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DESCRIPCION
Polipéptidos sintéticos derivados de pre-S1 del virus de la hepatitis B y usos de los mismos

La presente invencion se refiere a nuevos polipéptidos y derivados de los mismos que bloguean la infeccion por
hepatitis B en una etapa temprana.

Los hepadnavirus son un grupo de virus de ADN parcialmente bicatenario de cubierta pequefia que se han
encontrado en mamiferos y aves. El virus de la hepatitis B humano (HBV), que representa el prototipo de este grupo,
causa hepatitis aguda y crénica en el hombre. Las infecciones por HBV representan un grave problema sanitario,
que conduce estimadamente a un millén de muertes al afio.

El ciclo de replicacion intracelular de los hepadnavirus, en particular la transcripcion de ADN virico,
empaquetamiento y transcripcion inversa de ARN gendmico y el establecimiento de un conjunto intracelular de ADN
de HBYV circular cerrado covalentemente se ha dilucidado con cierto detalle (Nassal et al., 1993; Nassal et al., 1996).
Sin embargo, hasta ahora la falta de una estirpe celular infectable por HBV vy la disponibilidad limitada de hepatocitos
humanos primarios para los estudios de infeccion in vitro han evitado implacablemente el progreso de la
comprension de las etapas tempranas de la infeccion por HBV. Por consiguiente, se han propuesto una variedad de
candidatos a receptor de HBV basandose en estudios de union (revisados por DeMeyer et al., 1997), pero en
ninguno de ellos pudo demostrarse convincentemente que estuviera implicado en el proceso de entrada.

Sin embargo, se han hecho mas progresos recientemente al determinar los requisitos de secuencia para la infeccién
en las proteinas de cubierta de virus de la hepatitis B de pato y humano (Urban et al., 1998, LeSeyec et al., 1998,
LeSeyec et al., 1999).

La envoltura virica del HBV contiene las proteinas de cubierta virica grande (L), mediana (M) y pequefia (S). Los
hepadnavirus aviares comprenden solo las proteinas L y S. Las proteinas de superficie de todos los hepadnavirus
estan codificadas en marcos de lectura abiertos individuales del ADN virico de tal modo que la proteina L contiene el
dominio S completo que sirve como anclaje en la bicapa lipidica derivada de la membrana RE. En el caso de HBYV,
las proteinas L y M difieren de la proteina S en una extension N-terminal hidrofila de 163 a 174 aminoacidos,
denominada pre-S. Esta extension pre-S se divide adicionalmente en un dominio pre-S2 (55 aminoéacidos) y otro pre-
S1 (108 aminoacidos de subtipo ayw), hacia el extremo amino. Dependiendo del subtipo de HBV, el dominio pre-S1
muestra cierta variacion de secuencia y, en el caso del subtipo adr, porta una insercién de 11 aminoacidos
adicionales.

El analisis de la infectividad de HBV seudotipados que portan mutaciones en la parte pre-S exterior de la proteina L
ha mostrado que la infeccién depende de una secuencia extendida en el dominio pre-S1 de la proteina L de HBV (Le
Seyec, 1999). En contraposicién, la mayoria de partes del dominio pre-S2 resultaron ser prescindibles para la
infectividad (Le Seyec et al., 1998). Esto indica que la secuencia entre los aminoacidos 3 y 77 del dominio pre-S1
esta implicada en la etapa de infeccion.

Debido a la disponibilidad de hepatocitos de pato primarios, se ha conseguido un mayor progreso en el sistema
modelo de virus de la hepatitis B de pato relacionado. Usando este sistema, se mostré que los polipéptidos de pre-S
derivados de E. coli de la proteina L del virus de la hepatitis B de pato inhiben la infeccién por DHBV de hepatocitos
de pato primarios al interferir con la unién a receptor (Urban et al., 1998). Se demostré adicionalmente que la
proteina de unién a DHBV-preS carboxipeptidasa D, inicialmente identificada por Kuroki et al., (1994) funciona como
componente receptor comun para los HBV aviares (Urban et al., 1998; Breiner et al., 1998; Urban et al., 2000)
(véanse también los documentos EP 1.088.830 A; EP 0.485.361 A; WO 99/15671 A; EP 0.250.253 A; WO 91/05059
A; US 4.935.235 A, Gripon, P. et al. (1995), Virology 213: 292-299; Neurath, AR et al. (1987), Molecular Immunology
24: 975-980).

En el caso de infeccion por HBV, sigue faltando un estado de conocimiento similar y todavia no hay evidencias
experimentales de componentes peptidicos que interfieran eficazmente con las etapas tempranas de una infeccion
por HBV.

Los autores de la presente invencion han investigado si los polipéptidos de pre-S derivados de E. coli recombinante
y los péptidos de pre-S de proteina L de HBV sintetizados quimicamente podian interferir con una infeccion por HBV.

Han identificado un grupo de péptidos sintéticos que, a la vez que exhiben una excelente actividad inhibidora directa
de la infeccion por HBV, hacen posible desencadenar una proteccién inmunitaria frente a HBV.

Estos polipéptidos se disefiaron a partir de la secuencia de los aminoacidos 1 a 78 de pre-S1 (SEQ ID NO 1) del
virus de la hepatitis B subtipo ayw. Sin embargo, aunque estos polipéptidos son méas cortos que la region pre-S1,
sorprendentemente muestran una mejor actividad inhibidora que polipéptidos mas largos que imitarian la region pre-
S1 entera.

Los polipéptidos sintéticos aislados de la presente invencion como se definen en las reivindicaciones tienen la
secuencia aminoacidica de formula:
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X-Y-Z 0]
en la que:
- X es un aminoacido, por ejemplo una metionina, o esta ausente;

- 'Y es la secuencia aminoacidica 2 a 48 de la region pre-S1 mostrada en la SEQ ID NO 2, o una forma truncada N-
terminal y/o C-terminal de esta secuencia;

- Z, ligado al grupo —CO- del ultimo residuo de Y, es una secuencia aminoacidica que comprende 1 a 30
aminoacidos consecutivos de la regién pre-S1 mostrada en la SEQ ID NO 3, o esta ausente;

estando dichos polipéptidos opcionalmente modificados quimicamente para portar un resto hidréfobo.

Preferiblemente, cuando Y es una forma truncada C-terminal, y opcionalmente N-terminal, de la secuencia SEQ ID
NO 2, o una variante de la misma, Z esta ausente.

Preferiblemente, el resto hidréfobo corresponde al resto acilo de un &cido graso saturado o insaturado que tiene al
menos 4 atomos de carbono, preferiblemente al menos 6 atomos de carbono, més preferiblemente al menos 8
atomos de carbono, tal como é&cido miristico, acido palmitico, &cido esteérico, oleato, linoleato, linolenato o
araquidonato, por ejemplo, o el resto hidr6fobo corresponde a un grupo colesterol o similar.

En una realizacion preferida, los polipéptidos de la presente invencion estdn miristoilados. Mas preferiblemente, los
polipéptidos comprenden la secuencia aminoacidica entera de 2 a 48 de SEQ ID NO 1, portando el amino&cido 2
(glicina) un grupo miristilo: MyrGQNLSTSNPLGFFPOHQLOPAFRANTANPDWOFNPNKDTWPDANKVG (Myr 2-48,
SEQ ID NO 7).

En otra realizacion, el polipéptido de la invencion tiene la secuencia SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5 0 SEQ ID NO 7.

El término “variante” hace referencia a las secuencias polinucleotidicas homélogas encontradas en diferentes
especies viricas, cepas o0 subtipos del género hepadnavirus, tales como HBV cepa a1, HBV cepa LSH (aislamiento
de chimpancé), HBV de marmota, HBV de mono lanudo (WMHBYV), o cepas seleccionadas del grupo consistente en
los subtipos de HBV AD, ADR, ADW, ADYW, AR y AYW.

Cualquier analogo de los polipéptidos sintéticos de pre-S1 es parte de la presente divulgacion. Los analogos
implican deleciones aminoacidicas, sustituciones aminoacidicas tales como por reemplazo conservativo 0 no
conservativo por otros aminoacidos o por isosteros (aminoacidos modificados que ostentan una similitud estructural
y espacial parecida a los aminoacidos proteicos), adiciones aminoacidicas o adiciones isostéricas, a condicion de
que las secuencias desencadenen un 70% de inhibicién de la infeccién por HBV de cultivos primarios de hepatocitos
humanos con una concentracion peptidica menor de 100 uM, preferiblemente menor de 10 pM, y preferiblemente
menor de 1 pM.

Las sustituciones aminoacidicas conservativas se refieren tipicamente a sustituciones entre aminoacidos de la
misma clase. Estas clases incluyen, por ejemplo, aminoacidos que tienen cadenas laterales polares no cargadas,
tales como asparagina, glutamina, serina, treonina y tirosina; aminoacidos que tienen cadenas laterales basicas,
tales como lisina, arginina e histidina; aminoacidos que tienen cadenas laterales acidas, tales como acido aspartico y
acido glutdmico y aminoéacidos que tienen cadenas laterales no polares, tales como glicina, alanina, valina, leucina,
isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano y cisteina.

Ventajosamente, los péptidos segun la invencién se modifican para resistir la protedlisis. Esto puede conseguirse,
por ejemplo, sustituyendo los L-aminoacidos en sitios expuestos por su contrapartida D-aminoacidica.

En otra realizacion, los polipéptidos de la invencién pueden incorporar ligadores peptidicos o no peptidicos cortos
para disefiar péptidos tridimensionalmente limitados (Root M.J. et al., 2001).

Los polipéptidos de esta invencion pueden prepararse mediante una variedad de procedimientos facilmente
conocidos por los expertos en la materia. Dichos procedimientos incluyen mas particularmente la sintesis secuencial
y en bloques en fase solida (B.W. Erickson y R.B. Merrifield, 1976). El procedimiento secuencial en fase solida
puede efectuarse usando métodos automatizados establecidos tales como mediante el uso de un sintetizador
polipeptidico automatizado. En este procedimiento, se une un aminoacido protegido en el amino a a un soporte de
resina. El soporte de resina empleado puede ser cualquier resina adecuada empleada convencionalmente en la
materia para la preparacion en fase solida de polipéptidos, preferiblemente poliestireno que se ha copolimerizado
con polioxietileno proporcionando sitios de formacién de éster con el aminoacido protegido en el amino a
inicialmente introducido. Este método optimizado, aplicados por los inventores, se ha descrito explicitamente por
Gausepohl et al., 1989 y 1990.

Los aminoéacidos se introducen uno a uno. Cada ciclo de sintesis correspondiente a la introduccion de un
aminoacido incluye una etapa de desproteccion, etapas de lavado sucesivas, una etapa de acoplamiento con
activacion del aminoacido y etapas de lavado posteriores. Cada una de estas etapas es seguida por una filtracion.
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Los agentes reactivos para acoplamiento son los agentes reactivos clasicos para sintesis polipeptidica tales como
diciclohexilcarbodiimida, hidroxibenzotriazol, hexafluorofosfato de benzotriazolil-1-il-oxitris(dimetilamino)fosfonio y
difenilfosforilazida.

Después de la sintesis del polipéptido en la resina, se separa el polipéptido de la resina mediante tratamiento con un
acido fuerte tal como acido trifluoroacético en presencia de anisol, etanoditiol o 2-metilindol. EI compuesto se purifica
entonces mediante las técnicas clasicas de purificacion, en particular mediante cromatografia liquida a alta presion
(HPLC).

Los polipéptidos de la presente invencion pueden obtenerse también acoplando fragmentos polipeptidicos que estan
protegidos selectivamente, efectuandose este acoplamiento en solucion.

El polipéptido puede producirse adicionalmente mediante técnicas de ingenieria genética. Un sistema de expresion
eucarittico, tal como el sistema de baculovirus, es particularmente adecuado. Segin este procedimiento, se
expresan proteinas en células de insecto infectadas con un baculovirus recombinante que contiene una secuencia
de &cido nucleico que codifica una proteina heterdloga y secuencias de &cido nucleico reguladoras, tales como un
promotor. Estan disponibles varias estirpes celulares para infeccion con baculovirus recombinantes, tales como la
estirpe celular SF-9, disponible en la American Type Culture Collection (CRL 1711).

Los polipéptidos de la presente invencion pueden usarse para inhibir in vitro o in vivo la infeccion de hepatocitos por
HBV mediante la prevencion de la unién a y/o la internalizacion en hepatocitos de particulas de HBV.

Por consiguiente, la invencion proporciona un método de inhibicién in vitro de la infeccion de hepatocitos por HBV
gue comprende usar un polipéptido como se describe anteriormente.

Los hepatocitos adecuados incluyen hepatocitos primarios humanos o la estirpe celular derivada de hepatoma
denominada HepaRG (descrita en la solicitud de patente FR 0109044), que es también sensible a la infeccién por
HBV.

La invencion se refiere adicionalmente a un método para la identificacion in vitro y/o in vivo de un receptor de
hepatocito implicado en el ligamiento y/o penetracion de HBV y/o la cuantificaciéon de la expresién de dicho receptor
gue comprende usar un péptido como se describe anteriormente.

En particular, dicho método comprende las etapas consistentes en:

- poner en contacto una biopsia hepética o un hepatocito con un polipéptido de la invencién en condiciones y durante
un periodo de tiempo suficiente para permitir una unidn especifica de dicho polipéptido a un receptor expresado en
la superficie de un hepatocito;

- detectar la unién de dicho polipéptido a un receptor; e
- identificar dicho receptor.

Esto puede conseguirse segin procedimientos clasicos bien conocidos por los expertos en la materia. Por ejemplo,
esto podria implicar marcaje radiactivo, enzimatico o fluorescente de los polipéptidos de la invencién, y la posterior
deteccion con un método apropiado. Son conocidos una serie de materiales fluorescentes y pueden utilizarse como
marcadores. Estos incluyen, por ejemplo, fluoresceina, rodamina, auramina y rojo de Texas. Los marcadores
enzimaticos consisten en la conjugacion de una enzima con una molécula de interés, por ejemplo un polipéptido, y
pueden detectarse mediante cualquiera de las técnicas colorimétrica, espectrofotométrica o
fluoroespectrofotométrica.

La presente solicitud se refiere también a anticuerpos dirigidos contra un polipéptido segun la invencion, o un
fragmento de dicho polipéptido. Los anticuerpos pueden ser anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados o los
fragmentos de unién a antigeno Fab, Fab', F(ab)2 y Fv. Pueden ser también anticuerpos inmunoconjugados o
marcados.

Los anticuerpos policlonales pueden obtenerse a partir de suero de un animal inmunizado contra un polipéptido de la
invencién, seglin métodos estandares bien conocidos por un experto en la materia. La especificidad del suero
policlonal puede aumentarse adicionalmente mediante cromatografia de inmunoafinidad usando polipéptidos de
férmula (1), o un fragmento del mismo, inmovilizado sobre una fase sélida. Se pone en contacto el anticuerpo con el
polipéptido inmunizador inmovilizado durante un tiempo suficiente para permitir la formacion de un complejo
anticuerpo-polipéptido inmovilizado.

Los anticuerpos monoclonales pueden obtenerse segin el método estandar de cultivo de hibridoma (Kohler y
Milstein, 1975).

Dichos anticuerpos son particularmente Utiles para inhibir in vitro o in vivo la infeccion por HBV de hepatocitos, o
para valorar ex vivo la infectividad de particulas de HBV.
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Por consiguiente, la solicitud proporciona un método para valorar ex vivo la infectividad de particulas de HBV que
comprende usar un anticuerpo segun esta divulgacion.

En otra realizacién, los polipéptidos de la invencién pueden usarse como farmaco. Dicho farmaco puede ser
particularmente Util para bloquear o prevenir la infecciéon por HBV.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden, en un portador farmacéuticamente aceptable, un polipéptido
segun la invencién estan dentro del alcance de la invencion.

Por consiguiente, la invencién proporciona un método terapéutico para la prevencién o el tratamiento de infeccién
por HBV que comprende la administracion de un péptido o anticuerpo de la invencién a un paciente necesitado de
ello.

La invencion se refiere adicionalmente al uso de un polipéptido o anticuerpo de la invencién para la fabricacion de un
medicamento pretendido para la inhibicion in vivo de la infeccién por HBV. Como se usa en la presente memoria, €l
término “tratamiento” pretende indicar la mejora o la estabilizacién de la afeccion de un paciente. Esto incluye, por
ejemplo, la prevencién de la propagacion de HBV a células no infectadas de un organismo.

La invencion proporciona adicionalmente una composicion terapéutica que comprende un polipéptido de la invencion
asociado a un portador farmacéuticamente aceptable.

Por consiguiente, la presente invencion incluye una composicién farmacéutica que comprende, en un portador
farmacéuticamente aceptable, un polipéptido dado a conocer en la presente memoria.

En el contexto de la presente solicitud, “vacunacién” pretende indicar vacunaciéon profilactica o terapéutica.
“Vacunacion terapéutica” pretende indicar la vacunacién de un paciente con infecciéon por HBV.

Preferiblemente, el péptido o péptidos del método/composicion de vacuna o composicidn inmunogénica esta
miristoilado. La miristoilacion hace posible de hecho potenciar la respuesta inmunitaria desencadenada hacia el
antigeno peptidico.

Los polipéptidos de la invencién pueden modificarse para tener propiedades inmunogénicas aumentadas. Dichas
propiedades inmunogénicas aumentadas hacen referencia, por ejemplo, a aumentar el intervalo de anticuerpos
desencadenados después de la inmunizacion, o a permitir la produccién de anticuerpos capaces de neutralizar la
infeccion por diversas cepas viricas.

En otra realizacion, los polipéptidos de la invencion pueden modificarse para reducir sus propiedades
inmunogénicas. Dichos polipéptidos serian particularmente Utiles en una aplicacion terapéutica para inhibir la
infeccion por HBV in vivo HBV evitando o limitando los efectos adversos.

Un “portador farmacéuticamente aceptable” hace referencia a cualquier vehiculo en el que las composiciones
farmacéuticas o de vacuna segun la invencién puedan formularse. Incluye una disolucién salina tal como disolucion
salina tamponada con fosfato. En general, se selecciona un diluyente o portador basandose en el modo y via de
administracion y la practica farmacéutica estandar.

Segun la invencion, el término “paciente” se pretende que indique cualquier ser humano que sea probable que se
infecte por HBV.

Los polipéptidos de la invencidon pueden usarse para el diagnostico ex vivo de infeccion por HBV mediante la
deteccién de la interaccion de dichos polipéptidos con anticuerpos presentes en una muestra biolégica y dirigidos
hacia un fragmento de la regién pre-S1 de particulas viricas de HBV. Esta interaccion especifica de dichos
polipéptidos con anticuerpos enddgenos puede detectarse mediante cualquier método de deteccion adecuado
facilmente conocido por el experto en la materia.

La invencién proporciona por tanto un método para el diagnéstico ex vivo de infeccion por HBV que comprende las
etapas consistentes en:

- poner en contacto una muestra biolégica con un polipéptido de la invencién en condiciones y durante un periodo de
tiempo suficiente para permitir la formacién de complejos entre dicho polipéptido y un anticuerpo presente en una
muestra bioldgica y dirigido hacia un fragmento de la region pre-S1 de particulas viricas de HBV;

- detectar dichos complejos, cuya presencia es indicativa de infeccién por HBV.

El método de diagndstico de la invencion es util como método predictivo del desarrollo de infeccién por HBV. Por
consiguiente, las repeticiones en diferentes puntos temporales del método de diagndstico ex vivo anterior hacen
posible revelar el aumento o reduccion del nimero de anticuerpos contra un fragmento de la region pre-S1 de
particulas viricas de HBV que se detectan. Un aumento en el nimero de dichos anticuerpos indica habitualmente
una mejora de la afeccion del paciente. En particular, dicho método permite la valoracion de la respuesta de un
paciente ante un tratamiento.
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La deteccion puede conseguirse mediante cualquier medio, por ejemplo, marcaje radiactivo, enzimatico o
fluorescente de los polipéptidos de la invencién combinado con un medio apropiado de deteccion facilmente
conocido por un experto en la materia.

La presente solicitud esta también dirigida a métodos de diagndstico referentes a la deteccion de anticuerpos de
antigenos de HBV codificados por el gen pre-S1. Dichos anticuerpos pueden detectarse ex vivo en una muestra
biolégica con los inmundgenos peptidicos sintéticos dados a conocer en la presente memoria mediante
inmunoensayos tanto de tipo sandwich como de tipo competitivo, tales como aquellos inmunoensayos en que el
antigeno en la muestra compite con el inmundégeno marcado por el anticuerpo.

Se hace referencia también a un método para detectar una infeccion por HBV que comprende efectuar
inmunoensayos cuantitativos en un suero tomado de un ser humano para determinar la cantidad de anticuerpos
presentes en el mismo, que son anticuerpos de un antigeno codificado por la regién pre-S1, empleando el
inmunogeno peptidico de HBV anteriormente descrito y comparando el valor con un patrén conocido.

Se refiere también a un método para detectar la presencia de infeccion por HBV que comprende efectuar
inmunoensayos cuantitativos en un suero tomado de un ser humano para determinar la cantidad de antigenos
codificados por la regién pre-S1, empleando los anticuerpos anteriormente descritos del inmundgeno peptidico de
HBV y comparando el valor con un patrén conocido.

Los péptidos segun la invencion pueden usarse similarmente para determinar el resultado de la infeccion por HBV
llevando a cabo periédicamente un inmunoensayo en una muestra bioldgica de un paciente para valorar la cantidad
de anticuerpos de un antigeno codificado por la regién pre-S1, o de antigenos codificados por la region pre-S1.

La invencion se entenderd adicionalmente a la vista de los siguientes ejemplos y las figuras adjuntas, en las que:

- La Figura 1 es una comparacion de la infectividad por HBV de hepatocitos humanos cultivados en presencia de un
péptido miristoilado o no miristoilado correspondiente a un dominio de la region pre-S1 (1-78). Se evalud la eficacia
de infeccion midiendo HBsAg en el sobrenadante de células infectadas 14 dias después de la infeccion. Los valores
se expresan como % del control (sin péptido).

- La Figura 2 ilustra la comparacién de la actividad inhibidora de péptidos miristoilados truncados C-terminales. Se
infectaron con HBV hepatocitos humanos en presencia de péptidos miristoilados y no miristoilados correspondientes
a partes del dominio pre-S1 de la proteina L de HBV. La concentracion de péptidos estaba en el intervalo de 0,8 a
800 nM. Se evaluod la eficacia de infeccion midiendo la secrecion de HBsAg 7 dias después de la infeccion y se
expres6 como % de control positivo.

- La Figura 3 es una comparacion de la actividad inhibidora de péptidos truncados C-terminales mas cortos que Myr
2-48. La concentracion de péptidos estaba en el intervalo de 0,8 a 8 uM. Se evalud la eficacia de infeccién midiendo
la secrecion de HBsAg 8 dias después de la infeccion y se expresé en ng/ml.

- La Figura 4 ilustra la actividad inhibidora comparativa de péptidos 2-48 miristoilados derivados de WMHBYV y HBV.
Se efectud la infeccion de hepatocitos humanos primarios con HBV en presencia de concentraciones decrecientes
de péptidos. Se recogio el sobrenadante de las células infectadas el dia 10 después de la infeccion y se analizo la
presencia de HbsAg.

- La Figura 5 es un analisis de transferencia puntual de HBV de pato (DHBV) en el suero de patos tratados con Myr
2-41 de preS de pato (DpreS2-41™"), Myr 2-44 de preS de garza (HepreS2-44™"), Myr 2-68 de preS humano
(HupreS2-68™"), Myr 2-21 de preS de pato (DpreS2-21™") o H,Odd, 5, 9, 15 y 28 dias después de la infeccion (p.i.)
con DHBV.

- La Figura 6 es un andlisis de transferencia Western de proteina L de DHBV en el suero de patos 35 dias después
de la infeccion.

EJEMPLO 1: Materiales y métodos para la inhibicién de la infeccién por HBV con polipéptidos sintéticos pre-
S1-HBV

a) Establecimiento del cultivo de células infectables por HBV

Se obtuvieron fragmentos de higado humano adulto normal de pacientes que padecian reseccidon hepatica por
metastasis hepaticas (los fragmentos se tomaron a una distancia de la metastasis en higado microscépicamente
normal). El acceso a este material de biopsia estaba de acuerdo con las leyes francesas y satisfacia los requisitos
del Comité Etico Nacional Francés. Se aislaron hepatocitos mediante el procedimiento de Guguen-Guillouzo y
Guillouzo y se cultivaron en medio H suplementado con hemisuccinato de hidrocortisona 3,5 x 10° M, L-glutamina 2
mM, gentamicina 50 mg/l, 2% de dimetilsulfoxido, 5% de suero humano adulto y 5% de FCS. Tres dias después de
la siembra, se infectaron las células.

Como alternativa, para algunos experimentos se hizo uso, en lugar de cultivos primarios, de una nueva estirpe
celular derivada de hepatoma denominada HepaRG, que es también sensible a la infeccién por HBV (solicitud de
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patente FR 0109044). Antes del procedimiento de infeccion, se dejaron diferenciar las células, dejando que las
células adquiriesen una morfologia de tipo hepatocitica (solicitud de patente FR 0109044). Se infectaron entonces
las células.

b) Infeccién por HBV de cultivo celular

Se us6 como indculo infeccioso un medio de cultivo concentrado 50 veces de células HepG2 clon 2.2.15, debido a
su suministro ilimitado y calidad constante.

Se prepar6 como se describe anteriormente. Se incubaron las células diferenciadas con la fuente infecciosa
concentrada, diluida 10 veces en medio de cultivo suplementado con 5% de PEG 8000 (Sigma), durante 20 h a 37°C
como se describe anteriormente (Gripon et al., 1988; Gripon et al., 1993). Se incubaron los cultivos de control con
5% de PEG y 25% de FCS diluidos en disolucién salina tamponada con fosfato (PBS) en lugar de la fuente
infecciosa. Al final de la incubacién, se lavaron las células tres veces con el medio de cultivo y se mantuvieron en
presencia de 2% de DMSO y hemisuccinato de hidrocortisona 5x10° M y se recolectaron en los momentos
indicados.

c) Ensayos competitivos de polipéptidos

Se efectuaron los ensayos competitivos de polipéptidos preincubando células con el polipéptido analizado durante
30 min, a 37°C, antes de la adicién de la fuente infecciosa.

d) Valoracion de la inhibicion de la infeccion por HBV
- Ensayo de HBsAg

Se detecté HBsAg en el medio mediante un kit ELISA (Monolisa AgHBs plus) obtenido de Bio-Rad Laboratories. Los
valores se expresan en ng/ml de sobrenadante o en porcentaje de control (ausencia de péptido).

- Extraccion y andlisis de ARN

Se extrajo el ARN celular total mediante el kit Total SV RNA (Promega, Francia), se fraccioné en un gel de agarosa
al 1,5% y se analizé mediante un procedimiento estandar de transferencia Northern (Sambrook et al., 1989). Se
efectud el control de la cantidad de ARN transferida a los filtros después de tinciéon con azul de metileno. Se efectuo
la hibridacién con ADN de HBV marcado con *P.

EJEMPLO 2: Resultados de lainhibicion de la infeccion por HBV con polipéptidos sintéticos pre-S1-HBV
a) Influencia de la miristoilacion de péptidos sintéticos de pre-S1 sobre la inhibicion de la infeccion por HBV

Experimentos de mutagénesis han mostrado anteriormente que una parte (los aminoacidos (AA) 3-77) de la region
pre-S1 era esencial para la infectividad por HBV (Le Seyec et al., 1999). Ademas, se ha demostrado también que la
miristoilacion de AA2, un residuo de glicina, asociada a la retirada de AA1, un residuo de metionina, era también
critica (Gripon et al., 1995). Por lo tanto, se ha postulado que un péptido que comprende los aminoacidos 2-77, con
una glicina miristoilada, podria interferir con el proceso de infeccion por HBV. Para evaluar esta hipétesis, se
sintetizaron dos péptidos: PreS 1-78 y Myr PreS 2-78. Se afiadieron entonces estos péptidos antes de y durante el
proceso de infeccidn de cultivos de hepatocitos humanos, y se evalué el nivel de infeccién midiendo la secrecion de
HBsAg de células infectadas. La Figura 1 exhibe que aunque el péptido no miristoilado tiene solo un débil efecto
sobre la infectividad de HBV a 1 puM, la misma cantidad de péptido miristoilado la anulaba casi completamente, y
dosis menores eran parcialmente inhibidoras. Estos resultados se confirmaron mediante analisis de ARN.

Otros experimentos realizados con concentraciones mayores de péptidos (hasta 100 pM) indican que la
miristoilacion no es absolutamente necesaria para la inhibicién de la infeccién de HBV, pero potencia en gran
medida la actividad de los péptidos por un factor de 15 a aproximadamente 100 veces.

b) Actividad de péptidos sintéticos de pre-S1 truncados C-terminales

Se infectaron con HBV hepatocitos humanos en presencia de péptidos miristoilados o no miristoilados
correspondientes a partes del dominio Pre-S1 de la proteina L de HBV. La concentracion de péptidos estaba en el
intervalo de 0,8 a 800 nM. La Figura 2 muestra la actividad de inhibicion de los péptidos truncados miristoilados. Los
resultados obtenidos con péptidos no miristoilados se exhiben en la Tabla 1 (a continuacion).

Parece que el péptido Myr 2-48 muestra la mayor actividad inhibidora. Los péptidos mayores, Myr 2-68 y Myr 2-78,
aunque muy eficaces a 800 nM, son menos eficaces a dosis menores. El péptido menor Myr 2-28 es mucho menos
activo, aunque se observa un 50% de inhibicion a 800 nM.

Ya que persiste cierta actividad para el péptido menor de 2-48, para evaluar la contribucién de los aminoacidos N-
terminales se ha producido y evaluado un nuevo conjunto de péptidos cortos. Los resultados se muestran en la
Figura 3. Resulta obvio a partir de la figura que los péptidos Myr 2-38 y Myr 2-28 siguen manteniendo una actividad
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inhibidora significativa ya que bloquean casi completamente la infecciéon por HBV a 8 uM. En contraposicion, los 2
péptidos mas cortos no son ya activos y el mas corto tiende a aumentar la infectividad por HBV por razones
desconocidas.

Se estudio también el efecto de la miristoilaciéon y el truncamiento C-terminal de los péptidos de pre-S1 mediante
analisis de ARN. Los resultados confirman que los péptidos truncados miristoilados exhibian actividad inhibidora
potenciada en comparacion con los correspondientes péptidos no miristoilados, y que se obtiene la actividad
inhibidora mayor con Myr 2-48.

c) Actividad inhibidora de infeccién por HBV de secuencias homélogas de pre-S1

Se ha mostrado que un hepadnavirus de primate recién descubierto, el virus de la hepatitis B de mono lanudo
(WMHBYV), es muy poco infeccioso para cultivos primarios de hepatocitos de chimpancé y humanos. La secuencia
polipeptidica 1- 78 de pre-S1 de WMHBYV muestra un 66% de identidad de secuencia con el péptido derivado de
HBYV original. Se ha investigado la actividad inhibidora de un péptido Myr 2-48 derivado de WMHBYV (SEQ ID NO 14)
frente a la infeccion por HBV de células humanas.

La Figura 4 ilustra la actividad inhibidora comparativa de péptidos 2-48 miristoilados derivados de WMHBYV y HBV
(64% de identidad de secuencia). Este experimento muestra claramente que el péptido derivado de WMHBV es
sorprendentemente casi tan eficaz como el péptido derivado de HBV en la inhibicién de la infeccion por HBV. Este
resultado esta en contraposicion con la ausencia completa de actividad de un péptido derivado de DHBV (Myr 2-41
de PreS (SEQ ID NO 16), véase la tabla 1) sobre la infeccion por HBV, aunque este péptido es un fuerte inhibidor
de la infeccion por DHBV.

A partir de estos resultados, puede concluirse que es posible inhibir eficazmente la infeccion por HBV. La tolerancia
de hasta un 46% de variaciones de la secuencia peptidica sugiere que sera posible inhibir la infeccion de virus HBV
de todos los genotipos con un solo péptido.

Tabla 1: Resumen de los resultados de los experimentos competitivos

Polipéptidos no | Inhibicién de la infectividad por | Polipéptidos Inhibicién de la infectividad por
miristoilados (100 uM) | HBV de hepatocitos humanos miristoilados (1 uM) HBV de hepatocitos humanos

PreS 1-78 de HBV ND Myr PreS 2-78 de | ++++
HBV

(SEQIDNO 1)
(SEQ ID NO 4)

PreS 1-68 de HBV ND Myr PreS 2-68 de | ++++
HBV
(SEQID NO 5)

PreS 1-48 de HBV +++ Myr PreS 2-48 de | +++++
HBV

(SEQ ID NO 6)
(SEQIDNO 7)

PreS 1-38 de HBV ND Myr PreS 2-38 de | +++
HBV
(SEQ ID NO 8)

PreS 1-28 de HBV + Myr PreS 2-28 de | +++
HBV

(SEQ ID NO 9)
(SEQ ID NO 10)

PreS 1-18 de HBV ND Myr PreS 2-18 de | -
HBV

(SEQ ID NO 11)

PreS 1-8 de HBV ND Myr PreS 2-8 de | -
HBV

(SEQ ID NO 12)
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Polipéptidos no | Inhibicion de la infectividad por | Polipéptidos Inhibicién de la infectividad por
miristoilados (100 uM) | HBV de hepatocitos humanos miristoilados (1 uM) HBV de hepatocitos humanos
PreS 19-48 de HBV - Myr PreS 19-48 de | -

HBV

(SEQ ID NO 17)
(SEQ ID NO 18)

WMHBY PreS 1-48 +++ Myr PreS 2-48 de | +++++
WMHBV
(SEQ ID NO 13)
(SEQ ID NO 14)

PreS 1-41 de HBV - Myr PreS 2-41 de | -
DHBV
(SEQ ID NO 15)
(SEQ ID NO 16)

ND: no determinado
EJEMPLO 3: Inhibicién de la infeccion por DHBV in vivo con polipéptidos sintéticos de pre-S-HBV

Se inyectan simultaneamente patos con DHBV y Myr 2-41 de preS de pato (DpreS2-41™"), Myr 2-44 de preS de
garza (HepreS2-44™"), Myr 2-68 de preS humano (HupreS2-68™"), Myr 2-21 de preS de pato (DpreS2-21™") o
H.Odd. Se valora la viremia de los animales infectados mediante analisis de transferencia puntual de ADN virico 5,
9, 15y 28 dias después de la infeccion. Los resultados exhibidos en la Figura 5 muestran que se detecta ADN virico
en animales de control tratados con H»Odd, indicando una infeccion exitosa de estos animales. Por el contrario,
puede observarse una viremia transitoria los dias 9 y 15 después de la infeccion en patos tratados con DpreS2-41
myr o DpreS2-21 myr. El dia 28, el ADN virico se reduce o no es ya detectable, lo que sugiere que los animales
eliminaron el virus. Este analisis se apoya adicionalmente por el andlisis de transferencia Western mostrado en la
Figura 6, que muestra que la proteina L de DHBV no se detecta en el suero de patos tratados con DpreS2-41™" o
DpreS2-21my: 35 dias después de la infeccion.
Por el contrario, el péptido humano HupreS2-68™"
(Figuras 5y 6).

parece retardar pero no prevenir la infeccién de patos por DHBV

myr

Puesto que se mostré que el péptido DpreS2-21™" no tenia actividad inhibidora frente a la infeccién por DHBV de
hepatocitos de pato primarios, la proteccion in vivo observada con este péptido seria el resultado de un efecto
indirecto del péptido, concretamente, el potenciamiento de la respuesta inmunitaria por el desencadenamiento de
anticuerpos dirigidos contra DpreS2-21™".

Este experimento ilustra que los péptidos miristoilados pueden conferir proteccion frente a infeccion por el virus de la
hepatitis B.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110>

<120>
<130>
<140>
<141>
<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Met

His

Asp

Ala

Gly
55

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

Gly
1
Gln

Phe
<210>

<211>
<212>

INSERM
Urban, Stephan
Péptidos blogueantes de infeccion por HBV

BET 02/0704

18

Patentin Ver. 2.1

1

78

PRT

Virus de la hepatitis B humano

1

Gly Gln Asn Leu Ser Thr Ser Asn Pro Leu Gly
5 10

Gln Leu Asp Pro Ala Phe Arg Ala Asn Thr Ala
20 25

Phe Asn Pro Azsn Lys Asp Thr Trp Pro Asp Ala
35 40

Gly Ala Phe aly Leu Gly Phe Thr Pro Pro His
50 55 &0

Trp Ser Pro Gln Ala Gln Gly Ile Leu Gln Thr
q0 75

2

47

PRT

Virus de la hepatitis B humano

2
Gln Asn Leu Ser Thr Ser Asn Pro Leu Gly Fhe
5 10
Leu Asp Pro Ala Phe Arg Ala Asn Thr Ala Asn
20 25
Asn Pro Asn Lys Asp Thr Trp Pro Asp Ala Asn
35 40

3

30

PRT

11

Phe Phe
Asn Pro
20

Asn Lys
45

Gly Gly

Leu Pro

Phe Pro

Pro Asp

30
Lys Val
45

Pro Asp
15

Asp Trp

val Gly

Leu Leu

Asp His
15

Trp Asp
Gly
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<213>

<400>

Bla
1

Gl

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Gly

Gln

Phe

Trp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Virus de la hepatitis B humano

3
Gly Ala Phe Gly Leu
=)

Trp Ser Pro Gln Ala
290

4

77

PRT

Virus de la hepatitis B humano

LIPIDO

1)

MIRISTATO

4

Gln Asn Leu Ser Thr

=]
Lzu Asp Pro Ala Phe
20
Asn Pro Asn Lys Asp
35

Ala Phe Gly Leu Gly
50

Ser Pro Gln Ala Gln

70

5

67

PRT

Virus de la hepatitis B humano

LIiPIDO

(1)
MIRISTATO
5

ES 2399356 T3

Gly Phe Thr

Gln Gly Ile

Ser

Arg

Thr

Phe

55

Gly

hsn

Ala

Trp

40

Thy

Ile

25

Fro

Asn

Fro

Pro

Leu

12

Pro Pro His Gly Gly Leu Leu

10

15

Lew Gln Thr Leu Pro

Leu

10

Thr

Asp

Fro

Gln

Gly

Ala

Ala

His

Thr
75

Fhe

Asn

hsn

Gly

&0

Leu

30

Fhe Pro Asp His
15

Fro Asp Trp Asp
30

Lys Val Glvyv Ala
45

Gly Leu Leu Gly

Pro



10

15

ES 2399356 T3

Gly Gln Asn Leu Ser Thr Ser

1

=

Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His
10 15

Gin Leu Asp Pro Ala Phe Arg Ala Asn Thr Ala Asn Pro Asp Trp Asp

20

Fhe Asn Pro Asn Lys Asp Thr

35

25 30

Trp Pro Asp Ala Asn Lys Val Gly Ala
£0 45

Gly Ala Phe Gly Leu Gly Phe Thr Pro Pro His Gly Gly Leu Leu Gly

50 55

Trp Ser Pro

65
<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Gly

Gln

Fhe

6

48

PRT

Virus de la hepatitis B humano

6

Gly Gln Asn Leu Ser Thr
5

Gln Leu Asp Pro Ala Phe
20

Phe Asn Pro Asn Lys Asp
35

7

47

PRT

Virus de la hepatitis B humano

LiPIDO
(@9
MIRISTATO

7

Gln Asn Leu Ser Thr Ser
5

Leu Asp Pro Ala Phe Arg
20

Azl Pro Asn Lys Asp Thr
35

&0

Ser RAsn PFro Leu Gly Phe Phe Pro Asp
10 15

Arg Ala Asn Thr Ala Asn Pro Asp Trp
25 30

Thr Trp Pro Asp Ala Asn Lys Val Gly
40 45

Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His
10 15

Ala Asn Thr Ala Asn Pro Asp Trp Asp
25 30

Trp Pro Asp Ala Asn Lys Val Gly
40 45

13
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Gly

Gln

Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

His

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

8
37
PRT

Virus de la hepatitis B humano

LIPIDO

@)
MIRISTATO
8

Gln Asn Leu Ser Thr Ser Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His

=1

Leu Asp Pro Ala Phe Arg Ala Asn Thr Ala Asn Pro Asp Trp Asp

20

Asn Pro Asn Lys

35

9
28
PRT

Virus de la hepatitis B humano

9
Gly Gln Asn Leu Ser
5
Gln Leu Asp Pro Ala
20

10

27

PRT

Virus de la hepatitis B humano

LiPIDO

(1)
MIRISTATO
10
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Thr Ser

Phe Arg

10

23

Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp

10

Ala Asn Thr Ala
25

14

30

15

15
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25

Gly Gln Asn Leu Ser Thr Ser Asn Pro Leu Gly Fhe Phe Pro Asp His

1

Gln

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Gly

Gln
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
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5

Leu Asp Pro Ala Phe Arg Ala Asn Thr Ala

20 25

11
17
PRT

Virus de la hepatitis B humano

LIPIDO

1)
MIRISTATO
11

Gln Asn Leu Ser Thr Ser Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His

5

12
7
PRT

Virus de la hepatitis B humano

LIPIDO
@
MIRISTATO

12

Gln Asn Leu Ser Thr Ser
5

13

48

PRT

Virus de la hepatitis B de mono lanudo

13

15

10

10

15

15
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Met
1

His

Asp

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<400>

Gly

Glo

Liys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Met

Gly

Thr

<210>
<211>
<212>
<213>
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Gly Leu Asn Gln Ser Thr Phe
5

Gln Leu Asp Pro Leu Phe Lys

20
Lys Asn Pro Asn Lys Asp Pro
35 40
14
47
PRT

Virus de la hepatitis B de mono lanudo

LIPIDO

@
MIRISTATO
14

Gln Ser Thr Phe Asn
5

Leu Asn

Leu Asp Pro Leu Phe Lys Ala

20

Asn Pro
35

Asn Lys Asp PFro Trp
40

15

41

PRT

Virus de la hepatitis B de pato
15

Asn Pro Leu Gly
10

Ala Asn Ala Gly
25

Trp Pro Gln Ala

Pro Leu Gly Phe
10

Asn Ala Gly Ser
25

Pro 3ln Ala His

Phe Phe Pro Ser
15

Ser Ala Asp Trp

a0
His Asp Thr Ala
45

Ser His
15

Phe Pro

Ala Asp
340

Trp Asp

Asp Thr Ala

45

Gly Gln His Pro Ala Lys Ser Met Asp Val Arg Arg Ile Glu Gly

10

25

5
Glu Ile
20
Leu Thr Trp Ser Gly Lys Phe Pro
35 40
16
40
PRT

Virus de la hepatitis B de pato

16

15

Leu Leu Asn Gln Leu Ala Gly Arg Met Ile Pro Lys Gly

30
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<220>

<221> LIPIDO

<222> (1)

<223> MIRISTATO

<400> 16

Gly Gln His Pro Ala Lys Ser Met Asp Val Arg Arg Ile Glu Gly Gly
1 5 il 15

Glu Ile Leu Leu Asn Gln Leu Ala Gly Arg Met Ile Pro Lys Gly Thr
20 25 30

Leu Thr Trp Ser Gly Lys Phe Pro
35 40
<210> 17
<211> 30
<212> PRT
<213> Virus de la hepatitis B humano
<400> 17
Leu Asp Pro Ala Phe Arg Ala Asn Thr Ala Asn Pro Asp Trp
5 10

Asp Phe Asn Pro Asn Lys Asp Thr Trp Pro Asp Ala Asn Lys Val Gly
15 20 25 30

<210> 18
<211> 30
<212> PRT
<213> Virus de la hepatitis B humano
<220>
<221> LIiPIDO
<222> (1)
<223> MIRISTATO
<400> 18
Leu Asp Pro Ala Phe Arg Ala Asn Thr Ala Asn Pro Asp Trp
5 i0

Asp FPhe Asn Pro Asn Lys Asp Thr Trp Pro Asp Ala Asn Lys Val Gly
15 20 25 30
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido sintético aislado que tiene la secuencia aminoacidica de féormula X-Y-Z, en la que
- X es un radical amino o un aminodacido o esta ausente;
- 'Y es la secuencia aminoacidica de SEQ ID NO 2;

-Z, ligado al grupo —CO- del ultimo residuo de Y, es un grupo amino o secuencia aminoacidica que comprende de 1
a 30 aminoacidos consecutivos de la region pre-S1 mostrada en la SEQ ID NO 3, o esta ausente;

0 una secuencia aminoacidica homéloga de dicha secuencia X-Y-Z de HBV cepa a1, HBV cepa LSH, HBV de
marmota, HBV de mono lanudo o los subtipos de HBV ad, adr, adw, adyw, ar o ayw;

estando dichos polipéptidos modificados quimicamente para portar un resto hidréfobo.
2. Un polipéptido aislado segun la reivindicacion 1, en el que la modificacion quimica es miristoilacion.
3. Un polipéptido aislado segun la reivindicacion 2, en el que el amino&cido 1 de la SEQ ID NO 2 esté miristoilado.

4. Un polipéptido aislado segun las reivindicaciones 1 a 3, que tiene la secuencia aminoacidica SEQ ID NO 4,
SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 7 0 SEQ IO NO 14.

5. Un polipéptido aislado que tiene la secuencia aminoacidica SEQ ID NO 8 o SEQ ID NO 10.

6. Uso de un polipéptido de las reivindicaciones 1 a 5 para la fabricacion de un medicamento para la inhibicion de
la infeccion por HBV.

7. Eluso segun la reivindicacion 6, en el que dicho medicamento es para prevenir la union a y/o la internalizacion
en hepatocitos de particulas de HBV.

8. Método de inhibicion in vitro de infeccion de hepatocitos por HBV que comprende usar un polipéptido de las
reivindicaciones 1 a 5.

9. Método de identificacién in vitro de un receptor de hepatocito implicado en el ligamiento y/o penetracién de
HBV que comprende las etapas de:

a) poner en contacto una biopsia hepatica o hepatocito con un polipéptido de las reivindicaciones 1 a 5 en
condiciones y durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la unién especifica de dicho polipéptido a
un receptor expresado en la superficie del hepatocito;

b) detectar la unién de dicho polipéptido a un receptor; y
c) identificar dicho receptor.
10. Método para el diagndstico ex vivo de infeccion por HBV que comprende las etapas de:

a) poner en contacto una muestra biolégica con el polipéptido de las reivindicaciones 1 a 5 en condiciones y
durante un periodo de tiempo suficiente para permitir la formacién de un complejo entre dicho polipéptido y un
anticuerpo presente en una muestra bioldgica y dirigido hacia un fragmento de la regién pre-S1 de particulas
viricas de HBV; y

b) detectar dichos complejos, cuya presencia es indicativa de infeccién por HBV.

11. Una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido de las reivindicaciones 1 a 5 y un portador
farmacéuticamente aceptable.
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