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DESCRIPCION
Proteinas de fusion y usos de las mismas
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Las proteinas de membrana son el principal grupo de dianas para la terapéutica con anticuerpos. Las proteinas
integrales de membrana, tales como los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), canales y transportadores
idnicos, estan implicadas en diversas funciones bioldgicas y también en muchas enfermedades. Aproximadamente
40% de todos los farmacos médicos modernos estan orientados a GPCRs. Sin embargo, debido a sus dominios
hidréfobos, las proteinas de membrana son dificiles de solubilizar y purificar. Muestras proteinicas puras y estables de
proteinas de membrana estan escasamente disponibles. Por esta razén hay una gran necesidad de proporcionar
tecnologias para la presentacion eficiente de proteinas de membrana a fin de desarrollar nuevas terapéuticas basadas
en anticuerpos.

Los retrovirus son particulas envueltas de aproximadamente 100 nm de tamafo (Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (HIV): ~ 120 nm, Virus de la Leucemia Murina de Moloney (MoIMLV): ~ 90 nm). Los viriones contienen dos
moléculas idénticas de RNA monocatenario de 7-10 kb de longitud. La envoltura del virus se adquiere durante el
ensamblaje del virus en la membrana plasmatica y contiene fosfolipidos y proteinas de la célula hospedadora, pero
también cierta cantidad de glicoproteinas virales (en el caso de HIV por ejemplo gp41 y gp120). El papel de estas
proteinas de la envoltura viral es identificar y fijarse a sitios receptores en las células diana. Después de la fijacion, el
virus se fusiona con la membrana de la célula diana, permitiendo que la capsida y el genoma viral entren e infecten la
célula diana/hospedadora. Después de la infeccion de la célula hospedadora, el virus utiliza su propia transcriptasa
inversa para sintetizar DNA a partir de su RNA gendmico. La enzima integrasa inserta el DNA en el genoma de las
células hospedadoras. Después de ello, la célula hospedadora expresar las proteinas virales requeridas para
ensamblaje de nuevas copias del virus.

Como ejemplo, el DNA de HIV contiene tres genes principales (gag, pol y env) y 6 genes accesorios (vif, vpr, vpu, tat,
rev, nef). Los tres genes principales contienen la informacion necesaria para fabricar las proteinas estructurales para
nuevas particulas viricas. ENV codifica la proteina de la envoltura viral gp160, qué es escindida por furina para formar
gp120 y gp41. Estas son transportadas a la membrana plasmatica de la célula hospedadora, donde gp41 ancla gp120
a la membrana de la célula infectada. POL codifica las enzimas requeridas para la replicacion (transcriptasa inversa)
e integracion (integrasa) del virus, asi como una proteasa viral. Gag es una poliproteina multi-dominio. La poliproteina
Gag es escindida por la proteasa viral, separando seis proteinas: la matriz de tres dominios plegados (MA), la capsida
(CA), la nucleocapsida (NC) y tres péptidos mas cortos SP1, SP2 y p6. Los genes accesorios codifican proteinas
reguladoras que controlan la capacidad de HIV para infectar células, producir nuevas copias del virus (se replican), o
causar enfermedad.

El ensamblaje del virus ocurre en la membrana plasmatica de la célula hospedadora, en la cual se insertaron las
proteinas de la envoltura viral. Las proteinas gag, la mayor parte de la capsida viral (2000-4000 copias por virién), se
asocian con la superficie interior de la membrana plasmatica. Gag recluta otros componentes esenciales del virion que
incluyen las proteinas de replicacion virales (expresadas como proteinas de fusién Gag-Pol) y el RNA gendémico. El
ensamblaje de las proteinas Gag conduce a la gemacion del virus, que es inicialmente un virién no infeccioso. Este
virién denominado inmaduro contiene principalmente poliproteinas Gag no escindidas. La formacion de un virién
infeccioso requiere el procesamiento de Gag por la proteasa viral en 5 sitios especificos, conduciendo a un
reordenamiento de la organizacion interior.

Las particulas semejantes a virus (VLPs) se asemejan a los virus, pero no son infecciosas dado que no contienen
cantidad alguna del material genético viral. La expresion de las proteinas estructurales del virus da como resultado el
auto-ensamblaje de las particulas semejantes a virus (VLPs). Existen diferentes estrategias para la generacion de
VLPs. Proteinas principales de la capsida pueden producirse en una diversidad de sistemas de cultivo de células que
incluyen lineas de células de mamifero, lineas de células de insecto, levaduras, y células vegetales.

Principalmente, la sobre-expresion recombinante de Gag es suficiente para la formacion de particulas semejantes a
virus. Las proteinas Gag se asocian con la superficie interior de la membrana plasmatica, causando la gemacion de
envolturas vacias en el medio de cultivo de las células. La envoltura vacia esta rodeada por la membrana plasmatica
de la célula hospedadora y contiene diversas proteinas de la célula hospedadora.

Las proteinas principales de la capsida del virus, tales como la proteina Gag de HIV, son herramientas conocidas para
la generacion de particulas semejantes a virus (VLPs) (Delachambre, 1989, Deml 1997). Tales VLPs pueden utilizarse
para la expresion de proteinas heterdlogas, en particular proteinas que son dificiles de expresar por otros medios, por
ejemplo, proteinas que abrazan la membrana. Véase por ejemplo US 7763258. Sin embargo, estos sistemas se
caracterizan por la coexpresion de la proteina de la capsida viral y la proteina heteréloga que abraza la membrana.

Las proteinas principales de la capsida viral han sido utilizadas también para generar vacunas. Véase por ejemplo
EP0449116, WO07/054792, WO2014/128568, W02008089144 o W02013068847.En tales enfoques, las proteinas
de la capsida se modificaban para incorporar ciertas proteinas heterélogas que son presentadas al sistema inmune
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en dichas proteinas de la capsida. Asimismo, se utilizaron proteinas de la cubierta de bacteriéfagos para generar
particulas presentadoras de antigeno derivadas de fago para vacunacion (WO06/032674). Sin embargo, tales
particulas derivadas de fago se producen en E. Coli, y por tanto no estan rodeadas por la membrana plasmatica de
una célula eucariota.

Particulas semejantes a virus se han generado también utilizando otras proteinas distintas de las proteinas de la
capsida viral para la presentacion de péptidos o proteinas en las particulas semejantes a virus. Tales proteinas
incluyen neuraminidasa (NA) y hemaglutinina (HA) (Kaczmarczyk et al. (PNAS) 108, 16998-17003).

Otros sistemas utilizan técnicas de interaccion proteina-proteina en las cuales ambas, la proteina de la capsida y la
proteina de interés, estan fusionadas a un resto peptidico o proteinaceo asociado, que interaccionan uno con otro.
Esto conduce a la co-localizacién de la proteina de la capsida con la proteina de interés, y por tanto la proteina de
interés puede presentarse o visualizarse en una VLP. Véase Mayr & Schenker (presentacion en la 82 PEGS Annual
Conference, Boston, abril 30-mayo 3, 2012).

La presente descripcion proporciona un método mejorado para la presentacion y visualizacion de proteinas, en
particular, proteinas transmembranales, sobre particulas semejantes a virus.

Es importante que la presente descripcion hace uso de proteinas de fusion, en las cuales la proteina que va a ser
visualizada esta fusionada en el terminal N a la proteina de la capsida viral. Las proteinas de la capsida viral estan
miristoiladas en el terminal N, y por tanto la técnica anterior no utilizaba tales fusiones en el terminal N. En la presente
descripcion se demuestra que tales proteinas de fusidon pueden expresarse con éxito, sin embargo, y la proteina de
interés respectiva puede presentarse en particulas semejantes a virus. Un sistema de este tipo tiene numerosas
ventajas.

LEYENDAS DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra los resultados de un analisis de Transferencia Western. El panel A muestra los resultados del
Experimento A, el panel B muestra los resultados del Experimento B. Para detalles véase el Ejemplo 3. Los
sobrenadantes se sondaron con un anticuerpo anti-GAG o un anticuerpo anti-GPCR, como se indica en la Figura. Las
pistas del lado derecho en las transferencias presentadas en el panel A comprenden un marcador de tamano tefiido
previamente. Lo mismo ocurre para las pistas del acido izquierdo en las transferencias que se muestran en el panel
B.

La Figura 2 muestra una SDS-PAGE de las VLPs del experimento B.

La Figura 3 muestra un experimento ELISA con tres proteinas de fusion GPCR-GAG diferentes. Se dan detalles en el
Ejemplo 4.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una proteina de fusion que comprende una proteina de membrana fusionada en el
terminal N a una proteina principal de la capsida de un retrovirus, en donde dicha proteina principal de la capsida del
retrovirus es una proteina Gag y en donde dicha proteina de membrana no es LAMP-1.

En un aspecto, la presente invencién se refiere a una proteina de fusién que comprende una proteina de membrana
fusionada en el terminal N a una proteina principal de la capsida de un retrovirus, en donde dicha proteina principal
de la capsida de un retrovirus es una proteina Gag y en donde dicha proteina de membrana no es LAMP-1, y en donde
dicha proteina principal de la capsida de un retrovirus se selecciona de la proteina Gag del virus de la leucemia murina
de Moloney vy la proteina Gag del Virus de la Inmunodeficiencia Humana.

En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a una proteina de fusién que comprende una proteina de
membrana fusionada en el terminal N a una proteina principal de la capsida de un retrovirus, en donde dicha proteina
principal de la capsida de un retrovirus es una proteina Gag y en donde dicha proteina de membrana no es LAMP-1,
en donde dicha proteina de fusion comprende un péptido enlazador entre dicha proteina de membranay dicha proteina
principal de la capsida de un retrovirus.

En ciertas realizaciones, la presente descripcion se refiere a una proteina de fusién que comprende una proteina de
membrana fusionada en el terminal N a una proteina principal de la capsida de un virus.

El término "proteina de fusién" se refiere a una proteina hibrida expresada por una molécula de acido nucleico que
comprende secuencias nucleotidicas de al menos dos genes o dos moléculas de acido nucleico que no existen juntas
naturalmente.

El término "proteina de membrana" se refiere a una proteina que esta unida a o asociada con una membrana de una
célula o un organulo. Si una proteina de membrana abraza la membrana celular, entonces puede hacerse referencia
también a dicha proteina como "proteina integral de membrana" o "proteina transmembranal”. Por esta razén, en
ciertas realizaciones de la presente descripcion, la proteina de membrana que esta fusionada en el terminal N a la
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proteina principal de la capsida de un virus es una proteina integral de membrana. En otras realizaciones de la presente
descripcion, la proteina de membrana que esta fusionada en el terminal N a la proteina principal de la capsida del
virus es una proteina transmembranal.

El término "fusionada en el terminal N" se refiere a una fusion genética de un primer y un segundo polipéptido/proteina,
en donde el primer polipéptido/proteina forma la porciéon N-terminal de la proteina de fusién. En ciertas realizaciones
de la presente descripcion, la proteina de membrana forma la porcidon N-terminal de la proteina de fusion. "GPCR" o
"receptor acoplado a proteina G" son proteinas de membrana. El término se refiere a una gran familia de receptores
de la superficie celular con una coleccion de ligandos y diversas acciones bioldgicas. La importancia de los GPCRs
en la funcién celular, su diversidad, y su accesibilidad a agentes exégenos hacen de los mismos un foco importante
de investigacion en procesos de enfermedad y descubrimiento de farmacos. Los sucesos de activacion de GPCR son
comunicados a caminos de sefializacion celular por proteinas | de fijacion de GTP (proteinas G) asociadas con el
dominio intracelular del receptor. Los GPCRs constituyen hoy en dia el mayor grupo de dianas de farmacos, poniendo
de relieve su importancia en la investigacion biolégica y en los mecanismos de las enfermedades. Sin embargo, los
GPCRs son estructuralmente complejos, abrazando siete veces la membrana celular. La eliminacion de la membrana
celular destruye usualmente la estructura natural del receptor en la cual se mantiene el mismo por el ambiente de la
bicapa lipidica. Los GPCRs son por tanto extremadamente dificiles de purificar y manipular experimentalmente, y su
estudio esta basado en células enteras o membranas celulares aisladas. GPCRs incluyen, sin limitacion, receptores
de serotonina y receptores olfativos, receptores de hormonas glicoproteinicas, receptores de quimiocinas, receptores
de adenosina, receptores de aminas bidgenas, receptores de melanocortina, receptores de neuropéptidos, gestores
quimiotacticos, receptores de somatostatina, receptores de opioides, receptores de melatonina, receptores de
calcitonina, receptores PTH/PTHrP, receptores de glucagdn, receptores de secretina, receptores de latrotoxina,
receptores de glutamato metabotropicos, receptores de calcio, receptores GABA-B, receptores de feromonas,
receptores de histamina, receptores activados por proteasas, rodopsinas y otros receptores de siete segmentos
transmembranales acoplados a proteinas G. Los GPCRs incluyen también estos receptores GPCR asociados unos a
otros como dimeros homdémeros o heterémeros o como oligémeros de orden superior.

GPCRs ilustrativos incluyen: 5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E, 5-HT1F, 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C, 5-HT4, 5-HT5A,
5-HT6, 5-HT7, MI,, M2, M3, M4, M5, Al, A2A, A2B, A3, alA, alB, alD, a2A, a2B, a2C, bl, b2, b3, ATI, AT2, BBI, BB2,
BB3, Bl, B2, CBI, CB2, CXCRI, CXCR2, CXCR3, CXCR4, CXCR5, CXCR6, CCR1, CCR2, CCR3, CCR4, CCR5,
CCR6, CCR7, CCR8, CCR9, CCRIO, CX3CR1, XCRI, CCKI, CCK2, DI, D2, D3, D4, D5, ETA, ETB, GALI, GALZ2,
GAL3, motilina, grelina, HI, H2, H3, H4, CysLTI, CysLT2, BLTI, BLT2, OXE, ALX, LPAI, LPA2, LPA3, SIPI, S1P2,
S1P3, S1P4, S1P5, MCHI, MCH2, MCI, MC2, MC3, MC4, MC5, NMUI, NMU2, YI, Y2, Y4, Y5, NTSI, NTS2, d, k, m,
NOP, OXI, 0X2, P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y1 1, PAF, PKRI, PKR2, PRRP, DP, EPI, EP2, EP3, EP4, FP, IPI, TP,
PAR1, PAR2, PAR3, PAR4, sst2, sstb, sst3, sstl, sst4, NKI, NK2, NK3, TRH, UT, OT, VIA, V2, VIB, APJ, FFAI, FFA2,
FFA3, GPBA, TSH, LH, FSH, GnRH, KiSSI, MTI, MT2, NPFFI, NPFF2, NPS, NPBWI, NPBW2, P2Y12, P2Y13, QRFP,
RXFPI, RXFP2, RXFP3, RXFP4, TAI, TA3, TA4y TAS5.

En ciertas realizaciones de la presente descripcion, la proteina de membrana que esta fusionada en el terminal N a la
proteina principal de la capsida del virus es un GPCR. En otras realizaciones de la presente descripcion, dicho GPCR
se selecciona de la lista de CCR1, CXCR1, CXCR2, CXCR4, CXCR5, CXCR7, matilina, grelina, PAR1 y PAR2. En
otras realizaciones de la presente descripcion, dicho GPCR es CXCR2.

Los "canales idnicos" son proteinas de membrana. El término se refiere a una proteina que atraviesa la bicapa lipidica
de una célula, y que, de una manera regulada, transporta solutos y/o agua a través de las membranas celulares. Los
canales son responsables de la generacion y propagacion de impulsos eléctricos en tejidos excitables en el cerebro,
corazon, y musculos y para el ajuste del potencial de membrana de células excitables y no excitables. Canales idnicos
ilustrativos incluyen canales de sodio, canales de potasio, y canales de calcio, asi como canales i6nicos con
compuertas unidas a ligandos tales como canales de serotonina, glutamato, y acido y-aminobutirico (GABA).

En ciertas realizaciones de la presente descripcion, la proteina de membrana que esta fusionada en el terminal N a la
proteina principal de la capsida viral es un canal iénico.

El término "proteina principal de la capsida" o "proteina de la capsida" se refiere a una proteina viral o un equivalente
funcional de la misma, que dirige el ensamblaje y la liberacion de las particulas de virus por la célula hospedadora
infectada. En ciertas realizaciones de la presente descripcién, la proteina principal de la capsida o proteina de la
capsida es una proteina de la capsida retroviral. En una realizacién preferida, la proteina principal de la capsida o
proteina de la capsida es una proteina Gag o un equivalente funcional de la misma.

La proteina la capsida puede ser una proteina Gag. El término "proteina Gag", "proteina GAG" o "antigeno especifico
de grupo” se refiere a una familia de glicoproteinas que forman la capsida de ciertos virus.

Dos proteinas Gag especificas que pueden utilizarse conforme a la presente descripcién incluyen:

La proteina Gag del virus de la leucemia murina de Moloney (MoMLYV) - (UniPort: P03332):
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MGQTVTTPLSLTLGHWKDVERIAHNQSVDVKKRRWVTFCSAEWPTFNVGWPRDGTFN
RDLITQVKIKVFSPGPHGHPDQVPYIVTWEALAFDPPPWVKPFVHPKPPPPLPPSAPSLP
LEPPRSTPPRSSLYPALTPSLGAKPKPQVL.SDSGGPLIDLLTEDPPPYRDPRPPPSDRDG
NGGEATPAGEAPDPSPMASRLRGRREPPVADSTTSQAFPLRAGGNGQLQYWPFSSSD
LYNWKNNNPSFSEDPGKLTALIESVLITHQPTWDDCQQLLGTLLTGEEKQRVLLEARKAV
RGDDGRPTQLPNEVDAAFPLERPDWDYTTQAGRNHLVHYRQLLLAGLQNAGRSPTNLA
KVKGITQGPNESPSAFLERLKEAYRRYTPYDPEDPGQETNVSMSFIWQSAPDIGRKLERL
EDLKNKTLGDLVREAEKIFNKRETPEEREERIRRETEEKEERRRTEDEQKEKERDRRRH
REMSKLLATVVSGQKQDRQGGERRRSQLDRDQCAYCKEKGHWAKDCPKKPRGPRGP
RPQTSLLTLDD (SEQ ID NO.: 1)

La proteina Gag del virus de la inmunodeficiencia humana (HIVB1) - (UniPort: P03347):

MGARASVLSGGELDRWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFAVNPGLLETSEGCRQ
ILGQLQPSLQTGSEELRSLYNTVATLYCVHQRIEIKDTKEALDKIEEEQNKSKKKAQQAAA
DTGHSSQVSQNYPIVONIQGQMVHQAISPRTLNAWVKVVEEKAFSPEVIPMFSALSEGA

TPQDLNTMLNTVGGHQAAMQMLKETINEEAAEWDRVHPVHAGPIAPGQMREPRGSDIA
GTTSTLQEQIGWMTNNPPIPVGEIYKRWIILGLNKIVRMYSPTSILDIRQGPKEPFRDYVDR
FYKTLRAEQASQEVKNWMTETLLVQNANPDCKTILKALGPAATLEEMMTACQGVGGPG

HKARVLAEAMSQVTNTATIMMQRGNFRNQRKMVKCFNCGKEGHTARNCRAPRKKGCW
KCGKEGHQMKDCTERQANFLGKIWPSYKGRPGNFLQSRPEPTAPPFLQSRPEPTAPPE
ESFRSGVETTTPPQKQEPIDKELYPLTSLRSLFGNDPSSQ (SEQ ID NO.: 2)

En ciertas realizaciones, la presente descripcion se refiere a una proteina de fusién que comprende una proteina de
membrana fusionada en el terminal N a una proteina principal de la capsida viral, en donde dicha proteina principal de
la capsida viral es una proteina GAG. En ciertas realizaciones, dicha proteina Gag es una proteina Gag del virus de
la leucemia murina de Moloney. En ciertas realizaciones, dicha proteina Gag es una proteina Gag del virus de la
inmunodeficiencia humana.

En ciertas realizaciones, la presente descripcion se refiere a una proteina de fusién que comprende una proteina de
membrana fusionada en el terminal N a una proteina principal de la capsida viral. En otras realizaciones, la proteina
de fusién comprende un péptido enlazador entre dicha proteina de membrana y dicha proteina principal de la capsida
viral.

En ciertas realizaciones, la proteina de fusién de la presente descripcidn es capaz de incorporarse o encapsularse en
particulas semejantes a virus. En otras realizaciones, la proteina de fusién de la presente descripcion esta incorporada
o encapsulada en particulas semejantes a virus.

En ciertas realizaciones, la presente descripcién se refiere a moléculas de acido nucleico que codifican las proteinas
de fusién de la presente descripcion.

En ciertas realizaciones, la presente descripcion se refiere a un vector que comprende la molécula de acido nucleico
que codifica las proteinas de fusién de la presente descripcion.

El término "vector" se refiere a una molécula de polinucleétido capaz de transportar otro polinucleétido al cual se ha
unido la misma. Vectores preferidos son aquéllos que son capaces de replicacion auténoma y/o expresion de acidos
nucleicos a los cuales estan enlazados. Un tipo de vector es un "plasmido"”, que hace referencia a un bucle de DNA
circular bicatenario al cual pueden estar ligados segmentos de DNA adicionales. Otro tipo de vector es un vector viral,
en donde pueden estar ligados segmentos de DNA adicionales al genoma viral. Ciertos vectores son capaces de
replicacion auténoma en una célula hospedadora en la cual se han introducido (v.g., vectores bacterianos que tienen
un origen de replicacion bacteriano y vectores de mamifero). Otros vectores pueden integrarse en el genoma de una
célula hospedadora después de introduccion en la célula hospedadora, y replicarse por ello junto con el genoma del
hospedador. Los vectores pueden ser compatibles con células procariotas o eucariotas. Los vectores procariotas
incluyen tipicamente un replicon procariota que puede incluir un promotor procariota capaz de dirigir la expresion
(transcripcion y traduccion) del péptido en una célula hospedadora bacteriana, tal como Escherichia coli transformada
con él. Un promotor es un elemento de control de la expresién formado por una secuencia de DNA que permite que
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ocurra la fijacion de RNA-polimerasa y la transcripcion. Las secuencias promotoras compatibles con hospedadores
bacterianos se proporcionan tipicamente en vectores plasmidicos que contienen sitios de restriccidon convenientes
para la insercion de un segmento de DNA. Los vectores preferidos son vectores de mamifero. Otros vectores preferidos
son vectores de mamifero que comprenden un promotor de CMV.

En ciertas realizaciones, la presente descripcion se refiere a una célula hospedadora que comprende las moléculas
de acido nucleico o el vector que codifica las proteinas de fusion de la presente descripciéon. En ciertas realizaciones
de la presente descripcion, la célula hospedadora es una célula hospedadora de mamifero. En otras realizaciones de
la presente descripcion, la célula hospedadora es una célula HKB11 o una célula HEK. En otras realizaciones
adicionales de la presente descripcion, la proteina de fusion expresada en dicha célula hospedadora esta bajo el
control de un promotor CMV.

El término "célula hospedadora recombinante” o "célula hospedadora" se refiere a una célula en la cual se ha
introducido un vector de expresién recombinante. Deberia entenderse que tales términos tienen por objeto referirse
no solo a la célula objeto particular sino también a la progenie de dicha célula. Dado que pueden ocurrir ciertas
modificaciones en generaciones sucesivas debido a mutacion o influencias ambientales, dicha progenie puede, de
hecho, no seridéntica a la célula originaria, pero se incluye todavia dentro del alcance del término "célula hospedadora"
como se utiliza en esta memoria. Células hospedadoras tipicas son células hospedadoras eucariotas, tales como
células hospedadoras de mamifero. Células hospedadoras eucariotas preferidas incluyen células de levadura y de
mamifero que incluyen murinos y roedores, preferiblemente células de vertebrado tales como una linea de células de
raton, rata, mono o humano, por ejemplo, células HKB11, células PER.C6, células HEK o células CHO.

En ciertas realizaciones, la presente descripcion se difiere a una particula semejante a virus que comprende una
proteina de fusion de la presente descripcion. En otras realizaciones, la presente descripcion se refiere a una particula
semejante a virus que comprende una proteina de fusion, en donde dicha proteina de fusién se visualiza en la
superficie de dicha particula semejante a virus.

El término "particula semejante a virus" o "VLP" se refiere a una estructura que se asemeja a una particula de retrovirus
0 una particula semejante a retrovirus con una envoltura compuesta de una bicapa lipidica y proteinas de membrana.
Tipicamente, la envoltura de la particula semejante a virus contiene membrana plasmatica y proteinas de membrana
obtenidas de la célula hospedadora eucariota. En ciertas realizaciones de la presente descripcion, las particulas
semejantes a virus son no replicativas o no infecciosas, preferiblemente no replicativas y no infecciosas. El término
"no replicativo", como se utiliza en esta memoria, se refiere al hecho de ser incapaces de replicar el genoma
comprendido por la VLP. El término "no infeccioso", como se utiliza en esta memoria se refiere al hecho de ser
incapaces de entrar en la célula hospedadora. Preferiblemente, una particula semejante a virus conforme a la
descripcion es no replicativa y/o no infecciosa, dado que carece de la totalidad o una parte del genoma viral o la funcién
genomica. Tipicamente, una particula semejante a virus carece de la totalidad o parte de los componentes replicativos
e infecciosos del genoma viral. Una particula semejante a virus conforme a la descripcién puede contener acido
nucleico distinto de su genoma. Una realizacion tipica y preferida de una particula semejante a virus conforme a la
presente descripcion es una capsida viral tal como la capsida viral del virus correspondiente recubierta con una
membrana lipidica conocida como la envoltura viral. Los términos "capsida viral" o "capsida", se refieren a un
ensamblaje macromolecular compuesto de subunidades proteinicas virales. Tipicamente, existen 60, 120, 180, 240,
300, 360 e incluso mas de 360 subunidades proteinicas virales. Tipica y preferiblemente, las interacciones de estas
subunidades conducen a la formacion de una capsida viral o una estructura semejante a capsida viral con una
organizacion repetitiva inherente, en donde dicha estructura es, tipicamente, esférica. Por ejemplo, las capsidas de
los retrovirus tienen forma esférica.

En ciertas realizaciones, la presente descripcion se refiere a una particula semejante a virus que comprende una
proteina de fusion de la presente descripcion, en donde la particula semejante a virus se produjo a partir de una célula
hospedadora eucariota.

En ciertas realizaciones, la presente descripcion se refiere a un método para la generacion de particulas semejantes
a virus que comprenden una proteina de fusién de la presente descripcion. En otra realizacion, la presente descripcion
se refiere a un método para la generacion de particulas semejantes a virus, comprendiendo dicho método los pasos:

(a) proporcionar un vector que codifica una proteina de fusion de la presente descripcion,
(b) transfectar una célula hospedadora eucariota con un vector del paso (a)
(c) purificar las VLPs a partir del sobrenadante.

Las proteinas de fusion y las particulas semejantes a virus de la presente descripcion tienen numerosos usos. Por
ejemplo, las VLPs pueden utilizarse para visualizar la proteina de fusién respectiva. Un sistema de visualizacion de
este tipo puede utilizarse, por ejemplo, para clasificacion o lavado en batea de bibliotecas de anticuerpos. Esto puede
conducir a la identificacion de anticuerpos que no pueden generarse por otros medios debido a la ausencia de material
antigénico apropiado.
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En otras realizaciones, la presente descripcion se refiere por tanto al uso de las proteinas de fusién o las VLPs de la
presente descripcion para la seleccion de un resto, tal como un anticuerpo, que es reactivo con la parte GPCR o la
parte de canal idnico de la proteina de fusién de la presente descripcion.

En otras realizaciones, la presente descripcion proporciona un método para identificar un resto de fijacion que se fija
a una proteina de membrana, comprendiendo dicho método los pasos:

(a) proporcionar una proteina de fusion de la presente descripcion,

(b) generar VLPs que comprenden la proteina de fusion del paso (a),

(c) poner en contacto las VLPs del paso (b) con una biblioteca de anticuerpos,

(d) lavar las VLPs para eliminar aquellos anticuerpos que no se fijaban a la VLP, y

(e) seleccionar un anticuerpo que es reactivo con la parte de proteina de membrana de dicha proteina de
fusion.

Ejemplos

Ejemplo 1: Seleccion de proteinas Gag y proteinas de membrana

En primer lugar, se seleccionaron dos proteinas Gag ilustrativas para la prueba de experimentos conceptuales. Las
proteinas Gag seleccionadas son la proteina Gag del virus de la leucemia murina de Moloney (UniPort: P03332; SEQ
ID NO.: 1) y la proteina Gag del virus de la inmunodeficiencia humana (UniPort: P03347; SEQ ID NO.: 2).

Como proteinas integrales de membrana ilustrativas se seleccionaron tres GPCRs: GPCR 1, GPCR 2 y GPCR 3. La
GPCR 1 es CXCR2 (UniPort: P03347; SEQ ID NO.: 3):

MEDFNMESDSFEDFWKGEDLSNYSYSSTLPPFLLDAAPCEPESLEINKYFVWVIIYALVF
LLSLLGNSLVMLVILYSRVGRSVTDVYLLNLALADLLFALTLPIWAASKVNGWIFGTFLC
KVVSLLKEVNFYSGILLLACISVDRYLAIVHATRTLTQKRYLVKFICLSIWGLSLLLALPVL
LFRRTVYSSNVSPACYEDMGNNTANWRMLLRILPQSFGFIVPLLIMLFCYGFTLRTLFK
AHMGQKHRAMRVIFAVVLIFLLCWLPYNLVLLADTLMRTQVIQETCERRNHIDRALDAT
EILGILHSCLNPLIYAFIGQKFRHGLLKILAIHGLISKDSLPKDSRPSFVGSSSGHTSTTL
(SEQ ID NO.: 3).

Ejemplo 2: Generacién de constructos y expresion de proteinas

Todos los experimentos de clonacién se realizaron utilizando tecnologias estandar. Las proteinas se clonaron en
vectores pMAX para la expresion en células de mamifero. La expresion en estos vectores se encuentra bajo control
del promotor CMV. Los constructos que se generaron producian, o bien:

(a) la proteina GAG,
(b) la proteina GPCR, o
una proteina de fusion, en la cual la proteina GPCR esta fusionada en el terminal N a la proteina GAG.

La expresion de las proteinas y la produccion de las VLPs se realizd en condiciones estandar en cultivos de
suspension. Las células hospedadoras utilizadas en los presentes experimentos son células HKB 11 (ATCC; CRL-
12568) y células HEK (Life Technologies). En una serie de experimentos (Experimento A) las células hospedadoras
se transfectaron con los dos vectores siguientes: un vector que expresaba Gag y un vector que expresaba el GPCR.
En otra serie de experimentos (Experimento B) las células hospedadoras se transfectaron también con dos vectores.
Sin embargo, un vector expresaba Gag y el otro vector expresaba la proteina de fusion GPCR-GAG.

Ejemplo 3: Purificacion de VLPs y analisis

Tres dias después de la transfeccion, los sobrenadantes que contenian las VLPs se cosecharon y se purificaron
utilizando procedimientos estandar (que incluian precipitacion y cromatografia de intercambio idnico). Las proteinas
aisladas se sometieron luego a analisis de Transferencia Western y cromatografia SDS-PAGE.

Los resultados de los analisis de Transferencia \Western se muestran en la Figura 1. El panel A muestra los resultados
del Experimento A, y el panel B muestra los resultados del experimento B. Los sobrenadantes se sondaron con un
anticuerpo anti-GAG o un anticuerpo anti-GPCR como se indica en la Figura 1.
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El panel A de la Figura 1 muestra que la co-expresion de Gag y el GPCR en una célula hospedadora transfectada con
ambos vectores conduce a la excrecion de VLPs, como se indica por la presencia de una banda Gag positiva en la
transferencia Western. Sin embargo, no es detectable esencialmente cantidad alguna de GPCR en las VLPs. Esto
confirma que la co-expresion de las moléculas individuales conduce a un escenario en el cual la integracion del GPCR
en la VLP ocurre Unicamente por azar y con frecuencia baja.

En contraste, el panel B de la Figura 1 muestra que la co-expresion de Gag y una proteina de fusién GPCR-GAG
conduce a un nivel de expresion alto de Gag y GPCR-GAG en las VLPs. Esto confirma que los GPCR estan integrados
eficientemente en las VLPs, y que los GPCRs son detectables con anticuerpos. Esto significa que el GPCR se visualiza
de una manera que lo hace accesible para manipulacion molecular ulterior.

La Figura 2 muestra una SDS-PAGE de las VLPs del Experimento B. Como puede verse, las VLPs estan constituidas
esencialmente por dos proteinas: Gag y la proteina de fusion GPCR-GAG.

Ejemplo 4: Repeticidon con proteinas integrales de membrana adicionales

Se repitieron los Ejemplos 1-3 con dos moléculas GPCR adicionales. Todos los resultados pudieron confirmarse con
estas moléculas adicionales.

La Figura 3 muestra un analisis comparativo de los tres GPCRs ensayados en la presente descripcion. Como puede
verse, los tres GPCR podian expresarse eficientemente en la forma de proteinas de fusion GPCR-GAG. Las tasas de
visualizacion eran suficientemente altas para medidas ELISA estandar.
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REIVINDICACIONES

Una proteina de fusién que comprende una proteina de membrana fusionada en el terminal N a una proteina
principal de la capsida de un retrovirus, en donde dicha proteina principal de la capsida de un retrovirus es
una proteina Gag y en donde dicha proteina de membrana no es LAMP-1.

La proteina de fusiéon conforme a la reivindicacién 1, en donde dicha proteina de fusién es capaz de
incorporarse o encapsularse en particulas semejantes a virus.

La proteina de fusién conforme a una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha proteina
de membrana es un receptor acoplado a proteina G.

La proteina de fusién conforme a una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicho receptor
acoplado a proteina G se selecciona de CCR1, CXCR1, CXCR2, CXCR4, CXCR5, CXCR7, motilina, grelina,
PAR1y PAR2.

La proteina de fusién conforme a una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha proteina
principal de la capsida de un retrovirus se selecciona de la proteina Gag del virus de la leucemia murina de
Moloney y la proteina Gag del virus de la inmunodeficiencia humana.

La proteina de fusién conforme a una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde dicha proteina
de fusion comprende un péptido enlazador entre dicha proteina de membrana y dicha proteina principal de
la capsida de un retrovirus.

Una molécula de acido nucleico que codifica una proteina de fusién de una cualquiera de las reivindicaciones
anteriores.

Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 7.

Una célula hospedadora que contiene la molécula de acido nucleico de la reivindicacion siete o el vector de
la reivindicacion 8.

Una particula semejante a virus que comprende una proteina de fusiéon conforme a una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6.

Una particula semejante a virus conforme a la reivindicacion 10, en donde dicha proteina de fusion se
visualiza en la superficie de dicha particula semejante a virus.

Un método para identificar un resto de fijacion que se fija a una proteina de membrana, comprendiendo dicho
método los pasos:

(a) proporcionar una proteina de fusiéon conforme a una cualquiera de las reivindicaciones 1-6,

(b) generar VLPs que comprenden la proteina de fusion del paso (a),

(c) poner en contacto las VLPs del paso (b) con una biblioteca de anticuerpos,

(d) lavar las VLPs para eliminar aquellos anticuerpos que no se fijaban a la VLP, y

(e) seleccionar un anticuerpo que es reactivo con la parte de proteina de membrana de dicha proteina de
fusion.
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FIGURA 1
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FIGURA 3
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