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DESCRIPCION
CAMPO TECNICO

La presente invencion se refiere a derivados de citocinas que tienen actividades anti-VIH, anti-inflamatorias
u otras.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

No se conoce ningun farmaco que sea capaz de curar las infecciones por el Virus de la Inmunodeficiencia
Humana (VIH) y el Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA). Hasta la fecha no parece estar al alcance
ninguna vacuna capaz de prevenir la infeccion por VIH.

Las infecciones por VIH existentes actualmente, en muchos casos, se pueden controlar mediante Terapia
Antirretroviral Altamente Activa (HAART) que implica una combinaciéon de tres o mas farmacos retrovirales. Sin
embargo, la apariciéon de cepas de VIH resistentes de clase Unico, doble o triple farmaco esta aumentando
constantemente bajo la presidn selectiva de los inhibidores de transcriptasa inversa y proteasa (RTI y Pl) empleados
actualmente en la HAART.

Por lo tanto, existe una necesidad urgente de nuevos tipos de farmacos anti-VIH. Preferentemente, tales
nuevos farmacos se dirigirian a aspectos del virus que son menos vulnerables al desarrollo de resistencia que la
transcripcion inversa y procesos de maduracion virica abordados por las RTlI y Pl que se han mencionado
anteriormente. En ausencia de una vacuna de VIH existe adicionalmente una necesidad de agentes que sean
capaces de prevenir la transmision del VIH durante el contacto sexual.

Esta necesidad podria satisfacerse potencialmente mediante agentes que inhiben la entrada del VIH en
células diana, es decir, agentes de la clase de los "inhibidores de entrada” (El). Tales agentes se podrian aplicar, por
ejemplo, por via local y por via tépica a los genitales humanos para prevenir la infeccion de células por VIH durante
el contacto sexual. Los agentes que pueden prevenir la transmision del VIH durante el contacto sexual se
denominan con frecuencia (aunque de manera inapropiada) "microbicidas".

La entrada del VIH en células diana humanas depende de la unién del virion de VIH a la proteina de
superficie celular humana CD4 y un denominado correceptor. Los correceptores principales usados por VIH incluyen
los receptores acoplados a proteina G de siete dominios transmembrana CXCR4 y CCR5. Se observo que los
ligandos de quimiocina naturales de CCRS5, en particular RANTES (CCRS), inhibian la entrada de cepas de VIH
tropicas para R5 (cepas de VIH que usan CCR5 como un correceptor) en células humanas [1]. RANTES es una
citocina proinflamatoria que se sabe que promueve la acumulacion y activacion celular en enfermedades
inflamatorias crénicas.

Ciertos derivados de RANTES con modificaciones en el extremo N presentaron actividad anti-VIH
mejorada, por ejemplo, AOP-RANTES, la oxima de aminooxipentano de [inoiniI]1RANTES(2-68) [2] en la que "(20)
68)" indica los restos de 2 a 68 del péptido RANTES de origen natural. Los derivados de RANTES modificados
quimicamente adicionales con actividad anti-VIH incluyen NNY-RANTES (n-nonanoil-RANTES(2-68) [3, 4]) y PSC[]
RANTES [5].

Sin embargo, los derivados de RANTES modificados quimicamente que se han mencionado anteriormente
no inhiben solamente la entrada del VIH en las células, sino que también son agonistas relativamente fuertes de
CCR5: AOP-, NNY- y PSC-RANTES provocan una cascada de sefializacion proinflamatoria que implica el flujo de
entrada de calcio citosdlico. El uso de agentes con tal actividad de sefalizacion como farmacos anti-VIH podria
conducir a efectos secundarios indeseados que implican, por ejemplo, inflamacién. La induccién de inflamacion es
un efecto secundario altamente indeseable para agentes anti-VIH profilacticos y se ha reconocido que el riesgo de
infeccion por VIH puede de hecho estar aumentado en tejido inflamado.

Los agentes tales como derivados de RANTES también pueden inducir sefalizacién en células diana
debido a la ausencia de selectividad o especificidad del agente por CCRS5, es decir, debido a que el agente se une
también a las proteinas receptoras CCR1 y CCR3.

Una desventaja de los polipéptidos modificados quimicamente es que no se pueden producir mediante
medios biotecnoldgicos directos (expresion y fermentacion). También se han descrito derivados de RANTES anti-
VIH completamente codificados, es decir, derivados que consisten solamente en aminoacidos codificados de
manera natural [6, 7]. Sin embargo, la potencia anti-VIH de todos los derivados de RANTES codificados
completamente descritos inicialmente era menor que la de la variante PSC-RANTES modificada quimicamente [5].



10

15

20

25

30

35

40

ES 236145573

DIVULGACION DE LA INVENCION
Moléculas de la invencion

Ahora se han identificado agentes peptidicos codificados completamente con alta potencia anti-VIH. Estos
agentes peptidicos pueden producirse de manera sencilla mediante procedimientos biotecnolégicos convencionales,
evitando el gasto y esfuerzo requeridos para la sintesis o modificacién quimica. Inesperadamente se ha hallado que
en realizaciones preferidas los agentes peptidicos de la presente invencién combinan una alta potencia anti-VIH con
una capacidad de provocar solamente un bajo grado de sefializacion proinflamatoria, evitando de este modo los
efectos secundarios inflamatorios.

En realizaciones adicionales, los agentes de la invencion conducen a la internalizacion de CCR5 en la
célula (regulacion negativa o modulacién negativa por secuestro de receptor). Este mecanismo de accion
sorprendente es ventajoso ya que (i) se puede conseguir la proteccién de duraciéon comparativa larga mediante una
Unica dosis del farmaco y (ii) las cepas de VIH trépicas para R5 resistentes es menos probable que evolucionen si ni
CCRS5 ni su forma unida a farmaco estan accesibles sobre la superficie de la célula diana para la interaccion con el
virus.

Los agentes peptidicos particularmente preferidos combinan una alta potencia anti-VIH con una alta
actividad de secuestro de receptor y una baja actividad de sefializacion. Los agentes peptidicos preferidos
adicionales de la invencion combinan al menos una propiedad deseable seleccionada entre el grupo que consiste en
alta potencia anti-VIH, alta actividad de secuestro de receptor y baja actividad de sefalizacién con una alta
selectividad de receptor, es decir, union preferente a CCR5 con respecto a CCR1 y/o CCR3.

Los agentes peptidicos de la invencion comprenden una secuencia distintiva que comprende QGP[P o L],
es decir, la cuarta posiciéon de la secuencia distintiva puede ser P o L. Preferentemente, esta secuencia distintiva
esta localizada cerca del extremo N del polipéptido. Preferentemente, la secuencia distintiva esta localizada de tal
forma que el comienzo de la secuencia distintiva se encuentra dentro de 15 restos del extremo N del polipéptido,
mas preferentemente dentro de 12, 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, 1 restos del extremo N. En el presente documento, la
expresion "el comienzo de la secuencia distintiva" se refiere al extremo N de la secuencia distintiva. La secuencia
distintiva también puede estar localizada en el extremo N final del polipéptido, es decir, los extremos N del
polipéptido como una totalidad y la secuencia distintiva pueden coincidir.

Por tanto, la invencién se refiere a un polipéptido que comprende una parte N-terminal y una parte C-
terminal, en el que dicha parte N-terminal comprende la secuencia distintiva QGP[P o L] y la secuencia de
aminoacidos de dicha parte C-terminal tiene una identidad de al menos el 70% con la SEC ID N°: 1.

Preferentemente, dicha secuencia distintiva es
QGP[PoL]LoGoSoM]MoDoSoQ oG] o en una realizacion preferida adicional,
QGP[PoL][LoG]MoDo S].

Mas preferentemente, dicha secuencia distintiva es

QGPPoL]LoGoSoM[MoDoSoQoGXX[QoGoLoAoTo S]X, oen una realizacion preferida
adicional,

QGPIP o L][L o G][M o D o S]XX[Q o L]X, en la que X indica cualquier aminoacido natural o modificado.
Mas preferentemente, dicha secuencia distintiva es QGP[P o L] LM o0 QGPPGID o S].
Mas preferentemente, dicha secuencia distintiva es QGPPLM o QGPPGD.
En una realizacion, dicha secuencia distintiva es

QGP[Po L]LoM[Mo QJJAoWoGoQoN]X[Qo GolL][SoVoTo G], o en realizaciones preferidas
adicionales,

QGP[PoL]LoM[MoQJJAoWoGoQoN]LoToMoSoGoQoRoY][QoGol][SoVoToG]o
QGP[PoLILM[AoW][LoToM][[QoG][SoVoToG].
Preferentemente, dicha secuencia distintiva es QGPPLM[A o W]J[Lo To M][[Qo G][SoV o T o G].
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En una realizacién adicional, dicha secuencia distintiva es
QGP[PoL]LoGoS][DoSoGoQ]XX[LoAoToQ]Wo Ao V] oen realizaciones preferidas adicionales,
QGP[PolL]LoGoS][DoSoGoQ]ToloSoWoQ]VoLoA0oSoG]LoAoToQJWoAoV]o
QGPPGID o S][T o I]VL[W o A].

Preferentemente, dicha secuencia distintiva es QGPPGDIT o I]VL[W o A].

En una realizacién adicional, dicha secuencia distintiva es
QGPP[G o L][M o Q]XX[Q o S][S o V], o en realizaciones preferidas adicionales,
QGPP[GoL]MoQ[SoGoWoAOoT]LoFoToSoGoY][QoS][SoV]o
QGPPLM[S 0 G][L 0 F 0 T]Q[S 0 V].

De acuerdo con realizaciones preferidas, el polipéptido de la presente invencién comprende una secuencia
distintiva seleccionada entre el grupo QGPPLMALQS, QGPPLMWMQV, QGPPLMWLQV, QGPPLMWTQS,
QGPPLMWLQT, QGPPLMWTQV, QGPPLMWMQS, QGPPLMATQS, QGPPLMWLQS, QGPPLMALQYV,
QGPPLMWLGG, QGPPLMWRGS, QGPLLMWLQV, QGPPLMQTTP, QGPPLSWLQV, QGPPLSWLQS,
QGPPGQWSQV, QGPPMMAGLS, QGPPLSWQQS, QGPPGMWSQS, QGPPLQWRQS, QGPPLMGTQS,
QGPPLMQLQV, QGPPLSWSQV, QGPPMSWSQS, QGPPLMNLQV, QGPPMSAYQV y QGPPMQGGLS.

De acuerdo con realizaciones preferidas adicionales, el polipéptido de la presente invencion comprende una
secuencia distintiva seleccionada entre el grupo QGPPGDTVLW, QGPPGDIVLA, QGPPGSYDYS, QGPPGDGGSV,
QGPLSGQSTP, QGPPGDWLQV, QGPPLMSLAV, QGPPLMSLTV, QGPLSGWAQV, QGPLSQSSQV,
QGPLSSQSQV y QGPLGQQGAQV.

De acuerdo con realizaciones preferidas adicionales, el polipéptido de la presente invencién comprende una
secuencia distintiva seleccionada entre el grupo QGPPLMSFQS, QGPPLMSTQS, QGPPLMSLQV, QGPPLMGLQYV,
QGPLSGWLQV, QGPPLQWFQV, QGPPLQWTQV, QGPPLMALSV, QGPPLMWSQV, QGPPGQWGQYV,
QGPPGSWSQV, QGPPLMSSQS, QGPPLMGLSV, QGPPLMTLQV y QGPPGQWYQS.

De acuerdo con realizaciones preferidas adicionales, el polipéptido de la presente invencion comprende una
secuencia distintiva seleccionada entre el grupo QGPPLMSVLA, QGPPGSWSSV, QGPPLGSMGP,
QGPPLQWMQA, QGPPLQWMQV, QGPPLMSTQV, QGPPLMSLSV, QGPPLMSLQS, QGPPLMSLQA,
QGPPLMSVQS, QGPPLMSAQS, QGPPLMSGQS y QGPPLMSGQYV.

En una realizaciéon adicional, dicha parte N-terminal consiste en no mas de 15 aminoacidos,
preferentemente no mas de 14, 13, 12, 11, 10 aminoacidos. De acuerdo con una realizacion preferida, dicha parte N-
terminal consiste en 10 aminoacidos.

De acuerdo con una realizacion, el extremo N de la parte C-terminal es directamente adyacente al extremo
C de la parte C-terminal, es decir, la parte N-terminal y la parte C-terminal son directamente adyacentes.

En una realizacion adicional, dicha parte C-terminal de la cadena polipeptidica es idéntica a la SEC ID N°:

En una realizacion adicional, la secuencia distintiva esta localizada en el extremo N final.

Las realizaciones preferidas de las secuencias distintivas de los derivados de RANTES de la presente
invencién se exponen en la Tabla 1:



ES 236145573

SEC ID N°

SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N°:
SEC ID N¢:
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Tabla 1

Secuencia distintiva
QGPPLMALQS
QGPPLMWMQV
QGPPLMWLQV
QGPPLMWTQS
QGPPLMWLQT
QGPPLMWTQV
QGPPLMWMQS
QGPPLMATQS
QGPPLMWLQS
QGPPLMALQV
QGPPLMWLGG
QGPPLMWRGS
QGPLLMWLQV
QGPPLMQTTP
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(cont.)

SEC ID N° Secuencia distintiva
SEC ID N°: 16 QGPPGDTVLW
SEC ID N°: 17 QGPPGDIVLA
SEC ID N°: 18 QGPPGSYDYS
SEC ID N°: 19 QGPPGDGGSV
SEC ID N°: 20 QGPLSGQSTP
SEC ID N°: 21 QGPPGDWLQV
SEC ID N°: 22 QGPPLMSFQS
SEC ID N°: 23 QGPPLMSTQS
SEC ID N°: 24 QGPPLMSLQV
SEC ID N°: 25 QGPPLMGLQV
SEC ID N°: 26 QGPLSGWLQV
SEC ID N°: 27 QGPPLMSVLA
SEC ID N°: 28 QGPPGSWSSV
SEC ID N°: 29 QGPPLGSMGP
SEC ID N°: 30 QGPPLSWLQV
SEC ID N°: 31 QGPPLSWLQS
SEC ID N°: 32 QGPPGQWSQV
SEC ID N°: 33 QGPPMMAGLS
SEC ID N°: 34 QGPPLSWQQS
SEC ID N°: 35 QGPPGMWSQS
SEC ID N°: 36 QGPPLQWRQS
SEC ID Ne: 37 QGPPLMGTQS
SEC ID N°: 38 QGPPLMQLQV
SEC ID N°: 39 QGPPLSWSQV
SEC ID N°: 40 QGPPMSWSQS
SEC ID N°: 41 QGPPLMNLQV
SEC ID N°: 42 QGPPMSAYQV
SEC ID N°: 43 QGPPMQGGLS
SEC ID N°: 44 QGPPLMSLAV
SEC ID N°: 45 QGPPLMSLTV
SEC ID N°: 46 QGPLSGWAQV
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(cont.)

SEC ID N° Secuencia distintiva
SEC ID N°: 47 QGPLSQSSQV
SEC ID N°: 48 QGPLSSsQsQV
SEC ID N°: 49 QGPLGQQGQV
SEC ID N°: 50 QGPPLQWFQV
SEC ID N°: 51 QGPPLQWTQV
SEC ID N°: 52 QGPPLMALSV
SEC ID N°: 53 QGPPLMWSQV
SEC ID N°: 54 QGPPGQWGQV
SEC ID N°: 55 QGPPGSWSQV
SEC ID N°: 56 QGPPLMSSQS
SEC ID N°: 57 QGPPLMGLSV
SEC ID N°: 58 QGPPLMTLQV
SEC ID N°: 59 QGPPGQWYQS
SEC ID N°: 60 QGPPLQWMQA
SEC ID N°: 61 QGPPLQWMQV
SEC ID N°: 62 QGPPLMSTQV
SEC ID N°: 63 QGPPLMSLSV
SEC ID N°: 64 QGPPLMSLQS
SEC ID N°: 65 QGPPLMSLQA
SEC ID N°: 66 QGPPLMSVQS
SEC ID Ne: 67 QGPPLMSAQS
SEC ID N°: 68 QGPPLMSGQS
SEC ID N°: 69 QGPPLMSGQV

La presente invencién proporciona los agentes peptidicos como se han desvelado anteriormente y, ademas,
acidos nucleicos que codifican dichos agentes peptidicos. Dichos acidos nucleicos se pueden denominar "acidos
nucleicos de acuerdo con la presente invencion". A continuacion, el término "agente" incluye tanto agentes
peptidicos de la presente invencion como acidos nucleicos que codifican dichos agentes peptidicos. El experto en la
materia conoce cémo disefiar o identificar acidos nucleicos que codifican dichos agentes peptidicos de acuerdo con
el cédigo genético.

Por tanto, la presente invencion desvela acidos nucleicos que comprenden uno 0 mas segmentos que
codifican uno o mas agentes peptidicos de acuerdo con la presente invencion. Dicho acido nucleico puede ser ARN
o ADN. Dicho acido nucleico puede ser ademas un vector, es decir, los acidos nucleicos que codifican los péptidos
de la presente invenciéon se pueden incorporar dentro de un vector. Los acidos nucleicos que codifican los péptidos
de la presente invencién pueden incorporarse ademas en un virus. Por tanto, la invencién también proporciona un
virus que contiene, dentro de su genoma, que comprende uno o mas segmentos que codifican uno o mas agentes
peptidicos de acuerdo con la presente invencion.
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Preferentemente, los agentes peptidicos de la presente invencién son inhibidores altamente potentes de la
entrada del VIH en células, es decir, tienen una alta potencia anti-VIH. De acuerdo con la presente invencion, las
expresiones "alta potencia de VIH", "alta potencia" o "altamente potente" se usan con respecto a agentes o agentes
peptidicos que tienen un valor de CI50, medido por ensayos de fusion celular y replicacion de VIH descritos en
Materiales y Procedimientos de 1000 pM (1 nM) o menor, preferentemente menos de 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90; 80, 70, 60, 50, 40, 30 o0 20 pM.

En la bibliografia, la potencia de los agentes se expresa en ocasiones en términos de valores de "CI50"
obtenidos de un ensayo de unién competitiva, es decir, tipicamente con respecto a una competicion con una
molécula trazadora marcada para unirse al receptor de interés. En este caso, la CI50 se define como la
concentracion del agente a la cual el 50% del trazador se desplaza del receptor por dicho agente y en ocasiones
también se denomina una "afinidad aparente". Sin embargo, para los agentes de la presente invencién se ha
observado que tales valores de CI50 de afinidad aparente obtenidos, por ejemplo, con respecto a RANTES nativo o
MIP-1 beta no siempre son proporcionales a la potencia anti-VIH de la molécula. Por tanto, es preferible usar valores
de CI50 obtenidos de los ensayos descritos en Material y Procedimientos.

En realizaciones preferidas, los agentes peptidicos son péptidos o polipéptidos que estan relacionados con
el péptido RANTES. Los agentes peptidicos pueden comprender la secuencia SEC ID N° 1 o una variante,
homologo (ortélogo, variante alélica, derivado, mutante funcional) o fragmento de la misma. Preferentemente, dicha
secuencia o la variante, homodlogo o fragmento o de la misma constituye o esta localizada dentro de una parte
diferente del agente peptidico que la secuencia distintiva. Sin embargo, la secuencia distintiva también puede estar
contenida dentro de la SEC ID N°: 1 variante u homéloga.

Dichas variantes, homoélogos o fragmentos pueden contener sustituciones, inserciones, deleciones,
adiciones o truncamientos de secuencia.

De acuerdo con la presente invencion se dice que una secuencia lleva similitud con o es un homélogo de la
SEC ID N°: 1 si dicha secuencia tiene una identidad de mas del 70% con la SEC ID N°: 1. Preferentemente, dicha
secuencia tiene una identidad de secuencia de mas del 70% con la SEC ID N° 1, mas preferentemente mas del
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% 0 99,9% de identidad de secuencia con la SEC ID N°: 1.

También se dice que una secuencia lleva similitud con o es un homologo de la SEC ID N°: 1 si contiene una
0 mas sustituciones conservativas con respecto a la SEC ID N°: 1. Las sustituciones conservativas son sustituciones
en la secuencia de un agente peptidico o polipeptidico que no conducen a una pérdida significativa de funcion de
dicho agente o que conducen a una pérdida solamente pequefia de funcion. Tal pérdida de funcién debido a una o
mas sustituciones conservativas se puede considerar que no es significativa si dicha pérdida asciende a menos del
20% (preferentemente menos del 15%, 10%, 6% o 4%) con respecto a la funcion del agente que tiene la secuencia
no sustituida. Las sustituciones conservativas con frecuencia son sustituciones en las que una cadena lateral de
aminoacido se sustituye por una cadena lateral de aminoacido que esta relacionada o es similar en propiedades
fisicoquimicas con el resto sustituido. Tales sustituciones conservativas pueden realizarse, por ejemplo, de acuerdo
con la siguiente Tabla. Los aminoacidos en el mismo bloque en la columna central y preferentemente en la misma
linea en la columna derecha pueden sustituirse entre si:

Tabla 2
alifatico No-polar GAP
ILV
polar no cargado CSTM
NQ
polar cargado DE
KRH
aromatico HFWY

De acuerdo con la presente invencion, se dice que una secuencia lleva similitud con o es un homadlogo de la
SEC ID N° 1 si mas del 30% de los restos en dicha secuencia son idénticos o estan sustituidos conservativamente
con respecto a la SEC ID N°: 1. Preferentemente, mas del 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 236145573

85%, 90%, 95%, 98% o 99% de dicha secuencia es idéntico o esta sustituido conservativamente con respecto a la
SEC ID N°: 1.

La invencién proporciona adicionalmente polipéptidos que comprenden fragmentos de la SEC ID N° 1 o
dichos homélogos de la misma. Los fragmentos deben comprender al menos n aminoacidos consecutivos de la SEC
ID N°: 1 o dichos homélogos de la misma y, dependiendo de la secuencia particular, n es 5 o0 mas (preferentemente
mas de 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 55, 56, 57).

Los agentes peptidicos de la invencion tienen preferentemente una baja actividad de sefalizacion, es decir,
su administracion y/o unién a CCR5 causa solamente un bajo grado de sefializacion proinflamatoria en células
diana. Los agentes peptidicos con una "baja actividad de sefalizacién" de acuerdo con la presente invencion
conducen a una respuesta de sefializacion del 30% o menos de la respuesta maxima (Enax) provocada por PSCI]
RANTES, cuando se ensaya a una concentracién de 300 nM en el ensayo de sefializacion de Flujo de Calcio (véase
Materiales y Procedimientos). Preferentemente, los agentes peptidicos de la invencidon tiene actividades de
sefalizacion, medidas en dicho ensayo, de menos del 30%, mas preferentemente menos del 26%, 22%, 20%, 18%,
16%, 14%, 12%, 10%, 8%, 6%, 4%, 2% 0 1%.

Los agentes peptidicos de la invencion preferentemente son selectivos para CCR5 con respecto a los
receptores CCR1 y CCR3. De acuerdo con la presente invencion, un agente que se une a CCR1 y/o CCR3 al igual
que CCRS5 todavia se considera que tiene selectividad para CCR5 con respecto a CCR1 y CCR3 si no activa
sustancialmente CCR1 o CCR3. Mas preferentemente, los agentes de la presente invencién no se unen
sustancialmente a ni activan sustancialmente CCR1 y CCR3. En el contexto de la presente invencién se considera
que un agente no se une sustancialmente a CCR1 y/o CCR3 si el valor de CI50 del agente con respecto a la unién
de CCR1 y/o CCR3 es mayor de 50 nM, mas preferentemente mayor de 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140,
150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 6 1000 nM, medido usando el Ensayo de Unién de Distincién de CCR1
y/o el Ensayo de Union de Distincion de CCR3 (véase Materiales y Procedimientos). La selectividad de la activacion
de CCRS5 con respecto a la activacién de CCR1 y/o CCR3 se puede evaluar mediante el Ensayo de Flujo de Calcio
como se describe en Materiales y Procedimientos. En el contexto de la presente invencion se considera que un
agente no activa sustancialmente CCR1 y/o CCR3 si su actividad de sefializacion es menos del 30%, mas
preferentemente menos del 26%, 22%, 20%, 18%, 16%, 14%, 12%, 10%, 8%, 6%, 4%, 2% o0 1% de la Emax
provocada en ese receptor por RANTES nativo/CCL5, medido por el Ensayo de Flujo de Calcio.

Los agentes peptidicos de la invencion tienen preferentemente una alta actividad de secuestro de
receptor, es decir, la administraciéon y/o unién a CCR5 causa un alto grado de secuestro de receptor. Dicho
secuestro es preferentemente internalizacién de receptor, regulacién negativa o modulaciéon negativa. Los agentes
peptidicos con una "alta actividad de secuestro de receptor" de acuerdo con la presente invencion conducen al
secuestro de al menos el 50% del nivel de control de moléculas CCR5 de superficie cuando se ensaya en el ensayo
de Modulacidon Negativa de superficie de CCR5 / secuestro de receptor (véase en Materiales y Procedimientos).
Preferentemente, los agentes peptidicos de la invencion tienen actividades de secuestro de receptor de mas del
50% del nivel de control de CCRS5 de superficie, por ejemplo, al menos el 55%, 60%, 65%, 70%, 80%, 85%, 90% o
95% del nivel de control del CCR5 de superficie.

Preferentemente, los agentes de la invencién combinan una alta potencia anti-VIH con una baja actividad
de sefalizacién o combinan una alta potencia anti-VIH con una alta actividad de secuestro de receptor. Mas
preferentemente, los agentes de la invencion combinan una alta potencia anti-VIH tanto con una baja actividad de
sefializacion como alta de secuestro de receptor. Ademas, los agentes de la invencién combinan preferentemente al
menos una propiedad seleccionada entre el grupo que consiste en una alta potencia anti-VIH, alta actividad de
secuestro de receptor y baja actividad de sefializacion con selectividad por CCR5. De acuerdo con ciertas
realizaciones preferidas de la invencidn, los agentes de la invencién se caracterizan por una combinacién de niveles
intermedios de potencia anti-VIH (niveles de CI50, medidos por el Ensayo de Fusion Celular de, por ejemplo, entre
0,15y 1 nM, entre 0,15 y 0,7 nM, entre 0,3 y 1 nM o entre 0,5 y 1 nM) con niveles intermedios de actividad de
sefalizacion (por ejemplo, entre el 30% y el 50% o entre el 30% y el 45% medidos mediante el Ensayo de Flujo de
Calcio) y niveles intermedios de actividad de secuestro de receptor (por ejemplo, entre el 20% y el 60%, entre el
30% vy el 50%, entre el 20% y el 50% o entre el 30 y el 60%, medidos por el Ensayo de Modulacién Negativa de
Superficie de CCR5. Los ensayos se describen mas adelante en Materiales y Procedimientos.

Los términos proteina, "péptido" o "polipéptido" se usan de forma intercambiable y se refieren a polimeros
de aminoacidos de cualquier longitud. El polimero puede ser lineal o ramificado, puede comprender aminoacidos
modificados y puede estar interrumpido por no aminoacidos. Los términos también incluyen cualquier polimero de
aminoacidos que se ha modificado de forma natural o mediante intervencion; por ejemplo, formacién de enlaces
disulfuro, glucosilacién, lipidacion, acetilacién, fosforilacion o cualquier otra manipulacion o modificacién, tal como
conjugacién con un componente marcador. También se incluyen en la definicion, por ejemplo, los polipéptidos que
contienen uno o0 mas analogos de un aminoacido (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no naturales, etc.) asi como
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otras modificaciones conocidas en la técnica. Los polipéptidos pueden aparecer como cadenas sencillas o cadenas
asociadas. Los polipéptidos de la invencién pueden estar glucosilados de forma natural o de forma no natural (es
decir, el polipéptido tiene un patréon de glucosilacion que difiere del patréon de glucosilacion encontrado en el
polipéptido de origen natural correspondiente).

Preparacién de los agentes peptidicos

Los agentes peptidicos de la invencién se pueden preparar de varias maneras, por ejemplo, usando
técnicas conocidas de biologia molecular (es decir, ingenieria genética y fermentacién — en general, biotecnologia) o
quimica de proteinas (por ejemplo, sintesis de péptidos quimica).

Los péptidos y agentes de acido nucleico se preparan preferentemente usando las técnicas conocidas de
ingenieria genética como se describe, por ejemplo, en [13]. Por tanto, la invencién proporciona un procedimiento
para producir agentes peptidicos o polipéptidos de la invencién, que comprende la etapa de cultivar una célula
huésped en condiciones que inducen la expresion del polipéptido.

Por ejemplo, los agentes peptidicos de la presente invencion se pueden preparar en forma recombinante
mediante expresion en una célula huésped. Tales procedimientos de expresidon se conocen bien por los expertos en
la materia y muchos estan descritos con detalle en [13]. Se puede elegir un vector de expresién adecuado para el
huésped de eleccién. El vector puede contener una molécula de ADN recombinante que codifica un agente peptidico
unido operativamente a una secuencia de control de la expresion que se reconoce por la maquinaria de transcripcion
del huésped. Cuando un agente peptidico de la invencién se produce de este modo mediante expresion
recombinante, el agente se recupera mediante purificacion de un cultivo de células huésped.

Un procedimiento preferido implica la sintesis quimica in vitro [8, 9]. Por tanto, la invencién proporciona un
procedimiento para producir un agente peptidico, en el que el agente peptidico se sintetiza en parte o
completamente usando medios quimicos. Se prefiere particularmente la sintesis peptidica en fase sélida, tal como
los procedimientos basados en quimica de tBoc o Fmoc [10]. También se puede usar parcial o completamente la
sintesis enzimatica [11].

Se puede usar la sintesis bioldgica diferente que mediante expresion en una célula huésped, por ejemplo,
los polipéptidos se pueden producir mediante traduccion de ARN in vitro. Los agentes peptidicos de la invencion, por
ejemplo, también se pueden preparar digiriendo polipéptidos mas largos usando proteasas.

Los procedimientos bioldgicos, incluyendo la ingenieria genética, fermentacion y expresion generalmente
estan restringidos a la produccién de polipéptidos basados en L-aminoacidos pero se puede usar la manipulacion de
la maquinaria de traduccién in vivo o in vitro (por ejemplo, moléculas de aminoacil ARNt) para permitir la introduccion
de D-aminoacidos (o de otros aminoacidos no naturales, tales como yodotiroxina o metilfenilalanina,
azidohomoalanina, etc.) [12]. Cuando se incluyen D-aminoacidos, sin embargo, se prefiere usar la sintesis quimica.
Los polipéptidos de la invencion pueden tener modificaciones covalentes en el extremo C y/o extremo N.

Células huésped

La presente invencién también proporciona una célula huésped que comprende un acido nucleico de
acuerdo con la presente invencion.

De acuerdo con un aspecto de la invencién, la célula huésped es adecuada para la produccion
biotecnolégica de los agentes de la presente invencion. Los huéspedes adecuados para la produccion
biotecnoldgica de los agentes de la presente invencién incluyen especies procariotas usadas de forma comun, tales
como E. coli, o levaduras eucariotas que se pueden preparar para expresar altos niveles de proteinas recombinantes
y que pueden cultivarse de forma sencilla en grandes cantidades. Las lineas celulares cultivadas in vitro también son
adecuadas, particularmente cuando se usan sistemas de expresion dirigidos por virus tales como el sistema de
expresion en Baculovirus que implica el uso de células de insecto como huéspedes. Los agentes peptidicos también
se pueden expresar in vivo, por ejemplo, en larvas de insecto o en tejidos de mamifero. Preferentemente, el agente
peptidico se expresa en E. coli; por ejemplo, es adecuada la cepa BLR(DE3) aunque los sistemas equivalentes son
igualmente apropiados, de lo que sera consciente el lector experto.

De acuerdo con un aspecto adicional de la invencién se proporciona una célula huésped que es capaz de
sobrevivir y propagarse en el intestino humano o animal o vagina, y preferentemente de expresar en el mismo el
agente peptidico codificado por dicho acido nucleico. Preferentemente, la célula huésped de acuerdo con este
aspecto de la invencion también secreta dicho agente peptidico en el periplasma o medio. Mas adelante en el
presente documento, el término "agente" comprende ademas células huésped como se describe en el presente
documento.
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Preferentemente, la célula huésped es un microorganismo altamente colonizante y no patdgeno. Los
microorganismos altamente colonizantes de acuerdo con la presente invencion son cepas que son capaces de
competir con microbios autdctonos por la colonizacion prolongada de superficies de mucosa interna. La célula
huésped es preferentemente un microorganismo que pertenece a la flora del intestino o la vagina humana, mas
preferentemente un microorganismo que se encuentra de forma comun en la flora del intestino o vagina humana.
Mas preferentemente, la célula huésped es un microorganismo probidtico y/o comensal, es decir, un género, especie
0 cepa que es beneficioso al menos para el huésped humano. Preferentemente, la célula huésped de acuerdo con la
presente invencion es parte de la flora intestinal o vaginal humana o animal normal o sana. De acuerdo con una
realizacion, la célula huésped pertenece a un género seleccionado entre el grupo que consiste en Bacteroides,
Clostridium, Fusobacterium, Eubacterium, Ruminococcus, Peptococcus, Peptostreptococcus, Bifidobacterium,
Streptococcus, Escherichia y Lactobacillus. La célula huésped es preferentemente una especie seleccionada entre el
grupo que consiste en Escherichia coli, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus crispatus, Lactobacillus gasseri,
Lactobacillus iners, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus GG, Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis, Bifidobacterium longum y
Streptococcus gordonii. Preferentemente, el microorganismo altamente colonizante de acuerdo con la presente
invencion es Escherichia coli Nissle 1917. Sin embargo, cualquier otra cepa altamente colonizante de Escherichia
coli o cualquier otra especie que se ha mencionado anteriormente también es una cepa preferida de acuerdo con la
presente invencion. En otra realizacion, la célula huésped es una levadura. Preferentemente, la levadura es una
levadura comensal tal como Pichia guelliermondii o Saccharomyces boulardii. En otra realizacion, la célula huésped
es una célula humana.

El experto esta al tanto de los procedimientos de transformaciéon de microorganismos con acidos
nucleicos extrafios y del uso posteriormente de los microorganismos transformados para expresar un polipéptido
codificado por dichos acidos nucleicos en forma intracelular, periplasmica o secretada [véase referencias 13, 15, 16,
17].

Composiciones farmacéuticas

La presente invencion proporciona composiciones que comprenden un agente de acuerdo con la presente
invencién y un medio de soporte farmacéuticamente aceptable. Los agentes de la presente invenciéon o una sal
farmacéuticamente aceptable de los agentes peptidicos o acidos nucleicos correspondientes, por tanto, se
proporcionan para su uso como un medicamento. Las composiciones de acuerdo con la presente invenciéon pueden
comprender cualquier agente de la presente invencién, es decir, mas adelante en el presente documento, un agente
peptidico, una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, un acido nucleico, una sal farmacéuticamente aceptable
del mismo o una célula huésped de acuerdo con la presente invencién. La preparaciéon de composiciones
farmacéuticas se conoce bien por el experto en la materia.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden comprender en particular mas de un
agente (multiple) de la presente invencion, por ejemplo, dos o mas agentes. La invencién también proporciona una
preparacioén o sistema farmacéutico que comprende (a) un primer agente, que es un agente de la invencion; y (b) un
segundo agente farmacéutico. De acuerdo con ciertas realizaciones, el segundo agente farmacéutico puede incluir
inhibidores de la transcriptasa inversa (RTI), inhibidores de proteasa (PI), inhibidores de la integrasa e inhibidores
del ensamblaje virico. De acuerdo con realizaciones adicionales, el segundo agente farmacéutico puede incluir otros
inhibidores de entrada que los de la presente invencion, por ejemplo, sustancias polianiénicas (por ejemplo, sulfato
de celulosa), agentes de union a glicano o lectinas, agentes de union a receptor de glucano (por ejemplo, manano
soluble), anticuerpos, inhibidores de entrada de molécula pequeia, inhibidores de entrada de péptidos o agentes de
union a CXCR4 (de bloqueo de CXCR4). De acuerdo con otras realizaciones adicionales, el segundo agente
farmacéutico puede incluir un detergente o un agente que modifica el pH, por ejemplo, un acido o un agente de
tamponamiento del pH. De acuerdo con otras realizaciones mas, el segundo agente farmacéutico puede incluir un
ARN inhibidor (ARNip), en el que el ARNip puede estar quimicamente modificado.

De acuerdo con otros aspectos de la invencién, dicho segundo agente también puede ser un farmaco
antiinflamatorio o un inmunosupresor. Dichos agentes multiples de la invencion o dicho primer y segundo agente se
formulan en mezcla o como composiciones separadas, por ejemplo, para la administracién simultdnea aunque
separada o para la secuencial (véase mas adelante).

Las sales farmacéuticamente aceptables de los agentes de la invencion pueden por supuesto prepararse
mediante procedimientos convencionales, tal como haciendo reaccionar la base y/o acido libre del agente con al
menos una cantidad estequiométrica del acido o base formadora de sal deseada.

Las sales farmacéuticamente aceptables de agentes de la invencion incluyen sales con cationes
inorganicos tales como sodio, potasio, calcio, magnesio, cinc y amonio y sales con bases organicas. Las bases
organicas adecuadas incluyen N-metil-D-glucamina, arginina, benzatina, diolamina, olamina, procaina y
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trometamina. Las sales farmacéuticamente aceptables de los agentes de la invencidon también incluyen sales
obtenidas de acidos organicos o inorganicos. Los aniones adecuados incluyen acetato, adipato, besilato, bromuro,
camsilato, cloruro, citrato, edisilato, estolato, fumarato, gluceptato, gluconato, glucuronato, hiporato, hiclato,
bromhidrato, clorhidrato, ioduro, isetionato, lactato, lactobionato, maleato, mesilato, metilbromuro, metilsulfato,
napsilato, nitrato, oleato, pamoato, fosfato, poligalacturonato, estearato, succinato, sulfato, sulfosalicilato, tanato,
tartrato, tereftalato, tosilato y trietiodida.

Las formas de dosificacion farmacéuticas de un agente de la invencién se pueden proporcionar en un
sistema de liberacion instantanea, liberacion controlada, liberacion sostenida o de suministro de farmaco dirigido.

Las formas de dosificacion usadas comunmente incluyen, por ejemplo, soluciones y suspensiones,
(micro-)emulsiones, pomadas, geles, cremas, pastas, espumas, supositorios, évulos, implantes, parches, liposomas,
comprimidos, grageas, pastillas para chupar, capsulas de cubierta blanda o dura, polvos amorfos o cristalinos,
polvos o comprimidos efervescentes, aerosoles y formulaciones liofilizadas. Dependiendo de la via de administracion
usada se pueden requerir dispositivos especiales para la aplicacién o administracién del farmaco, tales como, por
ejemplo, jeringas y agujas, inhaladores, bombas, lapices de inyeccién, aplicadores, matraces especiales u otros
dispositivos para la administracién que también se pueden implantar dentro del cuerpo. En particular, los agentes de
la presente invencién, por ejemplo, también pueden estar comprendidos dentro, o estar asociados con, un
dispositivo o agente anticonceptivo, por ejemplo, un dispositivo, espiral o diafragma intrauterino o intracervical, o
distribuirse sobre un condoén, por ejemplo, contenido en forma de un liquido, solucion, gel o polvo de revestimiento.
Sin embargo, de acuerdo con la presente invencién, los agentes de la presente invencidon no tienen que estar
necesariamente asociados con un dispositivo o agente anticonceptivo. Preferentemente, el agente de la invencion
estd comprendido dentro y se administra mediante un sistema de suministro de liberacién prolongada.
Preferentemente, dicho sistema de suministro de liberacién prolongada comprende un anillo vaginal u otro implante
que es adecuado para la insercion y/o implante en la vagina o cuello del Utero y proporciona la liberacion lenta
(controlada y/o sostenida) del agente de la presente invencién.

Las formas de dosificacion farmacéuticas estan compuestas con frecuencia del farmaco, un excipiente o
excipientes y un sistema de recipiente/cierre. Se pueden afadir uno o multiples excipientes, también denominados
principios activos, a un agente de la invencion para mejorar o facilitar la fabricacion, estabilidad, administraciéon y
seguridad del farmaco y pueden proporcionar un medio para conseguir un perfil de liberacion de farmaco deseado.
Por lo tanto, el tipo del excipiente o excipientes a afadir al farmaco puede depender de diversos factores, tales
como, por ejemplo, las propiedades fisicas y quimicas del farmaco, la via de administracion y el procedimiento de
fabricacién. En la técnica estan disponibles excipientes farmacéuticamente aceptable e incluyen los enumerados en
diversas farmacopeas (véase, por ejemplo, [18, 19]).

Las formas de dosificacion farmacéuticas de un agente de la presente invencion se pueden fabricar
mediante cualquiera de los procedimientos bien conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, mediante
procedimientos convencionales de mezcla, tamizado, disolucién, fundido, granulado, preparacion de grageas,
formacion de comprimidos, suspension, extrusion, secado por pulverizacion, levigacion, emulsién, (nano/microl]
Jencapsulacién, captura o liofilizacion. Como se ha sefialado anteriormente, las composiciones de la presente
invencién pueden incluir uno o mas principios inactivos farmacéuticamente aceptables que facilitan el procesamiento
de moléculas activas en preparaciones para su uso farmacéutico.

La formulaciéon apropiada depende de la via de administracion deseada. Por ejemplo, para inyeccion
intravenosa la composicion se puede formular en solucidbn acuosa, si es necesario usando tampones
fisiolégicamente compatibles que incluyen, por ejemplo, fosfato, histidina o citrato para el ajuste del pH de la
formulacion y un agente de tonicidad, tal como, por ejemplo, cloruro sédico o dextrosa. Para la administracion a
través de la mucosa o nasal se pueden preferir formulaciones semisodlidas, liquidas o parches, que contienen
posiblemente mejoradores de la penetracién. Tales penetrantes se conocen generalmente en la técnica. Para la
administracion oral, los agentes se pueden formular en formas de dosificacion liquidas o soélidas y como
formulaciones de liberacién instantdnea o controlada/sostenida. Las formas de dosificacién adecuadas para la
ingestion oral por un sujeto incluyen comprimidos, pildoras, grageas, capsulas de cubierta dura y blanda, liquidos,
geles, jarabes, pastas, suspensiones y emulsiones. Los agentes también se pueden formular en composiciones
rectales, tales como supositorios 0 enemas de retencidon, por ejemplo, que contienen bases de supositorio
convencionales tales como manteca de cacao u otros glicéridos. Para los supositorios vaginales se pueden usar
muchas bases diferentes de supositorio conocidas por el experto en la materia, por ejemplo, gelatina glicerinada,
gelatina despolarizada, manteca de cacao, polietilenglicol, polisorbato u otros.

Para la administracion oral, los agentes de la invencién se proporcionaran generalmente en formas de
dosificacion sélidas, por ejemplo, en forma de comprimidos o capsulas o como una solucién o suspensién acuosa.

Las formas de dosificacion oral sélidas se pueden obtener usando excipientes que pueden incluir
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diluyentes inertes, cargas, disgregantes, aglutinantes (secos y humedos), retardantes de la disolucion, lubricantes,
emolientes, antiadherentes, resinas de intercambio catidnico, agentes humectantes, antioxidantes, conservantes,
agentes colorantes, edulcorantes y saporiferos. Estos excipientes pueden ser de fuente sintética o natural. Los
ejemplos de tales excipientes incluyen derivados de celulosa, acido citrico, fosfato dicalcico, gelatina, carbonato de
magnesio, magnesio/lauril sulfato sédico, manitol, polietilenglicol, polivinilpirrolidona, silicatos, dioxido de silicio,
benzoato sddico, sorbitol, almidones, acido estearico o una sal del mismo, azucares (es decir, dextrosa, sacarosa,
lactosa, etc.), talco, tragacanto, mucilago, aceites vegetales (hidrogenados) y ceras. El etanol y el agua pueden
servir como ayudas para la granulacion. En ciertos casos el revestimiento de comprimidos con, por ejemplo, una
pelicula enmascaradora del sabor, una pelicula resistente al acido estomacal o una pelicula retardante de la
liberacion es deseable. Los polimeros naturales y sintéticos, en combinacién con colorantes, azucares y disolventes
organicos o agua se usan con frecuencia para revestir comprimidos, dando como resultado grageas. Cuando se
prefiere una capsula con respecto a un comprimido, el polvo de farmaco, suspensién o solucién del mismo se puede
suministrar en una capsula de cubierta dura o blanda compatible.

Los diluyentes inertes adecuados incluyen carbonato sédico y calcico, fosfato sédico y calcico y lactosa.
El almidén de maiz y el acido alginico son agentes disgregantes adecuados. Los agentes aglutinantes pueden incluir
almidoén y gelatina. El agente lubricante, si esta presente, generalmente sera estearato de magnesio, acido estearico
o talco. Si se desea, los comprimidos se pueden revestir con un material tal como monoestearato de glicerilo o
diestearato de glicerilo para retrasar la absorcién en el tracto gastrointestinal.

Las capsulas para su uso oral incluyen capsulas de gelatina dura en las que el principio activo esta
mezclado con un diluyente sélido y capsulas de gelatina blanda en las que el principio activo esta mezclado con
agua o un aceite tal como aceite de cacahuete, parafina liquida o aceite de oliva.

En una realizacién, los agentes de la presente invencion se pueden administrar por via topica, a través de
la piel o membrana mucosa, tal como a través de un parche transdérmico, una formulacion semisdlida o una liquida,
por ejemplo, un gel, una (micro-)emulsién, una pomada, una solucién, una (nano/micro)-suspension o una espuma.
La penetracion del farmaco en la piel o en la membrana mucosa y en los tejidos subyacentes se puede regular, por
ejemplo, usando mejoradores de la penetracion; la eleccion apropiada y combinacion de excipientes lipdfilos,
hidréfilos y anfifilos incluyendo agua, disolventes organicos, ceras, aceites, polimeros sintéticos y naturales,
tensioactivos, emulsionantes; mediante ajuste del pH; y uso de agentes de formacion de complejos. Se pueden usar
otras técnicas, tales como iontoforesis, para regular la penetracion en la piel de un agente de la invencion. La
administracion transdérmica o tépica se preferiria, por ejemplo, en situaciones en las que se desea el suministro
local con una minima exposicion sistémica.

Para la administracion mediante inhalacién o la administracion a la nariz, los agentes para su uso de
acuerdo con la presente invencion se suministran convenientemente en forma de una solucion, suspension,
emulsidn o aerosol semisolido de envases presurizados o un nebulizador, habitualmente con el uso de un propulsor,
por ejemplo, carbonos halogenados obtenidos de metano y etano, didxido de carbono y cualquier otro gas
adecuado. Para los aerosoles tdpicos son utiles hidrocarburos tales como butano, isobuteno y pentano. En el caso
de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacion apropiada se puede determinar proporcionando una valvula
para suministrar una cantidad graduada. Se pueden formular capsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina para su
uso en un inhalador o insuflador. Estos contienen tipicamente una mezcla de polvo del agente y una base de polvo
adecuada tal como lactosa o almidén.

Las composiciones formuladas para administracién parenteral mediante inyeccion son habitualmente
estériles y se pueden presentar en formas de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas, jeringas, lapices de
inyeccion o en recipientes multi-dosis, conteniendo los ultimos habitualmente un conservante. Las composiciones
pueden adoptar formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos y
pueden contener agentes de formulacion, tales como tampones, agentes de tonicidad, agentes mejoradotes de la
viscosidad, tensioactivos, agentes de suspension y dispersantes, antioxidantes, polimeros biocompatibles, agentes
quelantes y conservantes. Dependiendo del sitio de inyeccién, el vehiculo puede contener agua, un aceite sintético o
vegetal y/o co-disolventes organicos. En otros casos, tales como con un producto liofilizado o un concentrado, la
formulacion parenteral se reconstituird o diluird antes de la administracion. Las formulaciones de liberacion
prolongada, que proporcionan liberaciéon controlada o sostenida de un agente de la invencién, pueden incluir
suspensiones inyectables de nano/micro particulas o nano/micro cristales o no micronizados. Los polimeros tales
como poli(acido lactico), poli(acido glicélico) o copolimeros de los mismos pueden servir como matrices de liberacion
controlada/sostenida, ademas de otros bien conocidos en la técnica. Otros sistemas de suministro de liberacion
prolongada se pueden presentar en forma de implantes y bombas que requieren incisién.

Los medios de soporte adecuados para la inyeccién intravenosa para las moléculas de la invencion se
conocen bien la técnica e incluyen soluciones basadas en agua que contienen una base, tal como, por ejemplo,
hidroxido sédico, para formar un agente ionizado, sacarosa o cloruro sédico como un agente de tonicidad, por

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 236145573

ejemplo. La solucion basada en agua puede comprender un tampén que contiene fosfato o histidina. Se pueden
afadir co-disolventes, tales como, por ejemplo, polietilenglicoles. Estos sistemas basados en agua son eficaces
disolviendo agentes de la invencién y producen una baja toxicidad después de la administracion sistémica. Las
proporciones de los componentes de un sistema de soluciéon se pueden variar considerablemente, sin destruir las
caracteristicas de solubilidad y toxicidad. Ademas, se puede variar la identidad de los componentes. Por ejemplo, se
pueden usar tensioactivos de baja toxicidad, tales como polisorbatos o poloxameros, al igual que polietilenglicol u
otros co-disolventes, polimeros biocompatibles tales como polivinilpirrolidona se pueden afiadir y otros azucares y
polioles pueden sustituir dextrosa.

Otros aspectos de la invencion

La presente invencion proporciona ademas un kit, por ejemplo, un kit de diagndstico, que comprende uno o
mas agentes peptidicos, acido nucleicos o células huésped de acuerdo con la invencion.

Usos de las moléculas de la invencion
Usos basados en la funcién bioldgica; tratamiento y prevencion de enfermedades

La presente invencién proporciona el uso de los agentes peptidicos de la presente invencién para bloquear
y/o causar el secuestro de CCRS5. El secuestro puede ser en forma de internalizacion de CCR5 en células diana y/o
la regulacion negativa (modulacién negativa) de CCR5 en células diana. La invencidn también proporciona el uso de
acidos nucleicos que codifican dichos agentes peptidicos o de una célula huésped de acuerdo con la presente
invencion (véase anteriormente) que comprende un acido nucleico de la presente invencidon para la expresion y
opcionalmente la secrecién de dichos agentes peptidicos.

Como se ha mencionado anteriormente, con respecto a la presente invencion, el término "agente" incluye
agentes peptidicos, acidos nucleicos que codifican dichos agentes peptidicos células huésped de acuerdo con la
invencion. La invencion proporciona el uso de dichos agentes para el tratamiento y/o profilaxis (prevencion) de
enfermedades que se pueden tratar bloqueando y/o causando el secuestro de CCR5. Los agentes de la presente
invencién se proporcionan por tanto para su uso como medicamentos.

Uno o mas de los agentes de la presente invencién se pueden administrar a un sujeto. Cuando se
administra mas de un agente, dichos agentes se pueden administrar de forma conjunta (como una mezcla o por
separado aunque sustancialmente de forma simultanea) o secuencialmente. Dichos uno o mas agentes de la
presente invencion se pueden administrar en combinacién con uno o mas agentes farmacéuticamente activos
adicionales que no estdn comprendidos en los agentes de la presente invencién. El agente o los agentes de la
presente invenciéon entonces también se pueden administrar de forma conjunta (como una mezcla o por separado
aunque de forma sustancialmente simultanea) con dicho uno o mas agentes farmacéuticamente activos adicionales
0 secuencialmente.

De acuerdo con un aspecto preferido, la presente invencion proporciona el uso de dichos agentes
peptidicos, o de acidos nucleicos que codifican los agentes peptidicos, para el tratamiento y/o prevencion de
infecciones por VIH y/o la aparicion del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y/o trastornos y
enfermedades asociados con los mismos en un sujeto.

La presente invencién proporciona por tanto un procedimiento de tratamiento o prevencién de la infeccién
por VIH (la transmision del VIH) en un sujeto que comprende la administracion de una composiciéon que comprende
un agente de la presente invencion. Ademas, se proporciona un procedimiento de tratamiento o prevencion de la
aparicion del sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en un sujeto que comprende la administracion de un
agente de la presente invencion.

Por ejemplo, la transmisiéon del VIH, es decir, la infeccion de células diana por VIH, se puede prevenir
mediante la aplicacién de una composicién de acuerdo con la invencién (por ejemplo, un supositorio, crema, gel,
espuma, pasta, solucion, liquido o polvo que contiene un agente de acuerdo con la presente invencion). En esta
realizacién, dicha composicién se aplica preferentemente a los genitales humanos (vagina, recto, intestino) antes o
durante o después del contacto sexual para prevenir la transmision del VIH durante el contacto sexual. Mas
preferentemente, dicha composicién se aplica antes del contacto sexual.

La presente invencion también proporciona el uso de agentes de la presente invencion como agentes antil]
inflamatorios. Por tanto, los agentes son utiles para el tratamiento y/o prevencion de enfermedades inflamatorias y
enfermedades autoinmunes. De acuerdo con un aspecto adicional de la invencion, los agentes de la presente
invencion son utiles para el tratamiento y/o la prevencion de enfermedades malignas y también para el tratamiento
yl/o prevencion de infecciones bacterianas y viricas. En el presente documento, el virus puede ser VIH o un virus
diferente al VIH.
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De acuerdo con aspectos adicionales de la invencion también se proporciona un procedimiento de
tratamiento o prevencién de inflamacion, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes o infecciones
bacterianas y viricas que comprende la administracion de una composicion que comprende un agente de la presente
invencion. En particular, por ejemplo, se proporciona un procedimiento de tratamiento o prevencién de enfermedad
inflamatoria intestinal, artritis reumatoide, ateroma o arteriosclerosis, asma, rinitis alérgica o dermatitis atdpica, el
rechazo de organos, tejidos o células trasplantados, esclerosis multiple y/u otras enfermedades desmielinizantes,
neuropatia periférica asi como canceres, incluyendo canceres metastatizantes.

En una realizacién preferida de la invencioén, para cualquiera de las anteriores enfermedades y afecciones,
se proporciona un procedimiento de tratamiento o profilaxis en el que se administra una célula huésped como se ha
desvelado anteriormente a un sujeto, expresando y secretando dicha célula huésped un agente peptidico de
acuerdo con la presente invencion.

La invencién también proporciona el uso de acidos nucleicos de la presente invencidn para terapia génica,
en el que dichos acidos nucleicos se incorporan en un virus para la administraciéon a un sujeto.

Modos de administracion

Las composiciones de la presente invencion se pueden suministrar directamente o en composiciones
farmacéuticas que contienen excipientes (véase anteriormente), como se conoce bien en la técnica. Los presentes
procedimientos de tratamiento implican administracion de una cantidad terapéuticamente eficaz de un agente de la
presente invencion a un sujeto.

La expresion "cantidad terapéuticamente eficaz" como se usa en el presente documento se refiere a una
cantidad de un agente de acuerdo con la presente invencion necesaria para tratar, mitigar o prevenir la patologia a la
que se dirige o para mostrar un efecto terapéutico o preventivo detectable. En general, la dosis terapéuticamente
eficaz se puede estimar inicialmente en ensayos de cultivo celular o en modelos animales, por ejemplo, en primates
no humanos, ratones, conejos, perros o cerdos. El modelo animal también se puede usar para determinar el
intervalo de concentracién apropiado y la via de administracion. Tal informacion se puede usar después para
determinar las dosis Utiles y las vias para administraciéon a seres humanos.

La cantidad eficaz precisa para un sujeto humano dependera de la gravedad de la patologia, la salud
general del sujeto, edad, peso y sexo del sujeto, alimentacién, momento y frecuencia de la administracion,
combinacién o combinaciones de farmacos, sensibilidades de reacciéon y tolerancia/respuesta a la terapia. Esta
cantidad se puede determinar mediante experimentacién rutinaria y es parte del criterio del médico. Generalmente,
una cantidad eficaz, es decir, dosis de un agente sera de 0,005 mg/kg a 50 mg/kg, preferentemente de 0,125 mg/kg
a 20 mg/kg.

Los regimenes de tratamiento eficaces para agentes preferidos de la invencion incluyen la administracion
una, dos o tres veces al dia y/o una, dos, tres, cuatro, cinco o seis veces a la semana). Por lo tanto, estos regimenes
se prefieren particularmente para su uso en la presente invencion.

Una via de administracion eficaz y comoda y una formulaciéon apropiada de los agentes de la invencién en
composiciones farmacéuticas (véase anteriormente) también se pueden determinar de forma sencilla mediante
experimentacion rutinaria. En la técnica estan disponibles diversas formulaciones y sistemas de suministro de
farmaco (véase, por ejemplo, [20,21]).

Las vias de administracion adecuadas pueden incluir, por ejemplo, administracion vaginal, rectal, intestinal,
oral, nasal (intranasal), pulmonar u otra administraciéon a través de la mucosa, topica, transdérmica, ocular, otica y
parenteral.

Las vias primarias para la administracion parenteral incluyen administracion intravenosa, intramuscular y
subcutanea. Las vias de administracion secundarias incluyen administracion intraperitoneal, intra-arterial, intrar]
articular, intracardiaca, intracisternal, intradérmica, intralesional, intraocular, intrapleural, intratecal, intrauterina e
intraventricular. La indicacion a tratar, junto con las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del farmaco, dictan el
tipo de formulacién y la via de administracion a usar, asi como si se prefiere el suministro local o sistémico.

Para las composiciones utiles para los presentes procedimientos de tratamiento se puede estimar una dosis
terapéuticamente eficaz usando inicialmente una diversidad de técnicas bien conocidas en la técnica. Las dosis
iniciales usadas en estudios animales se pueden basar en concentraciones eficaces establecidas en ensayos de
cultivo celular. Se pueden determinar intervalos de dosificacion apropiados para sujetos humanos, por ejemplo,
usando los datos obtenidos de estudios animales y ensayos de cultivo celular.

Una dosis o cantidad terapéuticamente eficaz de un agente, agente o farmaco de la presente invencion se
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refiere a una cantidad o dosis del agente, agente o farmaco que da como resultado la mitigacion de sintomas o una
prolongacion de la supervivencia en un sujeto. La toxicidad y la eficacia terapéutica de tales moléculas se pueden
determinar mediante procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales de
experimentacion, por ejemplo, determinando la DL50 (la dosis mortal para el 50% de la poblacion) y la DE50 (la
dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién). La proporcién de dosis de efectos toxicos a terapéuticos
es el indice terapéutico, que se puede expresar como la proporcion de DL50/DE50. Se prefieren los agentes que
muestran altos indices terapéuticos.

La cantidad eficaz o la cantidad terapéuticamente eficaz es la cantidad del agente o composicion
farmacéutica que provocara la respuesta bioldégica o médica de un tejido, sistema, animal o ser humano que se esta
buscando por el investigador, veterinario, doctor médico u otro clinico, por ejemplo, regulacién del metabolismo de
glucosa, disminucion en niveles de glucosa en sangre elevados o incrementados, tratamiento o prevencién de un
trastorno asociado con metabolismo alterado de la glucosa, por ejemplo, diabetes, etc.

Las dosificaciones preferentemente se incluyen en un intervalo de concentraciones circulantes que incluye
la DE50 con baja o sin toxicidad. Las dosificaciones pueden variar dentro de este intervalo dependiendo de la forma
de dosificaciéon empleada y/o la via de administracion utilizada. La formulacion exacta, via de administracion,
dosificacion e intervalo de dosificacion se deben elegir de acuerdo con procedimientos conocido en la técnica, en
vista de los aspectos concretos de la afeccion de un sujeto.

La cantidad e intervalo de dosificacion se pueden ajustar individualmente para proporcionar niveles en
plasma del resto activo que son suficientes para conseguir los efectos deseados, es decir, concentracion eficaz
minima (CEM). La CEM variara para cada agente pero se puede estimar, por ejemplo, de datos in vitro y
experimentos con animales. Las dosificaciones necesarias para conseguir la CEM dependeran de las caracteristicas
individuales y la via de administraciéon. En casos de administracién local o captacion selectiva, la concentracién local
eficaz del farmaco puede no estar relacionada con la concertacion en plasma.

La cantidad de agente o composicion administrada puede depender de una diversidad de factores que
incluyen el sexo, edad y peso del sujeto que se esta tratando, la gravedad de la afeccion, el modo de administracion
y el criterio del médico a cargo del caso.

Las presentes composiciones pueden presentarse, si se desea, en un envase o dispositivo dosificador que
contiene una o mas formas de dosificacién unitaria que contienen el principio activo. Tal envase o dispositivo puede
comprender, por ejemplo, metal o lamina de plastico, tal como envase de blister o tapones de vidrio y goma tales
como en viales. El envase dispositivo dosificador puede estar acompainado de instrucciones para la administracion.
También se pueden preparar composiciones que comprenden un agente de la invencién formulado en un medio de
soporte farmacéuticamente compatible, colocar en un recipiente apropiado y etiquetar para el tratamiento de una
afeccion indicada. La presente invencién proporciona por tanto un agente peptidico, acido nucleico o célula huésped
de acuerdo con la inversion para su uso en el tratamiento o prevencion de infecciones por VIH, el tratamiento y/o
prevencion del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA), en el tratamiento y/o prevenciéon de la
transmisién por VIH y/o en la prevencion de la transmision del VIH durante el contacto sexual.

Por tanto, la presente invencion proporciona un agente peptidico, acido nucleico o célula huésped de
acuerdo con la invencion para su uso en el tratamiento y/o prevencion de inflamacion, enfermedades inflamatorias,
enfermedades autoinmunes, infecciones bacterianas y viricas, enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide,
ateroma o arteriosclerosis, asma, rinitis alérgica o dermatitis atopica, el rechazo de o6rganos, tejidos o células
trasplantados, esclerosis multiples y/u otras enfermedades desmielinizantes, neuropatia periférica, enfermedades
malignas, canceres o canceres metastatizantes.

Por tanto, la presente invencion proporciona el uso de un agente peptidico, acido nucleico o célula huésped
de acuerdo con la invencién para la fabricacion de un medicamento para tratar y/o prevenir infecciones por VIH, para
tratar y/o prevenir el sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA) o la aparicion del mismo y prevenir la
transmisién del VIH, por ejemplo, durante el contacto sexual.

La presente invencion proporciona el uso de un agente peptidico, acido nucleico o célula huésped de
acuerdo con la invencion para la fabricacion de un medicamento para tratar y/o prevenir inflamacion, enfermedades
inflamatorias, enfermedades autoinmunes o infecciones bacterianas y viricas, artritis reumatoide, ateroma o
arteriosclerosis, asma, rinitis alérgica o dermatitis atépica, el rechazo de érganos, tejidos o células trasplantados,
esclerosis multiple y/u otras enfermedades desmielinizantes, neuropatia periférica, enfermedades malignas,
canceres o canceres metastatizantes.

BREVE DESCRIPCION DEL DIBUJO

La Figura 1 muestra detalles de la caracterizacion de un derivado de citocina de polipéptido tipico que
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consiste en la SEC ID N°: 21 fusionada al extremo N de la SEC ID N°: 1. El polipéptido se
preparé mediante sintesis quimica total como se describe en Materiales y Procedimientos. UA:
Unidades de absorcion. El panel A muestra HPLC analitica de material en bruto después de la
escision con HF. El panel B muestra una HPLC analitica de material deseado purificado de la
preparacién en bruto. El panel C muestra el trazo de una HPLC analitica de la mezcla de
reaccion después de la purificacion y replegado/formacion de puentes disulfuro. El panel D
muestra el trazo obtenida mediante HPLC analitica con el material purificado replegado.

MODOS DE REALIZAR LA INVENCION
Materiales y Procedimientos
Preparacion de polipéptidos mediante sintesis quimica

La preparacién de quimiocinas mediante sintesis quimica total se realizd en un sintetizador de péptidos ABI
430 modificado personalizado para realizar quimica de Boc con neutralizacién in situ [22]. La estrategia de sintesis
también mostré una etapa de proteccidon quimica (para terminar cualquier cadena con grupos amino libres al final de
la etapa de acoplamiento) usando acetilglicina en cada ciclo. Después de la escisién por HF, los productos en bruto
se analizaron mediante HPLC analitica y espectrometria de masas MALDI. Después de la purificaciéon a escala
preparativa del producto deseado se realiz6 replegado de proteinas y formacion de puentes disulfuro de acuerdo con
procedimientos publicados [23] y el material replegado se verifico mediante HPLC analitica (tiempo de retencion mas
corto) y espectrometria de masas de electronebulizacion (pérdida de unidades de masa debido a oxidacion del
grupo tiol de la cisteina durante la formacién de puentes disulfuro). Los productos finales se sometieron a
purificacion a escala preparativa y después se liofilizaron. Los detalles de la caracterizacion del material intermedio y
parcialmente purificado para HPLC para una sintesis tipica de una proteina de la invencién que consiste en la SEC
ID N°: 21 fusionada al extremo N de la SEC ID N°: 1 se muestra en la figura 1. Los resultados de la caracterizacion
del material purificado de dicha proteina mediante espectrometria de masas se proporcionan en la siguiente tabla:

Tabla 3: Caracterizacién de material purificado por espectrometria de masas

Proteina que consiste en la SEC ID N°: 21 fusionada al extremo

N de la SEC ID N°: 1 Masa calculada Masa Observada
Material antes de replegado 7976,26 7976,76 £ 0,24
Material después del replegado 7922,26 7972,68 + 0,36

El analisis del producto final mediante HPLC analitica se muestra en la figura 1.
Preparacion de polipéptidos mediante expresién en organismos huésped

Los agentes polipeptidicos se prepararon mediante expresion en organismos huésped usando técnicas
rutinarias que se conocen en la técnica, siguiendo procedimientos descritos, por ejemplo, en las referencias [13] y
[14].

Ensayo de Fusién Celular

Este procedimiento se realiz6 como se describe en [5] usando las lineas celulares HeLa-P5L [2] y Hela-
Env-ADA [26]. Las células HeLa-P5L se sembraron en placas de 96 pocillos (104 células por pocillo). Veinticuatro
horas después se retiré el medio y se sustituyé con medio que contenia 10* células HeLa-Env-ADA por pocillo mas
agentes peptidicos de quimiocinas de la presente invencion. Después de 24 horas adicionales, las células se lavaron
una vez en PBS, se lisaron y se ensayaron para actividad de B-galactosidasa mediante la adicion del sustrato
colorigénico CPRG (clorofenol rojo-B-D-galactopirandsido). Los resultados se expresaron de acuerdo con la
siguiente formula:

100 x (absorbancia media [tratados] - absorbancia media [células sin envuelta]) / (absorbancia media [sin
guimiocina] - absorbancia media [células sin envuelta)).

Las mediciones se realizaron por triplicado para cada experimento indegendiente y los valores de CI50
obtenidos de curvas de dosis-inhibicion se ajustaron usando el software Prism~ (GraphPad). El valor de CI50
representa la concentracion de un agente peptidico a la que se inhibi6 la fusion celular el 50% en comparacion con
un control que no se habia expuesto a ningun agente inhibidor.

17




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 236145573

Ensayo de Replicacién Virica

La replicacion virica se ensayé como se describe en las referencias [24] y [25], con la modificacién de que
se usaron células HeLa como material de partida y se afadieron células indicadoras SX22-1 solamente después de
la expresion del virus.

Ensayo de Flujo de Calcio

Los agentes se ensayaron para estimulacion de la sefalizacion de calcio mediante CCR5, CCR1 o CCR3
usando células (por ejemplo, células de Rifién Embrionario Humano (HEK)) transfectadas para dar una expresion
estable de CCR5, CCR1 o CCR3, respectivamente. El procedimiento se realizé esencialmente como se describe en
la referencia [6], usando placas de 96 pocillos y un fluorimetro FLEXstation (Molecular Devices). Las mediciones de
fluorescencia se realizaron en dichas células cargadas con Fluo-4 (Molecular Probes) de acuerdo con las
recomendaciones del fabricante y se mantuvieron a 37°C. Las mediciones se realizaron por sextuplicado (n = 6) a
una concentracion de agente unico (300 nM; una concentracion que da Enax por PSC-RANTES y RANTES nativo).

Ensayo de Modulacién Negativa de Superficie de CCR5

Se sembraron células CHO-CCRS5 [5] a 80.000 células/ml en placas de 96 pocillos. Al siguiente dia se retird
el medio y se sustituyé con medio que contenia quimiocinas a diferentes concentraciones y las células se incubaron
durante 1 h a 37°C. Al final de este periodo se retird el medio y las células se fijaron con paraformaldehido al 4%.
Después de dos lavados con PBS se afiadieron soluciones de anticuerpo anti-CCR5 conjugado con ficoeritrina (clon
3A9, Pharmingen) o anticuerpo anti-CCR1 conjugado con ficoeritrina (para control negativo) en PBS- BSA al 1% a
las células. Las placas se dejaron sobre hielo durante 1 h, después se lavaron tres veces con PBS-BSA al 1% antes
de que se determinaran los valores de fluorescencia usando un fluorimetro FLEX-station. Los resultados se
expresaron como el % del nivel de control de CCR5 de superficie:

100 x (fluorescencia media [quimiocinas afiadidas, anti-CCR5] — fluorescencia de control negativo media
[anti-CCR1]) / (fluorescencia de control positivo media [sin quimiocinas afiadidas, anti-CCR5] — fluorescencia
media [anti-CCR1]).

Cada determinacion se realizé por sextuplicado (n = 6) y se us6 PSC-RANTES como una quimiocina de
referencia en cada experimento.

Ensayo de Distinciéon de CCR1

La selectividad de CCR5 con respecto a CCR1 se midié en un ensayo de unién de competicion de CCR1
usando un ligando de CCR1 natural radiomarcado como un trazador. MIP-RANTES/CCR5 puede usarse, por
ejemplo, como un trazador para este Ensayo de Distincion de CCR1. El ensayo se realizé como se describe en la
referencia [27].

Ensayo de Distincién de CCR3

La selectividad de CCR5 con respecto a CCR1 se midié en un ensayo de unién de competicion de CCR3
usando un ligando de CCR3 natural radiomarcado como un trazador. Se puede usar, por ejemplo, eotaxina/CCL11 o
RANTES/CCL5 como un trazador para este Ensayo de Distincién de CCR3. El ensayo se realizé como se describe
en la referencia [28].

Ejemplos
Ejemplo 1 Medicién de potencia anti-VIH mediante el Ensayo de Fusién Celular

Se prepararon agentes peptidicos mediante sintesis quimica como se describe en Materiales y
Procedimientos. Estos agentes se evaluaron individualmente usando el Ensayo de Fusién Celular como se describe
en Materiales y Procedimientos y se obtuvieron valores de CI50 mediante la comparacion del resultado del ensayo
en presencia de los agentes con el resultado del ensayo obtenido en ausencia de los agentes. Los valores de CI50
obtenidos se enumeran en la Tabla 4.

En general, se encontraron bajos valores de CI50, es decir, altos valores de potencia anti-VIH para agentes
peptidicos que se ajustaran bien a la secuencia distintiva consenso N-terminal Q G P [P/L] [L/G] [M/D] X X [Q/L]X o
QGP [PolL]LoGoSoM[MoDoSoQoGXX[QoGoLoAoTo S]X, en la que X representa a cualquier
aminoacido y "/" representa "0". Son ejemplos de tales compuestos los derivados de RANTES que consisten en las
secuencias distintivas N-terminales SEC ID N°: 2-69 fusionadas a las posiciones 10-68 de la secuencia de RANTES
nativa (SEC ID N°: 1).
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Tabla 4 Caracterizacion de los agentes peptidicos de lainvencion

Secuencia Potencia anti-VIH Potencia anti-VIH Sefializacion de Secuestro de CCR5
distintiva SEC ID (CI50, nM) (CI50, nM) CCR5 (%)Y (%)@
Ne: mediante el ensayo mediante el
de fusion celular ensayo de
replicacion viral
2 0,02 0,194 1,4 5
3 0,02 <5 3
4 0,02 0,380 4,6 3
5 0,02 0,576 5,3 0
6 0,02 0289 1,4 3
7 0,02 0,179 0,7 10
8 0,03 0,278 25 0
9 0,03 0,187 4,8 2
10 0,03 0,403 2,3 0
11 0,03 1,6 9
12 0,03 0,204 4.1 4
13 0,07 <5 9
14 0,13 1,4 8
15 0,65 24 2
16 0,02 0,091 96,3 70
17 0,02 129 87,7 70
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(cont.)

Secuencia distintiva

Potencia anti-VIH

Potencia anti-VIH

Sefializacion de

Secuestro de CCR5

SEC ID Ne: (CI50, nM) mediante (CI50, nM) CCRS (%)(1) (%)(2)
el ensayo de fusion mediante el ensayo
celular de replicacién viral
18 0,08 90,1 69
19 0,28 85,1 66
20 0,66 95,6 71
21 0,54 14,2 54
22 0,02 0,470 24 12
23 0,03 0,625 53 35
24 0,03 0,174 24 35
25 0,03 0,0 13
26 0,58 9,4 41
27 0,03 14,6 40
28 0,03 0,213 45,0 59
29 0,39 22,6 36
30 0,01 4.1 4
31 0,02 3,6 6
32 0,03 6,0 5
33 0,03 0,2 0
34 0,03 5,1 8
35 0,05 49 5
36 0,05 5,1 7
37 0,09 0,7 5
38 0,10 0,3 3
39 0,10 1,7 5
40 0,11 0 6
41 0,12 0 9
42 0,16 0,2 0
43 0,29 0,3 4
44 0,02 68,5 60
45 0,02 77,4 62
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(cont.)

Secuencia distintiva

Potencia anti-VIH

Potencia anti-VIH

Sefializacion de

Secuestro de CCR5

SEC ID N (CI50, nM) mediante (CI50, nM) CCRS (%)(1) (%)(2)
el ensayo de fusion mediante el ensayo
celular de replicacion viral
46 0,40 97,6 72
47 0,44 96,9 78
48 0,64 100,5 78
49 0,74 97,2 77
50 0,02 7,6 11
51 0,02 5,0 12
52 0,02 8,3 11
53 0,02 5,1 16
54 0,06 21 12
55 0,07 7,3 33
56 0,15 7,5 15
57 0,16 4,9 18
58 0,23 0,7 25
59 0,23 6,0 15
60 0,02 11,8 8
61 0,02 12,7 7
62 0,03 29,6 45
63 0,03 42,7 50
64 0,04 17,2 28
65 0,04 11,5 30
66 0,07 334 42
67 0,12 10,3 15
68 0.17 10,6 24
69 0,22 20,1 38

(1) el % de sefnalizacién se expresa como el % de la respuesta maxima (Emax) provocada por PSC-RANTES,
cuando se ensaya a una concentracion de 300 nM en el ensayo de sefalizaciéon de Flujo de Calcio como se
describe en Materiales y Procedimientos.

(2) el % de secuestro se expresa como la cantidad de secuestro con respecto al nivel de control de moléculas de
CCRS5 de superficie cuando se ensaya en el ensayo de Modulaciéon Negativa de superficie de CCR5/secuestro de
receptor como se describe en Materiales y Procedimientos.

21




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 236145573

Ejemplo 2 Medicién de potencia anti-VIH mediante el Ensayo de Replicacion Viral

Se prepararon agentes peptidicos de la invencidn mediante sintesis quimica como se describe en
Materiales y Procedimientos. Los agentes se evaluaron individualmente usando el Ensayo de Replicacién Viral como
se describe en Materiales y Procedimientos y se obtuvieron valores de CI50 mediante la comparacién del resultado
del ensayo en presencia de los agentes con el resultado del ensayo obtenido en ausencia de los agentes. Los
valores de CI50 obtenidos se enumeran en la Tabla 4.

En general se encontraron bajos valores de CI50, es decir, altos valores de potencia anti-VIH para agentes
peptidicos que se ajustaron bien a la secuencia distintiva consenso N-terminal Q G P [P/L] [L/G] [M/D] X X [Q/L] X en
la que X representa cualquier aminoacido y "/" representa "o". Son ejemplos de tales compuestos los derivados de
RANTES que consisten en las secuencias distintivas N-terminales SEC ID N°: 2-29 fusionadas a las posiciones 100
68 de la secuencia de RANTES nativo (SEC ID N°: 1).

Ejemplo 3 Medicién de la sefializacién celular mediante el Ensayo de Flujo de Calcio

Se evaluaron los agentes peptidicos preparados mediante sintesis quimica como se describe en Materiales
y Procedimientos usando el Ensayo de Flujo de Calcio como se describe en Materiales y Procedimientos. Los
valores de "sefalizacion" obtenidos usando dicho ensayo para agentes peptidicos individuales de la presente
invencién se enumeran en la Tabla 4.

En general se encontraron bajos valores de sefializacion de, por ejemplo, como mucho el 6% o el 10% para
agentes peptidicos que se ajustaron bien a la secuencia distintiva consenso N-terminal Q G P P L M [S/G] [L/F/T] Q
[S/V] en la que "/" representa "0". Son ejemplos de tales compuestos los derivados de RANTES que consisten en las
secuencias distintivas N-terminales SEC ID N°: 22, SEC ID N°: 23, SEC ID N°: 24 o SEC ID N°: 25 fusionadas a las
posiciones 10-68 de las secuencia de RANTES nativo (SEC ID N°: 1). Sin embargo, los derivados de RANTES de la
presente invencién con otras secuencias distintivas, tales como la SEC ID N°: 27 y la SEC ID N° 21 también
presentaron bajos valores de sefializacién del 20% o menos, el agente peptidico que lleva la secuencia distintiva
SEC ID N°: 29 consigui6 un bajo valor de sefalizacion del 30% o menos y el agente peptidico que lleva la secuencia
distintiva SEC ID N°: 28 consiguio un valor de sefalizacion inferior al 46%. En global, se observaron bajos valores de
sefializacion para agentes peptidicos que se ajustaron a la secuencia distintiva consenso N-terminal
QGPP[G/L][M/QIXX[Q/S][S/V] o QGPP[G/L][M/Q][S/G/W/AIT]L/F/T/SIG/Y][Q/S][S/V], por ejemplo, incluyendo
derivados de RANTES que tienen las secuencias distintivas N-terminales SEC ID N°: 50, SEC ID N°: 51, SEC ID N¢:
52, SEC ID N°: 53, SEC ID N°: 54 0 SEC ID NO: 55.

Ejemplo 4 Ensayo de secuestro de receptor mediante el Ensayo de Modulacion Negativa de Superficie de
CCR5

Se evaluaron los agentes peptidicos preparados mediante sintesis quimica como se describe en Materiales
y Procedimientos usando el Ensayo de Modulacion Negativa de Superficie de CCR5 como se describe en Materiales
y Procedimientos. Los valores de "secuestro de CCR5" obtenidos usando dicho ensayo para agentes péptidos
individuales de la presente invencién se enumeran en la Tabla 4. Los valores de secuestro de CCR5 obtenidos en
los ensayos equivalentes de documentos de la técnica anterior se enumeran en la Tabla 5.

En general se encontraron altos valores de secuestro de CCR5 de, por ejemplo, al menos el 60% o el 65%
0 mas para agentes peptidicos que se ajustaron bien a la secuencia consenso N-terminal Q G P P G D [T/I] VL
[W/A], en la que "/" representa "o". Son ejemplos de tales compuestos los derivados de RANTES que consisten en
las secuencias distintivas N-terminales SEC ID N° 16 o SEC ID N°: 17 fusionadas a las posiciones 10-68 de la
secuencia de RANTES nativa (SEC ID N°: 1). Sin embargo, los derivados de RANTES de la presente invencion con
otras secuencias distintivas, tales las SEC ID N°: 18, SEC ID N°: 19, SEC ID N°: 20 también se caracterizaron por
alta actividad de secuestro de CCRS5 de, por ejemplo, el 60% o el 65% o mas. Ademas, los agentes peptidicos de
derivado de RANTES con las secuencias distintivas SEC ID N°: 21 y SEC ID N°: 28 también se caracterizaron por
una alta actividad de secuestro de CCRS5, es decir, de al menos el 50% o al menos el 54%, 55% o 59%. En global,
se observaron altos valores de secuestro de CCR5 para agentes peptidicos que se conformaron a la secuencia
distintiva consenso N-terminal QGP[P/L] [L/G/S] [D/SIG/QIXX[L/A/TIQ] [W/AV] o
QGP[P/L][L/G/S][D/S/G/Q][T/I/S/IWIQ][V/L/IAISIG] [LIAIT/Q][W/AIV], por ejemplo, incluyendo derivados de RANTES
que tienen las secuencias distintivas N-terminales SEC ID N°: 44, SEC ID N°: 45, SEC ID N°: 46, SEC ID N°: 47,
SEC ID N°: 48, SEC ID N°: 49.

Ejemplo 5 Ejemplo Comparativo

Los derivados de RANTES de la técnica anterior como se enumera en la Tabla 5 se evaluaron usando
ensayos como se han descrito para los agentes de la invencion en el Ejemplo 1 al Ejemplo 4. Los resultados
obtenidos en estos ensayos con los derivados de RANTES de la técnica anterior se enumeran en la Tabla 5.
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Tabla 5 Caracterizacion de los derivados de citocina de la técnica anterior seleccionados

Nombre del agente Potencia anti-VIH (CI50, Potencia anti-VIH Sefializacién de Secuestro de
nM) mediante ensayo (CI50, nM) mediante CCR5 (%)Y CCR5 (%)@
de fusion celular ensayo de

replicacién virica

Met-RANTES® 75,14 15,0 26

AOP-RANTES® 1,12 80,7 71

NNY-RANTES® 0,29 84,5 77
(cont.)

Potencia anti-VIH
(CI50, nM) mediante Sefalizacién de Secuestro de
ensayo de CCRS5 (%)(1) CCRS5 (%)(2)
replicacién virica

Potencia anti-VIH (CI50,
Nombre del agente nM) mediante ensayo
de fusién celular

PSC-RANTES® 0,02 0,281 100,0 75
P10 6,59 0,0 5
p2™ 1,61 93,8 68

(1) El % de sefializacion se expresa como el % de la respuesta maxima (Emax) provocada por PSC-RANTES, cuando
se ensaya a una concentracion de 300 nM en el Ensayo de Sefializacién de Flujo de Calcio como se describe en
Materiales y Procedimientos.

(2) El % de secuestro se expresa como la cantidad de secuestro con respecto al nivel de control de moléculas de
CCRS5 de superficie cuando se ensaya en el ensayo de Modulacion Negativa de superficie de CCR5 / secuestro del
receptor como se describe en Materiales y Procedimientos.

(3) Compuesto descrito en la referencia [13]
(4) Compuesto descrito en la referencia [2]
(5) Compuesto descrito en la referencia [3]
(6) Compuesto descrito en la referencia [5]

(7) Compuesto descrito en la referencia [6]

Ejemplo 6 Ensayo de la eficacia in vitro de nuevas moléculas contra subtipos de VIH a nivel mundial
Las moléculas se ensayan frente a cepas de R5 representativas de todo el mundo.

En resumen, se ensayan aislados del VIH primarios obtenidos de diferentes sitios de campo a lo largo del
mundo y puestos a disposicion mediante depésitos de reactivo para su sensibilidad a la inhibicién en ensayos de
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replicaciéon usando células primarias humanas.
El procedimiento se puede realizar como se describe en la referencia [29] o del siguiente modo:

Cultivos celulares. Se purifican PBMC de sangre de diferentes donantes humanos negativos a VIH mediante
centrifugacién en gradiente de Ficoll-Paque. Las PBMC purificadas se resuspenden en RPMI (Mediatech,
Inc., Herndon, Pa.) complementado con suero fetal bobino al 10% (FBS; Life Technologies, Inc., Rockville,
Md.), 100 U de penicilina y 100 ug de estreptomicina (pen/strep; Mediatech, Inc.) por ml, 1 ng de interleucinal’
2 humana recombinante (IL-2; LifeTechnologies, Inc.) por ml y 1 U de fitohemaglutinina (PHA; Life
Technologies, Inc.) por ml.

Virus. Se obtienen las siguientes cepas de VIH-1 R5 NSI del Programa de Investigacién y Reactivos del
SIDA: A-92RWO009, A-92RWO008, A-93UG075, B-92BR021, B-92TH026, B-BalL, C-92BR025, C-93IN101, D[
94UG108, E/A-92TH022, E-92THO001, B/F-93BR019, F-93BR029, G-92NG083-JV1083 y G-92NG003-G3. También
se obtienen dos cepas S| X4 (HXB2 y F-93BR020) del Programa de Reactivos de SIDA para su uso como controles.
Para la mayoria de las cepas que se han enumerado anteriormente, la letra delante del guién indica el subtipo de la
envuelta virica y va seguida del afio de aislamiento, pais de origen y numero de cepa, por ejemplo, A-92RWO009 es
una cepa del VIH-1 subtipo A aislada en Ruanda en 1992. Todos estos virus se propagan en cultivos de PBMC
hasta que se obtienen altos titulos de virus (determinados mediante la actividad de transcriptasa inversa [RT]) en
sobrenadantes de cultivo. Después se calculan los valores de dosis infectiva del cultivo tisular del 50% para cada
virus usando la técnica de Reed-Muench [30].

Ensayos de replicacién. Se afaden PBMC tratadas con PHA/IL-2 a placas de 96 pocillos (2 x 10°
células/pocillo) que contienen inhibidores diluidos de forma seriada. El aislado de VIH-1 apropiado en medio RPMI
completo (aproximadamente 0,1 de multiplicidad de infeccién [MOI]) se afiade después. Se realizan experimentos
por triplicado con todos los aislados de VIH-1 R5 NCI. El dia 3 post-infeccién, cada placa se centrifuga durante 5 min
a 1.200 x g en una centrifuga de cesto basculante. Después se retira una alicuota (150 pl) de sobrenadante sin
células de cada pocillo y se sustituye con 150 pyl de medio RPMI completo que contiene las concentraciones
apropiadas de inhibidor. Los dias 5, 10 y 15 post-infeccion, cada placa se centrifuga de nuevo durante 5 min y se
retiran muestras de sobrenadante sin células (25 ul) y se almacenan a -70° C para el analisis posterior. Los cultivos
se desechan el dia 15.

La produccién de virus en presencia de inhibidores se mide en sobrenadantes sin células usando ensayos
de RT como se ha descrito previamente [31].

Ejemplo 7 Demostracion de la eficacia in vivo de inhibidores de CCR5 en un modelo de primate no humano
de transmisién de VIH vaginal

Se usa el modelo de macaco para la prevencién del VIH descrito mas adelante para demostrar la eficacia in
vivo de las moléculas de la invencion.

En resumen, se pre-tratan grupos de macacos rhesus hembra adultos tratados con progesterona con 4 mi
de PBS o soluciones de inhibidores en PBS. Quince minutos mas tarde, los animales se exponen a 300 DICTs, de
VIHS SF 162 y se controlan durante hasta 24 semanas para el desarrollo de viremia en plasma [32].

El procedimiento se puede realizar como se describe en la referencia [33], o del siguiente modo:

se usan macacos rhesus hembra (Macacca mulatta) adultas que ciclan de forma normal que varian de 5 a 12
afios de edad. Todos los estudios se adhieren a la Guia para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio,
preparada por el Consejo Nacional de Investigacion, Instituto Nacional de Salud y

con las directrices del Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales del Centro de Investigacion de
Primates Nacional de Tulane. Todo el personal clave (manipuladores de animales, tratadores y técnicos de
laboratorio implicados en la preparacion de indculos viricos y analisis virolégicos) son ciegos en cuanto a la
asignacion del tratamiento.

Los animales se tratan con wuna Unica inyeccidon intramuscular de 30 mg de acetato de
depomedroxiprogesterona (Depo-Provera®). Después de 30-33 dias se sedan con telazol, se ponen en decubito
ventral con las caderas elevadas y se introducen 4 ml de solucién de inhibidor en PBS o PBS en solitario sin
traumatismo en la cavidad vaginal usando un catéter francés plegable. Este volumen proporciona la cubricion mas
eficaz de las paredes de la cavidad vaginal sin pérdida indebida. Los animales se exponen 15 minutos mas tarde a
300 DICTsp de VIHS SF162 obtenido del Programa de Investigacion y Reactivos de Referencia del SIDA del NIH en
1 ml de medio RPMI 1640. Se recoge sangre en tubos de EDTA cada semana después de la exposicion. Se
determinan los niveles viricos en plasma cuantificando el ARN gag de VIS usando un ensayo de RT-PCR en tiempo
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real, como se ha descrito previamente [32]. El ensayo tiene un umbral de sensibilidad de 60 copias de ARN/ml con
un coeficiente de variacion inter-ensayo de <25%. El estado sin infeccion se define como una viremia en plasma
indetectable de forma sistematica para todos los analisis. La seroconversion se controla mediante transferencia de
Western usando el kit de Transferencia de Western para VIS Zeptometrix (Zeptometrix, Buffalo NY).
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Gln Gly Pro Pro Leu Met Ala Leu Gln Ser
1 5 10

<210> 3

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 3

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Met Gln Val
1 5 10

<210> 4

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 4

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Leu Gln Val
1 5 10

<210>5

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 5

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Thr Gln Ser
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<210>6

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
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<220>
<223> sintético

<400> 6

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Leu Gln Thr
1 5 10
<210>7

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400>7

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Thr Gln Val
1 5 10
<210>8
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> sintético
<400> 8
Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Met Gln Ser
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<210>9
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<212> PRT
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<220>
<223> sintético

<400> 9
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1 ‘ 5 10

<210> 10
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<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 10

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Leu Gln Ser
1 5 10

<210> 11

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 11

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ala Leu Gln Val
1 5 10

<210> 12

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 12

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Leu Gly Gly
1 5 10

<210> 13

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 13
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Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Arg Gly Ser
1 5 10

<210> 14

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 14

Gln Gly Pro Leu Leu Met Trp Leu Gln Val
1 5 10

<210> 15

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 15

Gln Gly Pro Pro Leu Met Gln Thr Thr Pro
1 5 10

<210> 16

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 16

Gln Gly Pro Pro Gly Asp Thr Val Leu Trp
1 5 10

<210> 17
<211>10
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> sintético

<400> 17

Gln Gly Pro Pro Gly Asp Ile Val Leu Ala
1 5 10
<210> 18
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> sintético

<400> 18

Gln Gly Pro Pro Gly Ser Tyr Asp Tyr Ser
1 5 10

<210> 19

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 19

Gln Gly Pro Pro Gly Asp Gly Gly Ser Val
1 5 10

<210> 20

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 20

Gln Gly Pro Leu Ser Gly Gln Ser Thr Pro
1 5 10
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<210> 21

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 21

Gln Gly Pro Pro Gly Asp Trp Leu Gln Val
1 5 10

<210> 22

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 22
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1 5 10
<210> 23

<211>10

<212> PRT
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<220>

<223> sintético

<400> 23

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Thr Gln Ser
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<210> 24

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético
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<400> 24

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Leu Gln Val
1 5 10

<210> 25

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 25

Gly Gly Pro Pro Leu Met Gly Leu Gln Val
1 5 10

<210> 26

<211>10

<212> PRT
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<220>
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<400> 26
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<210> 27
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<220>

<223> sintético

<400> 27
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1 5 10

<210> 28
<211>10
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<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 28

Gln Gly Pro Pro Gly Ser Trp Ser Ser Val
1 5 10

<210> 29

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 29

Gln Gly Pro Pro Leu Gly Ser Met Gly Pro
1 5 10

<210> 30

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 30

Gln Gly Pro Pro Leu Ser Trp Leu Gln Val
1 5 10

<210> 31

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 31
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Gln Gly Pro Pro Leu Ser Trp Leu Gln Ser
1 5 10

<210> 32

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 32

Gln Gly Pro Pro Gly Gln Trp Ser Gln Val
1 5 10
<210> 33

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 33

Gln Gly Pro Pro Met Met Ala Gly Leu Ser
1 5 10

<210> 34

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 34
Gln Gly Pro Pro Leu Ser Trp Gln Gln Ser
1 5 10

<210> 35
<211>10
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> sintético

<400> 35

Gln Gly Pro Pro Gly Met Trp; Ser Gln Ser
1 5 10

<210> 36

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 36

Gln Gly Pro Pro lLeu Gln Trp Arg Gln Ser
1 5 10

<210> 37

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 37

‘Gln Gly Pro Pro Leu Met Gly Thr Gln Ser
1 5 10

<210> 38

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 38

Gln Gly Pro Pro Leu Met Gln Leu Gln Val
1 5 10
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<210> 39

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 39

Gln Gly Pro Pro Leu Ser Trp Ser Gln Val
1 5 10

<210> 40

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 40

Gln Gly Pro Pro Met Ser Trp Ser Gln Ser
1 5 10

<210> 41

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 41

Gln Gly Pro Pro Leu Met Asn Leu Gln Val
1 5 10
<210> 42

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético
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<400> 42
Gln Gly Pro Pro Met Ser Ala Tyr Gln Val
1 5 10

<210> 43

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 43

Gln Gly Pro Pro Met Gln Gly Gly Leu Ser
1 5 10

<210> 44

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 44

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Leu Ala Val
1 5 10

<210> 45

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 45

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Leu Thr Val
1 5 10

<210> 46
<211>10
<212> PRT
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<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 46

Gln Gly Pro Leu Ser Gly Trp Ala Gln Val
1 5 10
<210> 47

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 47

Gln Gly Pro Leu Ser Gln Ser Ser Gln Val
1 5 10

<210> 48

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 48

Gln Gly Pro Leu Ser Ser Gln Ser Gln Val
1 5 10

<210> 49

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 49

Gln Gly Pro Leu Gly Gln Gln Gly Gln Val
1 .5 10
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<210> 50

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 50

Gln Gly Pro Pro Leu Gln Trp Phe Gln Val
1 5 10

<210> 51

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 51

Gln Gly Pro Pro Leu Gln Trp Thr Gln Val
1 5 10

<210> 52
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> sintético
<400> 52
Gln Gly Pro Pro Leu Met Ala Leu Ser Val
1 5 10
<210> 53
<211>10
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético
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<400> 53
Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Ser Gln Val
1 5 10

<210> 54

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 54

Gln Gly Pro Pro Gly Gln Trp Gly Gln Val
1 5 ' 10

<210> 55

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 55

Gln Gly Pro Pro Gly Ser Trp Ser Gln Val
1 5 10

<210> 56

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 56
Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Ser Gln Ser
1 5 10

<210> 57

<211>10

<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> sintético

<400> 57

Gln Gly Pro Pro Leu Met Gly Leu Ser Val
1 5 10
<210> 58

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 58

Gln Gly Pro Pro Leu Met Thr Leu Gln Val
1 5 10

<210> 59

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 59
Gln Gly Pro Pro Gly Gln Trp Tyr Gln Ser
1 5 10

<210> 60

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 60
Gln Gly Pro Pro Leu Gln Trp Met Gln Ala
1 5 10
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<210> 61

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 61

Gln Gly Pro Pro Leu Gln Trp Met Gln Val
1 5 10

<210> 62

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 62

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Thr Gln Val
1 5 10

<210> 63

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 63

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Leu Ser Val
1 5 : 10
<210> 64

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético
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<400> 64

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Leu Gln Ser
1 5 10

<210> 65

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> sintético

<400> 65

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Leu Gln Ala
1 5 10

<210> 66

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 66

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Val Gln Ser
1 . 5 10

<210> 67

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 67

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Ala Gln Ser
1 5 10

<210> 68
<211>10
<212> PRT
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<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> sintético

<400> 68

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Gly Gln Ser
1 5 10
<210> 69

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 69

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Gly Gln Val
1 5 10

46



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 236145573

REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende una parte N-terminal y una parte C-terminal, en el que dicha parte N-terminal
comprende la secuencia distintiva QGP[P o L] y la secuencia de aminoacidos de dicha parte C-terminal tiene una
identidad de al menos el 70% con la SEC ID N°: 1.

2. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la secuencia distintiva es QGP[Po L]LoGo S
oM[MoDoSoQoG].

3. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia distintiva es QGP[P o L][L o G][M
oDoS].
4. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que la secuencia distintiva es QGP[PoL]Lo Go S

oM][[MoDoSo0QoGIXX[QoGoLoAoTo SIX, en la que X indica cualquier aminoacido natural o modificado.

5. Un polipéptido de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la secuencia distintiva es QGP[P o L][L o G][M
o D o S]XX[Q o G o L]X, en el que X indica cualquier aminoacido natural o modificado.

6. Un polipéptido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo, para su uso como un medicamento.

7. Una molécula de &cido nucleico que comprende uno o mas segmentos/secuencias que codifican los
polipéptidos de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Un acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 7, o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo,
para su uso como un medicamento.

9. Una célula huésped que comprende un acido nucleico de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 7 a 8.

10. Una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; un acido nucleico de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8 o una sal farmacéuticamente aceptable del mismo; o la célula huésped de la
reivindicacion 9.

11. Un polipéptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o un acido nucleico como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8 o una célula huésped como se define en la reivindicacion 9
para su uso en el tratamiento o prevencion de infecciones por VIH, sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA)
o transmision del VIH.

12. Uso de un polipéptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o un acido nucleico
como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8 o una célula huésped como se define en la
reivindicacion 9 para la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir infecciones por VIH, sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) o la transmision del VIH.

13. Un polipéptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o un acido nucleico como se
define en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8 o una célula huésped como se define en reivindicacion 9 para
su uso en el tratamiento o prevencién de inflamacién, enfermedades inflamatorias, enfermedades autoinmunes,
infecciones bacterianas y viricas, enfermedad inflamatoria intestinal, artritis reumatoide, ateroma o arteriosclerosis,
asma, rinitis alérgica o dermatitis atdpica, el rechazo de érganos, tejidos o células trasplantados, esclerosis multiple
y/u otras enfermedades desmielinizantes, neuropatia periférica, enfermedades malignas, canceres o canceres
metastatizantes.

14. Uso de un polipéptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o un acido nucleico
como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8 o una célula huésped como se define en la
reivindicacion 9 para la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir inflamacién, enfermedades
inflamatorias, enfermedades autoinmunes, infecciones bacterianas y viricas, enfermedad inflamatoria intestinal,
artritis reumatoide, ateroma o arteriosclerosis, asma, rinitis alérgica o dermatitis atopica, el rechazo de 6rganos,
tejidos o células trasplantados, esclerosis multiple y/u otras enfermedades desmielinizantes, neuropatia periférica,
enfermedades malignas, canceres o canceres metastatizantes.

15. Kit que comprende un polipéptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, un acido
nucleico como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 8 o una célula huésped como se define en la
reivindicacion 9.
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FIG. 1A
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FIG. 1B
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FIG. 1C
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FIG. 1D
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