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DESCRIPCION

Método in vitro de desmontaje/reensamblaje de particulas similares a virus (VLP) de papilomavirus.
Campo de la invencion

La presente invencion proporciona un medio muy eficaz de desmontaje de particulas similares a virus de papilo-
mavirus (VLP) en el interior de capsémeros y/o subunidades mds pequefias y de reensamblaje en el interior de las
VLP. Estas composiciones que contienen VLP reensambladas producidas por la invencién expresan epitopos neutra-
lizantes de la configuracién y presentan gran homogeneidad y por consiguiente comprenden agentes para diagndstico
y profildcticos eficaces para el diagndstico o la prevencion de la infeccidn por papilomavirus. Asimismo, la presente
invencidn se refiere a la utilizacién de dichas VLP para la encapsulacién de las fracciones deseadas, p. €j., agentes para
diagndstico o terapéuticos y a la utilizacién de los mismos como “pseudoviriones” para la evaluacion de la eficacia de
las supuestas vacunas o productos terapéuticos.

Antecedentes de la invencion

Los papilomavirus infectan una extensa variedad de diferentes especies de animales incluyendo el hombre. La
infeccidn se caracteriza tipicamente por la produccién de tumores epiteliales y fibroepiteliales benignos o verrugas en
la zona de la infeccién. Cada especie de vertebrado estd infectada por una serie especifica para la especie de papiloma-
virus, que comprende varios tipos diferentes de papilomavirus. Por ejemplo, se han aislado mds de sesenta genotipos
diferentes de papilomavirus humano (HPV). Los papilomavirus son agentes muy infecciosos especificos para la es-
pecie. Por ejemplo, los papilomavirus canino y de conejo no pueden producir papilomas en especies heterélogas
tales como la humana. La inmunidad neutralizante para la infeccién contra un tipo de papilomavirus generalmente no
comunica inmunidad contra otro tipo, aun cuando los tipos infecten una especie homdloga.

En el hombre, los papilomavirus producen verrugas genitales, una enfermedad frecuente transmitida por via sexual.
Los tipos de HPV 6 y 11 son los mds frecuentemente asociados con los condilomas genitales de las verrugas genitales
benignas. Las verrugas genitales son muy frecuentes, y la infeccién por HPV asintomadtica o inapreciable es aun
més frecuente que la infeccion clinica. Aunque la mayorfa de las lesiones producidas por HPV son benignas, las
lesiones que surgen de determinados tipos de papilomavirus, p. ej., HPV-16 y HPV-18, pueden experimentar evolucién
maligna. Ademds, la infeccién por uno de los tipos de papilomavirus relacionado con el cancer se considera que es un
factor de riesgo significativo en el desarrollo del cancer de cuello uterino, segundo cdncer mds frecuente en mujeres
en todo el mundo. De los genotipos de HPV implicados en el cdncer de cuello uterino, HPV-16 es el mds frecuente,
encontrandose aproximadamente en el 50% de los canceres de cuello uterino.

A la vista de los riesgos sanitarios significativos planteados por la infeccién de papilomavirus generalmente, y
de la infeccién por papilomavirus humano en particular, varios grupos han descrito el desarrollo de antigenos de
papilomavirus recombinante y su utilizacién como agentes de diagndstico y como vacunas profildcticas. En general,
dicha investigacidn ha estado centrada en la produccién de vacunas profilacticas que contienen la proteina (L1) del
cépsido mayor sola o en combinacién con la proteina menor (L2) del cdpsido. Por ejemplo, Guim et al., Virology,
190:548-552 (1992), describié la expresién de la proteina L1 del HPV-1, utilizando una expresién de vacuna en
células Cos, que presenta epitopos de configuraciones y la utilizacién de los mismos como vacuna o para la tipificacién
o deteccidn sexoldgica. Este trabajo consiste también en la base de una solicitud de patente, US n° de serie 07/903.109,
presentada el 25 de junio de 1992 (abandonada a favor de la US n°® de serie 08/216.506, presentada el 22 de marzo
de 1994), que ha sido autorizada por el cesionario de la presente solicitud. Asimismo, Suzich et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 92:11553-11557 (1995), describen que la inmunizacién de cdnidos con un papilomavirus oral canino
recombinante (COPV) expresado en un sistema celular de baculovirus/insecto impidié completamente el desarrollo de
papilomavirus viricos de la mucosa. Estos resultados son importantes dadas las similitudes significativas entre muchos
HPV y COPV. Por ejemplo, COPYV, similar a los HPV asociados al cdncer anogenital y genital, infecta y produce
lesiones en una zona de la mucosa. Asimismo, las secuencias L.1 de COPV comparten similitudes estructurales con las
secuencias L1 del HPV. Dadas estas similitudes, el modelo COPV/sabueso es titil para la investigacion de las vacunas
que contienen la proteina L1, p. ej., la investigacion de la respuesta inmunoprotectora, la proteccién de la infeccién
natural y la optimizacién de protocolos de vacunacidn. (id.).

Asimismo, un grupo de investigacién de la Universidad de Rochester describi6 la produccion de la proteina (L1)
del cépsido mayor del papilomavirus humano y particulas similares a virus utilizando un sistema de expresién de
baculovirus/célula de insecto (Rose et al., Universidad de Rochester, documento WO 94/20137, publicado el 15 de
septiembre de 1994). En especial, describieron la expresion de la proteina L1 del capsido mayor de HPV-6 y de HPV-
11 y la produccién de particulas similares a virus de HPV-6, HPV-11, HPV-16 y HPV-18.

Ademds, un grupo de investigacién de la Universidad de Queensland también dio a conocer supuestamente la
preparaciéon recombinante de las proteinas L1 y/o L2 del papilomavirus y de particulas similares a virus asi como de
su utilizacién potencial como vacuna (Frazer et al., documento WO 93/02189, publicado el 4 de febrero de 1993).

Todavia mas, un grupo de investigacion del gobierno de los Estados Unidos describié las proteinas del cdpsido del
papilomavirus recombinante susceptibles de autoensamblaje en estructuras de capsémero y de cdpsidos viricos que
comprenden epitopos con configuracion antigénica (patente US n°® 5.437.951, Lowy et al., publicada el 1 de agosto
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de 1995). Las reivindicaciones de esta patente se refieren a una secuencia de ADN de HPV-16 especifica que codifica
una protefna L1 susceptible de autoensamblaje y utilizacién de la misma para expresar los cdpsidos del HPV-16
recombinante que contienen dicha proteina L1 del HPV-16.

Con respecto a las vacunas que contienen la proteina del cdpsido del HPV, estd ampliamente aceptado por los
expertos en la materia que un requisito previo necesario de una vacuna eficaz a base de la proteina L1 del cdpsido
mayor del HPV es la de la proteina L1 presente en los epitopos de configuracion expresados por las proteinas mayores
del céapsido del papilomavirus humano natural (véase, p. €j., Hines et al., Gynecologic Oncology, 53:13-20 (1994);
Suzich et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92:11553-11557 (1995)).

Las proteinas L1 del HPV recombinante en forma tanto no de particulas como de particulas que presentan epitopos
de L1 del HPV con configuracion natural han sido descritas en la bibliografia. Es sabido que L1 es estable en varias
configuraciones oligoméricas, p. €j., (i) capsémeros que comprenden pentdmeros de la proteina L1 y (ii) capsidos
que estan constituidos por setenta y dos capsémeros en una estructura de icosahedro T=7. Asimismo, es sabido que
cuando la proteina L1, se expresa en células eucaridticas por si misma, o en combinacién con L2, es susceptible de
ensamblarse de manera eficiente en estructuras de tipo cdpsido generalmente denominadas particulas viricas (VLP).

Se ha publicado que las VLP son morfolégica y antigénicamente similares a los viriones auténticos. Ademas,
se ha publicado que la inmunizacién con las VLP provoca la produccién de anticuerpos neutralizantes del virus.
Mas especificamente, los resultados con una variedad de papilomavirus animales (el papilomavirus bucal canino y
el papilomavirus-4 bovino) han sugerido que la inmunizacién con las VLP produce proteccién contra la infeccién
por papilomavirus correspondiente. Por consiguiente, las VLP compuestas de proteinas L1 del HPV se han propuesto
como vacunas para prevenir las enfermedades asociadas a infecciones por papilomavirus humano.

Por ejemplo, se ha publicado que la proteina L1 puede ensamblarse en las VLP cuando se expresa utilizando
baculovirus recombinante y vectores viricos de vacuna en levadura recombinante (Hagensee et al., J. Virol., 68:4503-
4505 (1994); Hofmann et al., Virology, 209:506-518 (1995); Kirnbauer et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:12180-
12184 (1992); Kirnbauer et al., J. Virol., 67:6929-6936 (1993); Rose et al., J. Virol., 67:1936-1944 (1993); Sasagawa
et al., Virology, 206:126-135 (1995); Suzich et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92:11553-11557 (1995); Volpers et al.,
Virology, 200:504-512 (1994); Zhou et al., J. Virol., 68:619-625 (1994)).

Las preparaciones preliminares de L1 recombinante aisladas de células eucariéticas han producido una poblacién
variable de VLP que se aproximan a 55 nm de didmetro, que son similares en aspecto a los viriones intactos. Sin
embargo, el montaje de VLP es algo sensible al tipo de célula. Por ejemplo, la L1 expresada en Escherichia coli se
expresa en gran medida en forma de capsémeros o mds pequefios, con pocos o ningun capsido apreciable en la célula
o en la purificacion (Rose et al., J. Virol., 67:1936-1944 (1993); Li et al., J. Virol., 71:2988-2995 (1997)). Resultados
similares se observan cuando la proteina VP1 del poliomavirus se expresa en E. coli (Salunke et al., Biophys. J.,
56:887-900 (1989)).

Hasta la fecha, no se ha publicado un método eficaz in vitro para el desmontaje cuantitativo y posterior reensamblaje
de VLP de papilomavirus. Dicho método presentaria muchas ventajas ya que en potencia permitiria la preparacién de
las VLP de papilomavirus mas estables y/o homogéneas. Esto serfa beneficioso ya que la homogeneidad y estabilidad
son ambas de interés significativo en la preparacién y caracterizacién de vacunas durante su elaboracién. Ademads,
la capacidad para desmontar y reensamblar las VLP tiene importantes aplicaciones en la purificacién de VLP. Las
proteinas L1 de HPV expresadas en células eucaridticas se montan espontdneamente para formar las VLP, como se
expuso anteriormente. Sin embargo, la mayoria de los procedimientos de purificacién de proteinas han sido disefiados
para purificar proteinas mucho méas pequefias que las de ~20 millones de daltons, la VLP de 55 nm. El potencial para
desmontar las VLP extraidas de células eucariéticas a nivel de los capsémeros de L1 o mds pequefios, purifica los
componentes mds pequefios por técnicas convencionales y a continuacidn el reensamblaje para formar las VLP en la
etapa deseada del proceso de purificacion es muy potente, y actualmente esta siendo utilizado en la purificacién de las
VLP de HPV-161,, como se expuso anteriormente (compuestos por una forma mutada de la proteina L1 del HPV-16
en la que se han eliminado los 34 aminodcidos del terminal C). Por dltimo la capacidad para desmontar y reensamblar
las VLP in vitro permite la encapsulacioén de los compuestos exdgenos deseados dentro de la VLP reensamblada.

Los intentos preliminares en el desmontaje de la VLP del papiloma han incluido experimentos basados en el trabajo
preliminar basado en el poliomavirus, un papovavirus relacionado, en el que se demostrd que tanto la reduccién de
los disulfuros como la quelacién de los cationes eran esenciales para el desmontaje del virién (Brady et al., J. Virol.,
23:717-724 (1977)). Sin embargo, en el caso de las VLP del HPV se ha demostrado que las concentraciones bajas de
agente reductor (DTT 1 a 10 mM) que proporcionan poliomavirus 6ptimo en forma desmontada en presencia de bajas
concentraciones de agentes quelantes (p. €j., EGTA de 0,5 a 10 mM) fueron sélo ligeramente eficaces en el desmontaje
de las VLP de papilomavirus (véase la Tabla 1, Li et al., J. Virol., 71:2988-2995 (1997)). Por contraste, se ha publicado
que las VLP L1 de HPV-11 parcialmente tripsinizadas se disocian de manera eficaz en dichas condiciones (Li ef al.,
J. Virol., 71:2988-2995 (1997)). Sin embargo, esto presenta inconvenientes ya que la utilizacién de la proteasa puede
producir efectos desfavorables, p. ej. eliminacién de epitopos neutralizantes.

Asimismo, Sapp y colaboradores demostraron que este “desmontaje parcial” de las VLP de HPV-33 podria conse-
guirse mediante el tratamiento con agente reductor solo (DTT 20 mM). Sin embargo, la ampliacién de la degradacién
de VLP no se determiné (Sapp et al., J. Gen. Virol., 76:2407-2412 (1995)).
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Como se expuso anteriormente, el montaje del cdpsido de HPV requiere la proteina L1 plegada correctamente.
Sin embargo, no han sido bien aclarados factores adicionales significativos para la formulacién y estabilidad de VLP.
Con respecto a esto, se sabe generalmente que el montaje de VLP puede ser efectuado por numerosos factores. Por
ejemplo, los factores y condiciones conocidos que afectan al montaje por otros virus incluyen, a titulo de ejemplo:
pH, fuerza i6nica, modificaciones tras la traduccion de las proteinas del cdpsido virico, enlaces disulfuro y enlace
de catién divalente, entre otros. Por ejemplo, la importancia del enlace catiénico, especificamente del calcio, en el
mantenimiento de la integridad del virién se ha demostrado para el poliomavirus (Brady et al., J. Virol., 23:717-
724 (1977)) y rotovirus (Gajardo et al., J. Virol., 71:2211-2216 (1997)). Asimismo, los enlaces disulfuro parecen ser
significativos para la estabilizaciéon del poliomavirus (Walter et al., Cold Spring Har. Symp. Quant. Biol., 39:255-
257 (1975); Brady et al., J. Virol., 23:717-724 (1977)); y los virus SV40 (Christansen et al., J. Virol., 21 :1079-1084
(1977)). También, es sabido que los factores tales como el pH y la fuerza i6nica influyen en la estabilidad del capsido
del poliomavirus, afectando supuestamente las interacciones electrostaticas (Brady et al., J. Virol., 23:717-724 (1977);
Salunke et al., Cell, 46:895-904 (1986); Salunke et al., Biophys. J., 56:887-900 (1980). Asimismo, es sabido que las
modificaciones del cdpsido virico tras la traduccién de algunas proteinas pueden afectar la estabilidad del capsido y
el montaje, p. ej.; glicosilacion, fosforilacion y acetilacién (Garcea et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 80:3613-3617
(1983); Xi et al., J. Gen. Virol., 72:2981-2988 (1991)). Por lo tanto, existen numerosos factores interrelacionados que
pueden afectar la estabilidad del cdpsido, el montaje y el desmontaje que varian ampliamente incluso para los virus
relacionados.

Por consiguiente, hay necesidad en la materia de aclarar los factores que afectan el montaje y desmontaje de la
VLP del papilomavirus. Ademads, basdndose en esto, hay necesidad en la materia de un método eficaz in vitro de des-
montaje y montaje de las VLP de papilomavirus que dé como resultado las VLP que presentan buenas propiedades de
homogeneidad, estabilidad e inmundgenas, es decir, las que presentan epitopos con configuracién y mds especialmente
neutralizantes en la superficie de viriones naturales e intactos de papilomavirus. Ademas, hay necesidad significativa
de métodos para el desmontaje y reensamblaje de las VLP de papilomavirus que obvian los problemas del desmontaje
parcial de VLP y que impiden la utilizacién de la proteasa utilizada en los métodos anteriores de generacion de las
VLP de papilomavirus.

Objetivos de la invencion
Por lo tanto, un objetivo de la invencion consiste en resolver los problemas de la técnica anterior.

Mais especificamente, un objetivo de la invencidn consiste en proporcionar un método nuevo de desmontaje y
reensamblaje de las VLP de papilomavirus.

Todavia mas especificamente, un objetivo de la invencién consiste en proporcionar un método nuevo de desmontaje
y reensamblaje de las VLP de papilomavirus humano.

Asimismo un objetivo de la invencién consiste en proporcionar un método que permita el desmontaje y montaje
cuantitativos de las VLP de papilomavirus en grandes cantidades.

Otro objetivo de la invencion consiste en proporcionar composiciones que contienen VLP de papilomavirus, pre-
ferentemente composiciones que contienen VLP de papilomavirus humano de mejor calidad, p. €j., mejor homogenei-
dad, inmunogenicidad y/o estabilidad.

Otro objetivo de la invencién consiste en proporcionar un medio mejorado de purificacién de VLP incorporando el
desmontaje/reensamblaje de VLP en el procedimiento de purificacion.

Todavia otro objetivo de la invencién consiste en proporcionar un método para la encapsulacion de las fracciones
deseadas en las VLP de papilomavirus, p. €j. agentes terapéuticos o de diagndstico.

Otro objetivo de la invencidn consiste en proporcionar las VLP de papilomavirus, preferentemente VLP de papilo-
mavirus humano, que contienen los agentes terapéuticos o de diagndstico deseados contenidos en éstas, p. ej., agentes
anticancerosos o agentes antiviricos.

Todavia otro objetivo de la invencion consiste en generar “pseudoviriones’” para los tipos de virus del HPV en los
que las cantidades recuperables de viriones del HPV no estan actualmente disponibles mediante la encapsulacién de
compuestos exdgenos en las VLP de HPV construidas utilizando las proteinas L1 y L1/L.2 de dicho papilomavirus
de HPYV, en particular un ADN correspondiente al genoma de dicho HPV o un fragmento del mismo, o un ADN que
codifica a un marcador seleccionable tal como 3-galactosidasa.

Todavia otro objetivo de la invencién consiste en proporcionar un nuevo método de suministro de una fraccién
deseada, p. ej. un ADN a las células deseadas en el que el vehiculo de administracién de dicha fraccién, p. ej., ADN
de cadena transcrita o complementaria, comprende una VLP de papilomavirus.

Todavia otro objetivo de la presente invencién consiste en utilizar pseudoviriones basados en las VLP del HPV
en un ensayo in vitro para probar la eficacia de las vacunas potenciales del HPV que prueba la capacidad de los
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anticuerpos neutralizantes para inhibir la insercién de un ADN encapsulado en el interior de las células infectadas
normalmente por dicho HPV.

Breve descripcion de la invencion

Por consiguiente, la invencién se refiere generalmente a un nuevo método para el desmontaje y reensamblaje de
las VLP de papilomavirus, preferentemente de las VLP de papilomavirus humano in vitro.

La presente invencién proporciona un método para producir una composicién que contiene una particula similar a
un virus de papilomavirus (VLP), método que comprende las etapas siguientes:

(i) desmontaje de una composicién que contiene la particula similar a virus (VLP) tratando dicha composicién
que contiene particula similar a virus con una solucién que comprende un agente reductor sulthidrilo para
desmontar dichas VLP; y

(ii) reensamblaje de dichas VLP desmontadas mediante la eliminacién u oxidacién del agente reductor sulf-
hidrilo, en la que dichas VLP reensambladas son susceptibles de producir anticuerpos neutralizantes del
virus.

Como se expuso anteriormente, las VLP del papilomavirus estdn constituidas principalmente por una proteina L1
estructural, que es estable como los capsémeros o los cdpsidos pentaméricos compuestos de 72 capsémeros. Dichas
VLP pueden comprender ademds la proteina L2. En especial, mediante la eleccién juiciosa de las condiciones expe-
rimentales, los presentes inventores han descubierto sorprendentemente que el desmontaje cuantitativo de las VLP de
papilomavirus (casi completamente a nivel de los capsdmeros o mds pequefio), y el reensamblaje posterior pueden
conseguirse regularmente mediante la exposicion prolongada de las VLP, a una solucién que comprende una alta con-
centracién de por lo menos un agente reductor sulfhidrilo contenida preferentemente en tampones de fuerza iénica
moderada a baja. Especificamente, el presente método produce composiciones que contienen VLP reensamblada de
homogeneidad muy elevada, principalmente que comprenden particulas en el intervalo de las VLP de tamaiio natural,
por término medio 56,5 + 7,0 nm (n=15) con muy pocas VLP montadas parcialmente o complejos mas pequefios. Los
rendimientos son también muy altos, es decir, cuantitativos, por término medio 80 a 90% en relacién con la proteina
L1 total a partir del material de partida para las VLP reensambladas en condiciones 6ptimas de desmontaje. Ade-
mads, esencialmente todos los capsémeros disociados anteriormente se reensamblan para producir las VLP de tamafio
natural solubles vy filtrables.

Se ha descubierto de forma inesperada que la utilizacion de dichas condiciones produce composiciones de VLP de
papilomavirus de mayor homogeneidad (en comparacién con el material de partida de VLP y con las composiciones de
VLP disponibles), es decir, composiciones homogéneas constituidas casi completamente por las VLP de papilomavirus
que son 150 S, de 55 nm. Ademds, se ha demostrado que estas VLP homogéneas presentan epitopos de HPV de
configuracion neutralizantes, un requisito previo de una vacuna profilactica eficaz a base de VLP del HPV. Ademas,
los inventores han descubierto de forma sorprendente que los quelantes no aumentan el desmontaje de la VLP, y
ademads pueden inhibir el reensamblaje de los capsémeros en las VLP. Como se expone con mds detalle a continuacion,
estos descubrimientos fueron sorprendentes debido a que se ha demostrado para un poliomavirus, relacionado con el
papovavirus, que tanto la exposicidén a concentraciones bajas de agente reductor sulfhidrilo como la quelacién de los
iones célcicos, fueron esenciales para el desmontaje del virién. En cambio, dichas condiciones fueron sélo ligeramente
eficaces para el desmontaje de las VLP del papiloma.

Como se indicd, se ha descubierto también que el capsémero del papilomavirus y las composiciones de VLP,
producidos segun la invencién presentan epitopos especificos para la estructura (configuracionales), en particular neu-
tralizantes descubiertos en la superficie de los viriones de papilomavirus intactos. Esto se ha demostrado tanto por
su reactividad con los anticuerpos neutralizantes como con los anticuerpos monoclonales del papilomavirus anti-L1
especificos de la estructura en un anélisis ELISA y por su capacidad para producir la sintesis de anticuerpos que neu-
tralizan la infeccidn por el virus del papilomavirus en un ensayo de infeccion RT-PCT. Por consiguiente, éstos son muy
apropiados para su utilizacién como agentes profilacticos para prevenir la infeccién por PV y con fines de diagnéstico.
Ademds, los presentes métodos para el desmontaje y reensamblaje de VLP pueden aplicarse en diferentes grados de
pureza de VLP. Esto permite el desmontaje de mezclas en bruto de las VLP, la purificacién de los componentes mas
pequefios de las VLP solubles (que es mds sencillo debido a su tamafio muy reducido) seguido del reensamblaje en la
etapa deseada del proceso de purificacion.

Ademads, como se expone con mayor detalle a continuacién, los presentes métodos proporcionan ademads la intro-
duccién de fracciones deseadas, p. ej. ADN, proteinas, péptidos, hormonas, radionucleidos, agentes anticancerosos y
agentes antiviricos en las VLP durante el reensamblaje. Esto presenta ventajas ya que dichas VLP pueden utilizarse co-
mo vehiculos de administracion (para la insercion de las fracciones deseadas en las células) y como “pseudoviriones”
para evaluar la eficacia profilactica de las vacunas de papilomavirus.

Los presentes inventores suponen que el desmontaje de la VLP del papilomavirus requiere exposicién prolonga-
da a concentraciones muy elevadas de agente reductor debido a la presencia de enlaces disulfuro estabilizantes que
probablemente estdn ocultos e inaccesibles y a que la exposicion de estos enlaces al disolvente por fluctuaciones estruc-
turales locales es muy infrecuente. (Este fendmeno se expone con mayor detalle en la solicitud n° de serie 08/888.050,
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presentada el 3 de julio de 1997). Aparentemente, en la exposicién prolongada a concentraciones elevadas de agente
reductor y a una fuerza iénica baja a moderada, estos enlaces se vuelven accesibles a lo largo del tiempo.

Definiciones
Proteina del cdpsido mayor o proteina L1

Esta se refiere a la proteina estructural del papilomavirus (PV) que constituye la parte principal de la estructura del
céapsido PV. Esta proteina ha presentado aplicacion en la preparacién de las vacunas contra el HPV y como agente de
diagndstico.
Proteina del cdpsido menor o proteina L2

Esta se refiere a la protefna estructural del papilomavirus que constituye una parte menor de la estructura del
cépsido virico de PV.

Particulas viricas o VLP

Estas se refieren a las estructuras de tipo cdpsido que dan como resultado la expresién y montaje de una secuencia
de ADN de L1 del papilomavirus sola o en combinacién con una secuencia de ADN de la L2. Las VLP son morfo-
I6gica y antigénicamente similares a los viriones auténticos. Las VLP pueden producirse in vivo, en células huésped
adecuadas, p. ej. células huésped de mamifero y de insecto o pueden formarse espontdneamente durante la purificacién
de las proteinas L1 recombinantes.

Pseudovirion

Este se refiere a las VLP, que contienen compuestos marcadores exégenos, compuestos por las proteinas L1 o L1
y L2 de un tipo de PV especifico. Los pseudoviriones pueden utilizarse para demostrar la eficacia de sustancias, tales
como anticuerpos, para bloquear la unién virica especifica y/o absorberse en células diana en los casos en los que el
virus auténtico no esté disponible.
Proteina LI plegada correctamente

Esta se refiere a la proteina L1 (ya sea monomérica, en forma de pequefos oligdmeros (dimeros a tetrdmeros) o
capsOmeros), que estd en una configuracién adecuada para el reensamblaje en las VLP y que conserva los epitopos
presentes en los capsidos viricos o las VLP.
Capsomeros

Estos se refieren a una configuracién oligomérica de la proteina L1 que estéd constituida por pentimeros de L1.

Cdpsidos

Estos se refieren a la fraccién estructural del papilomavirus que estd compuesta por capsémeros. Mds especifica-
mente, estd constituida por setenta y dos capsémeros en una estructura de icosahedro T=7.

Epitopo de HPV de LI configuracional

Este se refiere a un epitopo expresado en la superficie de la proteina L1 plegada correctamente que se expresa
también mediante la proteina L1 de un HPV infeccioso natural correspondiente. Estd muy aceptado por los expertos
en la materia que la presentaciéon de los epitopos configuracionales es esencial para la eficacia (tanto de agentes
profilacticos como de diagnéstico) de inmundgenos de la proteina L1 del HPV.

Epitopo de HPV de LI neutralizante configuracional

Este se refiere a un epitopo expresado en la superficie de la proteina plegada correctamente que se expresa también
mediante la proteina L1 de un HPV infeccioso natural correspondiente y que produce anticuerpos neutralizantes. Esta
muy aceptado por los expertos en la materia que la presentacion de los epitopos neutralizantes configuracionales es
esencial para la eficacia (tanto de agentes profildcticos como de diagndstico) de inmundgenos de la proteina L1 del
HPV.

Anticuerpo configuracional

Este se refiere a un anticuerpo que se une especificamente a un epitopo expresado en la proteina L1 plegada
correctamente pero no en la proteina L1 desnaturalizada.
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Solucion de alta concentracion del agente reductor

Esta se refiere a una solucién que contiene una cantidad de por lo menos un agente reductor sulfhidrilo, p. ej., glu-
tatién, S-mercaptoetanol o ditiotreitol que proporciona al menos el 70% de desmontaje de las VLP de papilomavirus,
cuando las VLP estdn en contacto con éste durante periodos prolongados, tipicamente por lo menos 2 horas, y mas
preferentemente por lo menos 16 horas. La concentracion del agente reductor puede variar dependiendo del agente
reductor en concreto. En el caso del S-mercaptoetanol, esta cantidad preferentemente serd por lo menos el 1% en peso,
mas preferentemente por lo menos del 3 al 5% en peso. En el caso del ditiotreitol, la cantidad preferentemente sera
por lo menos aproximadamente 100 mM.

Exposicion prolongada o puesta en contacto de las VLP con solucion de agente reductor de alta concentracion

Esta se refiere al tiempo que las VLP se ponen en contacto con la solucién del agente reductor de concentracién
elevada que es suficiente para proporcionar durante por lo menos el 70% del desmontaje de las VLP en los capséme-
ros. Preferentemente, dicha exposicién prolongada producird el desmontaje entre el 70 y el 90% y de manera 6ptima
practicamente el desmontaje completo del VLP. Este tiempo variard para diferentes tipos de PV, y puede depender
también de las células en las que las VLP se expresan (material de partida), grado de pureza (presencia o ausencia de
aglomerados), pH y fuerza i6nica. Ademas, las VLP formadas a partir de la proteina L1 mutada o alterada quimica-
mente, p. €j., la proteina L1 truncada en el terminal C, puede desmontarse en condiciones suaves. Generalmente, esta
exposicion serd durante por lo menos 2 horas (en el caso de las VLP de HPV-164,), y de forma maés tipica durante mas
tiempo, es decir, por lo menos 12 horas, més preferentemente por lo menos 16 horas (en el caso de las VLP de HPV-
11).

Descripcion detallada de las figuras

Figura 1: Andlisis por SDS/PAGE de la proteina L1 purificada del HPV-11. Se mezclé la proteina con muestra de
tamp6n de preparacion en ausencia (banda 1) o presencia (banda 2) de DTT 2 mM y se hirvi6 durante 2 minutos antes
de la electroforesis en gel. A la izquierda se presentan las posiciones en las que migran los patrones de peso molecular
(enDa x 107%).

Figura 2: Andlisis con gradiente de sacarosa al 30% del desmontaje de la VLP del HPV-11. Se trataron prepara-
ciones de HPV-11 a 4°C como se describe en el texto, y se tomaron muestras en la superficie (T) o el fondo (B) del
gradiente de sacarosa antes de la electroforesis en gel. Grupo 1, material de partida de la VLP del HPV-11 no tratado,
purificado en PBS. Grupo 2, VLP incubadas con SME al 5% durante 16 horas. Grupo 3, VLP incubadas con SME al
5% durante 1 hora. Grupo 4, VLP incubadas con SME al 2% durante 16 horas. Grupo 5 VLP incubadas con SME al
0,5% durante 16 horas. Grupo 6, VLP incubadas con DTT 10 mM y EDTA 5 mM durante 16 horas.

Figura 3: Andlisis con gradiente de sacarosa lineal del 5 al 20% del desmontaje de las VLP del HPV-11. Se
incubaron las VLP en PBS con BME al 5% (a), o NaHCO; 200 mM, pH 9,6 (b) durante 16 horas a 4°C y a continuacién
se centrifugaron en un gradiente de sacarosa lineal del 5 al 20% tal como se describi6 en el texto. Se recogi6 el
gradiente en 25 fracciones (0,5 ml) y el sedimento (P) se volvi6 a poner en suspension en 0,5 ml de PBS. Se presenta
una inmunotransferencia que demuestra la posicién de la proteina L1 en todo el gradiente. Asimismo se indican
las posiciones de los picos a las que migraron los patrones de sedimentacién cuando se efectian en gradientes por
separado.

Figura 4: Andlisis con gradiente de sacarosa lineal del 10 al 65% de las VLP del HPV-11 en varios estados de
ensamblado. Una alicuota del material de partida de la VLP purificado (a) se incub6 con SME al 5% durante 16 horas
a 4°C (b). Una fraccién de las VLP tratadas con SME se reensamblaron a continuacién por didlisis en PBS-NaCl 0,5
para eliminar el agente reductor (c). Las muestras se centrifugaron a continuacién en gradientes de sacarosa lineal del
10 al 65% tal como se describio en el texto. Cada gradiente se recogioé en 12 fracciones (1 ml), y el sedimento (P) se
volvié a poner en suspension en 1 ml de PBS. Se muestran inmunotransferencias que demuestran las posiciones en las
que la proteina L1 migr6 en los diferentes gradientes. También se indica las posiciones de los picos a las que migraron
los patrones de sedimentacién, como en la Fig. 3.

Figura 5: Microfotografias electrénicas de las VLP del HPV-11 en varios estados del ensamblado. Las VLP, tra-
tadas como se describe, se tifieron con dcido fosfotingstico al 2%, se aplicaron a las rejillas y se fotografiaron con
ampliaciones de 15 a 25.000 veces. A, material de partida de VLP purificado, b, VLP desmontadas a nivel de capsé-
meros por incubacién con SME al 5% durante 16 horas a 4°C. ¢, VLP reensambladas a partir de las VLP desmontadas
por didlisis en PBS-0,5 NaCl, d, zona central de la imagen ¢ a mayor ampliacién. Barra de escala: a,c = 200 nm; b,d =
100 nm.

Figura 6: Reaccién de las VLP intactas y desmontadas con anticuerpos monoclonales especificos de la estructura
del HPV-11. Material de partida (A) de la L1 VLP del HPV-11, VLP desmontadas por tratamiento con SME al
5% sin (B) o con (C) didlisis posterior en PBS-NaCl 0,5 M para eliminar el agente reductor, y VLP desmontadas en
presencia de carbonato 200 mM, pH 9,6 y a continuacion dializada en PBS-NaCl 0,5 M (D) se adhirieron a los pocillos
de placa de microvaloracién. Anticuerpos H11.F1 monoclonales especificos de la estructura del HPV-11 (HPV-11
neutralizantes; V) y H11.A3 (HPV-11 no neutralizantes; o) se analizé la inmunorreactividad para los antigenos ligados
en un ELISA tal como se describi6é en Materiales y Métodos. Reactividad con anticuerpo monoclonal AU1(=), que
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reconoce un epitopo lineal hallado en L1 del HPV-11, se utilizé como referencia para demostrar la adherencia del
antigeno a los pocillos de microvaloracidon.

Figura 7: Comparacién de la capacidad de los anticuerpos producidos contra las VLP del HPV-11 purificadas
iniciales, y las VLP reensambladas, para neutralizar el virus HPV-11. Se incubaron sueros de anti-HPV-11 con viriones
de HPV-11 durante 60 min a 37°C antes de la adicion a las células HaCaT. Alternativamente, se afladieron viriones
a las células sin preincubacion con suero. Seis dias después de la infeccion, se recogieron las células y se extrajo el
ARN completo. El diez por ciento de ARN completo se utilizé para la transcripcion inversa, y el diez por ciento del
ADNCc resultante se utiliz6 a continuacién como plantilla para la PCR anidada utilizando cebadores especificos para
el mensaje empalmado E17E4 del HPV-11.Se separaron los productos de la PCR en geles de agarosa al 2%. Los geles
se tifieron con bromuro de etidio y se examind a la luz UV la presencia de la banda E1"E4 de ~0,6 kb (a). Ampliacién
por PCR de S-actina se realizé en todas las muestras de ADNc como referencia interna (b). Las dimensiones esperadas
de la banda de B-actina son ~0,6 kb. La banda S contiene marcadores de tamafio molecular. La banda C representa
las reacciones llevadas a cabo con ARN procedente de las células incubadas sin virus y la banda V representa las
células incubadas con virus que no habian sido preincubadas con suero. Como es de esperar, la banda E1"E4 se
detecta en las células infectadas por virus pero no en las no infectadas. Las bandas siguientes contienen productos
de PCR procedentes de las células infectadas con virus que habian sido preincubadas con diluciones log;, en serie
de antisuero del anti-HPV-11 (1073-1077) producidos contra las VLP del HPV-11 purificadas iniciales y tal como se
indicé.

Figura 8: Comparacién de SDS-PAGE VLP del HPV-16y, en los estados ensamblado (-8ME) y desmontado (+SME
serie 2), lo que indica la mayor pureza de las VLP purificadas en estado desmontado. La posicion en la que la proteina
L1 del HPV-164, migra es indicada por la flecha.

Figura 9: Andlisis en gradiente de sacarosa lineal del 5 al 20% de las VLP del HPV-16, desmontadas. Se incubaron
las VLP en PBS de +BME serie 2 finales purificadas (véase Tabla 3) con SME al 4% durante 16 horas a 4°C y
a continuacién se centrifugaron en un gradiente lineal de sacarosa del 5 al 20% como se describi6 en el apartado
Meétodos. Se recogid el gradiente en 25 fracciones (0,5 ml) y se volvié a poner en suspension el sedimento (P) en 0,5
ml de PBS. Se muestra una inmunotransferencia, sondada con anticuerpo 16-E monoclonal especifico del HPV-16,
que demuestra la posicién de la proteina L1 en todo el gradiente. Se indica asimismo las posiciones de los picos a las
que migraron los patrones de sedimentacidn cuando se realizaron en gradientes independientes.

Figura 10: Analisis con gradiente de sacarosa lineal del 10 al 65% de las VLP del HPV-16y, en varios estados de
ensamblado. Una alicuota de (a) material de partida de la VLP purificado (+8ME serie 2; Tabla 3) se incub6 con SME al
4% durante 16 horas a 4°C (b). Una fraccién de las VLP tratadas con SME se reensamblaron a continuacién por didlisis
en PBS-NaCl 0,5 M para eliminar el agente reductor (c). Las muestras se centrifugaron a continuacién en gradientes
de sacarosa lineal del 10 al 65% tal como se describi6 en el texto. Cada gradiente se recogidé en 12 fracciones (1
ml), y el sedimento (P) se volvié a poner en suspensién en 1 ml de PBS. Se muestran inmunotransferencias sondadas
con anticuerpo monoclonal 16E especifico para HPV-16 que demuestran las posiciones en las que la proteina L1
migré en los diferentes gradientes. También se indican las posiciones de los picos a las que migraron los patrones de
sedimentacion, como en la Fig. 9.

Descripcion detallada de la invencion

Como se expuso, la presente invencion se refiere generalmente a un método nuevo que proporciona el desmontaje
muy eficaz de las VLP de papilomavirus, es decir, por lo menos el 70% del desmontaje, mds preferentemente entre
el 70 y el 90% de desmontaje, y lo més preferentemente el desmontaje total de la VLP, que comprende la exposicién
prolongada de las VLP del papilomavirus compuestas de L1 o una combinacién de proteinas L1 y L2 con una solucién
de agente reductor sulfhidrilo de alta concentracion. En general, la concentracién de agente reductor ser