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DESCRIPCION
Inhibidores de la replicacion del virus del papiloma humano
Campo de la invencion

La presente invencion esta relacionada en general con el area de la inhibicion de la replicacion virica. Mas
especificamente, la presente invencion se refiere a nuevos inhibidores del virus del papiloma humano. Asimismo, la
divulgacion se refiere a la identificacion de moléculas diana para otros compuestos antiviricos.

Antecedentes

Los virus del papiloma humano (VPH) infectan los tejidos epiteliales de la piel y la mucosa. Los VPH son virus
pequefios de ADN bicatenario que causan lesiones benignas y malignas en los epitelios. Las infecciones suelen ser
eliminadas por el sistema inmunitario, sin embargo, pueden volverse persistentes y con el tiempo convertirse en
diversos tipos de cancer. Hasta la fecha, se han descrito al menos 205 tipos diferentes de VPH, 12 de ellos (tipos 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59) se han clasificado como carcindgenos de clase 1A, también denominados
VPH de alto riesgo (AR). Los tipos 16 y 18 son los mas frecuentes. El cancer mas habitual asociado con los VPH es
el cancer de cuello uterino: se notificaron ~500 000 nuevos casos por afo, principalmente en paises en desarrollo, y
266 000 muertes en 2008. Por otra parte, se ha descubierto que VPH16 y VPH18 estan asociados con
aproximadamente 70 carcinomas invasivos del cuello uterino, asi como canceres de orofaringe, ano y otros tejidos
mucosos. Por otro lado, los VPH de bajo riesgo no suelen estar relacionados con la malignidad.

Las terapias actuales para eliminar las lesiones causadas por los VPH incluyen diversos procedimientos
citodestructivos y moléculas inmunomoduladoras, por ejemplo, imiquimod. El imiquimod no es especifico para el VPH,
pero se usa para tratar diversas dermopatias, incluyendo el cancer de piel, melanoma, molusco contagioso y otros.
Ademas, hay tres vacunas disponibles contra los VPH: Gardasil (tipos 6, 11, 16 y 18), Gardasil 9 (tipos 16, 18, 31, 33,
45,52, 58,6y 11) y Cevarix (tipos 16 y 18). Los principales componentes activos de estas vacunas son las proteinas
de la capside L1 de los virus del VPH. Asimismo, estas vacunas son solo profilacticas y, ademas, la disponibilidad de
las vacunas es limitada.

Los VPH codifican dos oncoproteinas principales, E6 y E7, que modifican el entorno celular para que sea mas
adecuado para la replicacion del VPH al inducir la sintesis de ADN y la transformacion celular. E6 y E7 tienen funciones
cruciales en el desarrollo del cancer relacionado con el VPH.

El ciclo de vida de los VPH depende estrictamente del programa de diferenciacion celular. La infecciéon comienza por
la entrada del virus en células epiteliales basales indiferenciadas (posiblemente células madre) a través de
microheridas. La infeccién se establece iniciando la amplificacién inicial durante la cual el niUmero de copias viricas
alcanza hasta algunos cientos de copias por célula. A continuacion viene la fase de mantenimiento estable, durante
esta etapa, el genoma del VPH se replica aproximadamente una vez por ciclo celular y el numero de copias viricas es
constante. La expresién de genes viricos se mantiene a niveles muy bajos. La amplificacion vegetativa y el ensamblaje
de los viriones tiene lugar en células muy diferenciadas. Para replicar su genoma, los VPH dependen en gran medida
de las proteinas celulares. Ellos por si solos codifican solamente dos proteinas de replicacion: E1y E2. La E1 es una
ADN helicasa dependiente de ATP, que inicia la replicacion de la region no codificante del genoma del VPH - URR
(LCR). También interactua con diversas proteinas de replicacion celular para facilitar la replicacion virica, por ejemplo,
la topoisomerasa |, proteina de replicacion A (RPA, por sus siglas en inglés) y polimerasa alfa. Para replicacion, la
proteina E2 forma un complejo con E1 y la dirige al origen de replicacién. Ademas, E2 esta implicada en la regulacion
de la expresidon de genes viricos y une los genomas del VPH a los cromosomas mitéticos para una segregacion
eficiente.

El ADN celular es atacado constantemente por agentes exdgenos o enddgenos que dafian el ADN, tales como
longitudes de onda UV o errores en la replicacion. Para hacer frente a esto, las células tienen formas muy sofisticadas
de garantizar la integridad del ADN, para evitar posibles mutaciones y tumorigénesis: Red de respuesta al dafio del
ADN (DDR). La red DDR esta orquestada por diferentes cinasas (ATM, ATR y ADN-PK) y el dafio en el ADN se repara
mediante dos rutas principales: Recombinacién homdloga (HR) y uniéon de extremos no homélogos (NHEJ, por sus
siglas en inglés). En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto que muchos virus no solo son capaces de activar la
DDR sino que también se benefician de su activacion. Los genomas del VPH se replican en determinados focos en el
nucleo de la célula que contienen proteinas celulares necesarias en la DDR. Al activar la DDR, los VPH reclutan
proteinas de replicacion en estos focos que, a su vez, ayudan a replicar eficazmente los genomas viricos. La
magquinaria de replicacion del VPH usa la replicacion dependiente de la recombinacion homoéloga durante la
amplificacion del genoma virico, lo que da lugar a la acumulacidon de moléculas oligomerizadas que contienen al menos
dos genomas.

Son proteinas importantes en la red DDR las tirosil-ADN-fosfodiesterasas Tdp1 y Tdp2, asi como PARP1 (poli-(ADP-

ribosa)-polimerasa 1). Las topoisomerasas como parte del complejo de escisién Top1/Top2 (Top1/2cc) son proteinas
que relajan localmente los acidos nucleicos que, de otro modo, estan muy empaquetados, lo que es necesario para
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su replicacion y transcripcion. Varios agentes exdgenos y enddgenos que dafan el ADN, sin embargo, causan la
inmovilizacion de Top1/2cc-s. Los complejos de escision inmovilizados causan roturas del ADN debido a la colision de
las horquillas de replicacion. La Tdp1 es una enzima clave en la reparacion del dafio del ADN causado por Toplcc-s.
Hidroliza el enlace fosfodiéster entre Top1 y el ADN, liberando de este modo Toplcc. La PARP1 (poli(ADP-
ribosa)polimerasa-1) es una enzima que se une al ADN y cataliza la adicion de polimeros de ADP-ribosa (PAR) a sus
proteinas diana. Estas modificaciones regulan la localizacién celular y las actividades biolégicas de diversas proteinas
implicadas en la DDR. Recientemente se ha sugerido que PARP1 desempefia una funcién clave en la reparacion
dependiente de Tdp1 del dafio del ADN inducido por Top1. Los inhibidores de Tdp1 junto con los inhibidores de PARP1
y/o topoisomerasa 1 se han considerado dianas en la terapia del cancer.

Hay diferentes modelos de sistemas disponibles para estudiar diversas etapas del ciclo de vida del VPH. La mayor
parte del trabajo se ha realizado en queratinocitos epiteliales primarios humanos. Sin embargo, el uso de estas células
es relativamente costoso y consume mucho tiempo, especialmente para el cribado de alto rendimiento para identificar
nuevos inhibidores de VPH. En la presente divulgacion, se us6 un sistema modelo basado en U20S con sistema de
luciferasa doble para medir el crecimiento celular/toxicidad de los compuestos y la replicacion del genoma del VPH
adecuado para el cribado de alto rendimiento (documento PCT/EP2016/057898). Este sistema permite estudiar las
tres etapas de replicacion de diversos VPH. La expresion génica de los VPH en las células U20S es casi idéntica a la
de los queratinocitos, lo que las hace adecuadas para la identificacion de nuevos farmacos anti-VPH. Asimismo, el
mecanismo de replicacion y los intermedios de replicacion de diversos subtipos de VPH parecen ser idénticos a los
observados en diferentes lineas celulares de queratinocitos.

Los virus del papiloma humano son patdégenos importantes responsables de un gran nimero de diversos casos de
cancer en todo el mundo. Independientemente de las dos vacunas existentes, existe la necesidad de antiviricos contra
la infeccién por VPH porque las vacunas son solo preventivas y otros tipos de terapias han resultado ser infructuosas.
Hasta el momento no hay disponibles inhibidores especificos del VPH. El cribado de alto rendimiento (HTS) de las
bibliotecas quimicas disponibles es una técnica ampliamente usada para identificar nuevos inhibidores contra diversos
patégenos. Sin embargo, hasta ahora, no ha habido un sistema modelo adecuado para la deteccién de HT de los
inhibidores del VPH.

La presente divulgacion proporciona soluciones a los problemas descritos anteriormente.
Sumario

La presente divulgacién proporciona la identificacion de varios nuevos inhibidores de la replicacion del VPH a través
de un cribado de alto rendimiento del conjunto IV de diversidad del NCI y bibliotecas quimicas personalizadas con
CI50 que varia entre 2,5y 60 uM. Estos compuestos son muy especificos de los VPH de alto riesgo. Al menos cuatro
de estos compuestos inhiben la via de Tdp1-PARP1-Toplcc caracterizando su efecto sinérgico con el inhibidor de la
topoisomerasa |, camptotecina. Tdp1 y PARP1 se identifican como proteinas celulares esenciales necesarias para la
replicacion del VPH y, mediante el uso de los nuevos inhibidores, se muestra que son dianas farmacoloégicas validas
para el desarrollo de antiviricos adicionales.

Recientemente, los inventores han desarrollado un sistema basado en luciferasa doble compatible con HTS para medir
la replicacion del genoma del VPH (documento PCT/EP2016/057898). Mediante el uso de este sistema modelo para
el cribado de la biblioteca del conjunto IV de diversidad del NCI, que consiste en diferentes clases de compuestos
biolégicamente activos, se identificaron 5 compuestos que inhibian la amplificacion inicial del VPH18 en un intervalo
micromolar bajo. Ninguno de los compuestos identificados inhibe la replicaciéon de URR dependiente de E1 y E2.
Ademas de la amplificacién inicial, cuatro de los cinco compuestos inhibieron con éxito la fase de mantenimiento
estable de la replicacion virica. Ademas, tres compuestos inhibieron la amplificacion vegetativa que tiene lugar en
epitelios superiores muy diferenciados. Por lo tanto, estos inhibidores o sus analogos son capaces de eliminar
diferentes etapas de la infeccién por VPH.

También se sugieren compuestos adicionales como inhibidores potenciales debido a determinadas similitudes
estructurales con los cinco compuestos identificados.

El primer objeto de esta invencién es un compuesto antivirico para su uso en la inhibicion de una o mas fases de
replicacion del virus del papiloma humano de alto riesgo. Los rasgos caracteristicos de dicho compuesto estan
representados en la reivindicacion 1.

El segundo objeto de la presente invencion es un método para inhibir una o mas fases de replicacion del VPH de alto
riesgo in vitro. Las etapas caracteristicas de dicho método estan representadas en la reivindicacion 6.

El tercer objeto de la presente invencion es un medicamento para su uso en el tratamiento de una infeccién por VPH
de alto riesgo. Los rasgos caracteristicos de dicho medicamento estan representados en la reivindicacion 9.
La presente divulgacion describe compuestos eficaces para eliminar diferentes etapas de la infeccion por VPH.

La presente divulgacion describe el tratamiento de células o un sujeto afectados por el virus del papiloma humano (p.
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€j., in vitro o in vivo).

La presente divulgacion describe compuestos para el tratamiento del cancer de cuello uterino.

La presente divulgacion describe un método para tratar la infeccion por VPH administrando al sujeto o poniendo en
contacto células infectadas con una composicion farmacéutica que comprende uno o mas compuestos identificados y

descritos en el presente documento.

La presente divulgacion describe un método para tratar células afectadas por VPH que comprende poner en contacto
las células con un compuesto descrito en el presente documento o una mezcla de los compuestos.

La presente divulgacion describe un método para tratar células afectadas por VPH en un sujeto, que comprende
administrar a un sujeto uno o mas compuestos o composiciones farmacéuticas descritos en el presente documento.

La presente divulgacion describe proporcionar un compuesto antivirico para inhibir una o mas etapas de replicacion
del virus del papiloma humano, en donde el compuesto se selecciona del grupo que consiste en:

NSC 9782

MNSC 82269

M
/
N

NSC 88915
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NSC 109128

NSC 305851

La presente divulgacion describe un compuesto antivirico contra el VPH de alto riesgo, en donde el compuesto inhibe
las fases de amplificacion inicial, mantenimiento estable y replicacion vegetativa del VPH de alto riesgo y el compuesto
se selecciona del grupo que consiste en: NSC109128, NSC305831 y NSC82269.

La presente divulgacion describe un compuesto antivirico contra el VPH de alto riesgo, en donde el compuesto inhibe
la amplificacion inicial y el mantenimiento estable del VPH de alto riesgo, y el compuesto es NSC88915.

La presente divulgacion describe un compuesto antivirico contra el VPH de alto riesgo, en donde el compuesto inhibe
la fase de amplificacion inicial del VPH de alto riesgo y el compuesto es NSC109128, NSC305831, NSC82269, NSC
88915 0 NSC 9782.

Es un objeto de la presente divulgacion describe un compuesto antivirico contra VPH 16 VPH 18, VPH31, VPH33,
VPH45.

Otro objeto mas de la presente divulgacion describe un compuesto antivirico para inhibir una o mas fases de replicacion
del virus del papiloma humano, en donde el compuesto inhibe la liberacién del complejo de escision de Topoisomerasa
| Toplcc de un ADN del VPH de alto riesgo.

La presente divulgacion describe un compuesto antivirico para inhibir una o mas fases de replicacion del VPH, en
donde el compuesto inhibe la liberacién al inhibir Tpd1 o PARP1.

Ademas, la presente divulgacion describe un método para tratar la infeccion por VPH de alto riesgo, comprendiendo
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dicho método la administracién o el contacto de células infectadas con un compuesto capaz de inhibir una o mas fases
de replicacion del virus del papiloma humano, en donde el compuesto inhibe la liberacién del complejo de escision de
Topoisomerasa | Toplcc de ADN del VPH.

Adicionalmente, la presente divulgacion describe un método para tratar la infeccion por VPH de alto riesgo,
comprendiendo dicho método la administracion o el contacto de células infectadas con un compuesto capaz de inhibir
una o mas fases de replicacion del virus del papiloma humano, en donde el compuesto inhibe Tpd1 o PARP 1.

Asimismo, la divulgacion describe un método para tratar la infeccién por VPH de alto riesgo, comprendiendo dicho
método la administracion o el contacto de la célula infectada con un compuesto seleccionado del grupo que consiste
en

NSC 9782

MNSC 82269

M
/
N

NSC 88915
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NSC 109128

0

Lh

NSC 305831

i
N=H

La presente divulgacion describe un método para inhibir una o mas fases de replicacion del VPH de alto riesgo in vitro
o in vivo, comprendiendo dicho método una etapa de poner en contacto la célula infectada con un compuesto que
inhibe la liberacién del complejo de escision de Topoisomerasa | Top1cc de ADN del VPH.

La presente divulgacion describe un método para inhibir una o mas fases de replicacion del VPH de alto riesgo in vitro
o in vivo, comprendiendo dicho método una etapa de poner en contacto la célula infectada con un compuesto que

inhibe Tpd1 o PARP 1.

La presente divulgacion describe un método para inhibir una o mas fases de replicacion del VPH de alto riesgo in vitro
o in vivo, comprendiendo dicho método una etapa de poner en contacto la célula infectada con un compuesto
seleccionado del grupo que consiste en
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NSC 305851

Ademas, la presente divulgacion describe un medicamento para tratar la infecciéon por VPH de alto riesgo,
comprendiendo dicho medicamento uno o mas de los compuestos que inhiben la liberacién del complejo de escision
de Topoisomerasa | Toplcc de ADN del VPH.

La divulgacion describe un medicamento para tratar la infecciéon por VPH de alto riesgo, comprendiendo dicho
medicamento uno o mas compuestos que inhiben Tpd1 o PARP.

Aun mas, la divulgacion describe un medicamento para tratar la infeccion por VPH de alto riesgo, comprendiendo
dicho medicamento uno o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en

NSC 9782
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NSC 88915

NSC 109128

0

Lh

NSC 305851
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Ademas, la presente divulgacion describe un método para identificar compuestos antiviricos potenciales para la
inhibicion de la replicacion del genoma del VPH de alto riesgo, comprendiendo dicho método la detecciéon de
compuestos capaces de inhibir Tdp1 y PARP 1.

Aun mas, esta divulgacion describe inhibidores potenciales de la infeccion por VPH o inhibidores potenciales de una
o0 mas fases de replicacion del VPH, seleccionandose dichos inhibidores del grupo que consiste en
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La divulgacion describe un medicamento para tratar infecciones por VPH, comprendiendo dicho medicamento uno o
mas de los compuestos seleccionados del grupo que consiste en

FIO40-0003
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F3287-0507 F1684-0533

T
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i
3
=
F
[ E -

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 Estructuras bidimensionales esquematicas de los cinco inhibidores de la replicacion del VPH-AR
identificados durante el cribado HT del conjunto IV de diversidad del NCI.

Figura 2 Efecto de los cinco compuestos identificados sobre la amplificacion inicial del VPH18. A: Se transfectaron
células U20S con minicirculo ts de VPH18 y se cultivaron en presencia de los compuestos con las concentraciones
indicadas durante 5 dias. EI ADN gendmico se extrajo, se linealizé y se digirié con Dpnl. Las sefiales de replicacion
del genoma del VPH se detectaron usando analisis de transferencia de Southern y se cuantificaron con lector de
fésforo fotoestimulable y se expresaron en relacion con el control del vehiculo (DMSQO). Se muestran los valores
de CI50 aproximados para cada compuesto. Las barras de error representan la desviacion tipica de al menos tres
experimentos independientes. B: Se transfectaron células U20S con los vectores de expresion de las proteinas
E1y E2 de VPH18 junto con el plasmido en minicirculo de URR (origen) de VPH18. Las células se cultivaron en
presencia de los compuestos con las concentraciones indicadas durante 24 o 48 horas. EI ADN gendmico se
extrajo, se linealizé y se digiri6 con Dpnl. Las sefiales de replicacion de URR del VPH se detectaron mediante
analisis de transferencia de Southern. DMSO actiia como control del vehiculo y M 18URR actda como marcador
de tamafio.

Figura 3 Efecto de los compuestos sobre el mantenimiento estable y la amplificacion vegetativa del VPH18. A: Se
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cultivaron células U20S n.° 1.13 en condiciones subconfluyentes en presencia de los cinco compuestos
identificados durante 7 dias. El ADN gendmico se extrajo, se linealizé y la sefial de replicacion del VPH se detecto
mediante transferencia de Southern y B: se cuantific6 mediante lector de fésforo fotoestimulable. C: Se sembraron
U20S n.° 1.13 y se cultivaron durante 5 dias sin dividir. El 5° dia se afiadieron al medio las concentraciones
indicadas de compuestos y las células se cultivaron durante 7 dias adicionales sin dividir. EI 12° dia el ADN
gendémico se extrajo, se linealizd y la sefial de replicacion del VPH se detectdé mediante transferencia de Southern
y D: se cuantific6 mediante lector de fosforo fotoestimulable. Las barras de error representan las desviaciones
tipicas de al menos dos experimentos independientes.

Figura 4 Participacion de Tdp1 y PARP1 en la amplificacion inicial de VPH18. A: Se transfectaron células U20S
con minicirculo ts del VPH18 y plasmido sh_Tdp1. El ADN gendmico se extrajo 3 y 4 dias después de la
transfeccion, se linealizé y se digiri6 con Dpnl. La sefial de replicacion del VPH se detectdé con analisis de
transferencia de Southern y B: se cuantificé con lector de fosforo fotoestimulable. C: Analisis de transferencia de
Western que muestra la regulacion negativa de la proteina Tdp1 por ARNhc. D: Se transfectaron células U20S
con minicirculo ts del VPH18 y plasmido sh_PARP1. La sefal de replicacion del VPH se detectd con analisis de
transferencia de Southern y E: se cuantificé con lector de fosforo fotoestimulable. F: Analisis de transferencia de
Western que muestra la regulacion negativa de la proteina PARP1 por ARNhc. G: Se transfectaron células U20S
con minicirculo ts VPH18 y se cultivaron durante 3 y 4 dias en presencia de diferentes concentraciones del inhibidor
de PARP1 ABT-888. La sefial de replicacion del VPH se detectd con analisis de transferencia de Southern y H: se
cuantificd con lector de fosforo fotoestimulable. Las barras de error representan las desviaciones tipicas de al
menos tres experimentos independientes.

Figura 5 Efecto sinérgico entre camptotecina (CPT) y los cinco compuestos identificados. Se transfectaron células
U20S-EBNA1 con plasmidos oriP y ts de VPH18 y se cultivaron en presencia de las concentraciones indicadas de
los compuestos solos o junto con CPT 2 nM durante 5 dias. EI ADN gendmico se extrajo, se linealizé y se digirié
con Dpnl. Las sefiales de replicacion tanto de VPH18 como de oriP se detectaron con transferencia de Southern y
se cuantificaron mediante lector de fosforo fotoestimulable. Los compuestos 109128, 88915, 9782 y 305831
muestran una clara inhibicion sinérgica junto con CPT (paneles C-J), mientras que el compuesto 82269 no (paneles
Ay B). Las barras de error representan las desviaciones tipicas de al menos tres experimentos independientes.

Figura 6 Efecto de los cinco compuestos identificados sobre diferentes tipos de VPH. Se transfectaron células
U20S con 3 ug de VPH 5, 2 ug del VPH11 y 5 ug de minicirculos del VPH16 y se cultivaron en presencia de las
concentraciones indicadas de compuestos durante 5 dias. El ADN gendmico se extrajo, se linealizé y se digirié con
Dpnl. La sefial de replicacion del VPH se cuantificé usando gPCR. A: Efecto sobre VPH5. B: Efecto sobre VPH11.
C: Efecto sobre VPH16 Las barras de error representan desviaciones tipicas de dos experimentos independientes.
D, E y F: Las células U20S se transfectaron con 2 ug de minicirculo del VPH33, 5 ug de minicirculo del VPH45 y
2 ug del genoma de VPH31 religado y se cultivaron en presencia de las concentraciones indicadas de compuestos
durante 5 dias. EI ADN episémico se extrajo usando el método de extraccion de ADN de HIRT, se linealizé y se
digirié con Dpnl. Sefial de replicacion del VPH detectada por analisis de transferencia de Southern. La flecha negra
indica la senal del VPH replicada.

Descripcion detallada
Definiciones

Como se han usado a lo largo de la presente divulgacion, se entendera que los siguientes términos, a menos que se
indique ofra cosa, tienen los siguientes significados. Si falta una definicién, prevalece la definicion convencional
conocida por un experto en la materia. Si una definicion proporcionada en el presente documento entra en conflicto o
es diferente de una definiciéon proporcionada en cualquier publicacién citada, prevalece la definicién proporcionada en
el presente documento.

Como se usa en el presente documento, las expresiones "que incluye", "que contiene" y "que comprende" se usan en
su sentido abierto, no limitante.

Como se usa en el presente documento, las formas en singular "un", "una" y "el/la" incluyen referencias en plural a
menos que el contexto indique claramente otra cosa.

Como se usa en el presente documento, el término "sujeto" abarca mamiferos y animales que no son mamiferos. Los
ejemplos de mamiferos incluyen, pero sin limitacién, cualquier miembro de la clase de mamiferos: seres humanos;
primates no humanos tales como chimpancés y otros simios y especies de monos; animales de granja, tales como
ganado vacuno, caballos, ovejas, cabras, cerdos; animales domésticos, tales como conejos, perros y gatos; y animales
de laboratorio, incluyendo roedores, tales como ratas, ratones y cobayas, y similares. Los ejemplos de animales que
no son mamiferos incluyen, pero sin limitacion, aves, peces y similares. En una realizacion de la presente invencion,
el mamifero es un ser humano.

El término "inhibidor" se refiere a una molécula tal como un compuesto, un farmaco, un activador enzimatico o una
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hormona que bloquea o interfiere con una actividad bioldgica particular. La expresion "inhibidor de la replicacion del
VPH" significa un compuesto capaz de inhibir, bloquear o interferir parcial o totalmente con una o mas fases del ciclo
de replicacion del VPH.

Las expresiones "cantidad eficaz" o "cantidad terapéuticamente eficaz" se refieren a una cantidad suficiente del agente
para proporcionar el resultado biolégico deseado. Ese resultado puede ser la reduccion y/o el alivio de los signos,
sintomas o causas de una enfermedad o afeccion médica, o cualquier otra alteracion deseada de un sistema bioldgico.
Por ejemplo, una "cantidad eficaz" para uso terapéutico es la cantidad de un compuesto, o de una composicion que
comprende el compuesto, que es necesaria para proporcionar un cambio clinicamente relevante en una patologia,
sintoma o afeccion médica. Un experto habitual en la materia puede determinar una cantidad "eficaz" apropiada en
cualquier caso individual usando experimentacion rutinaria. Por tanto, la expresion "cantidad eficaz" se refiere en
general a la cantidad para la que la sustancia activa tiene un efecto terapéuticamente deseado.

Como se usa en el presente documento, los términos "tratar" o "tratamiento" abarcan el tratamiento tanto "preventivo"
como "curativo". Se entiende que el tratamiento "preventivo" indica un aplazamiento del desarrollo de una enfermedad,
un sintoma de una enfermedad o afeccién médica, suprimiendo los sintomas que puedan aparecer o reduciendo el
riesgo de aparicion o recaida de una enfermedad o sintoma. El tratamiento "curativo" incluye reducir la gravedad o
suprimir el empeoramiento de una enfermedad, sintoma o afeccion existente. Por tanto, el tratamiento incluye aliviar
o prevenir el empeoramiento de los sintomas de la enfermedad existente, prevenir la aparicion de sintomas
adicionales, aliviar o prevenir las causas metabdlicas subyacentes de los sintomas, inhibir el trastorno o la enfermedad,
p. €j., detener el desarrollo del trastorno o enfermedad, aliviar el trastorno o la enfermedad, causar la regresion del
trastorno o enfermedad, aliviar una afeccién causada por la enfermedad o trastorno o detener los sintomas de la
enfermedad o trastorno.

La presente divulgacion también se refiere a profarmacos farmacéuticamente aceptables de los compuestos
identificados y métodos de tratamiento que emplean tales profarmacos farmacéuticamente aceptables. El término
"profarmaco” significa un precursor de un compuesto designado que, después de la administracion a un sujeto,
produce el compuesto in vivo a través de un proceso quimico o fisiolégico tal como solvdlisis o escision enzimatica, o
en condiciones fisiologicas (p. €j., un profarmaco al ser llevado a pH fisiolégico se convierte en el compuesto). Un
"profarmaco farmacéuticamente aceptable" es un profarmaco que no es toéxico, es biolégicamente tolerable y es de
otro modo adecuado para formulacién y/o administracion al sujeto. Se describen procedimientos ilustrativos para la
seleccion y preparacion de derivados de profarmaco adecuados, por ejemplo, en "Design of Prodrugs”, ed. H.
Bundgaard, Elsevier, 1985. Los ejemplos de profarmacos incluyen ésteres farmacéuticamente aceptables de los
compuestos de la divulgacion, que también se consideran parte de la divulgacion.

La replicacién o amplificacion inicial o la replicacién o amplificacién transitoria se refiere a la replicacién del ADN del
VPH en el momento del establecimiento de la infeccion.

El mantenimiento estable o mantenimiento latente se refiere a la etapa latente del ciclo de replicacion virica en la que
el ADN virico se mantiene estable en un nimero de copias casi constante en las células hospedadoras en division.

La replicacion de amplificacion vegetativa o replicacion de amplificacion tardia se refiere a la amplificacion exponencial
del ADN virico en queratinocitos muy diferenciados en las partes superiores del epitelio.

Los virus del papiloma humano son patégenos importantes responsables de un gran nimero de diversos casos de
cancer en todo el mundo. Independientemente de las dos vacunas, todavia existe la necesidad de antiviricos contra
la infeccion por VPH porque las vacunas son solo preventivas y otros tipos de terapias han resultado ser infructuosas.
Hasta el momento no hay disponibles inhibidores especificos del VPH. El cribado de alto rendimiento (HTS) de las
bibliotecas quimicas disponibles es una técnica ampliamente usada para identificar nuevos inhibidores contra diversos
patégenos. Sin embargo, el HTS requiere sistemas modelos adecuados que permitan medir de manera rapida y
precisa el efecto de los compuestos quimicos en la diana o dianas. Recientemente, los inventores han desarrollado
un sistema basado en luciferasa doble compatible con HTS para medir la replicaciéon del genoma del VPH (documento
PCT/EP2016/057898). Aqui se uso este sistema modelo para el cribado de la biblioteca del conjunto IV de diversidad
del NCI, que consiste en diferentes clases de compuestos que han mostrado algun tipo de actividad biolégica. Se
identificaron 5 compuestos (figura 1) que inhibieron la amplificacion inicial de VPH18 en intervalo micromolar bajo
(figura 2, panel A). Se han llevado a cabo varios estudios acerca de la replicacion del VPH midiendo la replicacion
dependiente de E1 y E2 del plasmido URR (que contiene el origen o la replicacién) del VPH. Incluso se ha desarrollado
un sistema modelo de HTS para medir la replicaciéon de URR. Los compuestos identificados aqui no inhiben la
replicacion de URR dependiente de E1 y E2 (figura 2, panel B), lo que indica que podrian usarse diferentes proteinas
celulares para facilitar la replicacion del genoma del VPH y/o que el mecanismo de replicaciéon del genoma virico difiere
de la replicacion del plasmido URR. Ademas de la amplificacion inicial, cuatro de los cinco compuestos inhibieron con
éxito la fase de mantenimiento estable de la replicacion virica (figura 3, panel A). Ademas, tres compuestos inhibieron
la amplificacion vegetativa que tiene lugar en epitelios superiores muy diferenciados (figura 3, panel B). Por lo tanto,
estos inhibidores o sus analogos son capaces de eliminar diferentes etapas de la infeccion por VPH.

Ha quedado claro en los ultimos afios que los VPH activan la red de respuesta al dafio del ADN durante su replicacion
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para "invitar" la replicacion celular y las proteinas de reparacion del ADN a sus focos de replicacion. Por otra parte, se
ha mostrado que el VPH usa la recombinacién homéloga para replicar eficientemente su genoma. Sin embargo, el
mecanismo exacto y todos los socios celulares necesarios aun son desconocidos. La Tdp1 libera el Topicc
inmovilizado del ADN vy, de este modo, evita la colisién de la horquilla de replicacién/transcripcién. La Tdp1 no es una
proteina absolutamente necesaria durante la replicacion normal, ya que los complejos de escision de Top1 quedan
inmovilizados debido a determinados tipos de dafios del ADN. Aqui se muestra que la Tdp1 junto con su proteina
reguladora PARP1 son socios celulares importantes en la replicacion del VPH18 (figura 4), lo que hace que esas
proteinas sean buenas dianas para desarrollar inhibidores del VPH. La camptotecina (CPT) es un inhibidor de la
topoisomerasa |, estabiliza el complejo de Top1cc-ADN. En la presente divulgacion se muestra que cuatro de los cinco
compuestos identificados muestran inhibicion sinérgica de la amplificacion inicial del VPH18 con CPT, lo que sugiere
que inhiben Tdp1 o tienen alguna otra diana relacionada con la liberacion de complejos Top1cc del ADN (figura 5).
Estos resultados sugieren que en algin momento durante la replicacion del VPH, los complejos Toplcc quedan
atrapados en el genoma virico. La Tdp1 parece ser activado probablemente por PARP1 y reclutado en el ADN del
VPH donde libera los complejos que permiten que continde la replicaciéon. Cuando se inhibe la Tdp1, surgen
intermedios de replicacion anémalos y la replicacion del VPH no se puede completar. Ninguno de los compuestos
inhibid la replicacion del VPH11 o VPHS5 (figura 6), lo que indica que el Top1cc no esta inmovilizado en esos genomas
del VPH y, por lo tanto, Tdp1 no es necesario o no es un factor limitante para la replicacion cutanea o de bajo riesgo
del VPH. Es posible que el E1 del VPH de alto riesgo o algunas otras proteinas interactien con Tdp1 y lo lleven a los
sitios de replicacion, pero las proteinas de VPH cutaneas o de bajo riesgo no lo hacen.

Durante este trabajo, se us6 un sistema modelo de deteccion de HT del VPH que los inventores desarrollaron para
detectar compuestos capaces de inhibir la replicacion del genoma del VPH. Los inventores han identificado cinco
compuestos: tres de ellos inhiben todas las etapas de replicacion del VPH, uno de ellos inhibe la amplificacion inicial
y el mantenimiento estable y uno solo la amplificacion inicial. Ademas, se muestra aqui por primera vez que durante
la replicacion del VPH18, probablemente debido al dafio del ADN, los complejos de escision de la topoisomerasa |
quedan atrapados en el genoma virico. Para continuar con la replicacion normal, la Tdp1 junto con PARP1 son
necesarios para liberar el Top1cc del genoma del VPH. La inhibicion de la liberacién del Top1cc del ADN del VPH
actia como una diana prometedora para el desarrollo de antiviricos.

La presente invencién proporciona compuestos para tratar células infectadas por VPH. La divulgacion proporciona
ademas un método para tratar células infectadas por VPH que comprende poner en contacto las células con una
cantidad eficaz de un compuesto antivirico de la presente invencion. Un sujeto infectado con el VPH se puede tratar
mediante un método, que comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de uno o mas compuestos de la
presente divulgacion. El compuesto se puede administrar en forma de una composicion farmacéutica que comprende
uno o mas de los compuestos y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto de la invencion son las composiciones farmacéuticamente aceptables que comprenden uno o mas
compuestos antiviricos identificados en la presente divulgacion. Las composiciones farmacéuticas pueden incluir
transportadores, adyuvantes o vehiculo y, como alternativa, uno o mas agentes activos adicionales.

Las composiciones farmacéuticas, segun el método de la presente divulgacion, pueden administrarse usando
cualquier cantidad y cualquier via de administracion eficaz para tratar o atenuar la gravedad de una infeccion por VPH
o enfermedad.

La cantidad exacta necesaria variara entre sujetos, dependiendo de la especie, la edad, el sexo, el peso, la dieta, el
estado médico y estado general del sujeto, la gravedad de la infeccion, el agente particular, su modo de administracion
y similares.

La administracion de los compuestos puede ser una sola dosis diaria, multiples dosis espaciadas a lo largo del dia,
una sola dosis cada dos dias, una sola dosis cada varios dias o cualquier otro régimen apropiado. La dosis se puede
determinar de forma rutinaria usando métodos convencionales conocidos en la técnica.

Las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente invencion pueden administrarse a seres humanos y
otros animales por via oral, por via rectal, por via parenteral, por via intracisternal, por via intravaginal, por via
intraperitoneal, por via tépica (en forma de polvos, pomadas o gotas), por via bucal, como pulverizador oral o nasal, o
similares, dependiendo de la gravedad de la infeccion que se trate.

Pueden formularse preparaciones inyectables segun la técnica conocida usando agentes dispersantes o humectantes
y agentes de suspension adecuados.

Las composiciones para administracion rectal o vaginal pueden ser supositorios que comprenden uno o mas
compuestos identificados en la presente divulgacion con excipientes o vehiculos no irritantes adecuados.

Las formas de dosificacion solidas para administracion oral incluyen capsulas, comprimidos, pildoras, polvos y

granulos. En dichas formas de dosificacion solidas, el compuesto activo se mezcla con al menos un excipiente o
vehiculo inerte, farmacéuticamente aceptable. En el caso de las capsulas, comprimidos y pildoras, la forma de
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dosificacion también puede comprender agentes tamponantes.
Las formulaciones orales también pueden ser jarabes vy elixires.

Las formas farmacéuticas para administracion tépica y/o transdérmica de un compuesto de la presente invencion
incluyen pomadas, pastas, cremas, lociones, geles, polvos, soluciones, pulverizaciones, inhalantes o parches. El
componente activo se mezcla en condiciones estériles con un vehiculo farmacéuticamente aceptable y cualquier
conservante o tampén necesario, segun se requiera. Adicionalmente, la presente divulgacion contempla el uso de
parches transdérmicos, que tienen la ventaja afiadida de proporcionar un suministro controlado de un compuesto al
organismo. Dichas formas de dosificacion se preparan disolviendo o distribuyendo el compuesto en el medio
adecuado. También pueden usarse potenciadores de la absorcion para aumentar el flujo del compuesto a través de
la piel. La velocidad puede controlarse proporcionando una membrana de control de la velocidad o dispersando el
compuesto en una matriz polimérica o gel.

Se puede administrar mas de un compuesto de la invencion por separado, simultanea o secuencialmente a las células
infectadas, al tejido que contiene las células infectadas o a sujetos infectados.

También se apreciara que los compuestos y las composiciones farmacéuticamente aceptables de la presente
invencion pueden emplearse en terapias combinadas, es decir, los compuestos y las composiciones
farmacéuticamente aceptables se pueden administrar simultdneamente con, antes de o después de, uno o mas
agentes terapéuticos o procedimientos médicos deseados distintos.

La invencion se describe ahora mediante algunos ejemplos no limitantes.
Meétodos usados en los experimentos

Lineas celulares y transfeccion. U20S (ATCC n.°: HTB-96), U20S-EBNA1 (Icosagen Cell Factory OU), U20S-GFP-
Fluc n.° 10.15 (nimero de depdsito de DMSZ ACC3258) se cultivaron en medio de Dulbecco modificado por Iscove
(IMDM) complementado con suero de ternero fetal al 10 % (FCS). Todas las lineas celulares U20S se transfectaron
mediante electroporacion (220 V; 975 pF) con un Gene Pulser X-cell de Bio-Rad provisto de un extensor de capacidad
(Bio-Rad Laboratories).

Plasmidos. El plasmido precursor pMC-HPV18 para la produccion de minicirculos ts del VPH18 se construyd
afnadiendo el sitio de restriccion Bglll (usado para la clonacién en el vector pMC.BESBX [54]) en el genoma del VPH18
entre el nt. 7473 y el nt. 7474 (en el presente documento, la numeracién del genoma del VPH18 es segun la secuencia
de referencia del NCBI NC_001357.1) que no ha mostrado alteraciones en la expresion y replicacion génica. El
plasmido precursor pMC-HPV18-RIlucE2 (nimero de depdsito de DMSZ DSM 29865) se construy6 basandose en el
pMC-HPV18. El plasmido precursor pMC-HPV5 se construyé usando el sitio de restriccion XmaJl en el ORF de la
proteina L2. El plasmido precursor pMC-HPV11 se construyé usando el sitio de restriccion BamHI en el genoma del
VPH11. El plasmido precursor pMC-HPV33 se construyd usando el sitio de restriccion Eco811 en el genoma del
VPH33. El plasmido precursor pMC-HPV45 se construy6 usando el sitio de restriccion Ascl en el genoma del VPH45.
La secuencia del genoma del VPH31 clonada en el vector pBR322 se obtuvo del Centro Internacional de Referencia
del Virus del Papiloma Humano (VPH). El plasmido precursor pMC-HPV18URR contiene 206 nucleétidos del final del
ORF de L1, URR de VPH18 de longitud completa y 14 nucleétidos del comienzo del ORF de E6. Este fragmento se
clono en el sitio Bgll en el vector pMC.BESBX. El vector pMC.BESBX contiene el origen de replicacion bacteriano y el
gen de resistencia a la kanamicina necesarios para la propagacion en células bacterianas y elementos adicionales
para la produccion de minicirculos. Los genomas del VPH en minicirculo se produjeron en la cepa de E. coli
ZYCY10P3S2T como se describe en [54]. El pMC-HPV que contiene la cepa de E. coli ZYCY10P3S2T se cultivo en
medio Terrific Broth (Life Technologies) a 37 °C durante 16-18 h, después de lo cual se afiadié una cantidad igual de
medio LB que contenia L-arabinosa al 0,02 % y NaOH 20 mM y se hizo crecer el cultivo a 32 °C durante 8 horas para
inducir la recombinacion y la produccion de minicirculos superenrollados. Finalmente, los genomas del VPH se
purificaron de E. coli con el equipo QlAfilter Plasmid (Qiagen). Los genomas de VPH en minicirculo resultantes tienen
menos de 100 pb de secuencia que no es de VPH. Para la generacién del genoma de VPH31 para transfeccion, el
plasmido del VPH31 se digirié con EcoRI, se resolvié en gel de agarosa, la secuencia del VPH31 se purificd a partir
de gel y se volvio a ligar. Los vectores de expresion para E1y E2 del VPH18 se describen en [36]. El plasmido p994
de oriP del virus de Epstein Barr fue cedido amablemente por B. Sugden, descrito en [55]. La expresion del ARNhc
estaba bajo el control del promotor U6 de la ARN polimerasa .

Secuencia de ARNhc de Tdp1:
GCACGATCTCTCTGAAACAAACTCGAGTTTGTTTCAGAGAGATCGT (SEQ ID NO: 1)

Secuencia de ARNhc de PARP1:
GGACTCGCTCCGGATGGCCTTCAAGAGAGGCCATCCGGAGCGAGTCC(SEQ ID NO: 2)

Exploracion de alto rendimiento para la identificacion de inhibidores del VPH18. EI U20S-GFP-Fluc n.° 10.15 se
transfectd con 2 ug de minicirculo de VPH18-Rluc-E2 y las células se sembraron en placas de 100 mm. Al dia
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siguiente, las células se separaron y se sembraron en placas de 96 pocillos (5000 células por pocillo). 48 horas
después de la transfeccion, los compuestos seleccionados se afiadieron al medio en concentraciones de 5 uMy 1 uM.
Las células se cultivaron durante tres dias y se midieron tanto la luciferasa de luciérnaga (muestra viabilidad celular)
como la luciferasa de Renilla (muestra el numero de copias del VPH) usando el sistema de ensayo de luciferasa Dual-
Glo (Promega) segun el protocolo del fabricante con el lumindmetro GIoMAX-96 (Promega). Los resultados se
transfirieron a un diagrama de dispersion XY y se eligieron los aciertos especificos del VPH.

Productos quimicos. El conjunto de diversidad IV y, adicionalmente, los compuestos NSC9782, NSC 88915, NSC
82269, NSC 109128 y NSC305831 se obtuvieron de Departamento de Quimica y Sintesis de Farmacos, Programa de
Desarrollo Terapéutico, Division de Tratamiento y Diagndstico del Cancer, Instituto Nacional del Cancer de los Estados
Unidos. La camptotecina (CPT) (sc-200871) y ABT-888 (sc-202901) se adquirieron de Santa Cruz Biotechnology.

Ensayo de replicacion. Las células U20S o U20S-EBNA1 se transfectaron con 2 pg de genoma de minicirculo del
VPH18 y 1 pug de plasmido de oriP (solo en el caso de células U20S-EBNA1). Todos los compuestos se afiadieron al
medio inmediatamente después de la transfeccion y el medio se cambié al tercer dia. Las sefiales de replicacion se
detectaron con el método de transferencia de Southern. En resumen, el ADN genémico se extrajo 3 y 4 dias después
de la transfeccion con ARNhc o con el uso de ABT-888 y 5 dias después para analisis de los efectos de los inhibidores
del VPH con o sin CPT. El ADN se digirié con Bgll y Dpnl para analisis de la replicacién del VPH18 y con BstXl, Scal
y Dpnl para andlisis de replicacion del VPH18 y oriP simultaneamente. Se resolvieron 3 ug de ADN en gel de agarosa,
se transfirieron a una membrana de nailon (Membrane Solutions LLC) y se hibridaron con sondas especificas
marcadas con radiactividad. Las sefiales se detectaron y cuantificaron con lector de fosforo fotoestimulable Typhoon
Trio+ (GE Healthcare) y se expusieron en una pelicula de rayos X (AGFA).

Cuantificacion del numero de copias del VPH. Se us6 PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) para evaluar el efecto
de los compuestos sobre la replicacion del VPH11 y VPH5. Las células U20S se transfectaron con 2 ug del minicirculo
del VPH11 o VPHD5, los compuestos se afiadieron al medio inmediatamente después de la transfeccion y de nuevo el
3¢’ dia cuando se cambio el medio. El ADN gendmico se extrajo 5 dias después de la transfeccion, las muestras se
linealizaron con Hindlll (para el VPH11) y Sacl (para el VPH5) y se digirieron con Dpnl para fragmentar el ADN
introducido. Para cada reaccion de gPCR, se usaron 3 ng de ADN. Las reacciones se realizaron con EvaGreen qPCR
Mix Rox (Solis BioDyne) segun el protocolo del fabricante usando el sistema de PCR en tiempo real rapido 7900 HT
(Applied Biosystems). Oligonucleétidos (300 nM de cada uno por reaccion):

VPH11: 5-AGCATGCAGACACATCAGGAATATTAG-3' (SEQ ID NO: 3) y 5'-
GTGCCGATTGGGTGGTTGCAGGATTTG-3' (SEQ ID NO: 4);

VPH5: 5-GGTTGCAGGAACTGTGAGGT-3' (SEQ ID NO: 5) y 5-TCCGCGACAGTCGGGGCACAGG-3' (SEQ ID
NO: 6).

El Ctapnr se detectd como patrén de normalizacion a partir de la secuencia génica del ADN ribosdémico en el genoma
de U20S con los siguientes oligonucleétidos (300 nM de cada uno):
5'-GCGGCGTTATTCCCATGACC-3' (SEQ ID NO: 7) y 5-GGTGCCCTTCCGTCAATTCC-3' (SEQ ID NO: 8).

El valor relativo Cy, que refleja el niumero promedio de copias del genoma virico por célula, se calcul6 a partir de los
datos con ACt = Ctva - CtADNr Yy CN = 2-ACt

Transferencia de Western. Las células se lisaron con tampon de Laemmli (SDS al 4 %, glicerol al 20 %, Tris-Cl 120 mM
(pH 6,8) y DTT 200 mM) y se hirvieron durante 10 minutos a 100 °C. Las muestras se resolvieron en gel de SDS-
PAGE y se transfirieron a una membrana de PVDF Immobilon-P (Millipore). Se detectaron Tdp1 y PARP1 con sus
anticuerpos especificos de Santa Cruz Biotechnology: sc-365674 y sc-56197 respectivamente. Se detectd tubulina
(usada como control de carga) usando el anticuerpo de Sigma Aldrich T9026. Para la visualizacion se usaron el
anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa antirratén (LabAS) y el equipo de deteccion de transferencia de
Western Amersham ECL (GE Healthcare). Las sefiales se expusieron en una pelicula de rayos X (AGFA).

Cinco nuevos inhibidores del VPH identificados en la exploracion de alto rendimiento del conjunto IV de diversidad del
NCI.

El conjunto 1V de diversidad del NCI se exploré como se ha descrito en el ejemplo 1 con el sistema modelo del VPH
previamente caracterizado (solicitud provisional de los Estados Unidos 62/145 243 Secuencia de ARNhc de Tdp1:
GCACGATCTCTCTGAAACAAACTCGAGTTTGTTTCAGAGAGATCGT (SEQ ID NO: 1)

Secuencia de ARNhc de PARP1:

GGACTCGCTCCGGATGGCCTTCAAGAGAGGCCATCCGGAGCGAGTCC (SEQ ID NO: 2)

para compuestos que inhiben la amplificacion inicial del genoma del VPH18 en células U20S. La seleccion de HT se
realizd con todos los compuestos de esta biblioteca en concentraciones de 5 uM y 1 uM y proporcioné 80 aciertos
(aproximadamente el 5 % de los compuestos analizados). Después de la validacién de los aciertos en el genoma ts
del VPH18, se encontraron cinco compuestos que inhiben la amplificacion inicial del VPH18 en células U20S (figura
1). Para caracterizar adicionalmente los compuestos, se realiz6 el ensayo de replicacion descrito en el ejemplo 1. La

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2901978 T3

inhibicion relativa con respecto al control de vehiculo DMSO se muestra en la figura 2, panel A. Los cinco compuestos:
NSC 9782, NSC82269, NSC 88915, NSC 109128 y NSC 305831, muestran inhibicion dependiente de la concentracion
de la amplificacion inicial del VPH18, variando la CI50 entre 2,5 y 60 uM.

Los inventores sentian curiosidad por saber si estos compuestos identificados podrian inhibir la replicacion
dependiente de E1 y E2 del plasmido que contiene el origen de replicacion del VPH - URR. Transfectaron células
U20S con 25 ng de vectores de expresion de E1y E2 junto con 500 ng del plasmido en minicirculo URR del VPH18
y afiadieron diversas concentraciones de compuestos como se indica en la figura 2, panel B. Se detectd la replicacion
de URR del VPH18 mediante analisis de transferencia de Southern y ninguno de los compuestos inhibié la replicacion
de URR en comparacion con el DMSO de control de vehiculo (figura 2, panel B), lo que indica que se usan diferentes
proteinas celulares para facilitar la replicacion del genoma del VPH y/o la maquinaria de replicacion del genoma virico
difiere de la replicacion del plasmido URR. Otra posibilidad es la diferencia en los niveles de proteinas E1 y E2: el nivel
de expresion durante la replicacion del genoma del VPH es considerablemente menor que el nivel en el ensayo de
replicaciéon de URR.

Efecto de los compuestos sobre el mantenimiento estable y la amplificacion vegetativa.

El sistema de los inventores basado en células U20S es adecuado para estudiar las tres etapas de replicacion de
diversos subtipos de VPH. La fase de mantenimiento estable podria supervisarse manteniendo las células positivas
para VPH en condiciones subconfluentes. Se usé la linea celular U20S monoclonal positiva para VPH18 n.° 1.13 con
un numero de copias viricas ~2000. Se cultivaron las células n.° 1.13 en presencia de diversas concentraciones de
compuestos en condiciones subconfluentes (las células se dividieron cada tres dias) durante 7 dias. La sefal de
replicacion del VPH18 se detectdé mediante analisis de transferencia de Southern y se cuantificé con un lector de
fésforo fotoestimulable. Aproximadamente el 50 % de la sefial se perdid en el caso del compuesto 82269 en
comparacion con el control de DMSO (figura 3, panel A, comparense los carriles 4-6 con el carril 15 y el panel B). Los
compuestos 88915, 109128 y 305831 mostraron un efecto inhibidor ain mayor: aproximadamente el 70 % de la sefial
se perdié durante el periodo de 7 dias (figura 3, panel A, comparense los carriles 7-14 con el carril 15 y el panel B).
En el caso del compuesto 9782, no se pudo detectar una reduccion significativa de la sefal (figura 3, panel A, carriles
1-3 y panel B). Por tanto, cuatro de los cinco compuestos identificados bloquearon eficazmente el mantenimiento
estable de un tipo de VPH de alto riesgo.

Si el n.° 1.13 se cultiva en condiciones confluentes durante al menos 5 dias, la amplificacion vegetativa del genoma
del VPH esta activada. Se sembraron cantidades iguales de células en placas y se cultivaron durante 5 dias sin
dividirlas. El 5° dia se afadieron diversas concentraciones de compuesto y las células se cultivaron durante 7 dias
adicionales (el medio se cambié cada dos dias a lo largo del experimento). La sefial de replicacion del VPH se detectd
mediante analisis de transferencia de Southern y se cuantificé con un lector de fosforo fotoestimulable. Como puede
verse en la figura 3, panel C carriles 16-18, se produce un aumento de aproximadamente 5-7 veces en el nimero de
copias viricas semejante a la amplificacion vegetativa. Los compuestos 109128 y 305831 anularon casi por completo
la amplificacion en concentraciones mayores (figura 3, panel C, carriles 10-15, panel D). El compuesto 82269 también
mostré una clara inhibicion dependiente de la concentracion de la amplificacion vegetativa (figura 3, panel C, carriles
4-6 y panel B). Sin embargo, los compuestos 9782 y 88915 no tuvieron ningun efecto (figura 3, panel C, carriles 1-3 y
7-9, panel D).

En conclusion, los compuestos 109128, 305831 y 82269 inhiben claramente tanto el mantenimiento estable como la
amplificacion vegetativa del VPH18, 88915 solo inhibe la fase de mantenimiento estable y 9782 no inhibe ninguna de
las etapas de replicaciéon posteriores.

La Tdp1 y PARP1 estan implicados en la amplificacion inicial del VPH18.

Se sabe que dos de los compuestos identificados, 88915 y 305831, inhiben la Tdp. Para examinar si la Tdp1 es
necesaria para la amplificacion inicial de VPH18, se transfectaron células U20S con el genoma de VPH18 junto con
diversas concentraciones del plasmido de Tdp1 de ARNhc. Se utilizé6 un plasmido de ARNhc vacio como control
simulado. En primer lugar, se evalud la expresion de Tdp1 y la figura 4, el panel C muestra claramente que la expresion
de la Tdp1 se reduce significativamente mediante el uso de shRNA_Tdp1. El siguiente ADN gendmico se extrajo 3y
4 dias después de realizarse el ensayo de transfeccion y replicacion. La figura 4, paneles A (comparense los carriles
1y 2 con 3-8) y B muestran una clara disminucién de la replicaciéon del VPH18 cuando la expresion de la Tdp1 esta
regulada negativamente.

Recientemente se ha mostrado que la PARP1 activa la Tdp1 y la recluta en sitios de dafio en el ADN. Para examinar
si la PARP1 también esta implicada en la replicacion del VPH18, se transfectaron U20S con el genoma del VPH18
junto con el plasmido shRNA_PARP1 o el vector de ARNhc vacio. La figura 4, panel F muestra que la expresion de
PARP1 disminuye debido a la expresion de shRNA_PARP1. A continuacion, se extrajo el ADN gendmico 3 y 4 dias
después de la transfeccion y se realizd el ensayo de replicacion para evaluar la amplificacion inicial del VPH18. La
figura 4, paneles D (comparense los carriles 1y 2 con 3-6) y E muestran de hecho que la regulaciéon negativa de
PARP1 inhibe significativamente la replicacion del VPH18.
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La implicacion de la PARP1 en la replicacién del VPH18 también se evalud usando el inhibidor de PARP1 conocido
ABT-888 (veliparib). Las células U20S se transfectaron con el genoma del VPH18 y se cultivaron en presencia de
diversas concentraciones de ABT-888 durante 3 y 4 dias, DMSO actia como control de vehiculo. Se realizé un ensayo
de replicacion y la figura 4, paneles G (comparense los carriles 1 y 2 con 3-10) y H muestran que la replicacion del
VPH18 se disminuye mediante el uso del inhibidor de PARP1 ABT-888.

En conclusién, los resultados demuestran que tanto Tdp1 como PARP1 son socios celulares importantes en la
replicacién del VPH18.

Efecto sinérgico de la camptotecina (CPT) e inhibidores de la replicacion del VPH18. La CPT es un inhibidor de la
topoisomerasa | que estabiliza los complejos Top1cc inmovilizados en el ADN. Ya que Tdp1 es responsable de escindir
los complejos Top1cc inmovilizados del ADN, se produce un efecto sinérgico entre CPT y los inhibidores de Tdp1. En
los experimentos mostrados en la figura 5 se usaron células U20S que expresan de forma constitutiva la proteina
EBNA1 del virus de Epstein Barr (EBV) - U20S-EBNA1. Estas células permiten supervisar simultdneamente la
replicacion del plasmido de oriP compatible con EBNA1 y VPH. Durante la amplificacion inicial del VPH, el genoma
virico se replica varias veces durante el ciclo celular, sin embargo, una vez por ciclo celular se produce replicacion
dependiente de EBNA1 debido a los mecanismos de control celular, lo que sugiere que el VPH y el VEB usan
mecanismos de replicacion completamente diferentes. Las células U20S-EBNA1 se cotransfectaron con el genoma
del VPH18 y el plasmido de oriP y las células se cultivaron en presencia de diversas concentraciones de los inhibidores
del VPH identificados solos o junto con 2 nM de CPT durante 5 dias, se us6 DMSO como control de vehiculo. Se
realizé un ensayo de replicacion, las sefiales se cuantificaron con lector de fosforo fotoestimulable y los resultados de
la figura 5 muestran que todos los inhibidores del VPH son muy especificos porque ninguno de ellos inhibié la
replicacion dependiente de EBNA1 del plasmido de oriP. La CPT 2 nM sola no inhibié la amplificacion inicial del VPH18.
En el caso de los compuestos 109128 (figura 5, paneles C y D), 88915 (paneles E y F), 9782 (paneles G y H) y 305831
(paneles | y J), se produce un claro efecto sinérgico dependiente de la concentracion junto con la CPT a medida que
se inhibe la replicacion del VPH de forma mas eficaz (comparense los carriles 1-7 con 8-12 en todos los experimentos).
El compuesto 82269 (figura 5, paneles A, comparense los carriles 1-7 con 8-12 y B), sin embargo, no mostré ningun
efecto sinérgico junto con CPT.

Los compuestos no son inhibidores universales del VPH

Para examinar si los compuestos identificados aqui también inhiben otros subtipos de VPH, las células U20S se
transfectaron con genomas de LR-VPH tipo 11 y VPH cutaneo tipo 5 y se cultivaron en presencia de diversas
concentraciones de compuestos durante 5 dias, los medios se cambiaron el 3° dia. Se afiadi6 DMSO como control
de vehiculo. El ADN gendémico se extrajo, el ADN del VPH se linealizé y se digirié con Dpnl. Las sefiales de replicacion
del VPH se cuantificaron con analisis de gPCR como se describe en la seccion de materiales y métodos. El resultado
de la figura 6 muestra que ninguno de los compuestos inhibe la amplificacion inicial del VPHS5 (figura 6, panel A) o
VPH 11 (figura 6, panel B). Sin embargo, los compuestos son activos contra VPH16 (figura 6, panel C), VPH33 (figura
6, panel D) y VPH31 figura 6, panel E). Por consiguiente, parece que los compuestos inhiben la replicacion del VPH
de alto riesgo, incluyendo VPH 16, VPH 18, VPH31 y VPH33, pero no los tipos de VPH cutaneos y de bajo riesgo.

Los compuestos inhiben la replicacion de HR-VPH a través de las proteinas de replicacion E1 o E2 del VPH.

Ademas de las oncoproteinas E6 y E7, los VPH también se diferencian de las proteinas de replicacién E1 y E2. Para
determinar si los compuestos identificados aqui inhiben la replicacion de HR pero no LR o VPH cutaneos a través de
E1 o E2, El genoma mutante de HPV18E1E2 (deficiente en replicacion debido a mutaciones en los ORF de E1y E2)
se replicé mediante proteinas E1 y E2 originadas a partir del VPH11. Se usé como control el genoma mutante de
HPV18E1E2 solo. Las células U20S se cotransfectaron con el genoma de minicirculo ts de VPH11 y mutante de
HPV18E1E2 y las células se cultivaron en presencia del compuesto 305831 durante 5 dias, los medios se cambiaron
el 3¢ dia. Se afadi6 DMSO como control de vehiculo. EI ADN genémico se extrajo, el ADN del VPH se digirié con
Agel, Sdal y Dpnl. La replicacion del VPH se detectd mediante analisis de transferencia de Southern. Los resultados
de la figura 7 muestran, que el genoma mutante de HPV18E1E2 es de hecho deficiente en replicacion cuando se
transfecta solo (carril 7). El control de DMSO en la figura 7, carril 6 muestra que el genoma ts de VPH11 complementa
con éxito el genoma del VPH18 deficiente en E1/E2. En el caso de muestras tratadas con el compuesto 305831, no
hay inhibicion de la replicacion del VPH18 que es llevada a cabo por las proteinas E1 y E2 que se originan en el
genoma del VPH11 (figura 7, comparense los carriles 1-6 con 7). Estos datos sugieren que los compuestos se dirigen
a la proteina E1 o E2 de HR-VPH o su interaccién con proteinas celulares. La actividad de las proteinas E1y E2 de
LR-VPH o su interactoma parecen ser diferentes en comparacién con las proteinas de replicacién de HR-VPH.

Compuestos potenciales adicionales para inhibir la replicacion del VPH
En funcién de la estructura de los cinco compuestos identificados que son eficaces para inhibir una o mas fases de la

replicacion del VPH, se han identificado las siguientes tres estructuras que tienen determinadas similitudes con los
cinco compuestos identificados para compuestos potenciales para su uso en la inhibicién de la replicacion del VPH.
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Segun experimentos preliminares, estos compuestos parecen ser capaces de inhibir la fase de amplificacion inicial del
VPH 18.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Icosagen Cell Factory OU

<120> Inhibidores de la replicacion del virus del papiloma humano

<130> PI1100099PC

<160> 8

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado quimicamente

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(46)
<223> ARNhc de tdp1

<400> 1
gcacgatctc tctgaaacaa actcgagttt gtttcagaga gatcgt 46

<210> 2

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado quimicamente
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<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(47)

<223> ARNhc de PARP1

<400> 2
ggactcgctc cggatggcect tcaagagagg ccatccggag cgagtcc

<210> 3

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado quimicamente

<220>
<221> misc_feature
<223> cebador

<400> 3

agcatgcaga cacatcagga atattag
<210> 4

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado quimicamente

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(27)
<223> cebador

<400> 4
gtgccgattg ggtggttgca ggatttg

<210>5

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado quimicamente

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(20)
<223> cebador

<400> 5
ggttgcagga actgtgaggt

<210> 6

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado quimicamente

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(22)
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<223> cebador

<400> 6
tccgcgacag tcggggcaca gg

<210>7

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado quimicamente

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(20)
<223> cebador

<400>7
gcggcgttat tcccatgace

<210> 8

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Sintetizado quimicamente

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(20)
<223> cebador

<400> 8
ggtgcccttc cgtcaattcc
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REIVINDICACIONES

1. Un compuesto antivirico para su uso en la inhibicién de una o mas fases de replicacion del virus del papiloma
humano de alto riesgo, en donde el compuesto se selecciona del grupo que consiste en

NSC 9782

NSC 88915

NSC 109128
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NSC 305831
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2. El compuesto antivirico para el uso de la reivindicacion 1, en donde el VPH de alto riesgo es el VPH 16, VPH 18,
VPH31, VPH33 o VPH45.

3. Un compuesto de la reivindicacion 1 para su uso en el tratamiento de la infeccion por VPH de alto riesgo,
comprendiendo dicho tratamiento la administraciéon o el contacto de células infectadas con dicho compuesto.

4. El compuesto para el uso de la reivindicacion 3, en donde el compuesto es NSC88915 o NSC305831
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5. El compuesto para el uso de la reivindicacion 3 o 4, en donde el VPH de alto riesgo es el VPH 16, VPH18, VPH31,
VPH33 o VPH45.

6. Un método para inhibir una o mas fases de replicacion del VPH de alto riesgo in vitro, comprendiendo dicho método
una etapa de poner en contacto la célula infectada con un compuesto de la reivindicacioén 1.

7. El método de la reivindicacion 6, en donde el compuesto es NSC88915 o NSC305831:
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8. El método de la reivindicacion 6 o 7, en donde el VPH es el VPH 16, VPH 18, VPH31, VPH33 o VPH45.

5 9. Un medicamento para su uso en el tratamiento de la infeccion por VPH de alto riesgo, comprendiendo dicho
medicamento uno o mas compuestos seleccionados del grupo que consiste en:
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10. El medicamento para el uso de la reivindicacion 9, en donde el compuesto es NSC88915 o NSC305831.

11. El medicamento para el uso de la reivindicacién 9 o 10, en donde el medicamento comprende adicionalmente
vehiculos o adyuvantes.

27



ES 2901978 T3

12. El medicamento para el uso de la reivindicacion 10 u 11, en donde el medicamento es para tratar la infeccion por
VPH 18 o VPH 16.

13. El medicamento para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 9-12, en donde el medicamento esta en
forma de comprimido, inyeccién, crema, pomada o formulacion liquida.
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Senal de replicacion de VPH con respecto a DMSO
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