1353-372 | murin | H2b Beispiel 3
P33 | TTYKNTNFKEYLRHGEEYDL { L1 353-372 { human Tc  |Beispiel 10
P35 |IFQLCKITLTADVMTYIHSM | L1375-394 | murin | H2b Beispiel 2
P38 |PPPGGTLEDTYRFVTSQAIA | L1408-427 | human The Beispiel 8
P39 |REVISQATACQKHTPPAPKE | L1 419438 | human Tw, Tz | Beispiel §
P41 |LRKYTFWEVNLKEKFSADLD | L1 441-460 | human Te Beispiel 13
P43 | PLGRKFLLQAGMHGDTPTLHE | L1463-482 | murin | H2b Beispiel 2
P46 |YCYEQLNDSSEEEDEIDGFA | E723-42 |human Tc  |Beispiel 13
Tabelle 4: HPV18-Peptide /-Epitope
Name |Sequenz rel. Posi- | Spe- | Haplo- | Artdes |Datenin
tion cies typ Epitops
Q3 |NTDDYVTRTSIFYHAGSSRL | L123-42 | mourin | H2b Te Beispiel 16
Q4 | FYHAGSSRLLTVGNPYFRVP | L134-53 |myrin | H2b Tc  |Beispiel 16
Q5 |VGNPYFRVPAGGGNKQDIPK | L145-64 | murin | H2k Beispiel 4
Q6 | GGNKQDIPKVSAYQYRVERV | LI 56-75 [ human Ty |Beispiel S
Q9 |SIYNPETQRLVWACAGVEIG | L189-108 | human| A24 Tc Beispiel 7
bzw. IYNPETQRL 90-98
Q22 | PDYLOMSADPYGDSMFFCLR Ll2 232- | murin | H2k Beispiel 4
51
Q23 |GDSMFPCLRREQLFARHEWN | L1243- | murin | H2k Beispiel 4
262
Q30 |NNGVCWHNQLEFVTVVDTTRS | L1320~ |human Twr | Beispiel 14
339
Q38 |PPPPTTSLVDTYRFVQSVAI | L1408- | human Tt » Tr, | Beispiel 11,
427 c 12
Q39 | YRFVQSVAITCQKDAAPAEN | L1419- [human Tt , Tuz, | Beispiel 11,
438 T |12
Q41 |PYDKLKFWNVDLKEKFSLDL | L1441- | murin | H2k Beispiel 4
460
Q43 | YPLGRKFLVQAGMHGPKATL | L1463- | murin Hzk Beispiet 4
482
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Q43 | YPLGRKFLVQAGMHGPKATL | L1463- |murin H2b Tc Beispiel 17
474
E7 1-8
Q44 |MHGPKATLQDIVLHLEPQNE | E7 1-20 |murin H2b Tc Beispiel 17
Q44 |MHGPKATLQDIVLELEPQNE E71-20 murin H2k Beispiel 4
Q46 |VDLLCHEQLSDSEEENDEID | E723-42 [ human T Beispiel 11,
12
Q47 | SEEENDEIDGVNHQHLPARR | E734-53 | human T, Tc | Beispiel 11,
12
Q49 | PORHTMLCMCCKCEARIKLY | E7 56-75 | murin H2k Te Beispiel 17
Q51 |SSADDLRAFQQLFLNTLSFV | E7 78-97 | murin H2k Beispiel 4
Ll | GMHGPKATL L1474 |murin H2b Tc Beispiel 16
E7 E71-8
E7,1; |HGPKATLQDI E72-11 |murin H2b Te Beispiel 16
E7.s |MHGPKATL E71-8 |murin H2b Tc Beispiel 16
E7s69s | FQOLEFLNTL E7 86-94 [human | HLA-A2 Te Beispiel 18
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Patentanspriiche

T-Zell-Epitop mit einer Aminosiuresequenz

YLPPVPVSKVVSTDEYVART, STDEYVARTNIY YHAGTSRL,
VGHPYFPIKKPNNNKILVPK, GLQYRVFRIHLPDPNKFGEP,
WACVGVEVGRGQPLGVGISG, QPLGVGISGHPLLNKLDDTE,
QLCLIGCKPPIGEHWGKGSP, LELINTVIQDGDMVDTGFGA,
DMVDTGFGAMDFTTLQANKS, VTVVDTTRSTNMSLCAAIST,
TTYKNTNFKEYLRHGEEYDL, IFQLCKITLTADVMTYIHSM,
PPPGGTLEDTYRFVTSQAIA, REVTSQAIACQKHTPPAPKE,
LKKYTFWEVNLKEKFSADLD, PLGRKFLLQAGMHGDTPTLH,
YCYEQLNDSSEEEDEIDGPA, VGNPYFRYPAGGGNKQDIPK,
GGNKQDIPKVSAYQYRVFRY, SIYNPETQRLVWACAGVEIG, IYNPETQRL,
PDYLQMSADPYGDSMFFCLR, GDSMFFCLRREQLFARHFWN,
NNGVCWHNQLEVTVVDTTRS, PPPPTTSLVDTYRFVQSVAL
YRFVQSVAITCQKDAAPAEN, PYDKLKEWNVDLKEKFSLDL,
YPLGRKFLVQAGMHGPKATL, MEGPKATLQDIVLHLEPQNE,
VDLLCHEQLSDSEEENDEID, SEEENDEIDGVNHQHLPARR,
SSADDLRAFQQLFLNTLSFV, NTDDYVTRTSIFYHAGSSRL,
FYHAGSSRLLTVGNPYFRVP, PQRHTMLCMCCKCEARIKLY, GMHGPKATL,
HGPKATLQDI, MHGPKATL, oder FQQLFLNTL

und/oder ejine funktionell aktive Variante davon.

T-Zell-Epitop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die genannte

Variante eine Sequenzhomologie zu

YLPPVPVSKVVSTDEYVART, STDEYVARTNIY YHAGTSRL,
VGHPYFPIKKPNNNKILVPK, GLQYRVFRIHLPDPNKFGFP,
WACVGVEVGRGQPLGVGISG, QPLGYGISGHPLLNKLDDTE,
QLCLIGCKPPIGEHWGKGSP, LELINTVIQDGDMVDTGFGA,
DMVDTGFGAMDFTTLQANKS, VTVVDTTRSTNMSLCAAIST,
TTYKNTNFKEYLRHGEEYDL, IFQLCKITLTADVMTYIHSM,
PPPGGTLEDTYRFVTSQAIA, RFVTSQAIACQKHTPPAPKE,
LKKYTFWEVNLKEKFSADLD, PLGRKFLLQAGMHGDTPTLH,

JP 2004-514449 A 2004.5.20



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(119)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

20

25

30

35

~69 -
YCYEQLNDSSEEEDEIDGPA, VGNPYFRVPAGGGNKQDIPK,
GGNKQDIPKVSAYQYRVFRY, SIYNPETQRLYVWACAGVEIG, IYNPETQRL,
PDYLQMSADPYGDSMFFCLR, GDSMFFCLRREQLFARHFWN,
NNGVCWHNQLFVTVVDTTRS, PPPPTTSLVDTYRFVQSVAL
YRFVQSVAITCQKDAAPAEN, PYDKLKFWNVDLKEKFSLDL,
YPLGRKFLVQAGMHGPKATL, MHGPKATLQDIVLHLEPQNE,
VDLLCHEQLSDSEEENDEID, SEEENDEIDGVNHQHLPARR,
SSADDLRAFQQLFLNTLSFV, NTDDYVTRTSIFYHAGSSRL,
FYHAGSSRLLTVGNPYFRVP, PQRHTMLCMCCKCEARIKLV, GMHGPKATL,
HGPKATLQDL MHGPKATL, oder FQQLFLNTL

von mind

ca. 65%, vorzugsweise mindestens ca. 75% und insbesondere

mindestens ca. 85% auf Aminostiureebene besitzt.

T-Zell-Epitop nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, da8 die genannte
Variante eine strukturelle Homologie zu

YLPPVPVSKVVSTDEYVART, STDEYVARTNIY YHAGTSRL,
VGHPYFPIKKPNNNKILVPK, GLQYRVFRIHLPDPNKFGFP,
WACVGVEVGRGQPLGYGISG, QPLGVGISGHPLLNKLDDTE,
QLCLIGCKPPIGEHWGKGSP, LELINTVIQDGDMVDTGFGA,
DMVDTGFGAMDFTTLQANKS, VTVVDTTRSTNMSLCAAIST,
TTYKNTNFKEYLRHGEEYDL, IFQLCKITLTADVMTYIHSM,
PPPGGTLEDTYRFVTSQAIA, RFVTSQAIACQKHTPPAPKE,
LKKYTFWEVNLKEKFSADLD, PLGRKFLLQAGMHGDTPTLH,
YCYEQLNDSSEEEDEIDGPA, VGNPYFRVPAGGGNKQDIPK,
GGNKQDIPKVSAYQYRVFRYV, SIYNPETQRLV WACAGVEIG, [YNPETQRL,
PDYLQMSADPYGDSMFFCLR, GDSMFFCLRREQLFARHFWN,
NNGVCWHNQLFVTVVDTTRS, PPPPTTSLVDTYRFVQSVAL
YRFVQSVAITCQKDAAPAEN, PYDKLKFWNVDLKEKFSLDL,
YPLGRKFLYQAGMHGPKATL, MHGPKATLQDIVLHLEPQNE,
VDLLCHEQLSDSEEENDEID, SEEENDEIDGVNHQHLPARR,
SSADDLRAFQQLFLNTLSFV, NTDDY VTRTSIFYHAGSSRL,
FYHAGSSRLLTVGNPYFRVP, PQRHTMLCMCCK.CEARIKLY, GMHGPKATL,
HGPKATLQDI, MHGPKATL, oder FQQLFLNTL

hat.
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T-Zell-Epitop nach einem der Anspriiche -3, dadurch gekennzeichnet,
daf das T-Zell-Epitop eine zytotoxische Antwort auslést oder eine T-
Helferzellfunktion vermittelt.

Verbindung enthaltend ein T-Zell-Epitop nach einem der Anspriiche 1 bis
4, wobei die Verbindung kein natiirlich vorkommendes L1 Protein eines
Papillomavirus und im Falle eines HPV-16 T-Zell-Epitops keine aus-
schiieflich N-terminale oder ausschlieSlich C-terminale Deletionsmutante

eines natiirlich vorkomumenden L1 Proteins eines Papillomavirus ist.

Verbindung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Verbin-

dung ein Polypeptid, insbesondere ein Fusionsprotein ist.

Verbindung nach Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB die
Verbindung ein Polypeptid von mindestens ca. 50 Aminosduren, vorzugs-
weise von mindestens ca. 35 Aminosiuren, insbesondere von mindestens
ca. 20 Aminosiuren und in besonders bevorzugter Weise von mindestens

ca. 9-13 Aminosauren Lénge ist.

Verbindung nach einem der Anspriiche 5-7, dadurch gekennzeichnet, daft
die Verbindung eine chemische, radioaktive, nicht radioaktive Isotopen
und/oder Fluoreszenzmarkierung des T-Zell-Epitops und/oder des ge-
nannten Fusionsproteins, und/oder eine chemische Modifikation des T-

Zell-Epitops und/oder Fusionsproteins enthalt.

Nukleinsaure, dadurch gekennzeichnet, daB sie fir ein T-Zell-Epitop ge-
méf3 einem der Anspriiche 1-4 oder eine Verbindung enthaltend ein T-Zell-
Epitop gemiB einem der Anspriiche 5-8 kodiert,
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Vektor, insbesondere ein Expressionsvektor, dadurch gekennzeichnet, daB
er eine Nukleinstiure gem#B Anspruch 9 enthalt.

Zelle, dadurch gekennzeichnet, daf® sie mindestens ein T-Zell-Epitop ge-
mif einem der Anspriiche 1-4 oder eine Verbindung gemiB einem der An-
spriiche 5-8 enthélt, vorzugsweise prasentiert,

Zelle nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Zelle mit einer
Nukleinséure gemaf Anspruch 9 und/oder cinem Vektor gemif Anspruch
10 transfiziert, transformiert, und/oder infiziert ist.

Zelle nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Zelle mit mi-
nestens einem T-Zell-Epitop gem#B einem der Anspriiche 1-4, mindestens
einer Verbindung gemil einem der Anspriiche 5-8 und/oder mindestens
einem Komplex gemiB einem der Anspriiche 15-17 enthaltend ein T-Zell-
Epitop gemih einem der Anspriiche 5-8, inkubiert wurde.

Zelle nach Anspruch 11 oder 12, dadurch gekennzeichnet, daft die Zelle
eine B-Zelle, ein Makrophage, eine dendritische Zelle, ein Fibroblast, ins-
besondere eine JY-, T2-, CaSki-Zelle oder EBV-transformierte Zelle ist.

Komplex enthaltend ein T-Zell-Epitop gemd$ einem der Anspriiche 1-4
oder eine Verbindung gemaB einem der Anspriiche 5-8 und mindestens ei-
ne weitere Verbindung.

Komplex nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, daB der Komplex
mindestens ein MHC-Klasse I-Molekiil, vorzugsweise als HLA A2.01, Al
oder A24 Tetramer enthilt,
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Komplex nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB das genannte
MHC-Klasse I Molekiil ein humanes MHC-Klasse I Molekiil, insbesonde-
re ein HLA A2.01, Al oder A24 Molekiil ist.

Verfahren zum in vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen durch
mindestens einem T-Zell-Epitop gemil einem der Anspriiche 1-4 oder
durch mindestens eine Verbindung, enthaltend ein T-Zell-Epitop gemif
einem der Anspriiche 1-4, das folgende Schritte enthalt:

a} Stimulation von Zellen mit mindestens einer genannten Verbindung,

b) Zugabe von mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop gemiB
einem der Anspriiche 1-4 présentiert oder eines Komplexes gemé8 ei-

nem der Anspriiche 15-17, und

¢) Bestimmung der Aktivierung von T-Zellen.

Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daf es nach Schritt
a) folgenden zus#tzlichen Schritt a*) enthalt:

a‘) Cokultivierung der Zellen fiir mindestens ca. [ Woche, insbesondere

mindestens ca. 8§ Wochen mit:

(i) mindestens einer Zielzelle beladen mit einem T-Zell-Epitop ge-
méB einem der Anspriiche 1-4, mit einer Verbindung gemaB ei-
nem der Anspriiche 5-8, mindestens einem Komplex gemif ei-
nem der Ansprische 15-17, mindestens einem Capsomer, minde-
stens einem stabilen Capsomer, mindestens einem VLP, minde-

stens einem CVLP, und/oder mindestens einem Virus,
(i) mindestens einem Komplex gemif einem der Anspriiche 15-17,

(iii) und/oder mindestens einer Zielzelle, die ein T-Zell-Epitop gemiB

einem der Anspriiche 1-4 prisentiert,
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bevor sich Schritt b) anschlieft.

Verfahren zur Herstellung einer Zielzelle nach einem der Anspriiche 11,
13, 14, 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, daf} die Zielzelle mit minde-
stens einem T-Zell-Epitop gemdB einem der Anspriiche 1-4, mit minde-
stens einer Verbindung gemiB einem der Anspriiche 5-8 und/oder minde-
stens einem Komplex gemif einem der Anspriiche 15-17 enthaltend ein T-
Zell-Epitop gem#B einem der Anspriiche 5-8, inkubiert wird.

Verfahren zur Herstellung einer Zielzelle nach einem der Anspriiche 11,
12, 14, 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB die Zielzellen mit einer
Nukleinsiure gemiB Anspruch 9 und/oder einem Vektor gemif Anspruch

10 transfiziert, transformiert und/oder infiziert wird,

Verfahren zur Herstellung einer Ziclzelle nach Anspruch 20 oder 21, da-
durch gekennzeichnet, daff die Zielzelle eine B-Zelle, ein Makrophage, ei-
ne dendritische Zelle, ein Fibroblast, insbesondere eine JY-, T2-, CaSki-
Zelle oder EBV-transformierte Zelle ist.

Verfahren nach Anspruch 18 oder 19, dadurch gekennzeichnet, daB an-
stelle von Schritt &) folgender Schritt a**) durchgefiibrt wird:

a‘‘) Gewinnung und Préparation von Proben enthaltend T-Zellen und an-
schliefende Kultivierung.

Testsystem zum in vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen enthal-
tend:
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a) mindestens ein T-Zell-Epitop gemif einem der Anspriiche 1-4,
mindestens eine Verbindung gemiB einem der Anspriiche 5-8,
mindestens einen Vektor gemiB Anspruch 10, mindestens eine
Zelle gemif einem der Anspriiche 11-14, und/oder mindestens ei-

nen Komplex gemaf einem der Anspriiche 15-17, und

b) Effektorzellen des Immunsystems, vorzugsweise T-Zellen, insbe-
sondere zytotoxische T-Zellen oder T-Helferzellen.

Verwendung mindestes eines T-Zell-Epitops geméB einem der Anspriiche
1-4, mindestens einer Verbindung gemdfi einem der Anspriiche 5-8, min~
destens eines Vektors gemiB Anspruch 10, mindestens einer Zelle gemiB
einem der Anspriiche 11-14, und/oder mindestens eines Komplexes gemif
einem der Anspriiche 15-17 zur Ausldsung oder zum Nachweis einer Im-

munantwort.

Arzneimittel oder Diagnostikum enthaltend mindestens ein T-Zell-Epitop
gemil einem der Anspriiche 1-4, mindestens eine Verbindung gemaB ei-
nem der Anspriiche 5-8, mindestens einen Vektor gemsfi Anspruch 10,
mindestens eine Zelle gemi$ einem der Anspriiche 11-14, und/oder min-
destens einen Komplex gemiB einem der Anspriiche 15-17 und gegebe-

nenfalls einen pharmazeutisch akzeptablen Tréger.

Arzneimittel oder Diagnostikum nach Anspruch 26, dadurch gekennzeich-
net, daB mindestens ein T-Zell-Epitop gemiB einem der Anspriiche 1-4,
mindestens eine Verbindung gem4B einem der Anspriiche 5-8, mindestens
ein Vektor gemdfl Anspruch 10, mindestens eine Zelle gemiB einem der
Anspriiche 11-14, und/oder mindestens ein Komplex gem#B einem der
Anspriiche 15-17 in Ldsung vorliegt, an eine feste Matrix gebunden ist,

und/eder mit einem Adjuvans versetzt ist.
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SEQUENCE LISTING

<110> MediGene Aktiengesellschaft

<120> T-Zellepitope des Papillomavirus Ll1- und E7-Proteins und
ihre Verwendung in Diagnostik und Therapie

<130> M3507%PC
<150> 100 5% 631.2
<151> 2000-12-01
<160> 115

<170> Word 6.0, PC-DOS/MS-DOS

<210> 1
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV1GE

<400> 1

Met Ser Leu Trp Leu Pro Ser Glu Ala Thr Val Tyr Leu Pro Pro Val
1 5 10 15

Pro Val Ser Lys
20

<210> 2

<211> 20

<212> PRT

<213> HPV16

<400> 2

Tyr Leu Pro Pro Val Pro Val Ser Lys Val Val Ser Thr Asp Glu Tyr
1 5 10 15

Val Ala Arg Thr
20

<210> 3

<2il> 20

<212> PRT

<213> HPV1E

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(144)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

<400> 3
Ser Thr Asp Glu Tyr Val Rla Rrg Thr Asn Ile Tyr Tyr His Ala Gly
1 5 10 15
Thr Ser Arg Leun
20
<210> 4
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV16

<400> 4

Tyr Tyr His Ala Gly Thr Ser Arg Leu Leu Ala Val Gly His Pro Tyr
1 5 10 15

Phe Pro Ile Lys
20

<210> 5

<211> 20

<212> PRT

<213> HPV16

<400> 5
Val Gly His Pro Tyr Phe Pro Ile Lys Lys Pro Asn Asn Asn Lys Ile
1 5 10
Len Val Pro Lys
20
<210> &
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV1E

<400> 6

Asn BAsn Asn Lys Ile Leu Val Pro lLys Val Ser Gly Leu Gln Tyr Arg
1 5 10 15

Val Phe Arg Ile
20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(145)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

<210> 7
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV16

<400> 7

Gly Leu Gln Tyr Arg Val Phe Arg Ile Bis Leu Pro Asp Pro &sn Lys
1 5 10 15

FPhe Gly Phe Pro
20

<210> 8

<211> 20

<212> PERT

<213> HPV16

<400> 8

Pro Asp Pro Asn Lys Phe Gly Phe Pro Asp Thr Ser Phe Tyr Rsn Pro
1 5 10 15

Asp Thr Gln Arg
20
<210> 9
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV16

<400> 9

Ser Phe Tyr Asn Fro Asp Thr Gln Arg Leu Val Trp Ala Cys Val cly
1 5 10 15

Val Glu Val Gly
20

<2i0> 1¢

<211> 20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(146)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

<212> PRT

<213> HEV16

<400> 10
Trp Ala Cys Val Gly Val Glu Val Gly Arg Gly Gln Pro Leu Gly Val
1 5 10 15
Gly Ile Ser Gly
20
<210> 11
<2i1> 20
<212> PRT

<213> HPV1é

<400> 11

Gln Pro Leu Gly Val Gly Ile Ser Gly His Pro Leu Leu Asn Lys Leu
1 5 10

Asp Asp Thr Glu
20

<210> 12

<211> 20

<212> PRT

<213> HPV16

<400> 12

Leu Leu Asn Lys Leu Asp Asp Thr Glu Asn Ala Ser Ala Tyr Ala Ala
1 5 10 15

Asn Ala Gly Val
20

<210> 13

<211> 20

<212> PRT

<213> HPVI6

<400> 13

Ser Ala Tyr Ala Ala Asn Ala Gly Val Asp Asn Arg Glu Cys Ile Ser
1 5 10 15

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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WO 02/44384

(147)

PCT/EP01/14037

Met Asp Tyr Lys

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20

14

20

PRT

HPV16

14

Arg Glu Cys Ile Ser Met Asp Tyr Lys Gln Thx Gln Leu Cys Leu Ile
1 5 10 15

Gly Cys Lys Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

1

20

15

20

PRT

HPV16

15

Gln Leu Cys Leu Ile Gly Cys Lys Pro Pro Ile Gly Glu His Trp Gly
5

10 15

Lys Gly Ser Pro
20

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

16

20

PRT

HPV1G

16

Gly Glu His Trp Gly Lys Gly Ser Pro Cys Thr Asn Val Ala Val asn

1

5 10 15

Pro Gly Asp Cys
20

<210>

<211>

17

20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(148)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

<212> PRT

<213> RPV16

<400> 17
Asn Val Ala Val Asn Pro Gly Asp Cys Pro Pro Leu Glu Leu Ile Asn
1 5 10
Thr Val Ile Gln
20
<210> 18
<211> 20
<212> PRT

<213> HPVI1é

<400> 18
Leu Glu Leu Ile Asn Thr Val Ile Gln Asp Gly Asp Met Val Rsp Thr
1 5 10 15
Gly Phe Gly Ala
20
<210> 19
<211> 20
<212> PRT

<213» BHPVi6

<400> 19

Asp Met Val Asp Thr Gly Phe Gly Ala Met Asp Phe Thr Thr Leu Gln
1 5 10 15

Ala Asn Lys Ser
20

<210> 20

<211> 20

<212> PRT

<213> HPV16

<400> 20

Phe Thr Thr Leu Gln Ala Asn Lys Ser Glu Val Pro Leu Asp Ile Cys
1 5 10 15

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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WO 02/44384

(149)

PCT/EP01/14037

Thr Ser Ile Cys

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20

21

20

PRT

HPVie

21

Pro Leu Asp Ile Cys Thr Ser Ile Cys Lys Tyr Pro Asp Tyr Ile Lys
1 5 10 15

Met Val Ser Glu

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20

22

20

PRT

HPV1E

22

Pro Asp Tyr Ile Lys Met Val Ser Glu Pro Tyr Gly Asp Ser Leu Phe

1

3 10 15

Phe Tyr Leu Arg
20

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

23

20

PRT

HPV16

23

Gly Asp Ser Leu Phe Phe Tyr Leu Arg Arg Glu Gln Met Phe Val Arg
1 5 10

15

His Leu Phe Asn

<210>

<211>

20

24

20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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WO 02/44384

<212>

<213>

<400>

(150)

PCT/EP01/14037

PRT

HPV1E6

24

Gln Met Phe Val Arg His Leu Phe Asn Arg Ala Gly Ala Val Gly Glu
1 5 10 15

Asn Val Pro Asp

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

1

20

25

20

PRT

BPV16

25

Gly Ala Val Gly Glu Asn Val Pro Asp Asp Leu Tyr Ile Lys Gly Ser
5 10 15

Gly Ser Thr Ala

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20

26

20

PRT

HPV16

26

Tyr Ile Lys Gly Ser Gly Ser Thr Ala Asn Leu Ala Ser Ser Asn Tyr
1 5

i0 15

Phe Pro Thr Pro

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20

27

20

PRT

HPV16

27

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(151)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037
9
Ala Sexr Ser Asn Tyr Phe Pro Thr Pro Ser Gly Ser Met Val Thr Ser
1 5 10
Asp Ala Gln Ile
20
<210> 28
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV1E

<400> 28

Ser Met Val Thr Ser Asp Ala Gln Ile Phe Asn Lys Pro Tyr Trp Leu
1 5 10 15

Gln Arg Ala Gln
20

<210> 29
<2il> 20
<212> PRT

<213> HEV1é

<400> 29

Lys Pro Tyr Trp Leu Gln Arg Ala Gln Gly His Asn Asn Gly Ile Cys
1 5 10 15

Trp Gly Asn Gln
20

<210> 30
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV16

<400> 30

Asn Asn Gly Ile Cys Trp Gly Asn Gln Leu Phe Val Thr Val Val Asp
1 5 15

Thr Thr Arg Ser
20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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WO 02/44384

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

(152)

PCT/EP01/14037
10

31
20
PRT

HPV16

31

Val Thr Val Val.Asp Thr Thr Arg Ser Thr Asn Met Ser Leu Cys Ala
1 5 1

10

Ala Ile Ser Thr

<210>

<Z1l1>

<212>

<213>

<400>

20

32

20

PRT

HPV1E

32

Met Ser Leu Cys Ala Ala Ile Ser Thr Ser Glu Thr Thr Tyr Lys Asn
1 5 15

Thr Asn Phe Lys

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20

33
20
PRT

HPV16

33

Thr Thr Tyr Lys Asn Thr Asn Phe Lys Glu Tyr Leu Brg His Gly Glu
1 5 10 15

Glu Tyr Asp Leu

<210>

<211>

<212>

<213>

20

34

20

PRT

HEV1G

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(153)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

11

<400> 34
Leu Arg His Gly Glu Glu Tyr Asp Leu Gln Phe Ile Phe Gln Leu Cys
1 5 10 15
Lys Ile Thr Leu
20
<210> 35
<211> 20
<212> PRT

<213> BPV16

<400> 35
Ile Phe Gln Leu Cys Lys Ile Thr Leu Thr Ala Asp Val Met Thr Tyr
1 5 10 15
Ile His Ser Wet
20
<210> 36
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV1e

<400> 36

Asp Val Met Thr Tyr Ile His Ser Met Asn Ser Thr Ile Leu Glu Asp
1 5 ic 15

Trp Asn Phe Gly
20

<210> 37

<211> 20

<212> PRT

<213> HPV16

<400> 37

Thr Ile Leu Glu Asp Trp Asn Phe Gly Leu Gln Pro Proc Pro Gly Gly
1 5 10 15

Thr Leu Glu Asp
20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(154)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

12

<210> 38
<211> 20
<212> FRT

<213> HPV16

<400> 38

Pro Pro Pro Gly Gly Thr Leu Glu Asp Thr Tyr Arg Phe Val Thr Sex
1 5 10 15

Gln Bla Ile Ala
20

<210> 39

<211l> 20

<212> PRT

<213> BPV16

<400> 39

Arg Phe Val Thr Ser Gln Ala Ile Ala Cys Gln Lys His Thr Prc Pro
1 5 10 i5

Ala Pro Lys Glu
20

<210> 40
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV16

<400> 40
Lys His Thr Pro Pro Ala Pro Lys Glu Asp Pro Leu Lys Lys Tyr Thr
1 5 10 15
Phe Trp Glu Val
20
<210> 41
<211> 20
<212> PRT

<213> BRPV16

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(155)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

13

<400> 41

Leu Lys Lys Tyr Thr Phe Trp Glu Val Asn Leu Lys Glu Lys Phe Ser
1 5 10 15

Ala Asp Leu Asp
20

<210> 42
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV1E

<400> 42
Lys Glu Lys Phe Ser Ala Asp Leu Asp Gln Phe Pro Leun Gly Arg Lys
1 5 10 15
Phe Leu Leu Gln
20
<210> 43
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV16

<400> 43

Pre Leu Gly Arg Lys Phe Leu Leu Gln Ala Gly Met His Gly Asp Thr
1 5 10 is

Pro Thr Leu His

20
<210> 44
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV16

<400> 44

Met His Gly Asp Thr Pro Thr Leu His Glu Tyr Met Leu Asp Leu Gln
1 5 10 15

Pro Glu Thr Thr
20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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WO 02/44384

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

(156)

PCT/EP01/14037
14

PRT

HPV16

45

Met Leuw Asp Leu Gln Pro Glu Thr Thr Asp Leu Tyr Cys Tyr Glu Gln
1 5 10 15

Leu Asn Asp Ser

<210>

<211>

<21i2>

<213>

<400>

20

46

20

PRT

HPV16

46

Tyr Cys Tyr Glu Gln Leu Asn Asp Ser Ser Glu Glu Glu Asp Glu Ile
1 5 10 15

Asp Gly Pro Rla
20

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

2

47

20

PRT

HPV16

47

Glu Glu Asp Glu Ile Asp Gly Pro Ala Gly Gin Ala Glu Pro Asp Arg
5 0 15

1

Ala His Tyr Asn

<210>

<211>

<212>

<213>

20

48
20
PRT

HPV16

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(157)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

15
<400> 48

Ala Glu Pro Asp Arg Ala His Tyr Asn Ile Val Thr Phe Cys Cys Lys
1 5 10 15

Cys Asp Ser Thr
20

<210> 49
<211> 20
<212> PRT

<213> HPVI16

<400> 49
Thr Phe Cys Cys Lys Cys Asp Ser Thr Leu Arg Leu Cys Val Gln Ser
1 5 10 15
Thr His Val Asp
20
<210> 50
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV1é

<400> 50

Leu Cys Val Gln Ser Thr His Val Asp Ile Arg Thr Leu Glu ZAsp Leu
1 5 10 15

Leu Met Gly Thr
20

<210> 51

<211> 21

<212> PRT

<213> HEBV1é

<400> 51

Thr Leu Glu Asp Leu Leu Met Gly Thr Leu Gly Ile Val Cys Pro Ile
1 5 10 15

Cys Ser Gln Lys Pro
20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(158)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

16
<210> 52

<211> 20
<212> PERT

<213> HPVLS8

<400> 52

Met Ala Leu Trp Arg Pro Ser Asp Asn Thr Val Tyr Leu Pro Pro Pro
1 5 ' 10 15

Ser Val Ala Arg
20
<210> 53
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> 53

Tyr Leu Pro Pro Pro Ser Val Ala Arg Val Val Asn Thr Asp Asp Tyr
1 5 10 15

Val Thr Arg Thr
20
<210> 54
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> .54
Asn Thr Asp Asp Tyr Val Thr Arg Thr Ser Ile Phe Tyr His Ala Gly
1 5 10 15
Ser Ser Arg Leu
20
<210> 55
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV1B

JP 2004-514449 A 2004.5.20



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(159)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

17

<400> 55
Phe Tyr His Ala Gly Ser Ser Arg Leu Leu Thr Val Gly Asn Pro Tyr
1 5 i0 15
Phe Arg Val Pro
20
<210> 56
<211> 20
<212> PERT

<213> HPV1S

<400> 56

Val Gly Asn Pro Tyr Phe Arg Val Pro Ala Gly Gly Gly Asn Lys Gln
1 5 10 15

Asp Ile Pro Lys
20

<210> 57

<211> 20

<212> PRT

<213> HPV1S8

<400> 57
Gly Gly Asn Lys Gln Asp Ile Pro Lys Val Ser Ala Tyr Gln Tyr Arg
1 5 10 15
Val Phe Arg Val
20
<210> 58
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV1S

<400> 58

Ala Tyr Gln Tyr Arg Val Phe Arg Val Gln Leu Pro Asp Pro Asn Lys
1 5 10 15

Phe Gly Leun Pro
20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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WO 02/44384

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

(160)

PCT/EP01/14037
18

59
20
PRT

HEV1E

5%

Pro Asp Pro Asn Lys Phe Gly Leu Pro Asp Thr Ser Ile Tyr Asn Pro
1 5 10 15

Glu Thr Gln Arg
20

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

60

20

PRT

HPV1g

60

Ser Ile Tyr Asn Pro Glu Thr Gln Arg Leu Val Trp Ala Cys Ala Gly
1 5 10 15

Val Glu Ile Gly

<210>

<211i>

<212>

<213>

<400>

20

61

20

PRT

HPV18

61

Trp Ala Cys Ala Gly Val Glu Ile Gly Arg Gly Gln Pro Leu Gly Val
1 5 10 15

Gly Leu Ser Gly

<210>

<211>

<212>

<213>

20

62

20

PRT

HPV18

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(161)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

19

<400> 62

Gln Pro Leu Gly Val Gly Leu Ser Gly His Pro Phe Tyr Asn Lys Leu

1 5 10 15

Asp Asp Thr Glu
20

<210> 63

<211> 20

<212> PRT

<213> HPV18

<400> 63

Phe Tyr Asn Lys Leu Bsp Asp Thr Glu Ser Ser His Ala Ala Thr Ser
1 5 1

15
Asn Val Ser Glu
20
<210> 64
<2131> 20
<212> FRT

<213> HPV1E

<400> 64

His Ala Ala Thr Ser Asn Val Ser Glu Asp Val Arg Asp Asn Val Ser
1 5 0 15

Val Asp Tyr Lys
20

<210> &5

<211> 20

<212> PRT

<213> HPVig

<400> 65

Arg Asp Asn Val Ser Val Asp Tyr Lys Gln Thr Gln Leu Cys Ile Leu
1 5 10 i5

Gly Cys Ala Pro
20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(162)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

20

<210> 66
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> 66

Gln Leu Cys Ile Leu Gly Cys Ala Pro Ala Ile Gly Glu His Trxp Ala
1 5 10 15

Lys Gly Thr Ala
20

<210> €7
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> 67

Gly Glu His Trp Ala Lys Gly Thr Ala Cys Lys Ser Arg Pro Leu Ser
1 5 10 15

Gln Gly Asp Cys
20

<210> &8
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<4Q0> 68
Ser Arg Pro Leu Ser Gln Gly Asp Cys Pro Pro Leu Glu Leu Lys Asn
1 5 10 15
Thr Val Leu Glu
20
<210> 69
<211> 20
<212> PRT

<213> HPVi8

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(163)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

21

<400> 69

Leu Glu Leu Lys Asn Thr Val Leu Glu Asp Gly Asp Met Val Asp Thr
1 5 10 18

Gly Tyr Gly Ala
20

<210> 70
<211> 20
<212> EBRT

<213> HPV18

<400> 70

Asp Met Val Asp Thr Gly Tyr Gly Ala Met Asp Phe Ser Thr Leu Gln
i 5 10

Asp Thr Lys Cys
20

<210> 71
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> 71
Phe Ser Thr Leu Gln Asp Thr Lys Cys Glu Val Pro Leu Asp Ile Cys
1 5 10 15
Gln Ser Ile Cys
20
<210> 72
<211> 20

<212> PRT

<213> HPV1S

<400> 72

Pro Leu Asp Ile Cys Gln Ser Ile Cys Lys Tyr Pro Asp Tyr Leu Gln
1 5 10 15

Met Ser Ala Asp
20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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WO 02/44384

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

(164)

PCT/EP01/14037
22

PRT

HPV18

73

Pro Asp Tyr Leu Gln Met Ser Ala Asp Pro Tyr Gly Asp Ser Met Phe
1 5 10 15

FPhe Cys Leu Arg
20

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

74

20

PRT

HPV18

74

Gly Asp Ser Met Phe Phe Cys Leu Arg Arg Glu Gln Leu Phe Ala Arg
1 5 10

15

His Phe Trp Asn

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20

75

20

PRT

HPV18

75

Gln Leu Phe Ala Arg His Phe Trp Asn Arg Ala Gly Thr Met Gly Asp
1 5 10 15

Thr Val Pro Gln

<210>

<211>

<212>

<213>

20

76
20
PRT

HPV18

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(165)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

23

<400> 76

Gly Thr Met Gly Asp Thr Val Pro Gln Ser Leu Tyr Ile Lys Gly Thr
1 5 10 15

Gly Met Arg Ala
20

<210> 77
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV1S8

<400> 77
Tyr Ile Lys Gly Thr Gly Met Arg Ala Ser Pro Gly Ser Cys Val Tyr
1 5 10 15
Ser Pro Ser Pro
20
<210> 78
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV1S

<400> 78

Gly Sex Cys Val Tyr Ser Pro Ser Pro Ser Gly Ser Ile Val Thr Ser
1 5 10 15

Asp Ser Gln Leu
20

<210> 79

<211> 20

<212> PRT

<213> HPV1g

<400> 79

Ser Ile Val Thr Ser Asp Ser Gln Leu Phe Asn Lys Pro Tyr Trp Leu
1 5 10 15

His Lys Ala Gln
20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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WO 02/44384

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

(166)

PCT/EP01/14037

80
20
PRT

HEV18

80

Lys Pro Tyr Trp Leu His Lys Ala Gln Gly His Asn Asn Gly Val Cys
1 5 10 15

Trp His Asn Gln

<210>

<211>

<2lz>

<213>

<400>

1

20

81

20

PRT

HPV18

81

Asn Asn Gly Val Cys Trp His Asn Gln Leu Phe Val Thr Val Val Asp
5 15

Thr Thr Arg Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20

82

20

PRT

HPV18

82

Val Thr Val Val Asp Thr Thr Arg Ser Thr Asn Leu Thr Ile Cys Ala
1 5 10

15

Ser Thr Gln Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

20

83

20

PRT

HPV1B

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(167)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

25

<400> 83

Leu Thr Ile Cys Ala Ser Thr Gln Ser Pro Val Pro Gly Gln Tyr Asp
1 5 10 15

Ala Thr Lys Phe
20

<210> 84
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV1S8

<400> 84

Pro Gly Gln Tyr Asp Ala Thr Lys Phe Lys Gln Tyr Ser Arg His Val
1 5 10 15

Glu Glu Tyr Asp
20

<210> 85
<211> 20
<212> PRT

<213> HPVI8

<400> 85
Tyr Ser Arg His Val Glu Glu Tyr Asp Leu Gln Phe Ile Phe Gln Leu
1 5 10
Cys Thr Ile Thr
20
<210> 8%
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> 86

Phe Ile Phe Gln Leu Cys Thr Ile Thr Leu Thr Ala Asp Val Met Ser
1 5 10 15

Tyr Ile His Ser
20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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WO 02/44384

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

(168)

PCT/EPO1/14037
26

87
20
ERT

Hpvig

87

Ala Asp Val Met Ser Tyr Ile His Ser Met Asn Ser Ser Ile Leu Glu
1 5

10 15

Asp Trp Asn Phe

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

20

8e

20

PRT

HPV18

88

Sex Ser Ile Leu Glu Asp Trp Asn Phe Gly Val Pro Pro Pro Pro Thr
1 5

10 15

Thr Ser Leu Val

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

1

20

g9

20

PRT

HEV18

89

Pro Pro Pro Pro Thr Thr Ser Leu Val Asp Thr Tyr Arg Phe Val Gln
5 10 15

Ser Val Ala Ile

<210>

<211>

<212>

<213>

20

a0

20

PRT

HPVIS8

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(169)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

27

<400> %0

Tyr Arg Phe Val Gln Ser Val Ala Ile Thr Cys Gln Lys Asp Ala Ala
1 5 10 i5

Pro Ala Glu Asn
20

<210> 91

<2il> 20

<212> PRT

<213> HPVI18

<400> 91
Gln Lys Asp Ala Ala Pro Ala Glu Asn Lys Asp Pro Tyr Asp Lys Leu
1 5 10 15
Lys Phe Trp Asn
20
<210> 92
<211> 20
<212> PRT

<213> HPVIS

<400> 92
Pro Tyr Asp Lys Leu Lys Phe Trp Asn Val Asp Leu Lys Glu Lys Phe
1 5 10 15
Ser Leu Asp Leu
20
<210> 93
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> 93

Leu Lys Glu Lys Phe Ser Leu Asp Leu Asp Gln Tyr Pro Leu Gly Arg
1 5 10 i5

Lys Phe Leu Val
20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(170)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

<210> 94
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> 94

Tyr Pro Leu Gly Arg Lys Phe Leu Val Gln Ala Gly Met His Gly Pro
1 5 o] 15

Lys Ala Thr Leu
20

<210> 95

<211> 20

<212> PRT

<213> HPVi8

<400> 95
Met His Gly Pro Lys Ala Thr Leu Gln Asp Ile Val Leu His Leu Glu
1 5 10
Pro Gln Asn Glu
20
<210> 926
<211> 20
<212> PRT

<213> HPVI8

<400> 96

Val Deu His Leu Glu Pro Gln Asn Glu Ile Pro Val Asp Leu Leu Cys
1 5 10 15

His Glu Gln Leu
20
<210> 97
<211> 20
<212> PRT
<213> HPV18

<400> 97

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(171)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

29

Val Asp Leu Leu Cys His Glu Gln Leu Ser Asp Ser Glu Glu Glu Asn
1 5 10 15

Asp Glu Ile Asp
20

<210> 98

<211> 20

<212> FPFRT

<213> HFV18

<400> 98

Ser Glu Glu Glu Asn Asp Glu Ile Asp Gly Val Asn His Gln His Leu
1 5 10 15

Pro Ala Arg Arg
20

<210> 99
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> 3938

Asn His Gln His Leu Pro Ala Arg Arg Ala Glu Pro Gln Arg His Thr
1 5 10 15

Met Leu Cys Met
20

<210> 100
<211> 20
<212> PRT

<213> HPVI8

<400> 100

Pro Gln Arg His Thr Met Leu Cys Met Cys Cys Lys Cys Glu Ala Arg
1 5 i0 15

Ile Lys Leu Val
20

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(172)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

30
<210> 101

<211>»> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> 101

Lys Cys Glu Ala Arg Ile Lys Leu Val Val Glu Ser Ser Ala Asp Asp
1 5 10 15

Leu Arg Ala Phe

20
<210> 102
<211> 20
<212> PRT

<Z13> RHPVI18

<400> 102

Ser Ser Ala Asp Asp Leu Arg Ala Phe Gln Gln Leu Phe Leu 2Asn Thr
1 5 15

Leu Ser Phe Val
20

<210> 103

<211> 17

<212> PRT

<213> HPVI8

<400> 103

Leu Phe Leu Asn Thr Leu Ser Phe Val Cys Pro Trp Cys Ala Ser Gln
1 5 10 15

Gln

<210> 104
<211> 36
<212> DNA

<213> HPV18

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(173) JP

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

31

<400> 104
accagactcg agatggettt gtggcggect agtgac
36

<210> 105
<211> 42
<212> DNA
<213> HEV18
<400> 108
atagccaagc ttaatgatat cctgaaccaa aaatttacgt ce
42

<210> 106
<211> 36
<212> DNA
<213> HPV18

<400> 106
ggccatgata toatgeatgg acctaaggea acattg
36

<210> 107
<211> 35
<2l2> DNA
<213> HPV18

<400> 107
ggccatgata tectegtcggyg ctggtaaatg tgatg
35

<210> 108
<211> 35
<212> DNA
<213> HPV1R2
<400> 108

ggccatgata tctgtgtgac gttgtggtte ggetc
3

2004-514449 A 2004.5.20
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(174)

WO 02/44384 PCT/EP01/14037

32

<210> 109
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> 109
Asn Thr Asp Asp Tyr Val Thr Arg Thr Ser Ile Phe Tyr His Ala Gly
1 5 10 15
Ser Ser Arg Len
20
<210> 110
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> 110
Phe Tyr His Ala Gly Ser Ser Arg Leu Leu Thr Val Gly Asn Pro Tyxr
1 5 10 15
Phe Arg Val Pro
20
<210> 111
<211> 20
<212> PRT

<213> HPV18

<400> 111

Pro Gln Arg His Thr Met Leu Cys Met Cys Cys Lys Cys Glu Ala Arg
1 5 10 15

Ile Lys Leu Val
20

<210> 112

<211> 9

<212> PRT

<213> HPV18

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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WO 02/44384

<400>

(175) JP

PCT/EP01/14037
33

112

\
Gly Met His Gly Pro Lys Ala Thr leu
1 5

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

His Gly Pro Lys Ala Thr Leu Gln Asp Ile
1 5

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

113

10

PRT

REV18

113

10

114

8

PRT

HPV1S8

114

Met His Gly Pro Lys Ala Thr Leu

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<400>

5

115

HPV18

115

FPhe Gln Gln Leu Phe Leu Asn Thr Leu
1 5

2004-514449 A 2004.5.20
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT I al Application No
PCT/EP 01714037

CLASSIFICATION OF SUBJECT MA’

bee T CCIENTS 3T "ClaNiS/62  ClaNs/10  CI2NS5/66  COTK14/025
CO7K16/08  GOLN33/566 GOIN33/53  GOIN33/50  AG1K39/12

According to fonal Patent Classiiication {IPG) or lo both national classification and IPC
B. FIELDSSEAR!:HED

IPC7 Co7K GOlN

system followed by classification symbols)

Docymentation searched ather than minimurm dagcumentation to the extent that such documents are included in the fields searchsd

Electronic data base corsulted duing Ihe international soarch (name of data base and, where practical, search lenns used)

WPI Data, EPQ-Internal, CHEM ABS Data, SEQUENCE SEARCH, MEDLINE, BIOSIS,
SCISEARCH, EMBASE

C. DOCUMENTS CC TO BE RELEVANT
Category ® | Citation of document, with Indication, whers appropriate, of the relevant passages Relevant ‘o claim No.
X US 5 989 548 A (DILLNER JOAKIM) 1-19,
23 November 1999 (1999-11-23) 25-27
column 65, paragraph 102
claim 1
A GB 2 279 651 A (BRITISH TECH GROUP)

11 January 1995 (1995-01-11)
the whole document

isted in the. cont fox . Palent family members are listed inannex.

= Special categories of cited docoments -

filing daie
) ’ et s e, oo Bt
*A" document defining the general state of the art which is not argron
‘considered 10 bs of particular relevance xrl‘\fedmxﬁ:gmmlam the principle or theory underiying the
" eatier d on or after 2 i "X documant o parfdar levance: the dained Invanton
fing date cannot be considersd 'mve\ o cannot be considered T
"L dogumert uhich may thiow coubls an ity ll(shor Foree anoventoe 315 v T Hcumant 6 aken dlon
ich s cited to establish the publication date of another “y* docurment of particular relevance. the claimed invention
ciiation or other special reasan (as specified) Gamnot bagonsiderad foinvalve an invertys <igp whon e
s dncumen( re'errlng 1o an oral disclosure, use, exhibition or documentis combined with one or more other slich d
ofhar el i, combinalon bow Go1ious 12 petson skiled
P ducumenl publ\shed prior to the intemational fillng date but art. .
lator then the priority date claimed "8 documant member of the sama palent farmlly
Date of the actual completion of e intermational search Dato of mailing of the infamatianal search raport
20 March 2003 03 JUL 7603
Name and mailing address of the ISA Authorized officer
European Pﬂtem Office, P.| B. 5818 Patentlaan 2
N2V Rl seson,
L, (+31-70) 340.2040, Tx. 1 653 epo
Fax: (+31-70) 340-6018 NIEMARR, F

Form PCTASAM210 (second shaet) (uy 1092)

page 1 of 2
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(178)

In +al Application No

PCT/EP 01/14037

C{Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category *

Titation o documant, with indication.wheré apprapriate, of the relevant passages

Relevant to daim No.

A

P, X

JOCHMUS T ET AL: “"CHIMERIC VIRUS-LIKE
PARTICLES OF THE HUMAN PAPILLOMAVIRUS TYPE
16 (HPY 16) AS A PROPHYLACTIC AND
THERAPEUTIC VACCINE"

ARCHIVES OF MEDICAL RESEARCH, INSTITUTO
MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL, MEXICO, MX,
vol. 36, no. 4, July 1999 (1999-087), pages
269-274, XPOOO957577

ISSN: 0188-4409

the whole document

WO 00 73335 A (MEDIGENE AG ;JOCHMUS INGRID
(DE); NIELAND JOHN (DE))

7 December 2000 (2000-12-07)

page 31, line 18; tabhle 2

1-27

Form POTABA/210 [continuation of second sheel) (July 1592)

page 2 of 2
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(179)

1.@

2 [

n

INTERNATIONAL SEARCH REPORT Ttermational application, o,
EP01/14037
BoxI  Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheef)
Thisi searchreport ha i inrespectof certain clai Article 17(2)(a) for the following reasons:
ClaimsNos.:

because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely:

see supplementary sheet (FURTHER INFORMATION
CONTINUED FROM PCT/ISA/210)

ClaimsNos.:
beoause they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically:

ClaimsNos.:
becauge they are dependent claims and are not drafied in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a).

Box I

Observations where unity of invention is lacking (Continuation of iten 2 of first sheet)

44E

This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows:

see supplementary sheet

As all required additional scarch foes were timely paid by the applicant, this international scarch rcport covers all
searchableclaims.

all Tai 1d chedwi Fort justifyi itional fee, this Authority did notinvite payment
of any additional fee.

As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report

covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.:

No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is
restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.:

1-27 PARTIALLY

Remurk on Profest [ The edditional search fees weze accompanied by the applicant’s protest.

[] Mo protest accompanied the payment of additional search fees.

Farm PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (Fuly 1992)

JP 2004-514449 A 2004.5.20



—m —m ~m @ @ @ @ @ ™@ ™@ ™@ & & s & & & & /s s /s /s /s /s /o

(180)

INTERNATIONAL SEARCH REPORT Tnternational application No.

EP01/14037

Continuation of 1.1

Although Claim 25 relates to a method for treatment of the human or animal
body, the search was carried out on the basis of the alleged effects of the
compound or composition.

Although Claim 25 relates to a diagnostic method practiced on the human or
animal body, the search was carried out on the basis of the alleged properties
of the compound or composition.

The International Searching Authority has determined that this international
application contains multiple (groups of) inventions, namely

Invention 1: Claims 1-27 (partially)
T-cell epitope YLPPVPVSKVVSTDEYVART, variants,
homologues, fusion proteins, corresponding DNA and vectors,
cells that present the epitope, complex, method of in vitro
detection of the activation of T cells with the aid of the epitope,
medicament containing the epitope.

Inventions 2-29

each peptide claimed represents a separate invention.

Form PCT/ISA210

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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(181) JP 2004-514449 A 2004.5.20

INTERNATIONAL SEARCH REPORT e al applicationtlo
PCT/EP 01/14037
Patent document Publicetion Patent fami'y Publication

cited in search report date member(s) date
US 5989548 A 23-11-1999 AU 5520796 A 18-11-1996
EP 0824359 Al 25-02-1998
Wo 9633737 Al 31-10-1996
68 2279651 A 11-81-1995 AU 7040594 A 24-91-1995
CA 2166333 Al 12-01-1995
EP 0706533 Al 17-04-1996
WO 9501374 Al 12-01-1995
Jp 8512045 T 17-12-1996
NZ 267682 A 28-10-1996

WO 0073335 A 07-12-2000 DE 19925199 AL -12-2000
AU 5527500 A 18-12-2000
CA 2375802 AL 07-12-2600
Wo 0073335 Al 07-12-2000
EP 1181312 AL 27-02-2002
JP 2003502027 T 21-01-2003

Form FCTASAR10 (patent tami'y annex) iy 1922)
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

(182)

nt \ales Aktenzelchen
PCT/EP 01/14037

A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMEL DUNGSGEGENSTANDES

IPK 7 CI2N15/37 CI12N15/62 C12N5/10
CO7K16/08 GOLN33/566  GBIN33/53 GOIN33/50 A61K38/12

C12N5/06 CO7K14/025

SCISEARCH, EMBASE

Nach der i iliation (IPK) ader nach dar nationalen und car IPK
B. RECHERCHIERTE GEBIETE
ferter Mindestpralsiofl (Kiassilkall und )
IPK 7 CB7K GOLN
er icht zum Mi lfstoff gendrende unter di Gebiets talen
Wehrend der 7 Tsche Daterbank (Neme der Datarbank und vil. verwendate Suchbegrifie)

WPI Data, EPO-Internal, CHEM ABS Data, SEQUENCE SEARCH, MEDLINE, BIOSIS,

Spalte 65, Absatz 102
Anspruch 1

11. Januar 1995 (1995-01-11)
das ganze Dokument

A GB 2 279 651 A (BRITISH TECH GROUP)

_/._.

C. ALS WESENTLICH UNTERLAGEN
Kategorie® i Stientl i ich unier Angiabe der in Betracht kammenden Tefle Setr. Anspruch Nr.
X US 5 989 548 A (DILLNER JOAKIM) 1-10,

23, November 1999 (1999-11-23) 25-27

Weitere Vamllemhchungen sind der Fortsetzung von [Feld C zu
ehmer

Siche Anhang Patentiamilie

AT Veraﬂenmchunm die den allgemeinen Stand der Te:hnlk dehmer\
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen

" dlteres DckJmnm. das jedoch arstam odar nach dem internationalen

nme\deda\um veroﬂemlrm vmrden ist

-

s?\ﬂelnsn‘zu Iassen_ uder durch dws das Vzrmfent\lch\mgsda\um einer
ren

werden

T opat

e ot Pr At /sluﬂemhnln ot okl
Anmeldung nicht kollidiert, sondern nur zum Verstandnis des der
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegendzn
Theorie angageben ist

" Vernﬂemllchunu von besonderer Bedeutung; die beanspruchie Erflndung

n allein at %ru nd maserVerulfenﬂlchung n\ cht als nau oder au?

emndenscher a\lgkalbemher\d betrachtet

soll oder die aus einem anderen e niaron angegean Bt vie
ausgedi

0" Vot diesi indliche Offenbaru

L Benlltzung eme Aussleuung oter andere Magranmenbezisht

- e

¥ i on besonderer Bedeutung; d\shsanspruchte Erfindung
kann nichtals a\ﬂ er'mdeﬂsr.herTa 21 bt
weiden, wenn die Verﬁ nﬂlchung mlt elner | nder mshreren an?gren
und

0g07ie
 diese Vatindng ot Eaetonar nob g oy

dem icht worden ist

die Mitglied derselben Pateniiamilie ist

Datum des Abschlusses der intarmazionalen Recherche

20. Marz 2003

des Intemationalen

03 JUL 2008

Name und ift der
Europaisches Patsr\\amL P.B.5818 Patentiaan 2
NL - 2280 HV Rijswij

Tel. (+31-70) 340- 2\140 T« 31851 epo ni,
BT S sme

Revolimachtigter Bediensleter

NIEMANN, F

Formblat POT/ISA210 (Biatt 2) (ol 1992)

Seite 1 von 2
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

(183)

Inales Aktenzeichen

PCT/EP 01714037

C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN

Kategorie”

Bezeichnung der Versfentlichung, scweit srforderlich unter Ang abe der in Belracht kommenden Tefle Belr. Anspruch Nr.

A

P, X

JOCHMUS T ET AL: "CHIMERIC VIRUS-LIKE
PARTICLES OF THE HUMAN PAPILLOMAVIRUS TYPE
16 (HPY 16) AS A PROPHYLACTIC AND
THERAPEUTIC VACCINE"

ARCHIVES OF MEDICAL RESEARCH, INSTITUTO
MEXICANO DEL SEGURO SOCIAL, MEXICQ, MX,
Bd. 30, Nr. 4, Juli 1999 (1999-07), Seiten
269-274, XPOOO957577

ISSN: 0188-4409

das ganze Dokument

WO 00 73335 A (MEDIGENE AG ;JOCHMUS INGRID
(DE); NIELAND JOHN (DE))

7. Dezember 2000 (2000-12-07)

Seite 31, Zeile 10; Tabelle 2

1-27

Fommblalt PCT/SA/21D (Fanserzung von Blat 2) (Jul 1992)

Seite 2 von 2
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linennationales Aktenzaichsn

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT PCT/EP 01/14037

Feld | Bemerkungan zu den Ansprilchen, die sich 2ls nicht racherchierbar etwiesan haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

GemaB Artikel 17(2)a) viurde aus folgenden Grinden fOr bestimmte Ansprilchs kein 3echerchenbericht ersialit:

Ansprache Nr.
well sie sich auf Gegensténde beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpfichtet ist, namiich

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210

2. Anspritche Nr.
0 weil sle sich aL! Teile der internationalen Anmelduing bziehen, dic den s0 wenig snisp-echen,

daB eine sinnvolle ij herche nicht rerden kann, namlich

5. [ Ansprgche &

wail es sich dab=\ um abhzngige Anspriiche handetl, die nicht entsprechend Saiz 2 und 3 dar Ragel 6.4 a) abgefast sind.

Feld )l Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortselzung ven Purkt 3 auf Blait 1)

Die i Srde hat daB Anmeldung mehrere Edindungen enthailt:

siehe Zusatzblatt

1. D Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengeblinren rechtzeitig entrichiet hat, erstreckt sich disser
internationale Recherchenberioht zuf alle recherchierbaren Anspriche.

2 Da far alle recharchierbaren Anspriiche die Recherche ohre einen Arbeitsaufwand durchgefilhrt werden konnte, der eine
. zuséieliche Recherchengebiihr gereshifertigt hitte, hat dis Behérds nisht zur Zahlung einer solchen Gebiinr auigeiordert.

3 Da der Anmelder nur einige d 1 rechizeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
infernationalo Recherchonbericht nur auf die Anspru:he fir die Gebolihren enttichtet worden sind, namiich auf die
Anspriiohe Nr.

4. Der Anmelder hat di 1 nickt rechtzsitig entrichtet. Der internationale Recher-
nher\bancht beschrankt sich daher auf die in den Ansprichen zuerst erwahnts Erfindung; diese ist in folgenden Anspriichen er-

1 '77 PARTIALLY

Geblihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit.

eines D Diz

D Dia Zahiuny it erfolgte ohne

Formolatt PCT/ISA21 D (Fortsetzng von Blatt 1 (1)){Juli 1898)
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Internatiorales Aktenzeichen PCT/EP 81 /14037

WEITERE ANGABEN PCTISA/ 210

Fortsetzung von Feld 1.1

Obwohl Anspruch 25 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des
menschlichen/tierischen Korpers bezieht, wurde die Recherche durchgefiihrt
und griindete sich auf die angefithrten Wirkungen der
Verbindung/Zusammensetzung.

Obwoh1 Anspruch 25 sich auf ein Diagnostizierverfahren, das am
menschlichen/tierischen Korper vorgenommen wird, bezieht, wurde die
Recherche durchgefiihrt und griindete sich auf die angefithrten Wirkungen
der Verbindung/Zusammensetzung.
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Internationates Aktenzeichen PG T/EP 01/14037

WEITERE ANGABEN PCTASA/ 210

Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, daB diese
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthdlt,
namlich:

Invention 1 : claims 1-27 (partially)
T-Zell-Epitop YLPPYPVSKVVSTDEYVART, Varianten, Homologe,
Fusionsproteine, entsprechende DNA und Vektoren, Zellen
welche das Epitop prdsentieren, Komplex, Verfahren zum in
vitro Nachweis der Aktivierung von T-Zellen mithilfe des
Epitops, Arzneimitiel enhaltend das Epitop.

Inventions 2-39 : claims 1-27 (partially)

gedes beantspruchte Peptid stellt eine separate Erfindung
ar.

JP 2004-514449 A 2004.5.20
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT

(187)

1 Pales Aktenzeichen
PCT/EP 01/14037

Im Recherchenbericht Datum der Mitglied(er) der ’7 Datum der
angefdnrtes Patentdokument Verstfentichung i Bffentl

US 5989548 A 23-11-1999 AU 5520796 A 18-11-1996
EP 0824359 Al 25~02-1998
WO 9633737 Al 31~10-1996

GB 2279651 A 11-01-1995 AU 7040594 A 24-01-1995
CA 2166333 Al 12-01-1995
EP 0706533 AL 17-04-1996
Wo 9501374 Al 12-01-1995
Jp 8512045 T 17-12-1996
NZ 267682 A 28-10-1996
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CA 07-12-20600
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Formbialt POTAGA210 {Anhang Patentiamilielyul 1632)
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