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DESCRIPCION

Procedimiento de cribado para antivirales contra ortopoxvirus.
Campo de la invencion

La presente invencidn se refiere a un firmaco anti-poxvirus eficaz para su utilizacién en el tratamiento o prevencion
de la enfermedad humana causada por los poxvirus patégenos. Mds particularmente, la presente invencién se refiere
a los farmacos antivirales dirigidos contra la proteinasa de poxvirus responsable de la maduracién de la proteina del
ntcleo, una etapa que es absolutamente esencial para la produccién y propagacion de los viriones infecciosos.

Antecedentes de la invencion
Descripcion de la técnica relacionada

El espectro del bioterrorisno se cierne sobre la sociedad moderna. La capacidad para hacer crecer y manipular
microorganismos ha proporcionado a los cientificos biomédicos unas herramientas maravillosas para desarrollar te-
rapias y farmacos para combatir tanto las enfermedades infecciosas como las genéticas. Desafortunadamente, estas
mismas tecnologfas presentan un lado oscuro. Con un equipo minimo no demasiado sofisticado, las herramientas mi-
crobiolégicas y de ingenieria genética permiten a personas u organizaciones preparar facilmente grandes cantidades
de microorganismos patdgenos para una dispersion deliberada en el medio ambiente. De forma diferente a las armas
convencionales, los microorganismos patégenos presentan la capacidad de replicarse y diseminarse, no distinguen
entre el soldado y el ciudadano de a pie, y una vez se han liberado, no se pueden recuperar o controlar.

Mientras que la preocupacion por la guerra bioldgica se limitaba originariamente a su despliegue potencial durante
los conflictos entre las fuerzas armadas de las naciones industrializadas, la amenaza creciente de terrorismo y violencia
doméstica han hecho surgir en la actualidad la posibilidad de que dichos agentes se puedan utilizar también para estos
fines. En este aspecto, de entre los agentes bioldgicos que se cree pueden causar una amenaza mayor se encuentran
Bacillus anthracis (antrax), Yersinia pestis (peste bubdnica), Francisella tularensis (tularemia), Cocoxiella burnetti
(fiebre Q), virus ARN hemorrdgicos (por ejemplo, Dengue, Marburg, Ebola y encefalitis equina venezolana) y la
viruela. Aunque la introduccién deliberada de uno de dichos agentes puede resultar devastadora, el que presenta el
potencial mayor de causar dafio a la poblacién general es la viruela o unos ortopoxvirus modificados genéticamente
relacionados.

La viruela es la enfermedad mds destructiva de la historia. Se estima que ha matado, mutilado o desfigurado a
aproximadamente 1/10 de toda la humanidad, sélo en el siglo 20, mas de 300 millones de persones sucumbieron a
esta enfermedad. El virus de la viruela, agente causal de la viruela, es altamente infeccioso, que causa una enfermedad
evidente en las personas mds susceptibles que entran en contacto con él.

La viruela se contrae generalmente por inhalacién de la diseminacién de las gotitas de aerosol por parte de las
personas infectadas. Tras un periodo de incubacién de 10 a 14 dias, se manifiesta la verdadera enfermedad que se
caracteriza por fiebre alta y malestar. De dos a tres dias después desciende la temperatura del paciente y aparece la
erupcion sistémica, que caracteriza por unas lesiones pustulares prototipicas que pueden durar de 2 a 3 semanas. En
las formas mads virulentas de viruela, como la causada por la Viruela mayor, hasta el 30% de las personas infectadas
mueren. Los enfermos que se recuperan presentan cicatrices para toda la vida.

La enfermedad presenta una serie de caracteristicas que la convierten en un agente de bioterrorismo “ideal”: 1) el
virus crece facilmente, se puede liofilizar y no necesita una cadena de frio para mantener su viabilidad; 2) la infeccién
se propaga por via respiratoria; 3) el periodo de presencia del virus prolongado, combinado con la facilidad para
viajar, permiten que la persona infectada pueda propagar la enfermedad ampliamente; 4) las cicatrices resultante dejan
secuelas psicoldgicas; y 5) el virus es muy estable en el medio ambiente una vez ha aparecido, haciendo dificil la
descontaminacién.

Aunque la viruela reviste una preocupacién importante, no deben olvidarse otros patégenos potenciales de orto-
poxvirus. Por ejemplo, se han dado recientemente varias incidencias del virus de la viruela del mono en humanos, a
pesar de que la propagacion humano-humano parece estar limitada. Otro escenario mds escalofriante es la posibilidad
de que una cepa de laboratorio del virus Vaccinia o del virus de la viruela aviar se pueda modificar por ingenieria
genética para producir una toxina con el fin de convertirla en un patégeno potente. Afortunadamente, los ortopoxvirus
estan altamente relacionados a nivel del ADN (por ejemplo 90% entre la viruela y Vaccinia) 1o que hace probable que
cualquier agente antiviral desarrollado pueda inhibir la replicacién de todo el grupo de virus.

La viruela ya no estd presente en el entorno natural, existen algunos remanentes de estos de laboratorio conocidos
del virus de la viruela y se espera que seran destruidos en un futuro préximo. La erradicacién de la viruela fue posible
porque es una enfermedad humana especifica sin reservorios animales, existia un serotipo Unico y la vacuna atenuada
desarrollada por Jenner estimulé efectivamente tanto las partes celular como humoral del sistema inmunitario, que
proporciona una inmunidad duradera. La viruela fue eliminada de los EEUU en los afios 1960 y se interrumpi6 la
inmunizacidn profildctica de rutina en el afio 1973.
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Los siguientes 30 afios se produjo una poblacién que era inmunolégicamente naif y altamente susceptible a la
infeccién por poxvirus. Debido al pequefio pero significativo riesgo de las complicaciones serias por la vacunacion,
especialmente en personas inmunocomprometidas debido a la infeccién por VIH u otros agentes, no se aconseja la
vacunaciéon masiva de la poblacién. Sin embargo, en caso de que se introdujera en la poblacién una infeccién por
ortopoxvirus, la vacuna viva serfa un arma eficaz para limitar la propagacion de la enfermedad una vez se haya
diagnosticado.

La vacunacion antes de la exposicion, o en el periodo de 2 a 3 dias después de la exposicidn, permite una proteccion
casi completa. La vacunacion tardia a los 4-5 dias post-exposicion puede proteger de la muerte. Desafortunadamente,
en el caso de una introduccién deliberada del agente infeccioso en una zona altamente poblada, podria existir un gran
reservorio de personas infectadas hasta que se lleguen a diagnosticar los casos centinela. Ademads, estdn disponibles
unos depdsitos relativamente limitados de vacuna. Por estas razones, como medida protectora, es imperativo que esté
disponible un farmaco anti-ortopoxvirus eficaz para tratar aquellos individuos expuestos al virus que disponen de un
tiempo suficiente para producir una inmunidad protectora y ayudarles a detener una epidemia.

El tnico farmaco bien conocido que es eficaz en la inhibicién de la infeccién por ortopoxvirus en células en cultivo
es la metisazona o IBT (N-metilisatin S-tiosemicarbazona). Sin embargo, este formaco tiene un valor limitado para el
tratamiento de las personas infectadas. Se ha demostrado que el cidofovir es un inhibidor anti-ortopoxvirus potente,
pero presenta muchos efectos adversos y debe administrarse por inyeccion. Por ello, actualmente no estd disponible
ningln farmaco anti-ortopoxvirus seguro, eficaz, administrable por via oral.

Vision general de la protedlisis virica

La expresion “protedlisis virica” fue introducido por primera vez por Linderstrom-Lang y Oteasen para describir
las reacciones en las que los enlaces peptidicos en los polipéptidos se hidrolizan selectivamente, al contrario de la
degradacion de la proteina que implica una segmentacion extensa de los enlaces peptidicos en el sustrato. Los enzimas
requeridos para la segmentacién de los enlaces peptidicos se denominan proteasas que se dividen en peptidasas y
proteinasas. Las peptidasas son exopeptidasas que hidrolizan los aminonicidos solos del extremo amino-terminal
o el carboxi-terminal de una cadena de péptidos. Por el contrario, las proteinasas (también denominadas enzimas
proteoliticos o endopeptidasas) son capaces de reconocer selectivamente y fraccionar enlaces peptidicos especificos
en los sustratos.

Las proteinasas estdn ademds subdivididas en cuatro clases basadas en la identidad de sus residuos aminodcidos
cataliticos, cuyas posiciones tridimensionales relativas estdn conservadas en un grupo y en el mecanismo de catélisis.
Los cuatro tipos de proteinasas son: serina, cisteina (tiol), aspartico (dcido) y metalo-. Las proteinasas serina presentan
una triada catalitica de residuos de 4cido aspartico, histidina y serina y parece ser el tipo mds comun y mds extenso
de proteinasa. Las proteinasas cisteina mantienen una diada catalitica compuesta de residuos cisteina e histidina muy
proximos mientras que la diada catalitica de las proteinasas del dcido aspartico requiere dos residuos de dcido aspartico.
Para las metaloproteinasas, se requiere un cation divalente (normalmente Zn*?) junto con los residuos esenciales de
histidina y 4cido glutdmico para la catalisis.

Las proteinasas se pueden presentar en su forma mas bésica al tener un sitio catalitico, como se ha descrito anterior-
mente, y una bolsa de unién a sustrato. Los dos sitios se encuentran normalmente muy préximos. Generalmente, las
proteinasas estdn compuestas por dos dominios globulares, los aminodcidos implicados en la catdlisis son aportados
por cada mitad de la hendidura de unién a sustrato. Para la mayoria de proteinasas serina, cisteina y aspdrtico, los dos
dominios globulares se encuentran dentro del mismo polipéptido. Sin embargo, en el caso de las proteinasas viricas,
se emplea un complejo dimero para juntar los dos centros cataliticos individuales para formar la hendidura. A pesar de
que casi todas las hendiduras de unién a sustrato consiguen una estructura tridimensional parecida con respecto a los
aminodcidos cataliticos para cada clase de proteinasa, la conservacion estructural no se extiende a la bolsa de unién a
sustrato, que distingue una proteinasa determinada de todas las otras. Es esta region de unién a sustrato la que confiere
especificidad a la proteinasa.

Generalmente, se espera que para que se de la hidrdlisis de un enlace peptidico especifico, deben cumplirse dos
requerimientos. Primero, los enlaces peptidicos susceptibles deben estar definidos por los residuos aminodcidos cir-
cundantes con unas cadenas laterales especificas que son necesarias para la especificidad primaria y secundaria. La
especificidad primaria presenta una caracteristica cualitativa que se dirige a la seleccion del enlace a romper y la es-
pecificidad secundaria transmite una caracteristica secundaria mediante la facilitacién de la segmentacién del enlace
seleccionado. Segundo, el enlace susceptible se presenta normalmente adyacente a la superficie del sustrato en una re-
gién flexible accesible a las proteinasas y el péptido susceptible debe presentarse en una conformacién tridimensional
que encaja con la bolsa del sitio activo de la proteinasa. Estd se refiere como “especificidad conformacional”.

Muchos tipos de modificaciones post-traduccionales como la fosforilacidn, la glicosilacién y la acilacién son nece-
sarios para la adquisicién y la regulacion de las propiedades de la proteina como la actividad enzimatica, las interaccio-
nes proteina-proteina y la localizacion intracelular. Asimismo, la protedlisis limitada se utiliza a menudo para regular
la activacién o el ensamblaje de la proteina causando unos cambios en la estructura terciaria que juntan los residuos
aminodcidos funcionales distantes. De modo interesante, la energia libre necesaria para la reconstruccién de enlaces
peptidicos hidrolizados es elevada y no se han identificado todavia mecanismos biolégicos para la reparacién de enla-
ces peptidicos rotos. De este modo los cambios introducidos en estos sustratos mediante fragmentacién peptidica son
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esencialmente irreversibles. Esta combinacién de especificidad de fragmentacion e irreversibilidad de la reaccién han
dado como resultado la utilizacién comtn de la reaccién de procesamiento proteolitico como un mecanismo unidi-
reccional para una gran variedad de procesos bioldgicos que incluyen la digestion de alimentos, la fragmentacién de
un péptido sefial, transduccién de sefiales, produccion de factor péptido/hormona de crecimiento, coagulacién de la
sangre, cascada de sistema complemento, eliminacién de patégeno, migracidn y reproduccidn celular.

Para muchos virus vegetales y animales, una infeccién exitosa depende del procesamiento proteolitico en una o
mas etapas. De hecho, es excepcional el virus que no necesita un procesamiento proteolitico durante su ciclo de repli-
cacion. Los enzimas proteoliticos necesarios se pueden proporcionar o bien por la célula huésped, el virus infeccioso
o por ambos. Las proteinasas proporcionadas por la célula huésped generalmente contribuyen al procesamiento de las
proteinas de la membrana o de la envuelta que circulan a través del compartimiento secretor de la célula. Dentro de
estos compartimientos secretores es donde las proteinas de la envuelta virica experimentan la maduracién mediante la
fragmentacion de los péptidos sefial (ademds de la acilacién y glicosilacion), tales como las glicoproteinas E1 y E2
del virus Sindbis. Por otra parte, las proteinasas responsables del procesamiento proteolitico de las proteinas viricas
normalmente son codificados por los virus mismos.

La fragmentacidén proteolitica de los polipéptidos virales se ha clasificado como protedlisis “formativa” o “mor-
fogénica”, dependiendo de la funcién de la reaccién durante el ciclo replicativo. La protedlisis replicativa se refiere
al procesamiento de las poliproteinas viricas en productos de proteinas estructurales o no estructurales. Se han iden-
tificado gran niimero de proteinasas de fragmentacion formativa virales y son codificadas por virus animales como
piconavirus, flavivirus, alfavirus, retrovirus y coronavirus. La protedlisis formativa proporciona a los virus un me-
canismo, como a los retrovirus y los virus ARN de hebra positiva, para utilizar un tinico molde de ARN para la
expresion de varias proteinas viricas a partir de un precursor proteinico amplio. La protedlisis morfogénica se refiere
a la fragmentacién de proteinas virales estructurales reunidas en los previriones durante la maduracion del virién. La
protedlisis morfogénica se da junto con el ensamblaje del virién y a menudo es necesaria para la adquisicién de infec-
tividad tanto de los virus ADN como los ARN tales como piconavirus, alfavirus, retrovirus, adenovirus y bacteri6fago
T4. A pesar de que se sabe poco acerca de la protedlisis morfogénica, se han propuesto varias funciones diferentes para
dicho procedimientos, incluyendo: la facilitacién de la dimerizacion ARN gendémica correcta en el ensamblaje de las
particulas retrovirales; empaquetamiento unidireccional del bacteriéfago ADN T4; finalizacién del virién poliovirus
infeccioso en una configuracién flexible y la promocion del desensamblaje de las particulas de adenovirus durante la
iniciacidn de la infeccion.

Independientemente del tipo de reaccién de maduracion proteolitica empleada, resulta esencial que la actividad de
las proteinasas virales sea regulada adecuadamente para asegurar la produccion eficiente de la progenie de viriones
infecciosos. En general, en los sistemas bioldgicos, la regulacién de las proteinasas se alcanza de diferentes modos,
que incluyen la compartimentalizacién de los enzimas y el sustrato, la presencia de unos inhibidores especificos y/o
activadores y la activacion proteolitica de los zimégenos. Los virus han adoptado unas estrategias similares. Por ejem-
plo, en los retrovirus se ha propuesto el entorno extracelular 4cido para desencadenar la fragmentacién morfogénica
de las proteinas estructurales mediante el desplazamiento de una porcién de la poliproteina gap-pol que evita que el
sitio activo de la proteinasa interaccione con su sustrato mientras estdn dentro de la célula. En el caso de los adenovi-
rus, parece que el ADN y el péptido unido a disulfuro producidos a partir de una proteina estructural pVI durante las
etapas tardias de la replicacion son necesarios para la activacién de la proteinasa viral y la consiguiente maduracién
del virus. Finalmente, quizds el ejemplo mds elegante de regulacion de la actividad de la proteinasa viral sea el dado
por la proteina del nicleo del virus Sindbis que sufre autoprotedlisis para volverse inactiva tras el ensamblaje de la nu-
cleocdpsida. La inactivacion de la actividad de la proteinasa se consigue mediante la localizacién de la region carboxi-
terminal de la proteina en la bolsa catalitica en concierto con el evento de fragmentacion proteolitica.

Ciclo de replicacion VV y modificacion postraducional de los productos de genes virales

Dada la importancia de la protedlisis limitada como medio para regular la expresién del gen en los sistemas
bioldgicos, y la extension y diversidad de modos que incluso los sistemas virales mds simples utilizan aparentemente
dicho mecanismo regulador, resulta interesante considerar si y como un virus complejo como el virus Vaccinia puede
incorporar dicho procedimiento en su ciclo replicativo. El virus Vaccinia (VV) es el prototipo de Poxviridae, una
familia de virus ADN que se distinguen por su morfologia tinica y el sitio citoplasmatico de replicacion.

El genoma VV ADN de 191 kpb codifica por lo menos 263 productos de genes cuya expresion se regula de
un modo temporal durante el ciclo replicativo que empieza con la entrada del virus en la célula huésped y acaba
con el ensamblaje de las estructuras macromoleculares complejas para formar una particula infecciosa. De forma
diferente a muchos virus, VV produce una multiplicidad de formas de viriones, todos parecen ser infecciosos. A
pesar de que los detalles moleculares del ensamblaje de poxvirus y la diferenciacién permanecen poco precisos y
controvertidos, la perspectiva mds ampliamente aceptada de los eventos que resultan es la siguiente. Tras (o junto a)
la replicacion del ADN virico, los ensamblajes de las moléculas de progenie de ADN, los enzimas de virién y las
proteinas estructurales se fusionan para formar particulas de pre-virién. Dichas particulas adquieren dos membranas
echando brotes a través del compartimiento intermedio (entre el reticulo endoplasmatico y el Golgi) para convertirse en
un virus intracelular maduro infeccioso (IMV). Una porcién de los IMV se envuelve entonces mediante dos membranas
adicionales derivadas de la red trans-Golgi para formar un virus intracelular envuelto (IEV). Tras la migracién a
la superficie celular la membrana més externa IEV se fusiona con la membrana del plasma para dar lugar al virus
envuelto extracelular (EV). El EV puede o bien permanecer asociado a la célula (virus con envuelta asociado a la
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célula, CEV) o bien liberarse al medio exterior como virus envuelto extracelular (EEV). Algunos poxvirus, tales como
los cowpoxvirus (CPV), todavia producen otra forma de virién. En las células infectadas por CPV, se producen una
gran cantidad de cuerpos de inclusién que estdn compuestos principalmente de una tnica proteina viral de 160 kDa.
Dentro este tipo de inclusiones de tipo-A estdn ocultos unos viriones (e infecciosos).

Teniendo en cuenta el gran nimero de proteinas virales codificadas, la multiplicidad de viriones VV y el nimero
de sitios intracelulares diferentes utilizados durante el ensamblaje virico y el procedimiento de morfogénesis, uno
puede prever que VV puede utilizar numerosos patrones de modificaciéon de la proteina celular y de marcaje para
regular dichos procedimientos complejos. Efectivamente, se ha demostrado que durante el transcurso de la replicacién
virica, las proteinas VV maduran mediante numerosas modificaciones post-traduccionales que incluyen la acilacion,
la fosforilacion, la glicosilacién, la ADP-ribosilacién y el procesamiento proteolitico. A pesar de que los detalles a
cerca del papel tan limitado que las reacciones proteoliticas pueden desempafiar durante la replicacién VV no estaban
disponibles cuando se iniciaron estudios en el afio 1990, la informacién que esta disponible ahora en la bibliografia
sugiere que se pueden emplear tanto las vias de fragmentacién formativa como morfogénica. Por ejemplo, tanto las
proteinas del factor de crecimiento VV (VGF) como la hemaglutinina (HA) parecen presentar unos péptidos sefial que
son eliminados mediante una protedlisis formativa durante su transito a través del reticulo endoplasmatico y transporte
hasta la membrana plasmética. De forma similar, se sabe que tres de las principales proteinas estructurales encontradas
en el nidcleo del virén VV maduro, 4a, 4b y 25K, se han producido a partir de unos precursores de peso molecular
superior en las dltimas etapas durante la infeccién, convirtiéndolos en unos candidatos a la fragmentacién morfogénica.
Era esta ultima cuestion, es decir la naturaleza de la reaccién de procesamiento por la que las proteinas del nicleo VV
mayor maduran, a la que se han dirigido los experimentos realizados en laboratorio durante la dltima década.

Protedlisis de VV- que se sabia con anterioridad al aiio 1990

Los genes que se expresan en la etapa tardia durante una infeccién de VV (es decir, aquéllos que se expresan
tras la iniciacion de la sintesis de ADN virico) incluyen la mayoria de las proteinas estructurales necesarias para
el ensamblaje de la progenie del virién. La primera indicacién de que algunas de las proteinas estructurales VV se
pueden someter a un procesamiento proteolitico se produjo cuando Holowczak y Joklik observaron diferencias en los
pesos moleculares aparentes de las proteinas marcadas radiactivamente presentes en las células infectadas por VV al
compararlas con las encontradas en los viriones purificados. Por consiguiente, se utiliz6 radiomarcado de las células
infectadas por VV para demostrar que la proteina precursora de gran tamaiio se puede seguir en un polipéptido mas
pequeiio, con una desaparicién concomitante de una proteina de un tamafio mayor. Esta conversién se puede inhibir
especificamente por la rifampicina sin ningtin efecto aparente sobre la sintesis del precursor. La proteina precursora se
puede designar como P4a y el producto procesado proteoliticamente se denomina 4a.

Los experimentos de seguimiento por radiomarcado adicionales revelaron que muchos otros polipéptidos estruc-
turales VV, ademds de P4a, se fragmentaron aparentemente durante las fases tardias del ciclo de replicaciéon de VV.
Dichas proteinas procesadas proteoliticamente, referidas utilizando la designacién de Sarov y Jokik de las proteinas
del viridn, incluido 4a, 4b, VP8 (referida como 25 K en esta investigacion), 9 y 10. De hecho ésta puede representar
una infravaloracion del nimero de proteinas tardias VV que estin sometidas a protedlisis. Las proteinas del nicleo
VV 4a, 4by VP8 (25 K) son las proteinas mas abundantes en la particula VV, que conjuntamente constituyen aproxi-
madamente el 33% de la masa del virién.

Se han utilizado el mapeado del péptido tripitico y los reactivos inmunolégicos para establecer las relaciones
entre los precursores de P4a, P4b y P25K y sus productos procesados 4a, 4b y 25 K. Se maped la localizacién de
los tres locus que codifican para dichos genes y se determind la secuencia de nucleétidos de sus marcos de lectura
abiertos. Al finalizar la secuencia del genoma entero de la cepa Copenhagen de V'V, los genes que codifican para los
precursores P4a, P4b y P25K recibieron las denominaciones de A10OL, A3L y L4R, respectivamente. El procesamiento
proteolitico de las proteinas estructurales parece ser esencial para la formacién de la progenie de viriones infecciosos.
Esta conclusion surge de la observacion de que existen varios tratamientos con farmacos diferentes (por ejemplo,
rifampicina y a-amantina) o mutaciones letales condicionales en el genoma, que afectan aparentemente la protedlisis
(y maduracién de particulas) sin afectar toda la sintesis de proteina.

Whitehead et al., J. of Virology, 1994, vol. 68, n° 11, paginas 7603-7608 da a conocer un ensayo de fragmentacion
basado en la célula para G1L, una proteinasa de proteina del nicleo de ortopoxvirus (vCPP) que comprende: la
transfeccion de las células con el gen GIL y ORF L4R que codifica para el polipéptido P25K, un sustrato de G1L
que contiene un grupo AGX; el tratamiento de las células con [**S]-metionina-cisteina; el lisado de las células y la
deteccién de P25K fragmentado en los lisados de las células.

Sumario de la invencion

El objetivo de la presente invencién es proporcionar un firmaco anti-poxvirus eficaz para su utilizacién en el
tratamiento o prevencion de la enfermedad humana causada por un poxvirus patégeno. La diana de los esfuerzos para
el desarrollo de un farmaco antiviral es la proteinasa responsable de la maduracién de proteina del nicleo, una etapa
que es absolutamente esencial para la produccién y diseminacién de los viriones infecciosos.

Se ha identificado el producto del gen virico responsable de la catélisis de la maduracién de la proteina del niicleo
y han utilizado unos enfoques genéticos para validarlo como una diana antiviral. La tecnologia de expresién del vector
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se utiliza para expresar y purificar las grandes cantidades de proteinasa de la proteina del nicleo. La proteinasa puri-
ficada puede servir como material de partida para dos enfoques para la identificacién de los inhibidores potenciales:
1) andlisis estructura-funcién acoplado al disefio de farmacos racional; y 2) desarrollo de un ensayo de fragmentacién
in vitro adecuado para el uso en un cribado de alto rendimiento frente a unas librerias limitadas de los inhibidores de
proteinasa potenciales. Los compuestos lider identificados por cualquier enfoque inhibiran la inhibicién de la repli-
cacion de varios ortopoxvirus en células de cultivo tisular. Dichos compuestos serdn unos farmacos antivirales ttiles
para proporcionar una defensa de respuesta rapida frente a la introduccién deliberada de un poxvirus patogénico en el
entorno.

En particular, el objetivo de la presente invencién es desarrollar un fairmaco anti-poxvirus que es potente, especifico,
que se puede producir o sintetizar de un modo poco costoso, que se puede administrar oralmente, y cuyos modos de
accién son comprensibles. Por esta razén, se ha seleccionado la proteinasa de proteina del nicleo de ortopoxvirus
(vCPP) como diana para el desarrollo del farmaco. Los presentes inventores han identificado las proteinasas cisteina
codificados por los genes I7L y G1L como vCPP. El papel de dichos enzimas en el ciclo replicativo de ortopoxvirus
se entiende relativamente bien; parecen presentar unos sitios de reconocimiento tnicos del sustrato y el requerimiento
para dichos enzimas se conserva entre todos los ortopoxvirus.

Breve descripcion de las figuras adjuntas

Figura 1. Expresion transitoria del enzima I7L con el sustrato P25K:FLAG en células BSC,,. Las células se in-
fectaron con virus Vaccinia salvaje y se transfectaron o bien con pRB21:17L, P25K:FLAG o su combinacién y se
determind la fragmentacion del sustrato de P25K:FLAG por VVestern Blot utilizando un mAc anti-flag. El sustrato
P25K:FLAG se muestra sélo en el carril 4 y probablemente se fragmenta ligeramente por la proteinasa I7L producida
viralmente. I7L demuestra que fragmenta el sustrato de 28 kDa en un producto de 25 kDa (carril 5).

Figura 2. Expresion transitoria del enzima I7L con el sustrato P25K:FLAG en células BSC,y. Las células se infecta-
ron con el virus ts 16 y se transfectaron o bien como pRB21:17L, P25K:FLAG, P25K:FLAG:IDI; P25K:FLAG:RPD,
pRB21:17L:mut o su combinacién y se determiné la fragmentacion del sustrato de P25K:FLAG por VVestern Blot
utilizando un mAc anti-flag. El sustrato P25K:FLAG se muestra sélo en el carril 4. I7L demuestra que fragmenta el
sustrato de 28 kDa en un producto de 25 kDa (carril 5). El mutante P25K IDI (mutado en el sitio AGS) es fragmentado
por I7L (carril 6) y el mutante RPD (mutado en el sitio AGA) muestra fragmentacién en otros sitios (AGS) (carril 7).
El mutante I7L ha perdido su capacidad de fragmentar el sustrato (carril 8).

Figura 3. Marcaje de seguimiento por radiomarcado e inmunoprecipitacién de las proteinas del nicleo VV.
Figura 4. Alineamiento de una secuencia AA determinada de las proteinas VV 4b y 25 K frente a sus precursores.

Figura 5. Alineamiento de una secuencia AA predeterminada que rodea los sitios de fragmentacién de las proteinas
VVyFPV.

Figura 6. Via de procesamiento proteolitico de un precursor de proteina del niicleo VV 4a.
Figura 7. Sumario de la fragmentacion proteolitica en unos sustratos que contienen VV AG*A.

Figura 8. Interconversién de los previsiones VV. Las células infectadas por VV se marcaron con *H-timidina hasta
7 horas post-infeccion cuando se persigue para 0(A), 5(B), 11(C) 6 17(V) horas antes de la extraccién. Los extractos
se sometieron a un fraccionamiento por gradiente de sacarosa y se ensayaron las fracciones para la radioactividad con
acido frio precipitable.

Figura 9. Estructura y sitios de fragmentacién del gen trazador P25K:FLAG. Se destacan tanto los sitios de frag-
mentacién primario AGA (II) y el secundario AGS (I).

Figura 10. Mapeado de ORF G1L como complementacién de la proteinasa mediante expresion transitoria.

Figura 11. Alineamiento de los residuos de sitio activo propuestos de la proteinasa GIL y varios enzimas que
degradan insulina y otras metaloproteinasas zinc.

Figura 12. Inhibicién de la replicacién de VV por 1,10 fenantrolina 1 uM (A) e iodoacetamida 10 uM (B). Los
cuadrados indican la presencia de farmaco, los diamantes las infecciones control.

Figura 13. El micrografo de electrones de VV a las 8 horas post-infeccion. El panel de la derecha son los viriones
infecciosos maduros de la infeccion control. El panel de la izquierda contiene las particulas inmaduras no infecciosas
que se acumulan en presencia de a-amantina.

Figura 14. Ensayo FPA. Se sintetizard un péptido con un grupo de fluorescencia en el amino terminal y un grupo
de apagado (quench). en el carboxilo terminal. Tras la fragmentacion, la emisién de fluorescencia aumentara debido a
la falta de proximidad entre el fltior y el apagado.
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Figura 15. Ensayo HTRF. Péptido de sitio de fragmentacién contendrd un grupo de biotina en N-terminal que se
conjugard con XL665 estreptavidina. El C-terminal presentard una oligo-histidina. Adicién del conjugado a-his al
criptato de europio enjaulado permitird la transferencia de resonancia de energia fluorescente (FRET) entre el criptato-
Eu y XL665. La fragmentacién inhibird FRET.

Figura 16. Los sitios de fragmentacién de la proteina del nicleo VV. Representacion esquematica de los tres
principales precursores de proteina de nicleo. Las posiciones de los sitios de fragmentacién AGX se indican con el
nimero de aminoacido de la Gly.

Figura 17. Procesamiento proteolitico de la poliproteina P4b por I7L. Las células BSC,, se infectaron con ts 16
VV y se transfectaron con pldsmidos que contienen los genes I7L y P4b respectivamente. Las células se extrajeron
24 h post-infeccion y los extractos se analizaron por VVestern Blot con antisuero anti-flag. El carril 1, las células
infectadas con ts 16 sdlo; carril 2, células infectadas con ts 16 y transfectados con P4b; carril 3, las células infectadas
con ts 16 y cotransfectadas tanto con plasmidos P4b e I7L; carril 4, células infectadas con ts 16 y cotransfectadas
con pldsmidos P4b y pI7LH241A (ver Tabla 1); carril 5, las células infectadas con ts 16 y transfectadas con P4bIDI;
carril 6, las células infectadas con ts 16 y cotransfectadas con P4bIDI y pI7L; carril 7, células infectadas con ts 16 y
cotransfectadas con pldsmidos P4IDI y pI7LH241A. Las bandas que corresponden a la proteina precursora P4b y su
producto de fragmentacién maduro 4b se indican en la derecha. El peso molecular se indica en la izquierda.

Figura 18. Procesamiento proteolitico de la poliproteina P4b por I7L. Las células BSC,, se infectaron con ts 16
VV vy se transfectaron con plasmidos que contienen los genes I7L y P4a respectivamente. Las células se extrajeron
24 h post-infeccion y los extractos se analizaron por VVestern Blot con antisuero anti-flag. El carril 1, las células
no infectadas; carril 2, células infectadas con ts 16 sélo; carril 3, las células infectadas con ts 16 y transfectadas
con plasmidos P4a; carril 4, células infectadas con ts 16 y cotransfectadas tanto con plasmidos P4a como pl7L;
carril 5, células infectadas con ts 16 y cotransfectadas con P4a y pI7LH241A; carril 6, células infectadas con ts 16 y
transfectadas con P4aIDI617; carril 7, células infectadas con ts 16 y cotransfectadas con plasmidos P4aIDI617 y pI7L,
carril 8, células infectadas con ts 16 y cotransfectadas con P4aIDI617 y pI7LH241A; carril 9, células infectadas con
ts 16 y transfectadas con P4alDI697; carril 10, células infectadas con ts 16 y cotransfectadas con P4aIDI617 y pl7L;
carril 11, células infectadas con ts 16 y cotransfectadas con P4aIDI697 y pI7LH241A. Las bandas que corresponden a
la proteina precursora P4a y los productos de fragmentacién pequefios se indican en la derecha. El peso molecular se
indica en la izquierda.

Figura 19. Caracterizacién de I7L. Punto de hidrofobicidad predicho de la proteina I7L utilizando el programa
Kyte-Doolittle. Las posiciones de la triada catalitica putativa (H241, D248, C328) asi como la mutacién ts 16 y la
mutacién del residuo de histidina para inactivar I7L estan indicados con flechas. Las posiciones de los aminodcidos
se indican debajo. Homologia de secuencia para el mismo gen del virus de la viruela, virus de la viruela del camello
y virus de la viruela del mono se indican debajo por los rectangulos con las posiciones de los aminoacidos diferentes
indicados en la posicién correcta mediante una barra negra. Homologia de secuencia del dominio catalitico conservado
entre VV I7L, la proteasa ASFV, proteasa adenovirus y la proteasa cisteina de la levadura se indican en la parte superior
de la figura con unas flechas que apuntan a los aminodacidos altamente conservados.

Figura 20. Procesamiento proteolitico de P25K, P4a y P4b por el mutante I7L.
Figura 21. Rescate del marcador de ts 16 con I7L longitud total, I7L truncada y I7L mutante.
Descripcion detallada de la invencion

La presente invencidn proporciona unos medios para descubrir y desarrollar compuestos capaces de inhibir el cre-
cimiento de ortopoxvirus patégenos (como la viruela) y patologias asociadas a la enfermedad en el huésped humano.

El desarrollo de un farmaco antiviral eficaz requiere la identificacién de una interaccion especifica o actividad
cuya interrupcion serd letal para el virus y relativamente benigna para el huésped. Ya que estos virus, tales como
ortopoxvirus, son unos parasitos intracelulares obligados que utilizan muchos enzimas de las células huésped y las vias
metabdlicas durante su replicacion, a veces esta tarea es bastante dificil y este hecho es responsable principalmente de
la escasez relativa de los formacos antivirales con éxito. Los farmacos que tiene una efectividad probada, tales como
aciclovir, generalmente se dirigen frente a nucle6tido metabolizadores o enzimas biosintéticos. Ya que muchos de los
enzimas codificados por ortopoxvirus implicados en la biosintesis del 4dcido nucleico son altamente homdélogos con
sus homdlogos de mamiferos (por ejemplo, la timidina cinasa del virus Vaccinia comparte mas del 90% de la identidad
con el enzima humano), anteriormente ha resultado dificil, si no imposible, identificar los compuestos que bloquean
especificamente dichos enzimas virales.

La mayoria de virus utiliza la protedlisis catalizada por proteinasas codificadas por virus como una etapa clave en
su ciclo de desarrollo, presentando una nueva clase de dianas para el desarrollo de firmacos antivirales. Recientemente,
se han desarrollado los inhibidores de proteinasa que se dirigen especificamente a VIH, el virus de hepatitis C y los
enzimas influenza que han demostrado ser muy eficaces en la prevencion de la enfermedad en el huésped humano. De
este modo, resulta muy interesante destacar que la maduracion proteolitica de las proteinas de niicleo de ortopoxvirus
es absolutamente necesaria para producir la progenie infecciosa. Los estudios realizados en laboratorio durante los
ultimos diez afios pasados han identificado las dnicas sefiales cis requeridas para la fragmentacién endoproteolitica
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directa de los precursores de la proteina del niicleo, han establecido los requerimientos contextuales de la maduracién
de la proteina del ndcleo y han sugerida sélidamente que la proteinasa que lleva a cabo la reaccién esencial estd
codificado por virus. La presente invencién aprovecha dicha diana atractiva y la amplia experiencia investigando este
problema, para desarrollar un farmaco antiviral efectivo que bloquea la replicacién de ortopoxvirus basado en la
inhibicién mecanistica especifica de la proteinasa de la proteina del nidcleo viral (vCPP).

En particular, la presente invencién proporciona:
1. el vCPP responsable de la maduracion de la proteina del nicleo de ortopoxvirus.

2. Lautilizacion de unos enfoques genéticos letales condicionales para validar el vCPP como un producto del
gen esencial.

3. La utilizacién de la tecnologia de vector de expresion mamifero y/o procariota para permitir la produccién
y purificacién de grandes cantidades de vCPP.

4. Analisis estructura-funcién y bioquimicos de la vCPP purificada.

5. Un ensayo de fragmentacion in vitro para medir la actividad de un enzima vCPP y la utilizacién de dicho
ensayo en unos procesos de cribado de alto rendimiento basado en el mecanismo frente a sublibrerias de
inhibidores potenciales de proteinasas.

6. Prueba de los compuestos lider que inhiben la replicacién de los varios ortopoxvirus en cultivos de tejidos
celulares, debido al bloqueo de la actividad vCPP.

La presente invencion proporciona un medio para la identificacion de compuestos anti-poxvirus que son muy es-
pecificos en su perfil inhibidor frente a vCPP, son altamente potentes por lo que se requieren unas concentraciones
bajas y presentan unas caracteristicas quimicas que proporcionan una biodisponibilidad excelente sin causar una toxi-
cidad generalizada. También dichos compuestos son faciles de sintetizar y son econdémicos, no presentan problemas
de formulacién infrecuentes y son estables para proporcionar una vida media larga.

Expresion y purificacion de vCPP

La produccién de una antisuero policlonal monoespecifico hace posible seguir la sintesis y el camino intracelular
de la proteina vCPP y para apoyar la purificacién y el desarrollo del ensayo.

El ORF vCPP completo (con o sin la etiqueta oligohistidina) se puede expresar en vectores de expresion para
la utilizacién como una fuente de inmundgeno para inducir una antisuero con una reactividad amplia que reconoce
multiples epitopos dentro de la proteina intacta. Los vectores de expresion procariotas se pueden utilizar, sin embargo,
ya que vCPP es una proteinasa, la expresion de su actividad en las células bacterianas puede ser letal y evita el
aislamiento del clon de interés. Si surge este problema se pueden emplear dos procedimientos alternativos. Primero, es
posible emplear los vectores de expresion en los que la expresion del inserto extrafio estd bajo un control muy estricto,
para minimizar la expresion en ausencia de la induccion, y purifica la vCPP en las etapas tempranas post induccién
antes de que se destruyan las células que expresan. Segundo, se pueden clonar y expresar una forma inactiva de la
proteina vCPP.

Es sabido que la mutacién de los residuos dentro del grupo HXXEH inhibe la actividad del enzima G1L. Se
pueden introducir las mutaciones similares en la(s) diada(s) cataliticas potenciales de I7L. También se pueden generar
los subdominios especificos para el antisuero, ya sea utilizando los vectores de expresion procariota para producir unas
proteinas de fusién en marco que contienen sélo unas pequefias porciones de la proteina vCPP o mediante la sintesis
de los péptidos sintéticos que corresponden a dichas regiones (que acopla los péptidos para transportar las proteinas,
si es necesario). Ambos enfoques se han utilizado con éxito para obtener un antisuero especifico de region frente a
varias de las proteinas de nicleo VV. Los andlisis por ordenador de los ORF GI1L e I7L sugieren que son epitopos
inmunogénicos potenciales localizados a través de dichas proteinas, con muchos de ellos localizados en la superficie
de la proteina. Ademads de utilizarse en los experimentos in vivo, el antisuero especifico del subdominio podria resultar
util para probar los dominios cataliticos y de unién de la proteina vCPP.

Si se necesitan unos reactivos inmunolégicos adicionales para probar la estructura de vCPP, se puede utilizar la
proteina vCPP purificada como inmunégeno en la produccién de anticuerpos monoclonales. En cualquier caso, las
inmunoreactividades de todos los sueros derivados se pueden mapear y confirmar utilizando un conjunto de anidados
genéticamente modificados de las truncaciones de la proteina vCPP o mediante la técnica BIAcore.

Con el fin de sobreproducir un enzima para la caracterizacién bioquimica y para la utilizacién en el desarrollo
del ensayo, se puede sobreexpresar la proteina vCPP tanto en las células eucariotas como procariotas, se pueden
purificar y caracterizar. Una de las fuentes de la proteina vCPP es la célula mamifera infectada por VV. La expresion
en las células de mamiferos presenta la ventaja de que se producird una modificacién post-traduccién potencial, se
cataliza mediante los enzimas celulares o virales. A pesar de que es posible que se afslen unas cantidades suficientes
de la proteina VCPP de la infeccién por la cepa VV de tipo salvaje en presencia de rifampicina para bloquear el
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procesamiento, los avances recientes en la tecnologia del vector VV hacen posible sobreexpresar la proteina vCPP sin
dificultad.

El ORF que expresa la vCPP se puede insertar en un vector pldsmido anterior al promotor T7 y el potenciador
de traduccién EMC. Entonces, dicho pldsmido se transfecta en un recipiente de células de mamiferos que estan su-
perinfectadas con un recombinante VV (cepa MVA): T7. Bajo dichas condiciones, se expresa la copia gendmica del
gen de la ARN polimerasa T7, la cual conduce a un nivel de expresion elevado de la proteina vCPP del plasmido.
Sin embargo, ya que la cepa MVA de VV no es capaz de completar su ciclo replicativo en las células de mamiferos,
el procesamiento contextual de las proteinas del niicleo VV se abortard, por lo que la proteina vCPP se acumulara.
Alternativamente, se pueden utilizar los vectores de expresién baculovirus comercialmente disponibles. A pesar de
que no estan glicosiladas (que es poco probable en el caso de vCPP), las proteinas de mamiferos producidas en las
células de insectos son frecuentemente funcionales.

Para sobreexpresar la proteina vCPP en las células procariotas, se puede utilizar el sistema SPEX. Este es un
vector de expresion de proteina que utiliza una bacteria gram-positivo GRAS (generalmente referidas como seguras)
no patégena como varios Streptococcus o Lactococcus sp. para producir y exportar proteinas. Este sistema se describe
en la patente US n° 5.821.088 los contenidos de la cual se incorporan en la presente memoria como referencia. El
sistema SPEX aprovecha una via conservada que todas las bacterias gram-positivas pueden utilizar para exportar y
anclar proteinas en la superficie celular. Las proteinas heter6logas se dirigen para expresar en la superficie celular del
huésped gram-positivo o se secreta en el medio de cultivo utilizando unas porciones de la proteina M, una proteina
fibrilar de la superficie de Streptococcus pyogenes, como una parte de la fusion.

La secuencia sefial y la secuencia de propéptido de la proteina M se fusionan con el producto gen de interés para
conseguir la traslocacion a través de la membrana celular de la célula huésped gram-positiva que resulta en la secrecién
directa de la proteina deseada en el medio de cultivo. Algunas de las ventajas de dicho sistema de vector que los hacen
muy adecuado para la produccién procariota de la vCPP incluye: 1) la metodologia de vector de recombinacion de
clonacién E. coli de uso estandar 2) transferencia en una etapa seleccionable del vector de recombinacién en las cepas
de expresién SPEX; 3) seleccion de una expresién cromosémicamente integrada o basado en pldsmido; 3) cepas de
vector de expresion GRAS (puede ser mds facil producir de lotes GLP de enzimas); 4) no liberacién de productos
intracelulares t6xicos como LPS; 5) los productos de proteinas se producen en una forma soluble y pueden asumir una
conformacién activa (diferente de muchas proteinas producidas en E. coli que forma unas inclusiones insolubles en
el periplasma); 6) no hay limitacion aparente de los productos de proteinas expresados (> 150 kDa); 7) produccién
de bajo coste en un medio de laboratorio simple sin productos bovinos (no hay contaminacién potencial por BSE);
8) buen rendimiento, 3-5 mg de proteina por litro de un cultivo bacteriano sin optimizacién y 9) se pueden clasificar
para la produccién por las bacterias gram positivas son adecuadas para la fermentacién de alta densidad. Utilizando
dicho sistema, ya se ha conseguido la expresioén de un gran niimero de proteinas extrafias antigénicamente auténticas
y enzimdticamente activas.

La proteina vCPP de las fuentes tanto mamiferas como bacterianas se puede purificar utilizando una combinacién
de procesos cromatograficos tradicionales y/o de inmunoafinidad. Se recomienda trabajar rapidamente, trabajar en
frio y almacenar fracciones cromatogréficas en unas condiciones que probablemente facilitan el mantenimiento de la
actividad enzimadtica (por ejemplo, acidificando el glicerol y/o manteniendo elevadas concentraciones de proteinas).
Con el fin de mejorar més la capacidad para purificar la vCPP, los vectores de expresion eucariotas y/o procariotas
se pueden reconstruir de modo que la proteina vCPP se expresa con un tracto oligohistidina corto fusionado con su
N- o C-terminal. Las proteinas G1L y/o I7L marcadas con his se pueden purificar después directamente mediante una
cromatografia por afinidad a metal, utilizando los procedimientos conocidos en la técnica.

La adicién de 6-10 residuos de histidina en uno de los extremos de la proteina vCPP no afectard su actividad
enzimdtica. Se ha demostrado anteriormente que la adicién de una etiqueta histidina al N-terminal de las proteinasas
sortase o speB de S. pyogenes no presenta un efecto demostrable en la capacidad de la proteina para llevar a cabo la
catalisis en su estado natural. Igualmente, los cientificos disponen de unos protocolos de purificacién desarrollados
con éxito para las proteinasas SpeB, sortase y DegP.

Ensayo de fragmentacion de vCPP

A pesar del hecho que la protedlisis de los precursores de la proteina del nicleo VV se da in vivo s6lo dentro
del contexto del ensamblaje del virién, los inventores presentes han establecido un ensayo de fragmentacién para
su utilizacién junto con el disefio racional de farmaco y/o HTS. Este ensayo se basa en la capacidad de desarrollar
unos ensayos de fragmentacion in vitro para una variedad de otras proteinasas virales que también participan en
las reacciones de fragmentacion morfogénicas. Al disponer de una proteinasa vCPP purificada a mano, se identifica
un sustrato adecuado, se disefia un formato titil y se desarrollan las condiciones que favorecen una fragmentacién
endoproteolitica del grupo AG (X). Los ensayos de fragmentacion especifica para los enzimas SpeB, sortase y DegP
ya se han establecido y en esta memoria se utilizan enfoques similares. A continuacion se destacan tres tipos diferentes
de ensayos, presentado segtn orden de complejidad y utilidad potencial en el desarrollo posterior de farmacos.

a) ELISA. Se proporciona un péptido que comprende el grupo AG(X), y opcionalmente ademds unos ami-
nodcidos circundantes del sitio de fragmentacién P4b. Se marca el péptido. La etiqueta es un marcador
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fluorescente, como un IAEDANS o didanisil-L-cisteina (Molecular Probes, OR), unido a uno de los grupos
terminales del péptido, como el amino terminal. El péptido se aplica en una de las placas de microtitulacién
preactivadas, y se deja en incubacidn, por ejemplo, toda la noche, seguido por una solucién de bloqueo
que recubre la superficie reactiva de la placa. Se afiade vCPP a la placa y se monitoriza la extension de la
fragmentacion a lo largo del tiempo mediante la liberacién de la fluorescencia como cuando se monitoriza
utilizando, por ejemplo, un microfluorimetro TECAN. Alternativamente, se puede utilizar una lectura de
salida inmunoldgica, utilizando el formato ELISA estdndar junto con el antisuero especifico del sitio de
fragmentacién como anticuerpo primario.

b) FPA (ensayo de proximidad de fluorescencia). Este ensayo se basa en una pareja de fluorescencia-apagado
de sondas que estdn conjugadas con los extremos NH, y COOH del péptido. Al estar el grupo de apagado
muy préximo al grupo fluorescente, como antes de la fragmentacién, se absorbe la energia de fluorescencia
por el grupo de apagado que da como resultado un sefial relativamente baja o de referencia. Tras la frag-
mentacién del péptido por la proteinasa, “se elimina” el grupo de apagado de la proximidad inmediata del
grupo fluorescente y la fluorescencia de la sonda se incrementa por encima del valor de referencia. Este es
un ensayo muy sensible y es 1 formato éptimo, denominado “mezcla y medicién”, para el HTS.

Se proporciona un péptido que comprende el sitio de fragmentacién AG(X) definido con un grupo dabcil
succinimidilo éster (dabcilo) conjugado con un grupo terminal, un grupo EDANS, 4cido 5-(2-aminoetil)
amino)naftaleno-1-sulfénico, conjugado con el otro grupo terminal. En una forma de realizacién posible,
el grupo dabcilo se conjuga con el NH, terminal, mientras que el grupo EDANS se conjuga con el COOH
terminal. El Dabcilo no tiene propiedades de fluorescencia pero si presenta una elevada absorbancia que
coincide con el espectro de emision de picos de EDANS. Este péptido se titula en los pocillos de unas
placas de vista negras y después se afiade la vCPP proteasa. Un aumento de la fluorescencia indica la
fragmentacion del péptido.

c¢) HTREF. Se sintetiza un péptido similar al que se ha descrito en el ensayo FPA para que incluya un sitio de
fragmentacién AG(X) y las modificaciones en unos de los extremos para permitir el marcado con los reac-
tivos necesarios para la transferencia de energia de resonancia. El amino terminal del péptido se biotinila
y el carboxilo terminal presenta una etiqueta polihistidina. El ensayo HTRF depende de la transferencia
de energia de resonancia-fluorescencia (FRET) del grupo excitado criptato de europio (criptato Eu) a una
aloficocianina modificada (XL665). La estreptavidina, que estd disponible comercialmente, se puede utili-
zar para modificar el amino terminal y anticuerpo anti-His6 acoplado a criptato de Eu (Packard Bioscience
Co, Meriden, CA) para modificar el carboxilo terminal del péptido. Cuando se excita este reactivo a una
longitud de onda de 337 nm, el criptato de Eu debido a la proximidad, transfiere energia a X1.665. Entonces
XL665 pierde energia, emitiendo luz a una longitud de onda de 665 nm. Tras la fragmentacién del péptido,
la transferencia de energia de resonancia del criptato de Eu excitado a XLL665 no tiene lugar y la sefial de
emisién resultante a una longitud de onda de 665 nm se reduce.

Diserio racional de farmacos inhibidores de vCPP

Fécilmente, un experto ordinario en la materia serd capaz de utilizar cualquier formato de ensayo que prefiera,
y puede variar las condiciones de la reaccion (proteasa: proporcion de sustrato, fuerza idnica, temperatura, hidrofo-
bicidad, etc...) con el fin de optimizar la reaccién. La validacién de que se estd produciendo la fragmentacion en el
sitio antes indicado se puede obtener mediante un andlisis de microsecuencia de los productos de fragmentacion, la
utilizacion de sustratos de péptidos que contienen unos sitios de fragmentaciéon mutados y la inclusién de inhibidores
de proteasa especificos para las clases previstas de proteasa a las que pertenece vCPP. De forma similar, el antisuero
generado anteriormente se puede utiliza conjuntamente con estos ensayos para mapear las superficies interactivas y
los sitios activos del enzima.

Los analisis estructurales de la proteina también se pueden conducir como un enfoque para determinar su estructu-
ra tridimensional. Al someter al enzima purificado a los procesos analiticos como DC (dicroismo circular), RMN dos-
bidemsional (resonancia magnética nuclear), o cristalizacién/difraccién de rayos X se puede obtener muy rapidamente
mucha informacién estructural acerca de vCPP. Esta informacion, acoplada con la identificacién de los residuos cata-
liticos y el conocimiento de la clase de proteinasa a la que pertenece vCPP, permite llevar a cabo el modelo estructural.
Utilizando dicha informacién, un experto ordinario en la materia serd capaz de identificar los subconjuntos de las
entidades quimicas que es probable que se unan a una proteinasa de una clase determinada con determinadas carac-
teristicas quimicas. Este subconjunto quimico se puede utilizar como punto de partida y para ensayar los inhibidores
probables en el ensayo de fragmentaciéon. Cualquiera que de un resultado positivo puede servir como punto de partida
para la quimica iterativa posterior.

HTS vCPP

Una de las técnicas mds poderosas y tutiles para la identificacion de entidades quimicas titiles en la industria
farmacéutica es el cribado de alto rendimiento automatizado. La mayoria de los farmacos disponibles y muchos de los
que se estdn desarrollando actualmente se han descubierto de este modo. Desafortunadamente, la HTS al azar frente
la quimica de compuestos naturales al azar o la quimica combinatoria es lenta, cara y muy laboriosa.
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Un experto ordinario en la materia puede utilizar focilmente uno de los formatos de ensayo descritos anteriormente,
como un enfoque mezcla y medicién como FPA o HTREF, para cribar manualmente los subconjuntos de bibliotecas qui-
micas que se han seleccionado como inhibidores potenciales de la proteinasa. Una de las utilidades de HTS es que para
cualquier inhibidor potencial que se identifique, se pueden establecer rdpidamente los intervalos de concentraciones
eficaces y el ensayo de especificidad frente a otras proteinasas, y realizarlo de un modo replicativo.

Cribado in vivo para la actividad inhibidora de vCPP

Los compuestos lider identificados mediante el disefio racional de farmacos y por HTS se pueden ensayar para
estudiar su eficacia in vivo de la siguiente manera:

a) Se sustituyen concentraciones elevadas de los compuestos lider en cultivos celulares no infectados de varias
especies diferentes, L-929 (murina), RK-13 (de conejo), RL-1 (de rata), HeLa (humana) y BSC,, (de mono).
Se observaron las células para detectar las alteraciones morfolégicas, la velocidad de crecimiento, la sintesis
de ADN vy la viabilidad medidas por exclusién del tinte Azul tripan vital.

b) Se colocaron unas concentraciones elevadas de los compuestos lideres en unas células BSC,, infectadas
con VV. Las células infectadas se analizaron para estudiar la produccién de virus infeccioso, sintesis de
proteina viral, sintesis de ADN viral, estado del ensamblaje del virién y la fragmentacion de la proteina
del nicleo tal como se ha descrito anteriormente. Si el inhibidor es especificamente vCCP de marcaje, se
observard un fenotipo tardio abortivo.

¢) Para que un inhibidor de vCPP sea considerado como un farmaco antiviral, debe ser eficaz contra varios
poxvirus. Por lo tanto, el inhibidor de vCPP se ensaya contra varias cepas VV (WR, THD, Copenague),
la viruela del conejo y la viruela de la vaca. Ademads, cualquier inhibidor prometedor se ensaya contra no
ortopoxvirus como la viruela aviar, virus orf, ectromella y entomopoxvirus para determinar la amplitud de
la infeccion.

Ejemplos

Como sistema experimental, la presente invencion utiliza el virus Vaccinia (VV) debido a la riqueza de informa-
cién disponible en la técnica, la capacidad probada para hacerlo crecer y manipularlo en el laboratorio, el perfil de
bioseguridad aceptable u debido al alto nivel de conservacion funcional y de secuencia de los virus de la viruela.

Ejemplo 1

El marco de lectura abierto de I7L en el virus Vaccinia codifica para una proteasa cisteina de 423 aminoécidos que
contiene la triada catalitica conservada (His241, Asp248, Cys328) indicativa de dichas proteasas. También contiene
un residuo de glutamina invariante (Q) justo por encima del residuo cisteina previsto para ayudar a formar el orificio
oxianion en el sitio activo. Se cree que la proteina 7L es la proteasa de la proteina del nicleo para el virus Vaccinia.

Los sustratos posibles de la proteasa de la proteina del nicleo son P4a, P4b, P25K y P17K (2), los cuales se
procesan todos proteoliticamente. El alineamiento de los sitios de fragmentacién de dichos precursores revela un
grupo de fragmentacién AG*X conservado. Para los experimentos descritos a continuacion se seleccioné P25K como
el sustrato del ensayo. P25K contienen dos sitios de fragmentacién putativos, AGS en los aminodcidos 17-19 y AGA
en los aminodcidos 31-33. Con el fin de determinar si I7L es la proteasa de la proteina del nicleo, se clonaron I7L
fusionado a una etiqueta 6x histidina C-terminal y P25K fusionado a una etiqueta FLAG C-terminal en los plasmidos
para los estudios de expresion transitoria en el virus Vaccinia. Ambos pldsmidos se transfectaron en las células BSCy,
con el virus Vaccinia. El andlisis por VVestern Blot utilizando un anticuerpo M2 especifico de FLAG mostré que
cuando I7L y P25K se co-expresaban, el sustrato P25K se fragmentaba produciendo una banda de 25 KDa (Fig. 1,
carril 5 y Fig. 2, carril 5).

Para caracterizar mds el sitio de fragmentacion, se realizaron dos mutaciones en el marco de lectura abierto P25K
modificando los aminodcidos de los dos sitios fragmentados por mutagénesis dirigida lateral. El primer mutante pre-
senta los aminodcidos 17-19 cambiados de AGS a IDI. EL segundo mutante presenta los aminodcidos 31-33 cambiados
de AGA a RDP. Se analizé la capacidad de las proteinas mutantes para ser procesadas mediante la expresion transi-
toria en las células infectadas VV. Como se demostré por inmunoensayo utilizando el anticuerpo M2 especifico de
FLAG, cuando el pldsmido mutante IDI se co-expresa con I7L, se sigue observando fragmentacion (Fig. 2, carril 6),
que muestra que I7L se corta en el sitio AGA. Sin embargo, existe una fragmentacion parcial del mutante RDP (Fig. 2,
carril 7), que puede significar que I7L se puede cortar en el sitio AGS también. A partir de estos resultados, es posible
que P25K sufra un proceso proteolitico de dos etapas de fragmentacion en el sitio AGS y después la fragmentacion
del sitio AGA. Los presentados a continuacién muestran que [7L es capaz de fragmentar P25K en los sitios AGS y
AGA y procesar la proteina precursora a partir de una proteina de 28 KDa a una proteina de 25 KDa.

Se ha demostrado que un gran nimero de proteinas del nicleo VV, incluyendo 4a, 4b y 25K, parece que se
procesan a través de una via de fragmentacion morfogénica comin que estd intimamente ligada con el ensamblaje
y maduracién del virién. Dichos sustratos se sintetizan como precursores durante la fase tardia de la expresion del
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gen virico. La forma precursora es esencial para las proteinas que vana ser marcadas para la fabricacién del virus y
que se van a asociar con el ensamblaje del virién. La fragmentacién de los precursores s6lo se da dentro del contexto
del virién maduro. Todos los precursores de las proteinas parece que se fragmentan en un nuevo grupo AG(X). Este
grupo es diferente del utilizado en cualquier otro sistema viral y no es reconocido por una proteinasa conocida. Se ha
identificado el enzima responsable de estas fragmentaciones como una proteina tardia VV y parece ser la proteinasa
cisteina codificada por I7L.

Ejemplo 2
Identificacion de los sitios de fragmentacion P4b 'y P25K- el grupo AGA

Etiquetado por radiomarcado de las células infectadas por VV tras el inicio de la sintesis de ADN virico y el ané-
lisis de los extractos por SDS: electroforesis de gel de poliacrilamida y autoradiografia, se observaron tres especies
de proteinas principales radiomarcadas con un peso molecular aparente de 95 KDa (P4a), 65 KDa (P4b) y 28 KDa
(P25K). Tras la adicién de un medio que contiene un exceso de aminodcidos no marcados y una incubacién continua-
da de las células infectadas, se persiguieren estas tras proteinas en las especies 62 KDa (4a), 60 KDa (4b) y 25 KDa
(25K) que co-migran con las tres proteinas principales del niicleo del virién. De modo interesante, contrariamente a
muchas reacciones proteoliticas, el procedimiento de conservacién no es rapido con un plazo de 30-45 minutos obser-
vados entre el tiempo de sintesis del precursor y la aparicién del producto de fragmentacién. Ademds, la protedlisis
de los precursores de las proteinas del nicleo VV parecen necesitar una sintesis de proteina de novo persistente ade-
mads de cicloheximida en el momento del seguimiento de la formacién del producto completamente inhibido. Ambas
observaciones concuerdan con la hipétesis de que la fragmentacién se produce dentro del contexto del ensamblaje del
virién, un procedimiento que requiere tanto tiempo como una sintesis proteica continuada. Esta fue la base inicial para
proponer la hipdtesis del “procesamiento contextual” de la protedlisis de la proteina del nicleo VV.

Para determinar los sitios en los que los precursores de la proteina del niicleo VV se fragmentan, se aislaron las
proteinas 4a, 4b y 25K maduras, se purificaron y se sometieron a un andlisis de microsecuencia del N-terminal. A
continuacion, se compararon las secuencias derivadas con las secuencias de aminodcidos previstas de los ORF P4a,
P4b y P25K. Se identificaron los aminos terminales de las proteinas 25K y 4b como residuo 33 de P25K y residuo 62 de
P4b, respectivamente (Figura 4). La disminucién prevista en el peso molecular debido a la pérdida de los aminodcidos
32 y 61 de los N-terminales de P25K y P4b, respectivamente, se correspondié bien con el cambio en la migracién
observado en los geles tras el procesamiento proteolitico. Debido a que se habian aislado los péptidos pequefios,
no se pudo determinar si el procesamiento de los precursores P4b y P25K provenia a través de una fragmentacién
proteolitica, una digestién exoproteolitica o una combinacién de los dos procedimientos.

La comparacion de las secuencias de aminodcidos en los precursores P4b y P25K que rodean los derivados de
N-terminal de las proteinas 4b y 25K maduras reveld la presencia de un grupo idéntico. Los N-terminales de ambos
productos de fragmentacion se encontraron dentro de un tripéptido conservado Ala-Gly-Ala (AGA), y en sitio de
fragmentacién previsto se da en el enlace roto Gly-Ala. La importancia del grupo AGA como un sitio de fragmentacién
determinante se sugirié mediante dos lineas de evidencia. Primero, no existian otros elementos de secuencia aparentes
conservados mds arriba o mds debajo de los sitios de fragmentacién putativos P4b y P25K.

Segundo, a pesar de que los homdlogos de las proteinas del nicleo del virus de la viruela aviar (FPV) 4b y 25K s6lo
comparten el 52% y 33% de identidad, respectivamente con las proteinas VV (50), ambos precursores FPV contenian
un grupo AGA exactamente en el mismo sitio que los precursores de proteinas del nicleo VV (Figura 5). De forma
interesante, a pesar que la proteina 4a se someti6 a los andlisis similares, no se obtuvieron datos de microsecuencia, lo
que sugiere que el N-terminal estd bloqueado.

Ejemplo 3
La via de maduracion de P4a

La secuencia de aminodcidos prevista del precursor P4a no contiene el grupo tripéptido AGA utilizado en el
procesamiento de P4b y P25K. Esto aumenta la posibilidad que la proteina P4a se haya procesado por una via diferente,
o que P4a se haya procesado por la misma via que P4b y P25K pero en unos sitios que se han fragmentado menos
eficientemente.

El apoyo a esta hipdtesis surgié de la observacion que la fragmentacion del precursor P4a parece producirse a un
velocidad menor que la de los precursores P4b y P25K in vivo (51). Teniéndolo en cuenta, se investigd la secuencia
de aminodcidos prevista del precursor P4a de 891 aminoécidos para hallar la secuencia AGX y se encontraron las tres
sefiales, AGN (residuos 94-96), AGS (residuos 613-615) y AGT (residuos 696-698). Si se produce la fragmentacién
en los tres sitios en el precursor P4a, se liberaria una proteina interna de aproximadamente el tamafio correcto para 4a.

Para verificar la hipétesis que la proteina del nicleo VV 4a se fragmenté de P4a por protedlisis en los tres sitios
internos AGX, se generaron unos reactivos inmunolégicos que eran especificos para las subregiones del precursor
P4a y se utilizaron junto con varios procesos de mapeado de péptidos y secuenciacion de proteinas. Los resultados
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obtenidos demostraron que el precursor P4a se fragment6 en dos lugares, el sitio AGS entre lo residuos 613 a 615 y
el sitio AGT entre los residuos 697 y 698. Tanto la proteina 4a N-terminal grande (residuos 1 a 614) como la proteina
C-terminal de 23 KDa (residuos 698 a 891) se convirtieron en constituyentes principales del nicleo del virién. No
se conoce la localizacién y el recorrido del péptido interno pequefio que estaba previsto que se liberara (residuos
618-697). Sin embargo, utilizando la mutagénesis dirigida, se produjeron unas proteinas P4a mutantes en las que se
inactivaron genéticamente uno de los sitios AGS o AGT. Utilizando los procesos de expresion transitoria, fue posible
demostrar la existencia in vivo de las quimeras 4a-9K o 9K-23K, que sugieren que la secuencia interna de 9 KDa
no es inherentemente inestable. Ademads, la capacidad para aislar y microsecuenciar ambos productos finales de la
fragmentacion en los sitios AGS y AGT sugiere fuertemente que el procesamiento se dio a través de un evento de
fragmentacién endoproteolitico tinico. Aunque se fragmentaron los sitios internos AGS y AGT del precursor P4a, dos
lineas independientes de los datos del mapeado del péptido demostraron claramente que el sitio AGN en los residuos 94
a 96 no se procesd. De este modo, dichos resultados sugieren que el procesamiento de los tres precursores principales
de la proteina del nicleo probablemente estd ligado y es catalizado coordinadamente por la misma proteinasa viral
durante el ensamblaje del virus, cuando se da una fragmentacién endoproteolitica en el grupo interno AGX (en el que
X puede ser A, S o T, pero no N).

Ejemplo 4
El grupo de fragmentacion AG(X)

Las tres proteinas del niicleo VV que se sabia eran procesadas proteoliticamente son cortadas por los grupos AGX.
Por lo tanto era interesante preguntarse dentro del contexto de todo el genoma VYV, cuantas veces se preveia que
el tripéptido AGX iba a estar presente en la proteina VV y determinar la frecuencia con la que se utiliza el grupo
como sitio de fragmentacion. Utilizando la secuencia de nucledtidos completa del genoma VV (Copenague) (49), se
determind la secuencia de aminodcidos prevista de cada ORF y se recogi6 en una base de datos unica. Una buisqueda
en dicha base de datos del tripéptido AGX revel6 que se produce 82 veces de entre los 198 ORF principales, que es
sustancialmente menos frecuente que los 204 sitios esperados si se da AGX al azar. De estos 82 sitios, 18 se parecen
a sitios que han demostrado con anterioridad que han sido fragmentados activamente, es decir AGA de P25K y P4b y
AGT y AGS de P4a.

Para explorar si alguno o todos estos grupos AGX sirven como sitios de fragmentacién durante la replicacién de
VYV, se ha centrado la atencién en el tripéptido AGA como caso ensayo. El grupo AGA se presenta siete veces. Las
proteinas que contienen el grupo AGA son: los precursores de las protefnas del nicleo P4b y P25K (ambas estdn
fragmentadas), los productos de genes A12L y A17L de funcién desconocida, la proteina P37 palmitilada codificada
por el ORF F13L que se encuentra en la membrana externa que envuelve las particulas EEV, la ADN polimerasa VV
(ADNP) codificada por el ORF E9L y una proteina de rango de huésped (HR) codificada por el gen KIL. Para determi-
nar si dichas proteinas se procesaron a lo largo de la infeccién por VYV, se produjeron o se obtuvieron unos antisueros
especificos (¢ ADN de P. Traktman y aP37K de R. VVittek) para cada producto de gen individual y se utilizaron de
acuerdo con el radio marcado de seguimiento por radiomarcado y los procedimientos de inmunoprecipitacion.

Los resultados obtenidos indicaron claramente que las proteinas ANDP, P37K y HR no eran procesadas proteoliti-
camente. Por el contrario, los productos de los genes de los ORF de A17L y A12L se sintetizaron como los precursores
23 KDay 24 KDa que fueron procesados a los productos de 21 KDa y 17 KDa. La reaccién de procesamiento se inhi-
bi6 por la rifampicina y los productos procesados se encontraron asociados con la particula del viridn, lo que sugiere
que los productos de los genes A17L y A12L han madurado utilizando la misma via que los precursores P4b y P25K.
Dichos resultados nos han permitido proponer varias normas que gobiernan las fragmentaciones morfogénicas en VV
(Figura 7).

Para ser procesada, una proteina precursora debe: 1) contener un grupo AGA (o AGX); 2) que se exprese en las
etapas tardias de la infeccion (ADNP es una proteina temprana, HR es una proteina temprana-inmediata); y 3) ser
destinada para la incorporacién en le nticleo del virién (P37 es una proteina tardia pero estd localizada en membrana
no en el nicleo). Incluso con dichas restricciones, dado el nimero de ocurrencias de AGX mas un gran nimero de
proteinas encontradas en el virion complejo VV, esto sugiere que de 40 a 50 proteinas virales pueden ser sometidas a
las fragmentaciones morfogénicas durante el ensamblaje del virion.

Al proponer dichas normas que gobiernan la protedlisis morfogénica nos hizo examinar de nuevo el procesamiento
del producto del gen A12L. Dicho producto del gen se expresa en las etapas tardias. Aparentemente es una proteina del
ntcleo. Y no contiene uno sino tres grupos AGX. Ademas el tripéptido AGA préximo al N-terminal del precursor de 23
KDa A12L que se sabe que se fragmenta, existen dos grupos AGK hacia el C-terminal de la proteina. Para determinar si
uno, o ambos, sitios AGK son reconocidos, se llevé a cabo un radioetiquetado por radiomarcado-seguimiento a lo largo
del tiempo de las células infectadas por VV seguido por inmunoprecipitacion con el suero policlonal a12L. Para gran
sorpresa, se ha descubierto que el precursor A12L de 23 KDa se fragment6 en un niimero de productos que incluyen
especies de 15, 10,6 y 8 KDa. El anélisis por microsecuencia de los productos demostré que los tres productos surgen
por fragmentacién de uno, dos o los tres grupos AGX. De modo interesante, incluso con periodos de seguimiento
prolongados no se pudo el precursor seguir hasta el producto de 8 KDa completamente procesado. Mds bien, los tres
productos parecen ser estables con [10,6 KDa] > [15 KDa] > [8KDa]. Ademas, los tres productos derivados de A12L
se pueden encontrar en el virién lo que sugiere que pueden tener unas funciones bioldgicas diferentes. De este modo,
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dichos resultados han identificado una nueva variante, AGK, del grupo AGX que se fragmenta in vivo y proporciond
el primer ejemplo de la proteina del nicleo VV que es sometida a una via de maduracién de tres etapas.

Ejemplo 5
Procesamiento de la proteina del niicleo VV es una via de fragmentacion morfogénica

Como enfoque para ensayar si la protedlisis de la proteina del niicleo VV tiene un funcién formativa o morfogé-
nica en el ciclo de vida del virus, se desarrollé un procedimiento de fraccionamiento por gradiente de sacarosa que
permiti6 la separacion y purificacién de particulas VV radiomarcadas inmaduras y maduras. Dependiendo del tiempo
de post-infeccion en el que se extrajeron las células infectadas, se pueden detectar cuatro picos distintos de cuentas
precipitables con dcido que muestran diferentes velocidades de sedimentacién. Utilizando los procesos de seguimiento
por radiomarcado, los picos pueden mostrar que tienen una relacién precursor-producto cuando se siguen entidades
de sedimentacion lenta en los mds rdpidos con el tiempo. Los picos se refieren como A, B, C y particulas V siendo A
la forma de precursor inicial encontrado cerca de la parte superior del gradiente y V es el producto de sedimentacién
mé4s rdpido. Como los previoriones maduros, se mueven rdpido en el gradiente y se vuelven resistentes al tratamiento
con ADNasa 1. La composicién de la proteina del nicleo de las particulas A es predominantemente los precursores
no fragmentados, sélo estdn presentes cantidades traza de las proteinas del nicleo maduras, 4a, 4b, 25K y 23K. Sin
embargo, ya que la velocidad de sedimentacion de las particulas aumenta, la maduracién proteolitica procede de mo-
do que las particulas C estaban compuestas exclusivamente de protefnas del nicleo maduras. Conjuntamente, estos
resultados indican que existen varias formas distintas y separables de los previriones VV, que los precursores de la
proteina del niicleo VV estdn asociados a previsiones antes de la fragmentacion y que la maduracion de las proteinas
del nucleo estd ligada coordinadamente a la conversion de previriones no infecciosos a particulas virales infecciosas.
Esto proporciona un gran apoyo a la hipétesis de que la maduracién del precursor de la proteina del nicleo VV tiene
una funcién morfogénica.

En otro conjunto de experimentos disefiados para monitorizar la localizacién intracelular e intraviral de las pro-
tefnas del nicleo VV durante la infeccidn, se produjo una coleccién de antisueros policlonales monoespecificos que
reconocen los precursores de proteinas del niicleo individuales y/o sus productos fragmentados. El uso de dichos sue-
ros en los andlisis de inmunofluorescencia de células infectadas por VV demostré que los precursores de las proteinas
del niicleo VV no estdn distribuidos a través del citoplasma de células infectadas. Mds bien, los precursores de las
proteinas del niicleo se localizan casi exclusivamente en los “virosomas o fébricas de virus” en los que se ensambla
la progenie de viriones. En las dltimas etapas de la infeccidn, la tincién puntual también fue evidente a través del
citoplasma que se creia que eran particulas de virus individuales. Dicha hipétesis se confirmé por microscopia de
inmunoelectrén. Los estudios IEM también demostraron que los precursores de las proteinas del nicleo VV estaban
asociados con viriones inmaduros y que cuando los viriones avanzaban a lo largo del ciclo de maduracioén las proteinas
del nicleo procesadas nuevamente permanecian asociadas con el niicleo condensado.

Los resultados de los experimentos presentados anteriormente indican que la forma precursora de las proteinas del
nicleo VV es necesaria para la localizacién adecuada en el virosoma y el previrion ensamblado. Esto hace surgir la
pregunta de qué caracteristica de los precursores de la proteina del niicleo es responsable de dicho comportamiento,
ya que no todas las proteinas presentes en la célula infectada por VV se empaquetan. Se puede proponer que es la
estructura total de las proteinas del nicleo, los patrones de proteina con los que interactda, o es la presencia de una
sefal de marcaje especifica la que proporciona dicha propiedad.

Por 1o menos en el caso de P4b y P25K, un candidato para la sefial de marcado potencial es el N-terminal del
péptido lider que se elimina por protedlisis durante el ensamblaje viral. Para ensayar esta hipétesis, se construy6 un
gen mutante de P25K en el que la secuencia que codifica para el lider (los 31 aminodcidos N-terminales) se deleciono.
Se expreso la proteina (A31) P25K en el contexto de la expresion transitoria via una célula infectada por VV. Dicha
proteina, que puede ser funcionalmente equivalente a la proteina del nicleo 25K madura, no se empaquetd en los
viriones.

Para determinar si todo el lider del precursor de la proteina del nicleo era necesario para proporcionar dicho
fenotipo, se construyé un conjunto de deleciones en los 61 aminoécidos lider de la proteina P4b. La delecién de los
aminodcidos 15, 30 6 44 no tuvo ningin efecto sobre el procesamiento de P4b, lo que indica que la informacién
esencial estaba proxima al sitio de fragmentacién. Lo que prueba que era la secuencia o la estructura del lider la que
impartfa dicha propiedad y se proporcionaba mediante la fusién de los 30 aminodcidos N-terminales de la timidina
quinasa viral (TK), una proteina temprana soluble, a la proteina 25K de un modo que reconstituye el sitio AGA. Esta
protefna de fusién TK:25K o no estaba empaquetada o no estd procesada.

De modo interesante, los lideres de las proteinas del nicleo para ser funcionalmente intercambiables ya que se
generaron dos mutantes de intercambio preparando las quimeras P4b lider: 25K y P25K lider: 4b. En ambos casos,
las proteinas se pueden empaquetar y procesar. Este resultado estd en contra de que toda la estructura terciaria de los
precursores de la proteina del nicleo sea la localizacion principal determinante ya que las proteinas de fusién pueden
seguramente interrumpir las caracteristicas estructurales. En conjunto, estos resultados sugieren que los péptidos amino
terminal de las proteinas del nicleo VV son bastante intercambiables y que los residuos inmediatamente préoximos al
sitio AGA parecen contribuir mds directamente a la localizacién intracelular e intraviral correcta.
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Ejemplo 6
Caracterizacion de las seiiales cis responsables de la fragmentacion de P25K

Basados en los datos anteriores en la bibliografia de proteinasa viral, se intentaron varios enfoques diferentes para
el desarrollo de un sistema de ensayo para estudiar el procesamiento proteolitico de las proteinas del nicleo VV. Estos
incluyen: (i) ensayos de fragmentacion in vitro mezclando precursores de proteina del nicleo VV aislados de células
infectadas con mutantes VV sensibles a la temperatura deficientes en fragmentacion junto con los extractos de células
infectadas con V'V de tipo salvaje o células no infectadas; (ii) mezcla de viriones VV solubilizados con precursores de
proteina del nicleo VV preparados in vivo o in vitro; (iii) co-traduccién del ARNm precursor de la proteina del nicleo
con mezclas de ARNm celular y/o virico en lisados de reticulocitos de conejo, y (iv) ensayos de expresion transitoria
utilizando el sistema hibrido T7/VV (52) para expresar varios constructos de genes trazadores que contienen unos
sitios de fragmentacién de proteina del nicleo VV.

Sin excepcidn, no se observé fragmentacion del sustrato ensayado con ninguno de estos sistemas. Esto conduce,
en parte, a la hipétesis de trabajo que la maduracidn proteolitica de las proteinas del nicleo VV es contextual, ligada
directamente al ensamblaje del virién. Las predicciones de dicha hipétesis eran que para la proteina VV fuera frag-
mentada en el grupo AGX debia ser sintetizada en las tdltimas etapas de la infeccidn, envuelta en el virién ensamblado
y asociada con el niicleo VV. Cualquier perturbacién de la cinética de sintesis, el marcaje intracelular o la estructura
de los precursores de la proteina del nicleo VV se espera que anule el procesamiento.

Al ensayar dicha hipétesis se requiere el desarrollo de un ensayo con el que examinar los factores cis y trans que
median la maduracién proteolitica de los precursores de la proteina del nicleo VV in vivo. Para conseguir este objetivo,
hay que superar varias dificultades. Primero, los genes que codifican para los precursores de proteinas del nicleo VV
demostraron ser esenciales para la replicacion del virus. Los mutantes letales condicionales no estaban disponibles en
estos locus, y tampoco estos locus eran susceptibles de una inactivacion directa mediante las técnicas de insercién de
genes conocida en la técnica. Segundo, las proteinas del nicleo VV son relativamente solubles y dificiles de manipular
in vitro. Tercero, basdndose en los primeros experimentos, parece que la fragmentacion se produce sélo en el contexto
de particulas de virién maduras. Cuarto, los precursores de la proteina del niicleo VV se expresan fuertemente en
los ultimos periodos de la infeccién haciendo dificil la deteccién de un precursor de la proteina del nicleo anadido
exdgenamente.

Para superar estos desafios, se desarrollé un ensayo de trans procesamiento para seguir la maduracién proteolitica
de la proteina del niicleo VV mediante el marcado de un precursor de la proteina del nicleo P25 VV en el extremo C-
terminal con un epitopo octapéptido, FLAG (55). El gen L4R se selecciond como diana para dichos estudios porque
es el mas pequefio de los tres genes precursores de la proteina del nicleo principales, facilitando de este modo las
manipulaciones genéticas y porque el producto del gen L4R, la proteina P25K, es relativamente soluble y susceptible
a los andlisis bioquimicos.

Al utilizar los ensayos de expresion transitoria en las células co-infectadas con VV, la protedlisis del producto
del gen de fusién P25K:FLAG se puede monitorizar mediante inmunoblot y procedimientos de inmunoprecipitacién
utilizando un antisuero especifico para el epitopo FLAG o la proteina 25K. In vivo, el precursor P25K:FLAG se
fragment6 en productos mas pequefios y las relaciones precursor- producto se establecieron mediante protocolos de
etiquetado radiomarcado-seguimiento. La fragmentacién in vivo del precursor P25K:FLAG se inhibi6 con rifampicina,
insinuado que la reaccion utilizaba la misma via que los precursores de la proteina del nicleo VV auténtica. Ademds, el
producto 25K:FLAG se encontré asociado con los viriones maduros se acuerdo con la hipétesis que la fragmentacién
se da concomitantemente con el ensamblaje del virion. Durante dichos experimentos, se identific un intermedio de
fragmentacién potencial (P25K’) en el que procesamiento se estaba produciendo en el sitio AGS situado entre los
residuos 17-19 del lider P25K (Figura 9).

La sustitucién mutagénica dirigida de uno o ambos sitios tanto el principal AGA (posiciones 31-33) o el intermedio
AGS (posiciones 17-19) dentro del precursor P25K:FLAG con el tripéptido IDI de fragmentacién bloqueada en los
sitios mutados, que indica que ambos sitios se utilizaron y reconocieron independientemente in vivo y que la protedlisis
se estaba dando bona fide. La velocidad de procesamiento del precursor P25K:FLAG es aproximadamente la mitad que
la del precursor P25K auténtico. Esta observacién se explicé en parte utilizando inmunofluorescencia para demostrar
que la proteina P25K:FLAG fue dirigida menos eficazmente hacia el virosoma. Debido a que el procesamiento de la
proteina del nicleo VV parece que se da durante el ensamblaje del viridn, es probable que sélo la proteina P25K:FLAG
que se une al virosoma entre en la via de procesamiento.

El defecto en la direccion puede ser debido a la estructura modificada del precursor P25K:FLAG o al gen de fusién
que se expresa desde el pldsmido de forma opuesta al gen genémico que se replica dentro del virosoma mismo. En
cualquier caso, estos resultados proporcionan una evidencia bioquimica y genética para establecer las ventajas del
ensayo de procesamiento trans y proporciona una evidencia directa que el grupo AGX desempefia un papel directo en
la seleccidn del sitio de fragmentacidn.

A pesar de que la importancia principal del grupo AGX en el procesamiento viene dada por el fallo de fragmen-
tacion de los mutantes IDI, deben existir otros determinantes adicionales de la seleccion del sitio de fragmentacion.
No todas las proteinas que contienen un grupo AGX se fragmentan proteoliticamente. Un ejemplo tal es el sitio AGN
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de P4a que no se corta, a pasar del hecho que otros dos sitios mds debajo de los sitios AGX en el mismo precursor se
cortan. De forma similar, tal como se ha descrito anteriormente, la ADN polimerasa VV, la proteina de la envuelta 37K
biotinilada y las proteinas HR presentan todas unos grupos AGA que no se fragmentan. Por lo tanto, el grupo AGX
parece ser esencial pero no es suficiente para definir un sitio de fragmentacion especifico. Los sustratos determinantes
adicionales dentro de los precursores pueden contribuir a la seleccion del sitio de fragmentacion. A modo de enfo-
que para identificar algunos de estos otros determinantes se ha empleado el ensayo de procesamiento trans descrito
anteriormente junto con los procedimientos de mutagénesis dirigida. Especificamente, utilizando el gen P25K:FLAG
como el molde, se introdujeron mutaciones de sustitucion, insercién y delecién en el sitio AGA y alrededor del mismo.
El fenotipo de cada mutante individual se analiz6 por expresion transitoria y procedimientos de inmunolblot.

En total, se construyeron mds de 50 mutantes P25K:FLAG diferentes. Se comprobaron los genotipos de los mu-
tantes por secuenciacion y se ensayaron sus fenotipos. Los resultados obtenidos se resumen a continuacién, utilizando
la nomenclatura de Schecter y Berger (56) en la que las posiciones de los residuos amino- y carboxilo terminales se
indican como P1, P2, etc., y P1°, P2’, etc., respectivamente. La ocupacién del residuo de la posicién P1° fue extremada-
mente permisiva con s6lo una sustitucién de una prolina que bloquea la fragmentacién. Por el contrario, la ocupacién
permisiva de P1 (serina o alanina) y P2 (cisteina, serina o asparagina) fue extremadamente restrictiva. Los andlisis
de los mutantes dobles P1/P2 apoya esta conclusion y sugiere niveles adicionales de restriccién combinatoria. La in-
sercién o delecién de secuencias inmediatamente adyacentes (amino- o carboxi- terminales) al grupo AGA anularon
completamente la fragmentacidn, los que sugiere la presencia de elementos estructurales adicionales. La mutacién de
los residuos prolina o basicos conservados en dichas regiones no tuvo efecto en la fragmentacién mientras que parece
que la presencia del residuo hidrofébico en el sitio P4 era necesaria.

Ejemplo 7
Candidatos para vCPP- GIL e I7L

a) GIL- Tal como se ha mencionado anteriormente, se intentaron numerosos enfoques diferentes para reconstituir
la protedlisis de la proteina del ndcleo VV in vitro, y todos ellos fueron infructuosos debido a los requerimientos
contextuales de esta reaccion. Por lo tanto, con el fin de identificar la proteinasa que es responsable de la fragmentacién
de los precursores de la proteina del nicleo VV fue necesario implementar un proceso de mapeado in vivo. Para
alcanzar este objetivo, se desarrollé un ensayo de procesamiento frans controlado transcripcionalmente.

La transcripcion de los genes VV es controlada estrechamente por el mecanismo de cascada reguladora. Todos los
enzimas requeridos para la sintesis y la modificacién del ARNm temprano estdn empaquetados en el virién infeccioso.
Tras la entrada en la célula, la expresion temprana de genes inicia la replicacién del ADN virico que condice a la
expresion sucesiva de los genes viricos intermedios y tardios. Durante la infeccién virica normal, se ha demostrado
que el ADN virico replicado de nuevo, desnudo sirve como molde para la expresion de los factores de transcripcion de
los genes tardios (A1L, A2L y G8R) as6 como los genes tardios por si mismos. Se puede rescatar la transcripcion de un
promotor tardio aportado ex6genamente en las células infectadas, cuya replicacién del ADN se ha bloqueado por AraC,
por co-transfeccion de las copias de plasmidos de los factores de transcripcion de genes tardios. Esto proporciona las
bases para el desarrollo del ensayo de procesamiento trans controlado transcripcionalmente que utiliza una copia del
plasmido ORF P25K:FLLAG como gen trazador.

Las células se infectaron con VV en presencia de AraC para bloquear la expresién del gen tardio del genoma
virico. La transfeccién del ADN VV de longitud total en las células infectadas por VV tratadas con AraC da como
resultado la expresion y fragmentacidn de los precursores de las proteinas del nicleo VV, lo que indica que ambos
procesos (sintesis y procesamiento) se pueden dar en estas condiciones y que la proteinasa era probablemente el
producto del gen tardio VV. Con el fin de separar los sustratos de la expresion y de la protedlisis, las células infectadas
por VV tratadas con AraC fueron transfectadas simultdneamente con las copias de pldsmido siguientes: (i) factores de
transcripcion de genes tardios A1L, A2L y G8R; (ii) sustrato ensayo; (iii) fuente potencial de proteinasa. Como sustrato
ensayo, se utilizé el gen de fusion P25K:FLAG. La fuente inicial de proteinasa fue un conjunto de 6 clones de césmidos
solapados del genoma VV. Individualmente, los césmidos 3 y 21 fueron capaces de rescatar el procesamiento de la
proteina P25K:FLAG en el sitio AGS que se encuentra en las posiciones 17-19 en el N-terminal lider del precursor.
Ya que los dos césmidos se solapan en la regién HindIII G, se ensayd una copia clonada del fragmento de la regién
HindIII G de VV y también se encontré que fragmenta directamente el sustrato (Figura 10).

Anteriormente, se han utilizado los andlisis por ordenador para buscar las secuencias de aminodcidos previstas de
todos los ORF en la secuencia gendémica de VV (Copenague) para estudiar la presencia de grupos que puedan sugerir
una actividad proteinasa. El tnico “éxito” conseguido fue dentro del ORF G1L, que contenia el grupo secuencia HX-
XEH, que es una inversién directa de la secuencia consenso del sitio activo presente en las metaloproteinasas como
termolisina. A pesar de que el grupo presente estaba hacia atrds y no existen ejemplos conocidos de metaloprotei-
nasas codificadas por enzimas, no obstante se cloné el ORF G1L, se expreso in vitro y se ensayo6 su capacidad para
fragmentar precursores de la proteina del nicleo V'V, sin éxito.

Una subclase de metaloproteinasas, tipificada como enzimas que degradan la insulina, contiene un grupo HXXEH
invertido (Figura 11). Ademads, se pudo apreciar la naturaleza contextual de la reaccién de procesamiento de la proteina
del nicleo VV. De este modo, una vez se supo que el fragmento HindIII G de VV parecia que contenia el gen para la
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proteinasa de la proteina del niucleo, se ensayd el gen G1L clonado en el ensayo de procesamiento trans controlado
transcripcionalmente y se descubrié que codifica la proteinasa responsable. Los experimentos de genética molecular
confirmaron que el precursor P25K:FLAG se habia fragmentado en el grupo AGS y que los residuos conservados en
el grupo HXXEH del ORF GIL eran necesarios para la actividad del enzima. Estos resultados apoyan la conclusién
que la proteina GIL VV es un metaloproteinasa y la implican como responsable de la protedlisis morfogénica de las
proteinas del nicleo VV.

b) I7L- Aunque existen varias evidencias que implican la proteina G1L como el vCPP, recientemente se ha identifi-
cado una secunda proteinasa candidata, el producto del gen del marco de lectura abierto I7L. La proteina se identificd
en base a la homologia con la proteinasa similar a la ubiquitina en la levadura. Se preveia que era una proteinasa
cisteina y eran evidentes dos sitios activos potenciales. Como G1L, I7L estd altamente conservada entre los ortoox-
virus. Se revela que I7L codifica una proteina de 47 KDa que se expresan en las etapas tardias post-infeccién. El uso
del antisuero monoespecifico a-I7L demostré que la proteina estd asociada con factorias de virus, particulas viricas
inmaduras e IMV, en las que estd localizada exclusivamente en el niicleo.

Se aislé un mutante letal condiciones en el gen I7L. A la temperatura no permisiva, se sintetizaron los precursores
de las proteinas del nicleo P4a, P4b y P25K pero no se procesaron. Ademds, el ensamblaje viral se par6 entre la
formacién de particulas virales inmaduras y la conversion en una particula IMV infecciosa. A la temperatura no per-
misiva, no se produjo progenie infecciosa. Todas estas caracteristicas son las previstas para vCPP, lo que proporciona
mads evidencias de la importancia del producto del gen I7L.

Tal como se ha presentado anteriormente, basado en la evidencia vélida, de entre los 263 productos de genes
codificados por VV, los dos candidatos lider para la VCPP son las proteinas codificadas por los genes G1L y I7L.
Basado en la informacion de la secuencia, se prevé que G1L sea una metaloproteinasa con un grupo HXXEH invertido,
mientras que se prevé que I7L sea una proteinasa cisteina. Un enfoque inicial para determinar si algunas de estas
proteinasas putativas puede ser la vCPP, resultaba interesante ensayar una coleccidn de inhibidores de proteinasa
especificos de clase para determinar su capacidad para inhibir la replicacién VV en células en cultivo tisular.

Para este fin, las células de cultivo tisular BSC,, se infectaron por VV en presencia de varias concentraciones de
inhibidores de proteinasa. Se realizaron esfuerzos para utilizar unas concentraciones de firmacos que tuvieran unos
efectos minimos en las células del cultivo tisular, como se juzgé por el aspecto morfoldgico y la incorporacién de ti-
midita. Los inhibidores ensayados inclufan: 1,10-fenantrolina, un inhibidor de la metaloproteinasa, y es un isémero no
quelante, 1,7-fenantrolina, iodoacetamida, un inhibidor cisteina y una pepstatina A, un inhibidor proteinasa aspartico.
Desafortunadamente, no se pudo identificar ningtin inhibidor proteinasa serina, que no fuera sumamente téxico para
la célula huésped, quizas no se un resultado sorprendente dada la ubicuidad de este tipo de proteinasa en las células de
mamiferos. De modo interesante, la replicacion de VV se bloque6é completamente con iodoacetamida 10 uM o 1,10-
fenantrolina 1 uM, mientras que la 1,7-fenantrolina o la pepstadina A no tuvo ningtn efecto. Estos resultados son
coherentes con que tanto la metaloproteinasa como la proteinasa cisteina desempefian un papel esencial en el ciclo
replicativo viral. De este modo tanto G1L como I7L siguen siendo unos candidatos viables para la vCPP.

Con el fin de determinar si la proteina G1L y/o la proteina I7L es la vCPP, se utilizaron dos enfoques complemen-
tarios: (1) andlisis fenotipico de la replicacién VV en presencia de inhibidores de la proteinasa; y (2) la construccién
de unos mutantes letales condiciones especificos del gen.

Los andlisis fenotipicos aprovechan la observacién de que tanto la iodoacetamida como la 1,10-fenantrolina son in-
hibidores potentes de la replicacién de VV (Figura 12), lo que sugiere el requerimiento obligatorio para una proteinasa
cisteina y una metaloproteinasa, respectivamente, durante el ciclo vital del virus. La inhibicién de dicha reaccién se
manifiesta por un fenotipo en le que la transcripcién viral temprana y la sintesis de la proteina se dan normalmente, la
sintesis del ADN virico y la expresion del gen intermedio se dard, y se fabricardn las proteinas virales tardias (incluido
los precursores de proteina del nicleo), seguido por el ensamblaje de las particulas viricas inmaduras, en ausencia de
fragmentacién, no se forman progenie infecciosa madura. Por consiguiente, las monocapas de las células BSC,, infec-
tadas por VV a una multiplicidad de 10 unidades formadoras de colonias por célula en presencia de iodoacetamida 10
uM o 1,10-fenantrolina 1 M se someten a varios tipos de analisis:

a) Etiquetado por radiomarcado con **S-metionina a las 0, 2, 4, 6, 8 y 10 horas post-infeccién. Los extractos
celulares infectados (+/- tratamiento con fairmaco) y los controles se preparan a los tiempos indicados y se
analizan por SDS:PAGE y/o inmunoblot con un céctel se antisuero ant-proteina del nicleo (4a, 4b, 25K).
Los andlisis de la expresion de proteinas revelan si se expresan las proteinas tempranas, si se expresan las
proteinas tardias (y por influencia si se ha sintetizado el ADN virico).

b) La sintesis del ADN se mide directamente por radiomarcado con *H timidina durante 10 minutos a interva-
los de una hora post infeccidn, en la situacién control, la sintesis del ADN virico se inicia a las ~1-5 horas,
los picos estdn entre las 3-4 horas, y después decae. Cualquier desviacién de la induccién, un pico o unas
fases de desactivacion de la curva indica una actividad inhibidora en una etapa anterior a la maduracién de
la proteina del niicleo.

¢) Elradiomarcado se utiliza para observar directamente el procesamiento de la proteina del nicleo. Las célu-
las infectadas (+/- farmaco) se marcan durante 30 minutos con **S-metionina a las 4 horas post infeccién.
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El medio marcado se elimina y se sustituye por un medio que contiene metionina fria 100X y se incuba
durante 1, 2, 3 y 4 horas después del marcaje previo a la extraccién. Los extractos celulares se preparan a los
tiempos indicados y se analizan con SDS:PAGE y/o inmunoblot con un céctel de antisueros anti-proteina
del ntcleo (4a, 4b, 25K) El andlisis del patrén de expresion de la proteina del nicleo indica directamente
la presencia o ausencia de actividad vCPP.

d) La produccién de progenie infecciosa se monitoriza por un ensayo en placa. Ambos inhibidores evitan el
crecimiento del virus.

Ya que los resultados de los andlisis anteriores son coherentes con la inhibicién de vCPP, se preparan las células
infectadas (+/- fAirmaco) para microscopia electrénica de transmision a las 8 horas post-infeccion. Se cortan en seccio-
nes finas, se tifien, se visualizan por TEM y se fotografian. En ausencia de maduracion de la proteina del nicleo, las
particulas inmaduras se acumulan con poca o ninguna condensacion de los niicleos viricos como en la Figura 13.

Los resultados de estos experimentos confirman que G1L e I7L son candidatos a vCPP, pero no identifican direc-
tamente ningin producto del gen como la proteinasa. Esto es porque una variedad de fArmacos o mutaciones cuyas
diana no es claramente vCPP manifiestan sus fenotipos de un modo similar al anterior. Por ejemplo @-amanitina y ri-
fampicina, que inhiben los productos de gen N2L y D13 respectivamente, ambas presentan un fenotipo tardio abortivo.
Este se debe probablemente a un requerimiento contextual de la protedlisis de las proteinas del niicleo. Cualquier cosa
que interfiera con el ensamblaje correcto del viriéon inmaduro, es probable que inhiba la maduracién de la proteina del
nucleo.

Como enfoque mas directo para dirigir si la proteina G1L o la proteina I7L son la vCPP, se pueden utilizar las téc-
nicas de mutantes letales condicionales. Se construyen los pldsmidos recombinantes que contienen individualmente
las regiones de ADN VV (cepa VVR) que contiene el gen GIL o I7L, completo con su promotor nativo y suficien-
tes regiones flanqueantes para catalizar la recombinacién homéloga en el genoma virico (>500 pb). Estos plasmidos
contienen también un segundo casete del gen con xantina-guanina fosforibosiltransferasa (gpf) bajo el control de un
elemento transcripcional VV independiente, el promotor 7,5K. Al utilizar los procedimientos de mutagénesis insercio-
nal mediada por PCR, el operador lac (lacO) se inserta entre los sitios de promotor/inicio transcripcional y los marcos
de lectura abiertos de los genes G1L e I7L.

La autenticidad estructural de estos pldsmidos de recombinacién dual se verifica mediante andlisis enzimético de
restriccion, amplificacién por PCR y secuenciacién de ADN de las regiones unidas. Los plasmidos de recombinacién
se transfectan entonces en las células BSC,, que se han infectado previamente con vLacl, una cepa recombinante de
VV que expresa constitutivamente el represor lac. El virus recombinante se selecciona utilizando dcido micofenélico
(MPA, para bloquear la biosintesis de novo de purinas), hipoxantina (para realizar la via salvaje) e isopropiltioga-
lactopirandsido (IPTG, para inducir la expresién del gen diana). Los stock de virus se pasan varias veces en estas
condiciones, y después muchas més veces en ausencia de MPA, pero en presencia de IPTG. Bajo estas condiciones
el evento de recombinacién inicial es un cruce Unico, pero en ausencia de la seleccién por MPA el casete gpt forma
un bucle sobre si mismo y el gen diana lacO (G1IL o I7L) se integra establemente como un doble cruce reciproco,
sustituyendo el gen nativo. Bajo estas condiciones, la expresion de G1L y/o I7L estd bajo el control del operén lac.
Entonces, la expresion del gen de interés se puede regular mediante la presencia o ausencia de IPTG en el medio de
cultivo.

Este enfoque se ha utilizado anteriormente con éxito para elucidar la funcién de varios genes tardios incluyendo
F18R, D13L, G8R, L4R y A5L. En el laboratorio se ha utilizado este procedimiento para estudiar la funcién de L1R,
una miristilproteina VV tardia, durante el ensamblaje y la morfogénesis del virién. En la mayoria de los casos, el
fenotipo reprimido se puede revertir mediante la adicién de IPTG a los tiempos post infeccién indicados. En gran
medida, la prueba final de la funcidn del gen codificado se puede proporcionar utilizando un rescate del marcador de
la replicacion del virus con una copia clonada del gen diana, en presencia de IPTG.

Estos enfoques han identificado G1L e I7L como candidatos para la vCPP. Sin embargo se debe destacar que la
identificacién de otras proteinasas VV esenciales no carece de mérito o importancia. Basado en los resultados con
otros sistemas viricos es posible anticipar, dada la capacidad mutagénica de la mayoria de virus, un gran despliegue
de los inhibidores de proteinasa especificos frente a vCPP podria eventualmente dar como resultado la aparicién de
mutantes resistentes a farmacos. Por consiguiente, disponer de dianas de proteinasa adicionales de las clases diferentes
que participan en los diferentes puntos del ciclo vital del virus proporcionara en el futuro unas dianas de segundo nivel,
si es necesario.

Ejemplo 8
Validacion de vCPP como diana antiviral

La confirmacién de que el gen VV identificado anteriormente es responsable directamente de la actividad vCPP
y la validacién de este producto del gen como una diana antiviral adecuada, se produce en dos etapas. La validacién
provisional se proporciona mediante el andlisis fenotipico de los mutantes letales condicionales. La validacién conclu-

yente de las proteinas G1L o I7L como la vCPP requiere la expresién y purificacion del producto del gen individual y
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el desarrollo de un ensayo de fragmentacién adecuado para demostrar in vitro la actividad enzimatica esperada (ver a
continuacién).

La validacién fenotipica de los genes G1L y I7L como las dianas para el desarrollo de un formaco antiviral incluye
los experimentos siguientes:

a) Cinética de expresion de la proteina y la localizacién intracelular. Utilizacién de unos antisueros monoes-
pecificos generados en esta memoria, se analizaron los extractos de células infectadas con VV a diferentes
tiempos post-infeccién para determinar cuando se expresan las proteinas G1L y/o I7L. De forma similar, se
emplean unos protocolos de radiomarcado-seguimiento para determinar si las proteinas son estables o ha-
biles. La localizacién intracelular se determina por inmunofluorescencia y microscopia inmunoelectrénica.
La vCPP es una proteina viral tardia que se co-localiza con los precursores de la proteina del nicleo VV
y se encuentra en los viriones inmaduros. La informacién acerca de la localizacién y la estabilidad relativa
de vCPP tendran gran valor en los esfuerzos posteriores para expresar y purificar el enzima.

b) Defectos de replicacion de vliacO/G1L y vliacO/TTL. Las células BSC,, se infectaron con los recombinantes
de viacO/GI1L y viacO/T7L en presencia de IPTG. Las células infectadas se analizaron para la produccién
de virus infecciosos, la sintesis de la proteina viral, la sintesis de ADN viral, el estado del ensamblaje
del virién y la fragmentacion de la proteina del niicleo tal como se ha descrito anteriormente. El gen que
codifica para vCPP conduce a un fenotipo abortivo tardio en ausencia de IPTG. Si el fenotipo defectivo se
puede revertir a diferentes tiempos post-infeccion se puede evaluar mediante la adicién de IPTG. Basado
en la reversibilidad de la inhibicién mediada por rifampicina en el ensamblaje viral y la maduracién de la
proteina del nicleo, esta proporciona un medio para la sincronizacién de los andlisis in vivo de vCPP.

¢) Rescate del marcador de los recombinantes de viacO/G1L y viacO/I7L. Para probar directamente que los
productos de los genes G1L o I7L son responsables del fenotipo observado, se analiza la capacidad de
rescatar la replicacién virica con un gen de tipo salvaje. Las células BSCy, se infectan con vlacO/GIL y
vlacO/TTL en ausencia de IPTG, después se transfectan o bien con unos plasmidos control o bien con unos
plasmidos que contienen los genes G1L o I7L colindantes a sus promotores nativos. Entonces se ensayan
los extractos de las células transfectadas para los viriones maduros mediante el ensayo de placa infecciona
en presencia de IPTG.

Conjuntamente los resultados de estos experimentos revelan que los productos de los genes G1L y I7L presentan
los atributos esperados de vCPP y que la ausencia de cualquier actividad proporciona el fenotipo abortivo tardio
esperado.

Ejemplo 9
Caracterizacion del virus Vaccinia I7L proteinasa de las proteinas del niicleo

El producto del gen del marco de apertura abierto I7L se identificé originalmente como una proteinasa putativa
debido a su homologia con la proteinasa parecida a la ubiquitina y ha demostrado ser una de las proteinas responsables
de la fragmentacién de las proteinas del nicleo del virus Vaccinia. Mientras existe una cantidad relativamente grande
de informacidn sobre las secuencias y caracteristicas de la fragmentacion de las proteinas del niicleo, poco se sabe
acerca del enzima que lleva a cabo dichas reacciones. El objetivo de este experimento es mostrar que I7L es capaz de
fragmentar cada una de las proteinas y que la mutagénesis de ya sea la triada catalitica putativa de I7L o los sitios Ala-
Gly-Xaa en las proteinas precursoras suprime esta actividad.

Materiales y métodos

Células y virus- Las células BSC,, se hicieron crecer en un medio minimo esencial Eagle que contiene 5% de suero
bovino fetal (FCS), glutamina 2 mM y gentamicina sulfato (15 g/ml). Se prepard el virus Vaccinia ts 16 purificado tal
como se ha descrito anteriormente. Las cepas de Escherichia coli se hicieron crecer en caldo de cultivo Luria-Bertani
o en medio Luria-Bertano que contiene 1,5% de agar y ampicilina a 50 (g/ml)

Plasmados y mutagenésis dirigida- Ver la Tabla 1 para la descripcién de todos los plasmidos, oligos y cepas
utilizados. Los genes del virus Vaccinia P4a y P4b se amplificaron de la reserva V Vestern de cepas de ADN gendmico
con los cebadores CB40, CB41 y CB42, CB43 respectivamente y se clonaron en pRB21 con los flanqueadores Ncol
y Nhel y Pstl y HindIII que conducen a pP4a y pP4b. La mutagénesis dirigida del gen P4a se llevé a cabo utilizando
un kit de mutagénesis dirigida QuickChange® (Stratagene, Cedar Creek, TX) segtin las instrucciones del fabricante y
utilizando los cebadores CB46, CB47, CB48 y CB49 para mutar los sitios AGS (aa#613-615) y AGT (aa#696-698)
respectivamente a los residuos IDI utilizando p4a como molde. Se utilizé el mismo procedimiento para la mutagénesis
dirigida del gen P4b utilizando los cebadores CB44 y CB45 para mutar AGA (aa# 60-62) IDI utilizando pP4b como
molde. La mutagénesis dirigida del gen I7L se realiz6 utilizando el mismo kit con los mismos cebadores CB62 a CB73
y el plasmido pI7L como molde para mutar individualmente los residuos VV (aa#242), D (aa#248), D (aa#258), Q
(aa#322), C (aa#328) y G (aa#329) a A.
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TABLA 1

Pldsmidos y oligos utilizados

Plasmido u oligo  Descripcion Fuente
Plasmidos
pCR2.1 Km', Amp’ invitrogen
puc derivado con flancos F13L, MCS hacia abajo de! promotor sintético
pPRB21 tempranoftardio Blasco
pP4a Plasmido pRB21 con P4a insertado entre los sitios Ncol y Nhe! Este estudio
P4alD613 pP4a con AGS (aa#613-615) modificado en DI Este estudio
P4alD636 pP4a con AGT (aa#696-698) modificado en IDi Este estudio
pP4b Plasmido pRB21 con P4b insertado entre los sitios Pstl y Hindlii Este estudio
pP4blDi pP4b con AGA (aa#60- 62) modificado en ID! Este estudio
pP25K ::‘é;rgigo pRB21 con P25K con un epitopo FLAG en el C-terminal clonado Byrd
pP25K:1DI Plasmido p25K con AGS (aa# 17- 19) mutado a DI Byrd
pP25K:RPD Plasmido p25K con AGA (aa# 31- 33) mutado en RDP Byrd
pi7L pRB21 plasmido con I7L de longitud total Byrd
pH241A pi7L con H (aa# 241) mutado a alanina Byrd
pW242A pl7L con VV (aa# 242) mutado a alanina Este estudio
pD248A pI7L con D (aa# 248) mutado a alanina Este estudio
pD258A pl7L con D (aa# 258) mutado a alanina Este estudio
pQ322A pi7L con Q (aa# 322) mutado a alanina Este estudio
pC328A pl7L con C (aa# 328) mutado a alanina Este estudio
pG329A pl7L con G (aa# 329) mutado a alanina Este estudio
pi7L-T pl7L truncado en aa# 228 para eliminar la region N-terminal de la proteina  Este estudio
Oligonucledtidos
CB40 5-CTAGCTAGCATGATGCCTATTAAGTCAATAGTTACTCTTG-3 Este estudio
cB41 5-CATGCCATGGCTACTTGTCGTCATCGTCTTTATAATCTTCAT Est gi
CATCAAAAGAG-Y ste estudio
CB42 5'-AAACTGCAGATGGAAGCCGTGGTCAATAGCGATG-3 Este estudio
CB43 §-CCCAAGCTTCTACTTIGTCGTCATCGTCTTTATAATCAAATAGT Est tdi
TCTGTAATATGTCTAGC-Y ste estudio
CB44 5-GATGACTTTATATCCATAGACATCAGAAATCAACGTACC-3 Este estudio
CB45 5-GGTACGTTGATTITCTGATGTCTATGGATATAAAGTCATC-3 Este estudio
CB46 5-CCTAGATATTTCTATATAGACATTCCCGAAGGAGAGGAA-3 Este estudio
cB47 5-TTCCTCTCCTTCGGGAATGTCTATATAGAAATATCTAGG-3' Este estudio
CB48 5 -AGGATTATTACAATTATTGATATCTGTACCGTATCCATA-3 Este estudio
CB49 5 -TATGGATACGGTACAGATATCAATATTTGTAATAATCCT-3 Este estudio
5-AAACTGCAGATGCATCATCATCATCATCATACCTCTAGATTT .
CB39 Este estudio
GTAATG-3
5'-CCCAAGCTTCTACTTGTCGTCATCGTCTTTATAATCTTCATCG )
CB52 Este estudio
TCGTCTAC-¥
CB62 5-TGTTATTTGTCTCATGCGAAATGTGTAATTTAT-3 Este estudio
CB63 5-ATAAATTACACATTTCGCATGAGACAAATAACA-3 Este estudio
CB64 5 .GGAAATGTGTAATTTATGCCAAAAAACAATGTTTAG-3 Este estudio
CB65 5-CTAAACATTGTTTTTTGGCATAAATTACACATTTCC-3' Este estudio
CB66 5- GTATCCTTTTATGCCTCCGGAGGCAAT-3' Este estudio
CB67 5'- ATTGCCTCCGGAGGCATAAAAGGATAC-3 Este estudio
CB68 5'- GTGGAAGTTAATGCGCTGTTGGAATCT-3 Este estudio
CB69 5- AGATTCCAACAGCGCATTAACTTCCAC-3 Este estudio
CB70 5'- CTGTTGGAATCTGAAGCCGGGATGTTATTAGT-3 Este estudio
CB71 5'- ACTAATAAACATCCCGGCTTCAGATTCCAACAG-3’ Este estudio
CB72 5'- TTGGAATCTGAATGTGCAATGTTTATTAGTTTG-3' Este estudio
CB73 5'- CAAACTAATAAACATTGCACATTCAGATTCCAA-3 Este estudio
Linea celular
BSC Células de rinon de mono verde africano adaptadas el crecimiento a una
40 temperatura de 40°C
Virus
VV WR Cepa de VVestern reserve del virus Vaccinia
Ts 16 Virus Vaccinia sensible a la temperatura con una mutacion en el orf I7L
E. coli
INVE' F' endA1 recA1 hsdR17 (1, m.") supEd4 thi-1 gyrA96relA1080 LacZAM15

A (LacZYA-argF)U169
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Experimentos de co-expresién. Las monocapas confluentes de las células BSC,, en placas de 6 pocillos se infecta-
ron con ts 16 VV a una multiplicidad de infeccion de 5 unidades formadoras de colonias por célula y se transfectaron
con 10 ug del plasmido de ADN utilizando DMRIE-C (invitrogen, Carlsbad, CA) segtn las instrucciones del fabrican-
te. Las células se extrajeron a las 24 h post-infeccion por pipeteado hacia arriba y abaja desde la superficie. El extracto
crudo se centrifugd a 15.000 rpm durante 10 minutos, se aspiré el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 80 ul de
1xPBS. Este congelo-descongel6 tres veces y después se centrifugé a 2.500 rpm durante 3 minutos hasta los residuos
de sedimento celular. La fraccidon de sobrenadante se analiz6 por V Vestern Blot.

Andlisis por VVestern Blot - 10 ul de extracto celular completo obtenidos anteriormente se hicieron correr en
unos geles de SDS-poliacrilamida y se transfirieron a membranas PVDF (Pall, AnnArbor, MI). Las membranas se
incubaron con una dilucién 1:1.000 antisueros anti-FLAG (Stratagene, Cedar Creek, TX) y después con una dilucién
1:2.000 de anticuerpos AP cabra anti-ratén (Bio-Rad, Hercules, CA). Las proteinas se detectaron utilizando el sistema
de desarrollo AP (Bio-Rad Hercules, CA) segtin las instrucciones del fabricante.

Experimentos de rescate de Ts 16 - Las monocapas confluentes de las células BSC,, en placas de 100 mm se
infectaron con ts 16 a una multiplicidad de infeccién de 3 y se transfectaron utilizando o bien pI7L, pH241A, pW242A,
pD248A, pD258A, pQ322A, pC328A, pG329A o pI7L-T. Para los controles se disponen de células transfectadas con ts
16 s6lo y células transfectadas con el virus vaccinia reserva V Vestern. Se incuban a una temperatura de 40°C durante
24 horas. Las células se extrajeron, centrifugaron y los pellets se resuspendieron en 1 ml de PBS, se congelaron-
descongelaron 3 veces y después se titularon para determinar el rescate de la replicacién del virus.

Resultados

Actividad de procesamiento de la proteina del nicleo de I7L - Para determinar si I7L es responsable de la frag-
mentacién de cada proteina del nicleo, como ya se utilizé en el ensayo de procesamiento trans in vivo en el que las
células eran infectadas con ts 16 a una temperatura no permisiva y se co-transfectaron con un pldsmido de sustrato
y enzima. Ambas proteinas de sustrato y la proteasa I7L se expresan constitutivamente a partir del pldsmido con un
promotor temprano-tardia sintético. Cada proteina del nicleo estd disefiada con un epitopo FLAG en el C-terminal
para la deteccién por VVestern Blot. La Figura 16 es un mapa de las 3 proteinas del nicleo mayores P4a, P4b y P25
que son productos de los marcos de lectura abiertos A10L, A3L y L4R respectivamente, con los sitios de fragmen-
tacién determinados anteriormente indicados en ellos. Estos sitios de fragmentacién se han mapeado todos para un
grupo AGX. P4a es el precursor de proteina mas grande con un peso molecular de 97 kDa y contiene tanto los sitios
de fragmentacion AGS como AGT en la regién C-terminal de la proteina. P4b es una poliproteina de 67 kDa con un
sitio AGA N-terminal, y P25K es una poliproteina de 28 kDa con ambos sitios de fragmentaciéon AGS y AGA en la
regién N-terminal de la proteina.

La fragmentacién de P25K por I7L se habia demostrado previamente, pero en este caso se demuestra que es capaz
de dirigir la fragmentacion de otros precursores de la proteina del nicleo. La Figura 17 indica que I7L fragmenta P4b
de su forma precursora a la forma madura procesada (carril 3) pero que entonces el residuo histidina (un miembro
de la triada catalitica putativa) de I7L es mutada a una alanina, esta fragmentacién no se observa mds (carril 4). Los
carriles 2 y 5 son controles que muestran P4b y P4bIDI expresados solos. El carril 1 muestra las células infectadas que
indican que no existe reactividad cruzada. Cuando el sitio AGA de P4b es mutado a los residuos IDI, no se observa
fragmentacion por I7L (carril 6). El carril 7 es un control final que muestra que con el mutante P4b y el mutante I7L
no se observan productos de fragmentacién que indican que otras proteasas en el virus o las células no causan las
reacciones de fragmentacion.

Este experimento se repiti6 con la poliproteina P4a tal como se muestra en la Figura 18. Cuando P4a se expresa sélo
(carril 3) corre segtin su tamafio natural de 97 kDA pero cuando I7L se transfecta en P4a, se observan dos productos
de fragmentacién (carril 4) que indican que se estd produciendo una fragmentacion tanto en el sitio AGS como en el
AGT. La mutacién de I7L anula esta fragmentacion (carril 5). Cuando el sitio AGS de P4a es mutado a IDI y se co-
transfecta con I7L, sélo se observa una banda de aproximadamente 21 kDA que indica que hay fragmentacién sélo
en el sitio AGT (carril 10). Un resultado similar se obtiene cuando el sitio AGT es mutado a IDI (carril 7) en el que
se observa una banda débil de 30 kDa que indica que la fragmentacion estd bloqueada en el sitio IDI pero todavia
se da en menor medida en el sitio AGS, que indica que la actividad catalitica de I7L es necesaria para que se de la
fragmentacién asi como la presencia de los sitios de fragmentacién auténticos.

Caracterizacién de I7L - La Figura 19 muestra una zona de hidrofobicidad prevista de la proteina I7L utilizando
el programa Kyte-Doolittle. Las posiciones de los residuos de la triada catalitica putativa estdn indicadas asf como la
mutacién que se ha introducido para inactivar I7L. También se muestra la posicion de la mutacién ts 16 en la que se
ha cambiado una prolina por una leucina. Los perfiles de hidrofobicidad que se muestran mds abajo son los enzimas
de la viruela, la viruela del camello y la viruela del mono con las posiciones de varianza desde VV I7L indicadas
con barras que muestran que estos enzimas son altamente homoélogos con VV I7L. Con el fin de determinar si el
dominio N-terminal de la proteina es necesario para el procesamiento proteolitico, se creé una I7L truncada con el
tamafio relativo indicado a la longitud total de I7L. Existe un dominio del nicleo catalitico conservado entre VV I7L,
la proteasa ASFV, la proteasa adenovirus y la proteasa Saccharomyces cerevisiae con muchos aminodcidos altamente
conservados. Esto se indica en la parte inferior de la Figura 19 con unas flechas que apuntan a los aminoacidos
conservados.
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Para determinar cudl de estos aminodcidos conservados es necesario para la actividad catalitica de I7L, se realiz6
una mutagénesis dirigida en cada uno para mutar el residuo de interés a alanina. Se realizaron unos ensayos de expre-
sidn transitoria para analizar la actividad de las proteinas mutantes en cada una de las posiciones de los precursores
de la proteina del nicleo. Los western blot se realizaron utilizando unos sueros anti-I7L para probar la expresion del
enzima asi como los antisueros monoclonales FLAG para comprobar el procesamiento de las proteinas precursoras.
Cada uno de los enzimas mutantes de I7L se expresé igual de bien. La Figura 20 indica que I7L de longitud total es
capaz de fragmentar cada proteina precursora pero cuando uno de H#241, W#242, D#248, Q#322, C#328 o G#329 se
muta a alanina, se pierde esta fragmentacion. El tinico mutante de I7L que todavia era capaz de fragmentar era cuando
D#258 se mutaba a una alanina que indica que puede que éste no sea un miembro de la triada catalitica. La co-trans-
feccion con pD258A indicé que esta proteina todavia era capaz de fragmentar P25K y P4b, aunque la fragmentacién
de P4a no estd indicada.

Rescate del marcador - Para demostrar que 7L es capaz de rescatar el crecimiento y la actividad de procesamiento
proteolitico del virus ts 16, el virus crece sélo, en presencia de un I7L de longitud total transfectado, y en presencia de
I7L mutante transfectado y I7L truncado a una temperatura no permisiva y después se titula para determinar el rescate.
Como se muestra en la Figura 21, I7L longitud total fue capaz de rescatar el crecimiento de ts 16 lo que indica que
I7L es de hecho el producto de gen que estd mutado en ts 16. La mayoria de los enzimas de I7L mutante y el enzima
truncado fueron incapaces de rescatar el crecimiento de ts 16, lo que muestra que la porcién N-terminal del enzima es
necesaria. Se recuperaron ambos mutantes aspartico, pero en menor grado que el virus de tipo salvaje.

Discusion

La identidad de la proteina responsable de la fragmentacion de los precursores de la proteina del nicleo VV se ha
identificado como el producto del gen del marco de lectura abierto I7L. En este ejemplo se han caracterizado mas las
propiedades de esta proteina. Los resultados presentados aqui que utilizan un ensayo de procesamiento frans in vivo
con un sustrato marcado del epitopo y el enzima del pldsmido terminal han indicado que I7L es capaz de conducir la
reaccion de fragmentacion y ademads verificar que es la proteinasa de la proteina del nicleo viral. El andlisis mutacional
ha demostrado que para que se de esta reaccion, se necesita la actividad catalitica de I7L y el sitio de fragmentacién
auténtico debe estar presente en el sustrato. Esto parece ser un efecto global en que I7L es capaz de cortar en los
sitios AGA auténticos de P4b y P25K asi como los sitios AGS y AGT en P4a, a pesar de que podria parecer que la
fragmentacién de P4a y P4b es menos eficiente que la del P25K.

La proteina I7L se caracteriza como una proteasa cisteina porque la mutacién de los residuos histidina, cisteina y
dcido aspartico elimina la actividad proteolitica. Ademads, los otros residuos altamente conservados en el dominio del
nucleo catalitico (W#242, Q#322, C#328, G#329) son todos necesarios para que se de la protedlisis. El tinico residuo
que se encontrd que no era esencial para la protedlisis fue D#258.

Independientemente del tipo de maduracién proteolitica utilizada por el virus durante la maduracidn, es esencial
que la actividad de las proteinasas virales sea regulada para asegurar la produccion eficiente de la progenie de viriones
infecciosos. En general, en los sistemas bioldgicos, la regulacién de las proteinasas se consigue de varios modos que
incluyen la compartimentalizacién de los enzimas y sustrato, la presencia de unos inhibidores especificos y/o activado-
res y la activacién proteolitica de los zimdgenos. Los virus han adoptado unas estrategias similares. Por ejemplo en los
retrovirus, se ha propuesto que entorno 4cido extracelular desencadene la fragmentacién morfogénica de las proteinas
estructurales mediante el desplazamiento de una porcién gag-pol de la poliproteina que evita que el sitio activo de la
proteinasa interactiie con su sustrato mientras estd dentro de la célula. En el caso de los adenovirus, parece que es el
péptido unido a disulfuro producido a partir de la proteina estructural pVI durante las dltimas etapas de replicacién asi
como el ADN viral son necesarios para la activacion de una proteinasa viral y la posterior maduracion del virus.
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REIVINDICACIONES
1. Ensayo de fragmentacién de vCPP in vitro que comprende las etapas siguientes:

proporcionar un péptido, en el que el péptido contiene un grupo AG(X), se expresa en la etapa tardia de la infeccién
por el virus Vaccinia y se destina a la incorporacién en el nicleo del virién del virus Vaccinia:

aplicacién del péptido en una placa de microtitulacion;

incubacién de la placa de microtitulacién durante un periodo de tiempo;

aplicacién de una solucién de bloqueo para cubrir la superficie reactiva de la placa;

adicioén a la placa de un vCCP purificada de células de mamiferos infectadas;

monitorizacién de la extension de la fragmentacion en el tiempo;

repeticion de las etapas anteriores en presencia de una sustancia adicional, y

comparacion de la extension de la fragmentacion en presencia de la sustancia con la que se produce en ausencia de
la sustancia, en el que una disminucién de la fragmentacion indica que la sustancia es un inhibidor de la fragmentacién

de vCPP.

2. Ensayo segtn la reivindicacién 1, en el que dicho péptido comprende asimismo unos aminodcidos circundantes
del sitio de fragmentacién P4b.

3. Ensayo segun la reivindicacién 1, en el que dicho péptido estd etiquetado.

4. Ensayo segun la reivindicacion 3, en el que la etiqueta es una etiqueta fluorescente.

5. Ensayo segtn la reivindicacién 4, en el que la etiqueta fluorescente es IAEDANS o diadansil-L-cisteina.
6. Ensayo segtin la reivindicacién 3, en el que la etiqueta estd unida al amino terminal del péptido.

7. Ensayo segun la reivindicacion 1, en el que la placa de microtitulacién estd preactivada.

8. Ensayo segun la reivindicacién 1, en el que la placa de microtitulacion se incuba toda la noche.

9. Ensayo segtn la reivindicacioén 1, en el que el vCPP es I7L o G1L.

10. Ensayo segtn la reivindicacién 1, en el que la extension de la fragmentacién se mide mediante la liberacién de
fluorescencia.

11. Ensayo segtn la reivindicacién 10, en el que la liberacidn de fluorescencia se monitoriza utilizando un micro-
fluorimetro.

12. Ensayo segun la reivindicacién 1, en el que la extension de la fragmentacién se mide utilizando un formato
ELISA estandar.

13. Ensayo segtn la reivindicacién 12, en el que el anticuerpo primario es un antisuero especifico del sitio de
fragmentacion.

14. Ensayo de fragmentacion de vCPP in vitro que comprende las etapas siguientes:

proporcionar un péptido, en el que el péptido contiene un grupo AG(X), se expresa en la etapa tardia durante la
infeccién por el virus Vaccinia y se destina a la incorporacion en el niicleo del virién del virus Vaccinia;

proporcionar un par de sondas de fluorescencia-apagado,

titulacién del péptido en unos pocillos de placa de visién negra;

adicion a la placa de proteasa vCPP purificada de células de mamiferos infectadas por VV;
monitorizacion de la extensién de la fragmentacion en el tiempo;

repeticion de las etapas anteriores en presencia de una sustancia adicional, y
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comparacion de la extension de la fragmentacion en presencia de la sustancia con la que se produce en ausencia de
la sustancia, en el que una disminucion de la fragmentacion indica que la sustancia es un inhibidor de la fragmentacién
de vCPP.

15. Ensayo segtn la reivindicacién 14, en el que dicho péptido comprende asimismo unos aminodcidos circundan-
tes del sitio de fragmentacion P4b.

16. Ensayo segtin la reivindicacién 14, en el que dichas sondas se conjugan con los extremos NH, y COOH del
péptido, de tal manera que con el grupo de apagado muy préximo al grupo fluorescente, la energia de fluorescencia es
absorbida por el grupo de apagado en una sefial relativamente baja o de referencia.

17. Ensayo segtn la reivindicacién 16, en el que dicha sonda de apagado es un grupo dabcilo succinimidil éster
(dabcil) y la sonda fluorescente es un grupo EDANS, 4cido 5-(2-aminoetil)amino)naftaleno-1-sulfénico.

18. Ensayo segtin la reivindicacién 16, en el que dicha sonda de apagado se conjuga con el NH, terminal del
péptido y la sonda fluorescente se conjuga con el CCOH-terminal del péptido.

19. Ensayo segun la reivindicacién 14, en el que vCPP es I7L o G1L.

20. Ensayo segtn la reivindicacion 14, en el que la fragmentacion del péptido por la proteasa da como resultado
la eliminacién del grupo de apagado de la proximidad inmediata del grupo fluorescente, que causa la elevacién de la
fluorescencia de la sonda.

21. Ensayo de fragmentacion de vCPP in vitro que comprende las etapas siguientes:

proporcionar un péptido, en el que el péptido contiene un grupo AG(X), se expresa en la etapa tardia durante la
infeccién por el virus Vaccinia y se destina a la incorporacién en el nicleo del virién del virus Vaccinia;

en el que un extremo terminal de péptido se biotinila, y el otro extremo terminal presenta una etiqueta polihistidina;
en el que el extremo terminal biotinildado se modifica con estraptavidina;

en el que el extremo terminal que presenta la etiqueta polihistidina se modifica con criptato de europio acoplado
con un anticuerpo anti-His6;

adicion de una aloficocianina modificada (XL665);

excitacion del péptido etiquetado a 337 nm, de tal manera que el criptato Eu, transfiere la energia a XL665, que, a
su vez, emite luz a 665 nm y medicién de la emisién de referencia;

adicién de la proteasa vCPP purificada de las células de mamiferos infectadas con VV;

monitorizacién de la extension de la fragmentacion en el tiempo;

repeticion de las etapas anteriores en presencia de una sustancia adicional, y

comparacion de la extension de la fragmentacion en presencia de la sustancia con la que se produce en ausencia de
la sustancia, en el que una disminucién de la fragmentacion indica que la sustancia es un inhibidor de la fragmentacién

de vCPP.

22. Ensayo segtn la reivindicacion 21, en el que dicho péptido comprende asimismo unos aminoécidos circundan-
tes del sitio de fragmentacién P4b.

23. Ensayo segun la reivindicacién 21, en el que el amino terminal del péptido se biotinila y el carboxi terminal
presenta una etiqueta polihistidina.

24. Ensayo segun la reivindicacion 21, en el que vCPP es I7L o G1L.

25. Ensayo segun la reivindicacién 21, en el que la fragmentacién del péptido inhibe la transferencia de energia de
resonancia del criptato Eu excitado al XL.665, dando como resultado la reduccién de la sefial de emisién de 665 nm.
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Secuencia de aminoacidos

P20 P15 P10 P5 P1 P1* PSs* P10° P15 P20*

VV/P25K - -DTIFFAGSISEYDDLQMMIAG * AKSKFPRSMLSIFNIVPRTMS- -
FP/FPS5 --GEKALCAQVTRDQLLEI G * ARSKFPKSLLSMYRVTPRVMT - -
VV/P4b --LSCSVCNSLSQIVDDDFIISAG * ARNQRTKPKRAGNNQSQQPIK - -
FP/FP4b - -NLCNVCDVLNKITEEDVI|SAG * AKQQRPMRLRSKPKPDICKGV - -
VV/P17K - -GDAAVKGGNNNLNSQTOVTAG * ACDTKSKSSKCITCKPKSKSS- -
VV/P21K MSYLRRYYNMLDOESAG * AGVLDKDLFTEEQQQSFMPKD- -

*

VV/P4a --GEDIFCAMPYNILDRIITNAG * TCTVSIGDMLDNITTQSDCNM- -
VV/P4a --FRDYQSYRQYRNYCPRYFYAG * SPEGEETIICDSEPISILDRI--

FIG. 5
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A AN A
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P4a

4a 9K 23K
Previsto MW 71kDa 9,3kDa 22,0kDa
Determinado MW 62 kDa —_ 23 kDa
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F13L P37K Tardia Envuelta -
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Plasmido de P4a(A10L) P4b(A3L) P25K(L4R)
cotransfeccion
pl7L + + +
pH241A - -
pW242A - -
pD248A - -
pD258A - + +
pQ322A - - -
pC328A - - -
pG329A - - -
FIG. 20
Plasmidos utilizados para Proporcion de
rescatar ts 16 rescate

Tsl6 VV solo 1

pl7L 7

pI7L-T 1

pH241A !

pW242A 1

pD248A 2

pD258A 3

pQ322A 1

pC328A 1

pG329A 1

FIG. 21
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> HRUBY, DENNIS E.
BOLKEN, TOVE C.
BYRD, CHELSEA

<120> Procedimiento de cribado para antivirales contra ortopoxvirus
<130> 016921-220

<140> EP 03 730 996.2-2402
<141>2003-01-08

<150> PCT/US03/00347
<151>2003-01-08

<150> 60/345.646
<151>2002-01-08

<160> 63
<170> PatentIn Ver. 3.3

<210> 1

<211> 40

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 1
ctagctagca tgatgcctat taagtcaata gttactcttg

<210>2
<211> 53
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 2
catgccatgg ctacttgtcg tcatcgtett tataatcttc atcatcaaaa gag

<210>3

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético
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<400> 3
aaactgcaga tggaagccegt ggtcaatage gatg

<210> 4

<211> 60

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 4
cccaagcttc tacttgtcgt catcgtcttt ataatcaaat agttctgtaa tatgtctage

<210> 5

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 5
gatgacttta tatccataga catcagaaat caacgtacc

<210> 6

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 6
ggtacgttga tttctgatgt ctatggatat aaagtcatc

<210>7

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 7
cctagatatt tctatataga cattcccgaa ggagaggaa

<210> 8
<211> 39
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 8
ttcctctect tcgggaatgt ctatatagaa atatctagg

<210>9

<211> 39

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 9
aggattatta caattattga tatctgtacc gtatccata

<210> 10
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 10
tatggatacg gtacagatat caatatttgt aataatcct

<210> 11

<211> 48

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 11
aaactgcaga tgcatcatca tcatcatcat acctctagat ttgtaatg

<210> 12
<211> 51
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético
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<400> 12
cccaagctte tacttgtcgt catcgtettt ataatcttca tcgtegtcta ¢

<210> 13

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 13
tgttatttgt ctcatgcgaa atgtgtaatt tat

<210> 14

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 14
ataaattaca catttcgcat gagacaaata aca

<210> 15

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 15
ggaaatgtgt aatttatgcc aaaaaacaat gtttag

<210> 16

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 16
ctaaacattg ttttttggca taaattacac atttcc

<210> 17
<211> 27
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<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 17
gtatcctttt atgcetccgg aggceaat

<210> 18

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 18
attgcctccg gaggcataaa aggatac

<210> 19
<211>27
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 19
gtggaagtta atgegetgtt ggaatct

<210> 20

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 20
agattccaac agcgcattaa cttccac

<210> 21
<211> 32
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético
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<400> 21
ctgttggaat ctgaagcegg gatgttatta gt 32

<210> 22

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 22
actaataaac atcccggctt cagattccaa cag 33

<210> 23

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético

<400> 23
ttggaatctg aatgtgcaat gtttattagt ttg 33

<210> 24

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucleétido sintético
<400> 24
caaactaata aacattgcac attcagattc caa 33

<210> 25

<211>24

<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 25

Gly Ser Ile Ser Glu Tyr AsSp Asp Leu Glu Met Val Ile Ala Gly Ala
1 S 10 15

Lys Ser Lys Phe Pro Arg Ser Met
20

<210> 26
<211>9
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<212> PRT
<213> Virus Vaccinia

<400> 26

Ala Lys Ser Lys Phe Pro Arg Ser Met
1 5

<210> 27

<211>24

<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 27

Asn Ser Leu Ser Glu Ile Val Asp Asp Asp Phe Ile Ser Ala Gly Ala

1 S 10
Arg Asn Glu Arg Thr Lys Pro Lys
20
<210> 28
<211>9
<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<220>

<221> MOD_RES

<222> (8)

<223> aminodcido variable

<400> 28

Ala Arg Asn Glu Arg Thr Lys Xaa Lys
1 5

<210> 29

<211>21

<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 29

Asp Thr Ile Phe Phe Ala Gly Ser Ile Ser Glu Tyr Asp Asp Leu Gln

2 S 10

Met Vval Ile Ala Gly
20

<210> 30
<211>21
<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

1s
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<400> 30

Ala Lys Ser Lys Phe Pro Arg Ser Met Leu Ser Ile Phe Asn Ile val
1 S 10 15

Pro Arg Thr Met Ser

20

<210> 31

<211>21

<212> PRT

<213> Viruela aviar

<400> 31

Gly Glu Lys Ala Leu Cys Ala Gln Val Thr Arg Asp Gln Leu Leu Glu
1 S 10 15

Ile Ile Ala Ala Gly
20
<210> 32
<211> 21
<212> PRT
<213> Viruela aviar

<400> 32

Ala Axg Ser Lys Phe Pro Lys Ser Leu Leu Ser Met Tyr Arg Val Thr

1 S 10 15
Pro Arg Val Met Thr
20

<210> 33
<211> 21
<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 33

Leu Ser Cys Ser Val Cys Asn Ser Leu Ser Gln Ile Val Asp Asp Asp
1l 5 10 15

Phe Ile Ser Ala Gly
20

<210> 34
<211>21
<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 34

Ala Arg Asn Gln Arg Thr Lys Pro Lys Arg Ala Gly Asn Asn Gln Ser
1 S 10 1S

Gln Gln Pro Ile Lys
20

<210> 35
<211> 21
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<212> PRT
<213> Viruela aviar

<400> 35

Asn Leu Cys Asn Val Cys Asp Val Leu Asn Lys Ile Thr Glu Glu Asp

1 S 10 1S
Val Ile Ser Ala Gly
20

<210> 36
<211>21
<212> PRT

<213> Viruela aviar

<400> 36
Ala Lys Gln Gln Arg Pro Met Arg Leu Arg Ser Lys Pro Lys Pro Asp
1 S 10 1S
Ile Cys Lys Gly Val
20
<210> 37
<211>21
<212> PRT
<213> Virus Vaccinia
<400> 37
Gly Asp Ala Ala Val Lys Gly Gly Asn Asn Asn Leu Asn Ser Gln Thr
1 5 10 15
Asp Val Thr Ala Gly
20
<210> 38
<211>21
<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 38

Ala Cys Asp Thr Lys Ser Lys Ser Ser Lys Cys Ile Thr Cys Lys Pro
1 S 10 15

Lys Ser Lys Ser Ser
20

<210> 39

<211> 17

<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 39

Met Ser Tyr Leu Arg Arg Tyr Tyr Asn Met Leu Asp Asp Glu Ser Ala
1 ) 10 15

Gly
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<210> 40
<211>21
<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 40

Ala Gly Vval Leu Asp Lys Asp Leu Phe Thr Glu Glu Gln Gln Gln Ser
1 S 10 18

Phe Met Pro Lys Asp
20

<210> 41

<211>21

<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 41

Gly Glu Asp Ile Phe Cys Ala Met Pro Tyr Asn Ile Leu Asp Arg Ille
1l 5 10 15

Ile Thr Asn Ala Gly
20

<210> 42

<211>21

<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 42

Thr Cys Thr Val Ser Ile Gly Asp Met Leu Asp Asn Ile Thr Thr Gln
1 S 10 15

Ser Asp Cys Asn Met
20

<210> 43
<211>21
<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 43

Phe Arg Asp Tyr Gln Ser Tyr Arg Gln Tyr Arg Asn Tyr Cys Pro Arg

1 S 10 15
Tyr Phe Tyr Ala Gly
20
<210> 44
<211>21
<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

10
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<400> 44

Ser Pro Glu Gly Glu Glu Thr Ile Ile Cys ASp Ser Glu Pro Ile Ser

1 5 10

Ile Leu Asp Arg Ile
20
<210> 45
<211> 35
<212> PRT
<213> Virus Vaccinia

<400> 45

15

Met Ser Leu Leu Leu Glu Asn Leu Ile Glu Glu Asp Thr Ile Phe Phe

1l S 10

15

Ala Gly Ser Ile Ser Glu Tyr Asp Asp Leu Gln Met Val Ile Ala Gly

20 25 30
Ala Lys Ser
35
<210> 46
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: constructo de nucleétidos sintético

<220>
<221> CDS
<222> (1) .... (36)

<400> 46
att ccg aca aag gat tat aaa gac gat gac gac aag tag
Ile Pro Thr Lys Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5 10
<210> 47
<211> 12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: constructo de péptidos sintético

<400> 47

Ile Pro Thr Lys Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5 10

<210> 48
<211> 11
<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

11
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<400> 48
Gly Ile Ala His Leu Leu Glu His Leu Leu Ile
1 5 10
<210> 49
211> 11
<212> PRT

<213> Escherichia coli

<400> 49
Gly Leu Ala His Tyr Leu Glu His Met Leu Phe
1 5 10
<210> 50
<211> 11
<212> PRT

<213> Drosophila melanogaster

<400> 50
Gly Leu Ser His Phe Cys Glu His Met Leu Phe
1 5 10
<210> 51
<211> 11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 51

Gly Leu Ser His Phe Cys Glu His Met Leu Phe
1 5 10

<210> 52

<211>11

<212> PRT

<213> Bacillus thermoproteolyticus

<400> 52

Val Val Ala His Glu Leu Thr His Ala Val Thr
1 5 10

<210> 53

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

Val Ile Ala His Glu Leu Ala His Gln Trp Phe
1 5 10

12
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<210> 54
<211>11
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 54

Val Ala Ala His Glu Leu Gly His Ser Leu Gly
1 5 10

<210> 55
<211>22
<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 55

His Trp Lys Cys Vval Ile Tyr AsSp Lys Lys Gln Cys Leu Val Ser Phe
1 S 10 15

Tyr Asp Ser Gly Gly Asn
20
<210> 56
<211>22
<212> PRT

<213> Virus Vaccinia

<400> 56
Gly Cys Ile Asn Val Glu Val Asn Gln Leu Leu Glu Ser Glu Cys Gly
1 S 10 15

Met Phe Ile Ser Leu Phe
20

<210> 57
<211>24
<212> PRT

<213> Virus de la fiebre porcina africana

<400> 57
His Trp Val Ala Ile Phe Val Asp Met Arg Gly Asp Cys Trp Ser 1Ille
1 S 10 15

Glu Tyr Phe Asn Ser Ala Gly Asn
20

<210> 58

<211> 24

<212> PRT

<213> Virus de la fiebre porcina africana

<400> 58

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

Pro Tyr Ser Leu Phe Tyr
20

13
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<210> 59
<211>22
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 59

His Trp Met Ala Phe Ala Trp Asn Pro Arg Ser Lys Thr Cys Tyr Leu
1 S 10 15

Phe Glu Pro Phe Gly Phe
20

<210> 60
<211>23
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 60

Leu Glu Lys Ser Thr Gln Ser Val Gln Gly Pro Asn Ser Ala Ala Cys
1 5 10 15

Gly Leu Phe Cys Cys Met Phe
20

<210> 61
<211>22
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae
<400> 61

His Trp Ala Leu Gly Ile Ile Asp Leu Lys Lys Lys Thr Ile Gly Tyr
1 S 10 15

Val Asp Sex Leu Ser Asn
20

<210> 62
<211>22
<212> PRT

<213> Saccharomyces cerevisiae

<400> 62

Leu Ile His Leu Asp Cys Pro Gln Gln Pro Asn Gly Tyr Asp Cys Gly
1 S 10 15

Ile Tyr Val Cys Met Asn
20

<210> 63
<211>6
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

14
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<223> Descripcién de la secuencia artificial: etiqueta 6xHis sintética

<400> 63

His His His His His His

1

5

15
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