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DESCRIPCION

Método para prevenir la fusion virus: célula mediante la inhibicion de la funcion de la region de iniciacion de la fusion
en virus de ARN que tienen proteinas de la envuelta fusogénicas de membrana de clase |

Esta solicitud reivindica el beneficio de la solicitud provisional estadounidense con nimero de serie 60/517.181,
presentada el 4 de noviembre de 2003.

Campo de lainvencion

La presente invencion se refiere a péptidos para su uso en la prevencién o inhibiciéon de la infeccion viral por un
retrovirus de una célula (previniendo de ese modo la insercion del genoma viral en el citoplasma celular, una etapa
requerida para la infeccion viral). La presente invencion prevé composiciones y usos de los mismos para prevenir la
infeccion por un retrovirus interfiriendo en su regién de iniciacion de la fusion (FIR, fusion inhibiting region).

Introduccién

Todos los virus deben unirse a, e invadir, sus células diana para replicarse. Para virus de animales con envuelta,
incluyendo virus de ARN que tienen proteinas de fusion de membrana de clase | (virus de tipo I), el proceso implica
(a) la unién del virién a la célula diana, (b) la fusién de la envuelta del virus con la membrana plasmatica o una
membrana celular interna, (c) la desestabilizacion de la envuelta viral y la membrana celular en la zona fusionada
para crear un poro de fusion, (d) la transferencia del ARN viral a través del poro y (e) la modificacion de la funcion
celular por el ARN viral.

La fusion de la membrana viral y la envuelta de la célula, etapas (b) y (c) anteriores, estd mediada por la interaccion
de una glicoproteina transmembrana viral (proteina de fusién) con proteinas de superficie y membranas de la célula
diana. Estas interacciones provocan cambios conformacionales en la proteina de fusiéon que dan como resultado la
insercion de un péptido de fusion viral en la membrana de la célula diana. Esta insercién va seguida por cambios
conformacionales adicionales dentro de la proteina de fusion que llevan la envuelta viral y las membranas celulares
a una estrecha proximidad y da como resultado la fusion de las dos bicapas de membrana.

Un virus no puede diseminarse y propagarse dentro de su huésped si se altera este proceso de fusion. La alteracion
intencionada de este proceso de fusién puede lograrse mediante el direccionamiento de péptidos y peptidomiméticos
homdlogos a secuencias de proteinas de fusién, anticuerpos que reconocen la proteina de fusion, y otros factores
gue actuan contra la proteina de fusion.

Antecedentes de la invencion

Similitudes estructurales entre proteinas de fusién de clase | de virus de ARN.

La hemaglutinina 2 (HA2) del virus influenza, un ortomixovirus, es la proteina de fusion de clase | de virus de ARN
prototipica y contiene un dominio hidréfobo amino-terminal, denominado péptido de fusién, que se expone durante la
escision de la proteina precursora de hemaglutinina. Las proteinas de fusion de membrana de virus de ARN de
varias familias diversas, incluyendo arenavirus, coronavirus, filovirus, ortomixovirus, paramixovirus y retrovirus,
comparten varias caracteristicas estructurales comunes con la HA2 y se han denominado proteinas de fusion virales
de clase I. Se ha observado que la proteina de fusién del VIH-1, la glicoproteina transmembrana y otras proteinas
transmembrana retrovirales, como las de los ortomixovirus y paramixovirus, presentan un dominio de péptido de
fusién hidréfobo expuesto durante la escision de un precursor (gpl60) (Gallaher, 1987; Gonzalez-Scarano et al.,
1987). Basandose en estas similitudes y algoritmos informaticos que predicen configuraciones de proteinas, se ha
sugerido (Gallaher et al., 1989) que la parte externa (ectodominio, extremo amino-terminal) de la proteina
transmembrana de VIH-1 y las proteinas transmembrana de otros retrovirus, podria ajustarse en su totalidad al
andamiaje de la estructura de HA2 tal como se determind mediante cristalografia de rayos X (Wilson, Skehel y
Wiley, 1981).

Basandose en estas observaciones, se predijo que las proteinas transmembrana retrovirales contienen varias
caracteristicas estructurales ademas del péptido de fusiébn en comudn con la estructura conocida de la HA2, que
incluye una hélice amino-terminal extendida (N-hélice, habitualmente una “repeticion de héptada” o “cremallera de
leucina”), una hélice carboxilo-terminal (C-hélice) y un motivo aroméatico proximal al dominio transmembrana. La
presencia de al menos cuatro de estos cinco dominios define una proteina de la envuelta viral como proteina de
fusion de clase |. Este modelo de proteina transmembrana retroviral se confirmd posteriormente mediante
determinaciones estructurales y andlisis mutacionales (Chan et al., 1997; Kowalski et al., 1991; Weissenhorn et al.,
1997). Estan presentes motivos estructurales comunes no solo en proteinas de fusién de ortomixovirus y retrovirus,
sino también en las de paramixovirus, filovirus (tales como el virus del Ebola, VEbo) (Gallaher, 1996) y arenavirus
(Gallaher, DiSimone y Buchmeier, 2001). El modelo estructural de Gallaher de la proteina de fusion de VEbo (GP2)
también se ha conformado mediante métodos de cristalografia de rayos X (Malashkevich et al., 1999; Weissenhorn
et al., 1998).



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 425600 T3

La figura 1 muestra los cinco dominios, descritos previamente, de las proteinas de fusion de las seis familias de virus
de tipo I. Las proteinas de fusién se originan en un péptido de fusion hidréfobo, terminan en un péptido de anclaje e
incorporan una hélice alfa amino-terminal extendida (N-hélice, habitualmente una “repeticion de héptada” o
“cremallera de leucina”), una hélice alfa carboxilo-terminal (C-hélice) (Carr y Kim, 1993; Suarez et al., 2000; Wilson,
Skehel y Wiley, 1981), y a veces un motivo aromatico proximal a la envuelta del virion. También se muestra el sexto
dominio, la regién de iniciacion de la fusion (FIR), descubierto por los presentes inventores.

Inhibicion de la fusién en virus de tipo |

Los intentos previos de los presentes inventores (Garry) y otros para disefiar péptidos y peptidomiméticos,
anticuerpos, y otros factores que inhiben la fusion en virus de tipo | se han centrado en el péptido de fusion, la N-
hélice y la C-hélice de las proteinas de fusion. En el caso de péptidos de fusion, se ha encontrado que analogos de
los ortomixovirus y paramixovirus (Richardson, Scheid y Choppin, 1980) y dominios de péptidos de fusién de VIH-1
(Gallaher et al.,, 1992; Owens et al., 1990; Silburn et al., 1998) bloquean la infeccién viral, presumiblemente
formando heteroagregados inactivos. También se ha encontrado que péptidos correspondientes a partes de la N-
hélice y la C-hélice son eficaces en la inhibicién de infeccidn viral tanto in vitro como in vivo. Por ejemplo, un péptido
de 17 aminoacidos correspondiente a la parte carboxi-terminal de la N-hélice de la proteina de fusion de VIH-1,
definida como la region CS3, bloqueaba la infeccion por VIH (Qureshi et al., 1990). Ademas, se desarrollaron otros
péptidos inhibidores de N-hélice y C-hélice basandose en el modelo estructural de proteinas de fusion (Wild,
Greenwell y Matthews, 1993; Wild et al., 1992), que incluyen el farmaco peptidico anti-VIH-1 de C-hélice DP178 (T-
20 o FUZEON®). El DP178 se solapa con la C-hélice y el dominio proximal de anclaje aromatico e inhibe la fusion
virién:célula de VIH-1 a concentraciones muy bajas (inhibicién del 50% a 1,7 nM) que pueden conseguirse in vivo
tras inyeccion. En un ensayo clinico, 100 mg/dia de DP178 provocaron una reduccion de aproximadamente 100
veces en plasma de la carga de VIH-1 de individuos infectados (Kilby et al., 1998). Este resultado ha motivado
enormemente la blsqueda de otros péptidos inhibidores de VIH-1 basados en la estructura de proteinas
transmembrana (Pozniak, 2001; Sodroski, 1999). También se ha mostrado que inhibidores peptidicos de
paramixovirus inhiben la replicacion viral (Lambert et al., 1996; Young et al., 1999). Estudios de Watanabe y
colaboradores sugieren que un enfoque similar de direccionamiento de la N-hélice y la C-hélice de la GP2 de VEbo
también puede conducir a inhibidores Utiles (Watanabe et al., 2000). También se ha mostrado que anticuerpos
neutralizantes dirigidos contra partes de los dominios de proteinas de fusion inhiben la fusién virién:célula.

Observaciones en VIH-1

Se ha dedicado una gran cantidad de estudio a la inhibicion de la fusién en el virus de la inmunodeficiencia humana
VIH-1, uno de los virus de ARN de tipo I. Bolognesi et al. (documento 5.464.933) y los presentes inventores (Garry,
USPN 5.567.805) ensefian que la destruccién celular mediada por VIH puede inhibirse introduciendo péptidos que
se unen a partes de la partes de la proteina de fusiéon transmembrana del virion de VIH-1. La region de union de
DP178 de Bolognesi, marcada como FUZEON® en la figura 7, se basa principalmente en la C-hélice y esta fuera de
lo que se describe en la presente solicitud la region de iniciacion de la fusion (FIR). Bolognesi demuestra la inhibicion
pero no ensefia ningin método de inhibicién. Los presentes inventores (Garry) demostraron previamente la
inhibicion en la region CS3 de la TM de VIH-1, marcada como CS3 en la figura 7, pero no identificaron ningin
método de inhibicién, sugiriendo sélo que se inhibe la interaccion CS3:receptor de CS3. El descubrimiento
inesperado de la FIR por los presentes inventores (tal como se describe actualmente en el presente documento) y el
hecho de que las secuencias de CS3 se encuentren dentro de la FIR indica que la union CS3:receptor de CS3
descrita en el documento USPN 5.567.805 es de hecho la unién que se produce entre la parte de CS3 de la FIR y
partes de la membrana celular por las que tiene afinidad la parte de CS3 de la FIR. Ademas, aunque Melikyan,
Watanabe, Bewley, y otros han descrito la inhibicién de la fusién con péptidos introducidos, no han explicado los
mecanismos a través de los cuales se produce la inhibicion. De manera correspondiente, la ubicacion del péptido
FUZEON® est4 alejada de la FIR, lo que sugiere enérgicamente que otros elementos del proceso de fusion operan
en la region de FUZEON®. El documento WO 88/08429 describe péptidos de VIH para su uso en inmunoterapia. Se
ha notificado la sintesis de un péptido de VIH y su uso posterior para producir anticuerpos para el tratamiento de la
infeccion por VIH (Viveros et al., 2000). También se han notificado estudios sobre la hélice superenrollada de gp41l
de VIH tipo 1 (Chan et al., 1998).

En vista de lo anterior, queda claro que existe la necesidad en la técnica de medios mas eficaces para identificar
aquellas regiones de virus que estan implicadas en el proceso de infeccion y de composiciones eficaces para
prevenir o inhibir la infeccién viral. La invencién descrita y dada a conocer en el presente documento proporciona
una solucion eficaz a estas necesidades.

Sumario de lainvencion

Segun un primer aspecto de la invencion, se proporciona un péptido aislado seleccionado del grupo que consiste en:

(a) un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en SEQ ID NO: 7,
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(b) un péptido que consiste en de 8 a 40 residuos de aminoécido contiguos de SEQ ID NO: 7 y que no incluye los
residuos 65-81 de SEQ ID NO: 21 (secuencia conservada 3 de la proteina transmembrana del virus de la
inmunodeficiencia humana 1; CS3 de TM de VIH-1),

(c) un analogo peptidico que tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en SEQ ID NO: 7 que incluye una o
mas sustituciones de aminoéacido conservativas y en el que la mayoria de los residuos del analogo son idénticos a la
secuencia de SEQ ID NO: 7;y

(d) un anélogo peptidico que consiste en de 8 a 40 residuos de amino&cido contiguos de SEQ ID NO: 7 que incluye
una o0 mas sustituciones de aminoacido conservativas y en el que la mayoria de los residuos del analogo son
idénticos a la secuencia de los 8 a 40 residuos de aminoéacido contiguos de SEQ ID NO: 7; en el que el analogo no
incluye los residuos de aminoacido 65-81 de SEQ ID NO: 21,

para su uso en la inhibicién de la fusion virus:célula en el tratamiento de una infeccion retroviral.

El péptido puede incluir un grupo acetilo, un grupo carbobenzoxilo, un grupo dansilo, un grupo t-butiloxicarbonilo, un
grupo hidréfobo o un grupo macromolecular en el extremo amino-terminal del péptido. Ademas, tales péptidos
pueden incluir un grupo amido, un grupo hidréfobo o un grupo macromolecular en el extremo carboxilo-terminal del
péptido. La infeccidn retroviral puede ser una infeccion por VIH-1.

Segun un segundo aspecto de la invencion, se proporciona el uso de un péptido segun el primer aspecto anterior
para la preparacion de un medicamento para tratar una infeccion retroviral en un paciente. La infeccion retroviral
puede ser una infeccién por VIH-1.

Segun un tercer aspecto de la invencién, se proporciona una molécula de ADN recombinante que permite que, o
estimula a, un paciente para que produzca el péptido segun el primer aspecto anterior para tratar una infecciéon
retroviral en un paciente. Este aspecto incluye el uso de una molécula de ADN recombinante que permite que, o
estimula a, un paciente para que produzca el péptido segun el primer aspecto anterior para la preparacion de un
medicamento para tratar una infeccion retroviral en un paciente. La infeccion retroviral puede ser una infeccién por
VIH-1.

Seguln un cuarto aspecto de la invencion, se proporciona un agente de inhibicion de la fusion viral que comprende un
péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en de 8 a 50 residuos de amino&cido para su uso en
el tratamiento de una infeccion retroviral, en el que el péptido comprende una secuencia de aminoacidos de un
péptido del primer aspecto anterior. El agente de inhibicién de la fusion viral puede incluir un grupo acetilo, un grupo
carbobenzoxilo, un grupo dansilo, un grupo t-butiloxicarbonilo, un grupo hidr6fobo o un grupo macromolecular en el
extremo amino-terminal del mismo. Ademas, el agente de inhibicion de la fusién viral puede incluir un grupo amido,
un grupo hidréfobo o un grupo macromolecular en el extremo carboxilo-terminal del mismo. Este aspecto incluye el
uso de un agente de inhibicién de la fusidn viral de este aspecto para la preparacién de un medicamento para tratar
una infeccion retroviral en un paciente.

Realizaciones ilustrativas de la invenciéon

El sexto dominio de virus de ARN que tienen proteinas de fusién de membrana de clase |

Los arenavirus, coronavirus, filovirus, ortomixovirus, paramixovirus y retrovirus son las seis familias de virus de ARN
identificadas actualmente que tienen proteinas de la envuelta de fusion de membrana de clase I. Los presentes
inventores (Garry) y otros han mostrado previamente que las proteinas de fusion de estos virus de tipo | incorporan
cinco dominios o motivos conservados (Carr y Kim, 1993; Gallaher et al., 1989; Suarez et al., 2000; Wilson, Skehel y
Wiley, 1981). Estos dominios comprenden un péptido de fusion, una N-hélice, una C-hélice y un motivo aromaético,
gue son todos ectodominios, y un péptido de anclaje, que es un endodominio.

Usando analisis computacionales, modelos de estructura secundaria, calculos de hidrofobicidad superficial y otras
técnicas, los presentes inventores han hecho el sorprendente descubrimiento de un sexto dominio altamente
conservado que esta presente en las proteinas de fusién de una amplia variedad de virus (este sexto dominio se
describe en el presente documento). Los virus que presentan este dominio incluyen, pero no se limitan
necesariamente a, las seis clases de virus de ARN enumeradas anteriormente. Para hacer hincapié en la funcion
critica de este dominio recién identificado, que es un ectodominio, se denomina el dominio en el presente
documento, regién de iniciacién de la fusion (FIR) de los virus.

Tal como se usa en el presente documento, el término hélice alfa “extendida” se refiere a una hélice alfa que tiene
mas de cuatro “giros de hélice alfa” (especificamente, mas de 14 aminoacidos).

Otras realizaciones prevén “factores” que los inventores han encontrado inesperadamente que son eficaces para
prevenir o prevenir la infeccion viral y/o la fusion virus:célula.
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Tal como se usa en el presente documento el término “factores” incluye, pero no se limita a, péptidos aislados o
segmentos de péptidos funcionales (o0 analogos peptidicos de los mismos) de los dominios de la regidn de iniciacion
de la fusién (FIR) recién descritos, peptidomiméticos (“peptidomimético” se refiere a cualquier compuesto o
sustancia que podria servir como sustituto de un péptido que interacciona con la FIR, es decir cualquier compuesto
que imite las propiedades de un segmento funcional de la FIR), anticuerpos especificos para dominios de FIR
funcionales (por ejemplo, anticuerpos idiotipicos o anti-idiotipicos) y otros compuestos moleculares que interfieren en
la unién y/o fusion virus:célula.

Tal como se usa en el presente documento el término “segmento funcional” o “fragmento funcional” de una region de
iniciacién de la fusion (FIR) se refiere a un fragmento que puede inhibir la fusion virus:célula, inhibir la infectividad
viral, que puede producir un anticuerpo que puede reconocer y unirse especificamente a la FIR y/o interferir en la
infeccion celular mediada por FIR.

Tal como se usa en el presente documento, un “analogo peptidico” o “péptido modificado” se define preferiblemente
como un péptido de FIR modificado para que contenga un grupo amino, un grupo acetilo, un grupo hidréfobo (por
ejemplo, carbobenzoxilo, dansilo o t-butiloxicarbonilo) o un grupo portador macromolecular (por ejemplo, conjugado
lipidico, polietilenglicol, un hidrato de carbono o una proteina) en el extremo amino-terminal. Una clase adicional de
analogos peptidicos de FIR contiene un grupo carboxilo, un grupo amido, un grupo hidréfobo o un grupo portador
macromolecular en el extremo carboxilo-terminal. Otros analogos peptidicos se definen como péptidos de FIR en los
que al menos un enlace que une residuos de aminoacido adyacentes es un enlace no peptidico (por ejemplo, un
enlace imido, éster, hidrazina, semicarbazoide o azo), un péptido en el que al menos un residuo de aminoacido esta
en una configuracion de isémero D o un péptido en el que el orden de los amino&cidos esta invertido. Analogos
peptidicos adicionales son péptidos de FIR que comprometen al menos una sustitucion de aminoacido en la que un
primer residuo de aminoacido se sustituye por un segundo residuo de aminoacido diferente (la sustitucion de
aminoé&cido puede ser una sustitucion conservada o una sustitucion no conservada). Tal como se usa en el presente
documento, tales analogos peptidicos pueden comprender secuencias de aminoacidos analogas, conteniendo las
secuencias analogas la mayoria de aminoacidos idénticos o quimicamente similares en el mismo orden que las
secuencias primarias.

Tal como se usa en el presente documento, el término “region de iniciacion de la fusion” (FIR) generalmente se
refiere a una regiéon de una proteina de fusion viral implicada en la etapa o etapas iniciales de la infeccion viral y/o
fusién con una célula huésped.

Tal como se usa en el presente documento el término “peptidomimético” incluye, pero no se limita a, compuestos
organicos u otros productos quimicos que imitan la estructura o funcién del péptido de FIR. Los ejemplos de
peptidomiméticos incluyen, pero no se limitan a, compuestos organicos que comprenden los grupos laterales
funcionales de un aminoéacido o péptido, pero que carecen de la estructura principal de carbono/nitrégeno o los
enlaces peptidicos. Peptidomimético también se refiere a compuestos que imitan la accion de estos grupos laterales
funcionales con otros restos.

Otras moléculas, tales como anticuerpos idiotipicos o anti-idiotipicos o proteinas seleccionadas mediante métodos
de presentacion en fago, que se unen a los péptidos, analogos peptidicos o peptidomiméticos descritos en la
presente solicitud también pueden funcionar como inhibidores de la infeccion viral y/o la fusion virus:célula. También
se contemplan por la presente invencién plasmidos, o virus recombinantes, u otras moléculas o compuestos que
permiten que el, o estimulan al, paciente para que produzca un analogo de los compuestos inhibidores. Por ejemplo,
puede usarse una proteina recombinante, producida en una célula bacteriana, fungica o de mamifero modificada
mediante ingenieria, para que produzca un andlogo inmunogénico de la FIR de una proteina de fusion viral. De
manera similar, podria inducirse una respuesta de anticuerpos anti-idiotipicos en el individuo usando una proteina
modificada mediante ingenieria que comprende una secuencia correspondiente al sitio de uniéon de un anticuerpo
especifico de FIR.

Tal como se usa en el presente documento, el término “péptido de fusion” se refiere preferiblemente a una secuencia
hidréfoba en el, o cerca del, extremo amino-terminal de una proteina de fusion viral de clase | (véase, Gallaher et al.,
1987; 1992).

Tal como se usa en el presente documento, el término péptido o analogo peptidico “sustancialmente purificado” se
refiere preferiblemente a un péptido o analogo peptidico que es puro en mas de aproximadamente el 80%. Mas
preferiblemente, “sustancialmente purificado” se refiere a un péptido o anélogo peptidico que es puro en méas de
aproximadamente el 90% o méas de aproximadamente el 95%. Lo mas preferiblemente, se refiere a un péptido o
analogo peptidico que es puro en mas del 96%, 97%, 98% o el 99%. Funcionalmente, “sustancialmente purificado”
significa que esta libre de contaminantes en un grado que lo hace adecuado para los fines previstos en el presente
documento. Los expertos en la técnica conocen bien métodos para evaluar la pureza. Los métodos adecuados
incluyen, pero no se limitan a, andlisis mediante cromatografia de gases (CG) acoplada a espectrofotometria de
masas, cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) y ensayos funcionales en sistemas de cultivo celular
gue, entre otros, evallan la citotoxicidad.
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Tal como se usa en el presente documento, el término “analogo estable” se refiere a un péptido que tiene una
semivida farmacolégicamente activa en sistemas bioldgicos. Se contemplan semividas bioldgicas de mas de 60
minutos.

Tal como se usa en el presente documento, el término “derivado de péptido” se refiere a un péptido que tiene
aminoacidos sustituidos diferentes de aquéllos de la secuencia de FIR de una proteina de fusion viral. En ellos, las
sustituciones no vuelven el péptido indtil para la presente invencion.

Segun diversos aspectos de la presente realizacion de la invencién, los péptidos, secuencias aisladas de &cido
nucleico o anticuerpos pueden producirse mediante cualquier medio conocido en la técnica, incluyendo pero sin
limitarse a, sintesis quimica, métodos de ADN recombinante y combinaciones de los mismos.

Tal como se define en el presente documento, la presente invencién prevé composiciones y usos para tratar o
prevenir la infeccion por retrovirus. Un posible mecanismo mediante el cual la presente invencion puede prevenir y/o
inhibir la infeccion es interfiriendo en la fusion virus:célula mediada por FIR.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra los dominios de las proteinas de fusién de un miembro de cada una de estas seis familias virales
(concretamente, arenavirus, coronavirus, filovirus, ortomixovirus, paramixovirus y retrovirus). Los circulos en la figura
1 muestran la ubicacién aproximada de la FIR en cada virus ilustrado.

Las figuras 2 a 7 muestran las secuencias de aminoacidos de estas proteinas de fusion (correspondientes a SEQ ID
NO 16-21, respectivamente) y una representacion esquematica de su estructura ectopica. Especificamente, se
muestran los cinco dominios descritos previamente, que son el péptido de fusion, es decir, la N-hélice, la C-hélice, el
motivo aromatico (si esta presente) y el péptido de anclaje. También se identifica el sexto dominio recién
descubierto, la regién de iniciacion de la fusién o FIR. Cada FIR se indica por un poligono en la figuras 2 a 7.

El area encerrada en un circulo detras de las proteinas de fusidon en cada una de las figuras 2-7 representa la
proteina de union virus:célula (VCBP, virus:cell binding protein) primaria del virus. La VCBP habitualmente
interacciona con la parte de la proteina de fusidon que esta mas distal con respecto a la membrana viral y se muestra
por tanto que esta asi situada en las figuras. A diferencia de la proteina de fusién altamente conservada, la VCBP de
cada familia de virus es mas divergente. Habitualmente es la VCBP la que dicta la gama de huéspedes del virus y
determina cuéles de los tipos celulares del huésped se seleccionan como diana para la infeccién. La VCBP actia en
esta capacidad reconociendo y uniéndose con proteinas de superficie de células especificas. La unién de la VCBP a
las proteinas de la célula seleccionadas como diana se produce antes de, y normalmente es un requisito previo
para, la fusion virus:célula.

Figura 8: Inhibicién de la infectividad por coronavirus por los péptidos de region de iniciacion de fusion. Se
preincubaron entre 50 y 100 UFP de virus de la hepatitis de raton cepa A59 o coronavirus de SARS (severe acute
respiratory syndrome, sindrome respiratorio agudo grave) cepa Urbani con o sin los péptidos indicados (~100 uM) en
DMEM libre de suero durante 1 h. Entonces se expusieron las células a inéculo tratado con péptido o un control de
vehiculo (sin péptido). Tras 1 h de adsorcién, se retird el in6culo, se lavaron las células dos veces con solucién
salina tamponada con fosfato 1X, y se recubrieron las células con DMEM que contenia FBS al 10% y agarosa al
0,5%. Cuarenta y ocho horas tras la infeccién, se fijaron las monocapas infectadas y se tifieron con violeta cristal
para determinar los numeros de placas de lisis.

Figura 9: Inhibicién de la infectividad por virus de Lassa por los péptidos de region de iniciacion de fusion. Se
preincubaron entre 50 y 100 UFP de virus de Lassa con o sin los péptidos indicados (~100 uM) en BME libre de
suero durante 1 h. Entonces se expusieron las células al indculo tratado con péptido o control de vehiculo (sin
péptido). Tras 1 h de adsorcion, se retiré el indculo, se lavaron las células dos veces con solucion salina tamponada
con fosfato 1X, y se recubrieron las células con BME que contenia FBA al 5%, HEPES 10 mM y agarosa al 0,5%.
Cuatro dias tras la infeccion, se aplicé un segundo recubrimiento que contenia rojo neutro al 5%, y se contaron las
placas de lisis 24 h mas tarde.

Las seis familias de virus de ARN que ahora se sabe que tienen proteinas de fusion de membrana de clase | (virus
de tipo I) y miembros representativos de cada familia son los siguientes:
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Virus de ARN representativos que tienen proteinas de fusion de membrana de tipo | (virus de tipo 1)

Familia Virus representativo

Mostrado en las figuras

Virus de Lassa
Virus de la coriomeningitis linfocitica (VCML)

Virus de Junin

Virus de Machupo

Virus de Guanarito
Virus de Sabia

Virus del sindrome respiratorio agudo grave (SARS)
Virus de la hepatitis murina (VHM)
Coronavirus bovino

Coronavirus canino

Arenavirus Virus de la peritonitis infecciosa felina
Coronavirus Virus del Ebola
Filovirus Virus de Marburgo
Ortomixovirus Virus influenza A
Paramixovirus Virus influenza B
Retrovirus Virus influenza C

Virus del sarampién
Virus de las paperas
Virus del moquillo canino
Virus de la enfermedad de Newcastle
Virus de la inmunodeficiencia 1 (VIH-1)
Virus de la inmunodeficiencia 2 (VIH-2)
Virus linfotropico de células T humano tipo 1 (VLTH-1)
Virus linfotrépico de células T humano tipo 2 (VLTH-2)
Particula tipo A intracisternal humana 1 (HIAP-1)

Particula tipo A intracisternal humana 2 (HIAP-2)

Los virus mostrados en las figuras son los siguientes:
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Virus de ARN ilustrados que tienen proteinas de fusién de membrana de tipo | (virus de tipo I)

Figura Familia Virus mostrado Proteina mostrada
Figura 2 Arenavirus Virus de Lassa GP2
Figura 3 Coronavirus Virus de SARS S
Figura 4 Filovirus Virus del Ebola GP2
Figura 5 Ortomixovirus Virus influenza A HA2
Figura 6 Paramixovirus Virus del sarampién F1
Figura 7 Retrovirus VIH-1 ™

Lista de secuencias de las proteinas de fusion de membrana de clase | (virus de tipo 1) ilustradas

GP2 DE LASSA (numero de registro Genbank: A43492, aminoacidos 257-490)

LLGT FTWTLSDSEG NETPGGYCLT RWMLIEAELK CFGNTAVAKC
NEKHDEEFCD MLRLFDFNKQ ATRRLKTEAQ MSIQLINKAV NALINDQLIM
KNHLRDIMGI PYCNYSRYWY LNHTSTGKTS LPRCWLISNG SYLNETKFSD
DIEQQADNMI TEMLQKEYID RQGKTPLGLV DLFVFSTSFY LISIFLHLVK
IPTHRHIVGK PCPKPHRLNH MGICSCGLYK OPGVPVRWKR {(SEQ ID NO:16)

S DE SARS (nimero de registro Genbank: AAQ9406, aminoacidos 864-1256)

WTF
KATSQIQESL
DILSRLDEKVE
MSECVLGOSK
PATCEEGKAY
VIGIINNTVY
IQKEIDRLNE
MVTILLCCMT

GAGAALQIPF
TTTSTALGKL
AEVQOIDRLIT
RVDFCGKGYH
FPREGVFVFN
DPLQPELDSF
VAKNLNESLI
SCCSCLKGAC

AMOMAYRFNG
QDVVNQONAQA
GRLQOSLQTYV
LMSFPQAAPH
GTSWFITQRN
KEELDKYFKN
DLOELGKYEQ
SCGSCCKFDE

GP2 DE EBOLA (nimero de registro Genbank: AAM76034

IGVTQNVLYE
LNTLVKQLSS
TOOLIRAAET
GVVFLHVTYV
FFSPQIITTD
HTSPDVDLGD
YIKWPWYVWL
DDSEPVLKGV

NQRQIANQFN
NFGAISSVLN
RASANLAATK
PSQERNFTTA
NTFVSGNCDV
ISGINASVVN
GFIAGLIATIV

KLHYT (SEQ ID NO:17)

, aminoacidos 502-676)

EATVNAQPK CNPNLHYWTT QDEGAAIGLA WIPYFGPAAE GIYTEGLMHN
QDGLICGLRQ LANETTQALQ LFLRATTELR TFSILNRKAI DFLLQRWGGT
CHILGPDCCI EPHDWTKNIT DKIDQITIHDF VDKTLPDOGD NDNWWTGWRQ

WIPAGIGVTG VIIAVIALFC ICKFVF (SEQ ID NO:18)

HA2 DE INFLUENZA (numero de registro Genbank: P03437, aminoacidos 346-566)

GLFGA TAGFIENGWE GMIDGWYGFR HONSEGTGQA ADLKSTQAAI
DQINGKLNRV IEKTNEKFHQ IEKEFSEVEG RIQDLEKYVE DTKIDLWSYN
AELLVALENQ HTIDLTDSEM NKLFEKTRRQ LRENAEEMGN GCFKIYHKCD

NACIESIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG VELKSGYKDW RCNICT

NO:19)

F1 DE SARAMPION (ntimero de registro Genbank: VGNZMV, aminoécidos 116-553)

(SEQ 1ID
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NQAIEATRQA
RYYTEILSLF
GILESRGIKA
SQEWYTTVPK
CLRGSTKSCA
PDKILTYIAA
DVGTNLGNAI

LAGAALGVAT
GQEMILAVQG
GPSLRDPISA
RITHVDTESY
YVATQGYLIS
RTLVSGSFEGN
DHCPVVEVNG
AKLEDAKELL
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AAQITAGIAL
VODYINNELI
EISTQALSYA
FIVLSIAYPT
NEDESSCTFM
REILSQGNLI
VTIQVGSRRY
ESSDQILRSM

HQSMLNSQAI
PSMNQLSCDL
LGGDINKVLE
LSEIKGVIVH
PEGTVCSQNA
ANCASTILCKC
PDAVYLHRID
KGLSSTSIVY

DNLRASLETT
IGQKLGLKLL
KLGYSGGDLL
RLEGVSYNIG
LYPMSPLLQE
YTTGTIINQD
LGPPISLERL
ILTAVCLGGL

IGIPALICCC RGRCNKKGEQ VGMSRPGLKP DLTGTSKSYV RSL (SEQ ID NO:20)

TM DE VIH (nimero de registro Genbank: AAB50262, amino&cidos 512-710)

AVGIGALFL GFLGAAGSTM GAASMTLTVQ ARQLLSGIVQ
AQQHLLOLTV WGIKQLQARI LAVERYLKDQ QLLGIWGCSG
NASWSNKSLE QIWNHTTWME WDREINNYTS LIHSLIEESQ
LELDKWASLW NWENITNWLW YIKLFIMIVG GLVGLRIVFA
NO:21)

QONNLLRAIE
KLICTTAVPEW
NQQEKNEQEL
VLSIVNRVRQ (SEQ ID

Método de identificacién de la FIR

Para fines de referencia, se describe el siguiente método para la identificacion, dentro de las proteinas de fusion de
virus, de un motivo conservado. El motivo conservado de las regiones FIR de diferentes virus tendra una estructura y
funcion similares. Adicionalmente, las regiones FIR de virus relacionados pueden tener, pero no las tendran
necesariamente, secuencias de aminoacidos primarias altamente similares.

Tal como se describié anteriormente, la presente invencion prevé composiciones Utiles para prevenir o inhibir la
infeccidn viral por retrovirus usando péptidos, anticuerpos o acidos nucleicos aislados que se dirigen a la FIR de
retrovirus especifica e interfieren en la funcion de esa FIR.

La FIR de una proteina de fusion viral puede identificarse mediante un método como el siguiente que comprende las
siguientes etapas:

(1) La secuencia de la proteina de fusiébn se ajusta en primer lugar al andamiaje de la proteina de fusion
transmembrana de VIH, que comprende la N-hélice, la C-hélice, y otros dominios descritos previamente, con el fin
de identificar la N-hélice y la C-hélice en la proteina de fusidon objeto. Este proceso de ajuste se facilita mediante la
busqueda de la secuencia de amino&cidos primaria de la proteina para dos o més cisteinas que tienen propension a
formar al menos un bucle enlazado covalentemente, que estara presente en la mayor parte pero no en la totalidad
de esas secuencias. La N-hélice puede identificarse entonces en la regiéon que precede a este bucle de cisteina
examinando la regién para detectar aminoacidos cargados y otros aminoacidos que tienen propension a formar una
hélice alfa (por ejemplo, glutamina (Q), alanina (A), triptéfano (W), lisina (K) y leucina (L)).

(2) El extremo amino-terminal de la FIR se identifica entonces en la N-hélice. Este extremo terminal se encontrara
habitualmente dentro de los 10 a 20 aminoacidos finales de la N-hélice y tendra un nicleo que comprende
normalmente tres o cuatro aminoacidos hidréfobos (tales como leucina (L) o alanina (A)), un aminoacido cargado
positivamente (tal como lisina (K) o arginina (R)), un aminoacido cargado negativamente (tal como glutamato (E)) y
un aminoacido aromatico (tal como tirosina (Y)).

(3) Entonces se identifica el extremo carboxilo-terminal de la FIR . En el caso de todas las familias excepto los
coronavirus y paramixovirus, este extremo terminal es el extremo carboxi-terminal de la primera secuencia peptidica
con hidrofobicidad interfacial positiva que se encuentra mas alla de la N-hélice. Este extremo terminal estd ubicado
habitualmente mas alla del bucle de cisteina, si el bucle esta presente, y a veces se solapa con la C-hélice o esta
situado en la C-hélice. Las secuencias con hidrofobicidad interfacial positiva tienen un alto porcentaje de
aminoacidos aromaticos (tales como ftriptéfano (W), fenilalanina (F) y tirosina (Y)) y aminoéacidos hidréfobos
pequefios (tales como glicina (G)). El grado de hidrofobicidad interfacial de estas secuencias puede determinarse
usando la escala de hidrofobicidad interfacial de Wimley-White, preferiblemente con un programa informatico tal
como el programa MPEX que incorpora esta escala. (“Hidrofobicidad interfacial” es una medida de la capacidad de
un péptido para transferirse de una disolucion acuosa a la interfaz de la bicapa de membrana y se basa en la escala
de hidrofobicidad interfacial de residuos completos de Wimley-White determinada experimentalmente (Jaysinghe,
Hristova y White, 2000). Los programas informaticos que usan esta escala pueden identificar una secuencia
peptidica de una cadena peptidica que tiene puntuaciones de hidrofobicidad interfacial positivas y son, por tanto, las
gue es mas probable que se asocien con la superficie de las membranas.) Véase el ejemplo 1, como ejemplo de la
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aplicacion de este método a la identificacion de la FIR en el virus del Ebola.

En el caso de los coronavirus, que tienen hélices alfa méas largas y una escala generalmente mayor, y los
paramixovirus, en los que la FIR es discontinua debido a un inserto de secuencia distinto de una FIR, el extremo
carboxilo-terminal de la FIR es el extremo carboxi-terminal de la segunda secuencia peptidica con hidrofobicidad
interfacial positiva que se encuentra mas alla de la N-hélice. La secuencia entre la N-hélice y la C-hélice en la
proteina F1 de paramixovirus es mas larga que las secuencias interhelicoidales de otros virus con proteinas de
fusion virales de clase |. La proteina F2 de paramixovirus, que sirve para una funcidon de unién a receptores, es
correspondientemente mas corta. Tras la inspeccion de modelos informéticos, es obvio para los expertos en la
técnica que la proteina F1 contiene un inserto de secuencia entre la N-hélice y la C-hélice. Por consiguiente, la FIR
de paramixovirus contiene dos bucles de cisteina y dos secuencias de alta hidrofobicidad interfacial y es discontinua
debido a que los aminoacidos adicionales que son caracteristicos sélo de los paramixovirus y aparecen entre la N-
hélice y la primera secuencia de alta hidrofobicidad interfacial secuencia se excluyen de la FIR.

SECUENCIAS DE FIR

La secuencia de la proteina de fusién y FIR para cada uno de los seis virus representativos mostrados en las figura
2 a 7 se proporciona en la figura respectiva y en la lista de secuencias proporcionada a continuacion (SEQ ID NO:16
a SEQ ID NO: 21 proporcionan las proteinas de fusion respectivas; y SEQ ID NO:1 a SEQ NO:7 proporcionan las
FIR respectivas). Aunque existe cierta variacion de secuencia menor entre los virus hermanos dentro de cada una
de estas familias, la FIR en cualquier virus de tipo | puede identificarse facilmente usando la secuencia
representativa proporcionada en la figura apropiada.

Métodos de inhibicién de la fusién en estos virus

La presente invencién proporciona composiciones segun las reivindicaciones que inhiben la fusién virus:célula
interfiriendo en la funcién de la FIR. Diversos aspectos de estas realizaciones incluyen la seleccion como diana de la
FIR con péptidos, anticuerpos y secuencias de acido nucleico aisladas tal como se definen en el presente
documento, con el fin de interferir en la fusion virus:célula. En la presente invencion, los péptidos y analogos
peptidicos son segun las reivindicaciones de una longitud tal segin sea necesario para proporcionar una inhibicion
eficaz de la infeccion viral por retrovirus. Tal como se usa en el presente documento, el término “de una longitud tal
segln sea necesario para proporcionar una inhibicion eficaz” del virus, preferiblemente se refiere a una longitud
suficiente para proporcionar una reduccién de 5 veces o mayor en la infectividad viral, cuando se usa seguln la
presente invencion. Los expertos en la técnica conocen bien métodos para cuantificar la reduccion en la infectividad
viral. Por ejemplo, pueden determinarse las reducciones en la actividad viral mediante ensayos de reduccién de las
placas de lisis, inhibicion de la unién, ensayos de reduccién del titulo o mediante estudios de exposicién en
animales.

Los péptidos de FIR de SEQ ID NO. 7, péptidos de secuencias analogas de SEQ ID NO. 7, o fragmentos de los
mismos, contemplados como que forman parte de la presente invencién son segun las reivindicaciones. Se
muestran las siguientes secuencias para fines de comparacion con la de SEQ ID NO. 7:

LASSA

X-LIMKNHLRDIMGIPYCNYSRYWILNHTSTGKTLPRCWLI-Z (SEQ ID NO:1).

SARS
X-LIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLMSFPQAAPH
GVVFLHVTYVPSQERNFTTAPAICHEGKAYFPREGVFVFNGTSWFITQRNFFS-Z (SEQ ID
NO:2)

EBOLA

X-LRTFSILNRKAIDFLLQRWGGTCHILGPDCCI-Z (SEQ ID NO:3)

INFLUENZA

X-IQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLF-Z (SEQ ID NO:4)

SARAMPION

X-LGLKLLRYYTEILSLFG-Z (SEQ ID NO:5)

10
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X-WYTTVPKYVATQGYLISNFDESSCTFMPEGTVCSQNALYPMSPLLQE
CLRGSTKSCARTLVSGSFGNRFILSQGNLIANCASILCKCYTTGTII-Z (SEQ ID NO:6)

(“----" indica que la FIR de sarampién es discontinua).
VIH

X-LQARILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWSNKSLE
QIWNHTTWMEWD-Z (SEQ ID NO:7)

En cada una de las secuencias anteriores, la “X" y la “Z" designan respectivamente o bien el extremo amino-terminal
0 bien el extremo carboxi-terminal, respectivamente, del péptido o un resto adicional, tal como se describe a
continuacion.

Los péptidos de SEQ ID NO. 7 previstos por la presente invencion tienen la secuencia de una region FIR. La regién
FIR procede de un virus que pertenece a la familia viral de retrovirus que incluye el virus de la inmunodeficiencia
humana 1 (VIH-1), el virus de la inmunodeficiencia humana 2 (VIH-2), el virus linfotrépico de células T humano 1
(HTLV-1), el virus linfotrépico de células T humano 2 (HTLV-2), la particula tipo A intracisternal humana 1 (HIAP-1) y
la particula tipo A intracisternal humana 2 (HIAP-2).

Otros aspectos de esta realizacion de la invencion prevén secuencias de SEQ ID NO. 7 que comprenden un
fragmento funcional de una secuencia de FIR o secuencias andlogas a la misma de un virus que pertenece a la
familia viral de los retrovirus (con la excepcion del péptido de CS3 de TM de VIH-1 descrita previamente por los
presentes inventores (Garry) y representada en la figura 7). El péptido segun las reivindicaciones puede comprender
un fragmento funcional (excepto el fragmento de CS3 de TM de VIH-1) o una secuencia analoga a un fragmento
funcional del virus de la inmunodeficiencia humana 1 (VIH-1), el virus de la inmunodeficiencia humana 2 (VIH-2), el
virus linfotrépico de células T humano 1 (HTLV-1), el virus linfotrépico de células T humano 2 (HTLV-2), la particula
tipo A intracisternal humana 1 (HIAP-1) y la particula tipo A intracisternal humana 2 (HIAP-2).

Los péptidos de derivados pueden comprender secuencias alteradas en las que se sustituyen residuos de
aminoéacido funcionalmente equivalentes por residuos dentro de la secuencia que dan como resultado un cambio
silencioso. Por ejemplo, uno o mas residuos de aminoacido dentro de la secuencia pueden sustituirse por otro
aminoacido de una polaridad similar que actia como un equivalente funcional, dando como resultado una alteracion
silenciosa (por ejemplo, sustitucién de leucina por isoleucina). Los sustitutos para un aminoacido dentro de la
secuencia pueden seleccionarse de otros miembros de la clase a la que pertenece el aminoacido. Por ejemplo, los
aminoé&cidos apolares (hidrofobos) incluyen alanina, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, triptéfano y
metionina. Los aminoacidos neutros polares incluyen glicina, serina, treonina, cisteina, tirosina, asparagina y
glutamina. Los aminoacidos cargados positivamente (basicos) incluyen arginina, lisina e histidina. Los aminoacidos
cargados negativamente (acidos) incluyen acido aspartico y acido glutamico. A modo de ejemplo adicional, y no a
modo de limitacion, tales péptidos también pueden comprender D-aminoacidos, y/o pueden comprender una
proteina transportadora ineficaz o ninguna proteina transportadora en absoluto.

Los péptidos de FIR pueden comprender péptidos en los que “X” comprende un grupo amino, un grupo acetilo, un
grupo hidréfobo o un grupo portador macromolecular; y/o “Z" comprende un grupo carboxilo, un grupo amido, un
grupo hidréfobo o un grupo portador macromolecular. El resto “X” también puede seleccionarse del grupo que
comprende: un resto hidr6fobo, un resto carbobenzoxilo, resto dansilo o un resto t-butiloxicarbonilo. El resto “Z”
puede seleccionarse del grupo que comprende: un resto hidréfobo, un resto t-butiloxicarbonilo.

El resto “X” puede comprender un grupo portador macromolecular. Tal grupo portador macromolecular puede
seleccionarse del grupo que comprende, pero no se limita a: un conjugado lipidico, un resto de polietilenglicol o un
resto de hidrato de carbono. De manera similar, la “Z” también puede comprender un grupo portador
macromolecular; selecciondndose dicho portador macromolecular se selecciona del grupo que comprende, pero no
se limita a: un conjugado lipidico, resto de polietilenglicol o un resto de hidrato de carbono.

Uno o mas de los enlaces moleculares que unen residuos de aminoacido adyacentes pueden ser un enlace no
peptidico. Tales enlaces no peptidicos incluyen, pero no se limitan a: enlaces imido, éster, hidrazina, semicarbazoide
y azo.

El péptido puede comprender uno o mas residuos de aminoacido que esta(n) en un aminoacido de isémero D.

Los péptidos pueden comprender una o mas sustituciones de aminoécido en las que un primer residuo de
aminoacido se sustituye por un segundo residuo de aminoé&cido diferente, en las secuencias proporcionadas
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anteriormente (o un segmento funcional de las mismas). En diversos aspectos de esta realizacion, la sustitucion de
aminoacido es una sustitucion conservativa. En otros aspectos de esta realizacién, la sustitucion de aminoacido es
una sustitucién no conservativa. Aln otros aspectos de esta realizacion de la invencion prevén péptidos tales como
se describieron anteriormente, excepto porque se han delecionado uno o mas residuos de aminoacido.

En diversos aspectos preferidos de las presentes realizaciones, los péptidos de FIR de la invencién comprenden al
menos 8 residuos contiguos de una FIR. Tal como se usa en el presente documento, el término “péptido(s)
inhibidor(es) de FIR" se refiere preferiblemente a un péptido o péptidos que tienen la secuencia de una FIR (o
segmento funcional de la misma) y a tales péptidos de FIR o segmentos funcionales en los que uno o mas
aminoacidos se sustituyen(n) por aminoacidos funcionalmente equivalentes o quimicamente similares (véase
anteriormente). También se refiere a derivados de estos péptidos, incluyendo pero sin limitarse a, derivados
bencilados, derivados glicosilados y péptidos que incluyen enantiémeros de aminoacidos que se producen de
manera natural. En un aspecto preferido de esta realizacion, el péptido tiene la secuencia de SEQ ID 7.

AUn en otros aspectos de esta realizacion de la invencion, los péptidos de FIR pueden unirse a una molécula
portadora tal como una proteina, incluyendo pero sin limitarse a, albUmina sérica humana (HSA).

Ademas, la presente invencion contempla moléculas que comprenden cualquier combinacion de los restos Xy Z y/u
otras modificaciones peptidicas descritas anteriormente.

Pueden producirse péptidos segun la presente invencion a partir de proteinas virales que se producen de manera
natural o recombinantes. También pueden producirse usando técnicas de ADN recombinantes convencionales (por
ejemplo, la expresion de péptido por un microorganismo que contiene una molécula de acido nucleico recombinante
gue codifica para el péptido deseado, expresado bajo el control de un promotor transcripcional adecuado, y la
recogida del péptido deseado de dicho microorganismo). En un aspecto preferido de la invencién, puede prepararse
cualquiera de los péptidos de la invencién usando cualquier metodologia de sintesis quimica conocida en la técnica
incluyendo pero sin limitarse a, sintesis en fase sélida de Merrifield (Clark-Lewis et al., 1986, Science 231:134-139).

Realizaciones de la presente invencién también prevén anticuerpos Utiles para tratar o prevenir la infeccion de una
célula por un virus. Los anticuerpos incluyen segmentos activos de los mismos, lo que significa partes de
anticuerpos que pueden reconocer especificamente una regiéon FIR o un segmento funcional de la misma. Los
anticuerpos reconocen especificamente una FIR o fragmento antigénico de la misma para prevenir o reducir la
infecciébn de la célula por el virus. Los anticuerpos seglin estas realizaciones de la invencion pueden ser
monoclonales o policlonales.

Los expertos en la técnica conocen bien métodos generales para producir anticuerpos. Los métodos para producir
anticuerpos segun la presente invencién comprenden las etapas de (i) proporcionar un antigeno que comprende una
FIR o un fragmento antigénico de la misma (tal antigeno puede ser un péptido no modificado, un analogo peptidico o
un derivado de péptido); (ii) exponer el sistema inmunitario de un animal al antigeno de modo que se induzca una
respuesta inmunitaria; (iii) recoger los anticuerpos del animal e identificar aquellos anticuerpos que o bien reconocen
especificamente una FIR (o segmento funcional de la misma) y/o que o bien pueden inhibir o reducir la infeccion
virus:célula de manera sensible a la dosis en ensayos que miden la infectividad viral.

Segun diversos aspectos de la presente invencion, los péptidos y/o anticuerpos de la presente invencion Utiles para
tratar o prevenir la infeccion viral de una célula pueden seleccionar como diana los aminoacidos que rodean y estan
dentro del bucle de cisteina de la FIR, la parte distal de la N-hélice de la FIR, cualquiera de las regiones con
hidrofobicidad interfacial de la FIR, otras zonas de la FIR, o cualquier combinacion de las mismas. Estos
anticuerpos, péptidos o analogos peptidicos (colectivamente compuestos) pueden usarse de manera individual;
alternativamente, pueden usarse en combinaciones de dos o mas para prevenir o inhibir la infeccion de la célula por
el virus. Los métodos de prevencion o inhibicion de la infeccion viral de la célula interfiriendo en la funcién de la FIR
proporcionados por la presente invencién también incluyen el uso de anticuerpos neutralizantes, producidos de
manera exdgena o enddgena, contra la totalidad o partes de la FIR. El fin de tal uso es interferir en la funcién de la
FIR, inhibiendo de ese modo la infeccion viral de la célula y/o la fusién virus: membrana celular.

Otras realizaciones de la presente invencion prevén composiciones, incluyendo composiciones farmacéuticas, que
comprende todos y cada uno de los péptidos (incluyendo analogos o anticuerpos). Esto incluye, pero no se limita a,
composiciones que contienen cualquier molécula que comprende, consiste esencialmente en, o consiste en, una FIR
de SEQ ID NO. 7, o un segmento funcional de una FIR. Incluye ademas, pero no se limita a, composiciones que
comprenden cualquier compuesto que especificamente reconoce, se une a o interfiere en, la funciéon de una FIR
viral. Tal como se usa en el presente documento, la expresién “que interfiere en la funcién de la FIR” significa que un
compuesto interacciona con la FIR o con la proteina celular que sirve como receptor que reconoce la FIR de modo
gue se previene o reduce la infeccion de la célula por el virus. Adicionalmente, se contempla que las composiciones
puedan comprender una cualquiera de las moléculas descritas 0 mezclas de dos 0 mas de las moléculas.

Realizaciones adicionales de la presente invencién proporcionan usos de compuestos de la invencion en el
tratamiento o la prevencion de la infecciéon de una célula por un retrovirus. Diversos aspectos de esta realizacion de
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la invencion prevén una cantidad eficaz de cualquiera de las composiciones farmacéuticas descritas en el presente
documento para su uso en la administracion a un paciente que se sospecha que ha estado expuesto a un retrovirus
(o que tiene la posibilidad de estar expuesto a un retrovirus). En diversos aspectos de la invencién, la composicion
farmacéutica comprende un anticuerpo que especificamente reconoce y se une a, un péptido de FIR de SEQ ID NO.
7 (o segmento funcional de una FIR) o un fragmento de tal anticuerpo que especificamente reconoce y se une a, una
FIR o segmento funcional de una FIR.

Todavia otros aspectos de esta realizacion de la invencién segun las reivindicaciones prevén una cantidad eficaz de
una composicién que comprende al menos una molécula de ADN recombinante; en la que el ADN codifica para una
FIR de SEQ ID NO. 7 (o segmento funcional de la misma) de modo que se previene o reduce la infeccion por el
virus. En un aspecto preferido de esta realizacién, la molécula de ADN recombinante y/o composicidn farmacéutica
comprende ademas los elementos necesarios para permitir que la proteina codificada por la molécula de ADN se
exprese en una célula humana. A modo de ejemplo no exclusivo, en determinados aspectos de esta realizacion de
la invencion, la molécula de ADN recombinante es parte de un pldsmido recombinante o virus recombinante.

Ejemplos

Ejemplo 1: Identificacion de la FIR en el virus del Ebola

El método para identificar la FIR de proteinas de fusion virales de clase | puede ilustrarse mediante dos ejemplos. El
primer ejemplo es la identificacion de la FIR en la glicoproteina 2 (GP2) de proteina de fusion de clase | minima del
virus del Ebola, un filovirus. Los limites de la N-hélice y la C-hélice de la GP2 del virus del Ebola se han determinado
mediante métodos de cristalografia de rayos X (Malashkevich et al., 1999). Los aminoacidos terminales de la N-
hélice contienen la secuencia ILNRKAIDF (SEQ ID NO:8) que se ajusta a la secuencia consenso de un nicleo que
comprende tres o cuatro amino&cidos hidréfobos, un aminoécido cargado positivamente, un aminoacido cargado
negativamente y un aminoacido aromético. Entre estas dos hélices hay dos cisteinas en la secuencia CHILGPDC
(SEQ ID NO:9). La secuencia FLLQRWGGTCHILGPDCCI (SEQ ID NO:10) define los extremos de la FIR de GP2 del
virus del Ebola, teniendo una puntuacién de hidrofobicidad interfacial de Wimley-White de 2,59 tal como se
determiné mediante el programa MPEX (Jaysinghe et al, 2002). Por tanto, la FIR de GP2 del virus del Ebola se
extiende desde el aminoacido 579 hasta el 610.

Ejemplo 2: Identificacién de la FIR en el virus del sarampién

El segundo ejemplo es una proteina de fusién de clase | compleja, la proteina F1 del virus del sarampidn, un
paramixovirus. La N-hélice y la C-hélice de F1 del virus del sarampion pueden identificarse examinando la secuencia
primaria para aminoacidos con propension a formar hélices. La alineacion de la secuencia primaria de F1 del virus
del sarampidn con la secuencia primaria de aminoacidos de la proteina F1 de otros paramixovirus, F1 del virus de la
enfermedad de Newcastle, también puede ayudar en la identificacion de los limites de hélice. La estructura de la
proteina F1 del virus de la enfermedad de Newcastle se ha determinado mediante métodos de cristalografia de
rayos X (Chen et al.,, 2001). Por tanto, puede predecirse que los limites de las N-hélice y C-hélice son los
aminoacidos 131-217 y 455-491, respectivamente. A diferencia de la GP2 del virus del Ebola y la mayoria de otras
proteinas de fusién de clase | virales, la secuencia primaria entre las N-hélice y C-hélice en el virus del sarampion es
mas larga que 100 aminoacidos. La regién FIR de F1 del virus del sarampién contiene una insercién que, tras la
inspeccion de modelos informaticos, es obvia para los expertos en la técnica, y por tanto la estructura de la FIR esta
formada por una disposicion secundaria que une dos partes de la secuencia primaria. La secuencia insertada forma
un bucle externo a la FIR. Los aminoéacidos terminales de la N-hélice contienen la secuencia LKLLRYYTE (SEQ ID
NO:11) que se ajusta a la secuencia consenso de un nacleo que comprende tres o cuatro aminodacidos hidréfobos,
un aminoacido cargado positivamente, un aminoacido cargado negativamente y un aminoacido aromatico. Existen
ocho residuos de cisteina en la F1 del virus del sarampion entre las N-hélice y C-hélice. Basandose en la alineacion
con la F1 del virus de la enfermedad de Newcastle, puede determinarse que las primeras dos cisteinas y las
segundas dos cisteinas forman bucles unidos por enlaces disulfuro. El primer par de cisteinas en la secuencia,
CTFMPEGTVC (SEQ ID NO:12), es parte de la FIR porque esta unido por una secuencia
WYTTVPKYVATQGILISNF (SEQ ID NO:13) con una puntuacion de hidrofobicidad interfacial de Wimley-White de
3,36, tal como se determind mediante el programa MPEX. El segundo par de cisteinas en la secuencia,
CLRGSTKSC (SEQ ID NO:14), es también parte de la FIR porque es adyacente a una secuencia
TLVSGSFGNRFILSQGNLIANCASILCKCYTTGTII (SEQ ID NO:15) con una puntuaciéon de hidrofobicidad interfacial
de Wimley-White de 2,54, tal como se determiné mediante el programa MPEX. Por tanto, la FIR de F1 del virus del
sarampion se extiende desde los aminoacidos 205 a 407, representando los aminoacidos 221 a 314 una insercion
que no participa en la funcién de la FIR.

Ejemplo 3: Identificacion de péptidos inhibidores de la fusidn de coronavirus.

Antecedentes

El sindrome respiratorio agudo grave (SARS, severe acute respiratory syndrome) es una enfermedad reconocida
recientemente que se disemind desde el sur de China a finales del afio 2002/principios del afios 2003 hasta varios
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paises en Asia, Europa y Norteamérica (Guan et al., 2004). EI SARS comienza habitualmente con una fiebre de méas
de 38°C. Los sintomas iniciales también pueden incluir cefalea, malestar y sintomas respiratorios leves. En el plazo
de dos dias a una semana, los pacientes con SARS pueden desarrollar una tos seca y tener problemas para
respirar. Los pacientes en estadios mas avanzados de SARS desarrollan o bien neumonia o bien sindrome de
dificultad respiratoria. En el brote inicial hubo 8098 casos en todo el mundo, con una mortalidad global del 9,6%. Se
ha demostrado que un coronavirus no reconocido previamente (CoV) es la causa de la nueva enfermedad
(Poutanen et al., 2003; Peiris et al., 2003; Drosten et al., 2003; Rota et al., 2003; Mara et al., 2003). Intervenciones
en la salud publica, tales como vigilancia, restricciones para viajar y cuarentenas, contuvieron la diseminacién
original de CoV de SARS en 2003 y de nuevo parecen haber detenido la diseminacién de SARS tras la aparicion de
algunos nuevos casos en 2004. Se desconoce, sin embargo, si estas medidas de contencién draconianas pueden
sostenerse con cada aparicion del CoV de SARS en seres humanos. Ademas, el potencial de este CoV nuevo y a
veces letal como amenaza de terrorismo biolégico es obvio.

Los coronavirus son grandes virus de ARN de cadena positiva normalmente con una amplia gama de huéspedes.
Como otros virus con envuelta, los CoV entran en las células diana mediante fusiéon entre las membranas viral y
celular, un proceso mediado por la proteina de la espicula (S) viral. Las proteinas S de CoV, caracterizadas hasta la
fecha, parecen consistir en dos subunidades asociadas de manera no covalente, S1 y S2. Usando analisis
computacional, Garry y Gallaher (2003) propusieron por primera vez que la parte de la proteina S de CoV de SARS
correspondiente a la subunidad S2 se ajusta al modelo prototipico de una proteina de fusion viral de clase |
basandose en la presencia de dos regiones de hélice alfa predichas en las regiones N- y C-terminal de S2 (N-hélice,
C-hélice) y una region rica en aminoacidos aromaticos justo antes del dominio de anclaje transmembrana.

Materiales y métodos

Se mantuvieron células L2 o células Vero E6 como monocapas en medio de Eagle modificado por medio completo
de Dulbecco (DMEM) que contenia HCO3 al 0,15% complementado con el 10% de suero bovino fetal (FBS),
penicilina G (100 U/ml), estreptomicina (100 mg/ml) y L-glutamina 2mM a 37°C en un incubador con el 5% de CO.,.
Se propago el virus de la hepatitis de ratén (VHM) cepa A59 o CoV de SARS cepa Urbani o HK en células L2. Para
ensayos de placas de lisis, se sembraron células E2 o células Vero E6 a una densidad de 1x10° células en cada
pocillo de una placa de 6 pocillos. Se preincubaron de cincuenta a 100 unidades formadoras de placas de lisis
(u.f.p.) de VHM o CoV de SARS con o sin aproximadamente 100 pg/ml de péptido en DMEM libre de suero durante
1 h. Entonces se infectaron las células con indculo tratado con péptido o indculo control de vehiculo. Tras 1 h de
adsorcion, se retiré el indculo, se lavaron las células dos veces con solucién salina tamponada con fosfato 1X, y se
recubrieron las células con FBS al 10%/DMEM que contenia agarosa SEAPLAQUE® al 0,5% (Cambrex Bio Science
Rockland, Inc., Rockland, ME). Se fijaron las monocapas con formalina al 3,7% y se tifieron con violeta cristal 1X 2
dias tras la infeccion, y se determinaron los niUmeros de placas de lisis mediante microscopia éptica.

Resultados y discusion

Se sometieron a prueba péptidos sintéticos correspondientes a los dominios de FIR de la proteina S de VHM o CoV
de SARS para determinar su capacidad para inhibir la infeccion por estos coronavirus. La capacidad para inhibir la
formacion de placas de lisis en monocapas celulares es la prueba mas rigurosa in vitro de un posible farmaco
inhibidor de la infeccion. Dos péptidos (GNHILSLVONAPYGLYFIHFSW, SEQ ID NO:222 vy
GYFVQDDGEWKFTGSSYYY, SEQ ID NO:23) de la FIR de VHM pueden inhibir la formacién de placas de lisis por
VHM, aunque el primer péptido de FIR de VHM es mas eficaz (véase la figura 8A). Dos péptidos de la FIR de CoV
de SARS (GYHLMSFPQAAPHGWFLHVTY, SEQ ID NO:24 y GVFVFNGTSWFITQRNFFS, SEQ ID NO:25)
inhibieron la formacion de placas de lisis por este coronavirus (véase la figura 8B). También hubo una reduccion
significativa (~50%) en el diametro promedio de las placas de lisis residuales. Estos resultados sugieren que este
péptido inhibe tanto la entrada como la diseminacién de VHM. Se obtuvieron resultados similares con estos péptidos
inhibidores en experimentos independientes, observandose una inhibicion de las placas de lisis del 50% a
concentraciones de <5 uM. Es improbable que estos resultados se expliquen mediante efectos citotdxicos
inespecificos de los péptidos. Excepto por las placas de lisis, las células en las monocapas estaban intactas y eran
viables. El bajo nimero de placas de lisis que crecieron fueron similares en tamafio a las placas de lisis de control.
Los péptidos de otras regiones también inhibieron la infeccién por estos virus, pero en menor grado que los péptidos
de FIR mas activos (figura 8). Por ejemplo, los péptidos de la regién del péptido de fusion y la hélice carboxilo-
terminal (C-hélice) de la S de VHM y la S de CoV de SARS proporcionaron cierta inhibicién (péptido de fusion de S
de VHM = MFPPWSAAAGVPFSLSVQY, SEQ ID NO: 26; C-hélce de S de VHM

QDAIKKLNESYINLKEVGTYEMYVKW, SEQ ID NO:27; péptido de fusion de S de CoV de SARS
MYKTPTLKYFGGFNFSQIL, SEQ ID NO:28; C-hélice de S de CovV de SARS

AACEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW, SEQ ID NO:29. Recientemente se notificaron actividades inhibidoras en el
rango uM con péptidos de C-hélice de coronavirus por Bosch et al., (2003) y otros (Bosch et al., 2004; Lui et al.,
2004; Yuan et al., 2004; Zhu et al., 2004). Sin embargo, no se han notificado péptidos inhibidores de coronavirus de
FIR. No obstante, en vista de la presente invencion, las referencias citadas colectivamente proporcionan respaldo a
las tremendas ventajas de las invenciones dadas a conocer y reivindicadas en el presente documento. Es decir,
estas referencias concuerdan con la afirmacion de los inventores de que el métodos de la presente invencion
pueden usarse ventajosamente para identificar péptidos sintéticos que inhiben la fusion/infectividad por miembros de
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la familia Coronaviridae.

Ejemplo 4: Identificacion de péptidos inhibidores de la fusion de arenavirus.

Antecedentes

La fiebre de Lassa es una enfermedad hemorragica a menudo mortal denominada asi segun la ciudad en el valle del
rio Yedseram de Nigeria en la que se produjeron los primeros casos descritos en 1969 (Buckley y Casals, 1970).
Partes de Guinea, Sierra Leona, Nigeria y Liberia son endémicas para el agente etioldgico, el virus de Lassa (VLas).
El impacto sobre la salud publica de VLas en zonas endémicas es inmenso. Los Centros para el Control y la
Prevencion de Enfermedades (CDC) han estimado que existen 100.000-300.000 casos de Lassa al afio en Africa
Occidental y 5.000 fallecimientos. En algunas partes de Sierra Leona, el 10-15% de todos los pacientes ingresados
en hospitales tienen fiebre de Lassa. Las tasas de letalidad para la fiebre de Lassa son normalmente del 15% al
20%, aunque en epidemias la mortalidad global puede ser de hasta el 45%. La tasa de mortalidad para las mujeres
en el Ultimo mes de embarazo es siempre alta, ~90%, y la infeccion por VLas provoca altas tasas de muerte fetal en
todas las etapas de la gestaciéon. Las tasas de mortalidad para Lassa parecen ser mayores en personas no
africanas, lo que es motivo de preocupacion debido a que Lassa es la fiebre hemorragica exportada de la manera
méas comun. Debido a la alta tasa de letalidad y a la capacidad para diseminarse facilmente mediante contacto entre
seres humanos, VLas se clasifica como un agente de categoria A de biodefensa del NIAID y nivel de bioseguridad 4.

VLas es un miembro de la familia Arenaviridae. El genoma de arenavirus consiste en dos segmentos de ARN
ambisentido, monocatenario. Cuando se visualizan mediante microscopia de transmision electronica, los viriones
esféricos con envuelta (diametro: 110-130 nm) muestran particulas granuladas que son ribosomas adquiridos de las
células huésped (Murphy y Whitfield, 1975). De ahi el uso para el nombre de la familia de la palabra latina “arena”,
gue significa “arenoso”. Ademas de VLas, otros arenavirus que producen enfermedad en seres humanos incluyen el
virus de Junin (fiebre hemorragica de Argentina), el virus de Machupo (fiebre hemorragica de Bolivia), el virus de
Guanarito (fiebre hemorragica de Venezuela) y el virus de Sabié (fiebre hemorragica de Brasil). Los arenavirus son
zoonoticos; cada virus se asocia con una especie especifica de roedor (Bowen, Peters y Nichol, 1997). El reservorio
de VLas es la “rata de miltiples mamas” del género Mastomys (Monath et al., 1974). La amplia distribucion de
Mastomys en Africa hace que la erradicacion de este reservorio de roedores sea poco practica y no deseable desde
el punto de vista ecoldgico.

Los signos y sintomas de la fiebre de Lassa, que se producen 1-3 semanas tras la exposicion al virus, son altamente
variables, pero pueden incluir fiebre, dolor retroesternal, de espalda o abdominal, dolor de garganta, tos, vomitos,
diarrea, inyeccion conjuntival e hinchazén facial. VLas infecta células endoteliales, dando como resultado un
aumento de la permeabilidad capilar, una disminucion del volumen circulante eficaz, choque y fallo multiorgénico. Se
produce hemorragia franca, habitualmente de las mucosas (encias, etc.), en menos de una tercera parte de los
casos, pero confiere un mal prondstico. También se han descrito problemas neurolégicos, incluyendo pérdida de
audicion, temblores y encefalitis. A los pacientes que sobreviven les comienza a bajar la fiebre 2-3 semanas
después del inicio de la enfermedad. La complicacion mas comun de la fiebre de Lassa es la sordera. Se produce
sordera unilateral o bilateral, temporal o permanente, en ~30% de los pacientes con fiebre de Lassa durante la
convalecencia, y no se asocia con la gravedad de la enfermedad aguda. El fArmaco antiviral ribavirina es eficaz en el
tratamiento de la fiebre de Lassa, pero sélo si se administra pronto (hasta seis dias) en el transcurso de la
enfermedad (Johnson et al., 1987; McCormick et al., 1986). Se desconoce si la ribavirina es eficaz frente a otros
arenavirus, tales como virus de Junin, Machupo, Guanarito o Sabia. Actualmente no esté disponible ninguna vacuna
contra VLas.

Materiales y métodos

Se mantuvieron células Vero como monocapas en medio basal de Eagle (BME) que contenia HEPES 10 mM y FBA
al 5%. Se propago6 el virus de Lassa (cepa Josiah) en células Vero. Para ensayos de placas de lisis, se sembraron
células Vero a una densidad de 1x10° células en cada pocillo de una placa de 6 pocillos. Se preincubaron de
cincuenta a 100 u.f.p. de VLas con o sin péptido en BME libre de suero durante 1 h. Entonces se infectaron las
células con in6culo tratado con péptido o indculo control de vehiculo. Tras 1 h de adsorcién, se retir6 el inéculo, se
lavaron las células dos veces con solucion salina tamponada con fosfato 1X, y se recubrieron las células con 2 ml de
agarosa al 0,5% en BME que contenia HEPES 10 mM y FBA al 5%, y se incubaron durante 4 dias. Se aplicdé un
segundo recubrimiento que contenia rojo neutro al 5%, y se contaron las placas de lisis 24 h mas tarde.

Resultados y discusién

Se sometieron a prueba péptidos sintéticos correspondientes a los dominios de FIR de glicoproteina 2 (GP2) de
VLas para determinar su capacidad para inhibir la infeccién por este arenavirus. Un péptido (NYSKYWILNHTTTGR,
SEQ ID NO:30) analogo a la secuencia NYSRYWILNHTSTGK de SEQ ID NO:1 (LASSA FIR) puede inhibir la
formacion de placas de lisis por VLas (figura 9). Un péptido analogo a otra region de GP2, el péptido de fusion,
(GTFTWTLSDSEGKDTPGGY, SEQ ID NO:31) también inhibié la infeccion por VLas, pero en menor grado (figura 9).
No se han notificado péptidos inhibidores de arenavirus. Colectivamente, estos resultados sugieren que estos
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enfoques pueden identificar péptidos sintéticos que inhiben la fusion/infectividad por miembros de los Arenaviridae.
Estos resultados, en combinacion con los resultados con péptidos inhibidores de FIR de coronavirus, establecen una
prueba del principio de que los péptidos con regiones FIR pueden funcionar como inhibidores virales.
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Glu

Pro

Ser

220

Leu

Lys

Ile

Lys

Leu

300

val

Met

Thr

45

Leu

Ser

Lys

Leu

Ala

125

Gly

Ile

Tyr

Gly

Lys

205

Sex

Ser

Leu

Cys

285

Thr

Ala

Leu

30

Asn

Ala

Met

Leu

Arg

110

Leu

Gly

Thr

Pro

Val

150

Tyr

Cys

Pro

Cys

Ser
270

Tyx

Tyr

Thr
15

Asn

Gln

val

Asn

Leu

95

Asp

Gly

Asp

His

Thr

175

Ser

val

Thr

Met

Ala

255

Gln

Thr

Ile

Ala

Ser

Ala

Gln

Gln

80

Arg

Pro

Gly

Leu

val

160

Leu

Tyr

Ala

Phe

Ser

240

Arg

Gly

Thr

Ala
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Ala Asp
305

Gly Ser

Gly Pro

Asn Ala

Asp Gln
370

Tyr Ile
385

Leu Ile

Gly Met

Ser Tyr

<210> 21

<211> 199
<212> PRT
<213> VIH

<400> 21

His

Pro

Ile

355

Ile

Leu

Cys

Ser

vVal
435

Cys

Arg

Ile

340

Ala

Leu

Ile

Cys

Arg
420

Pro

325

Ser

Lys

Arg

Ala

Cys

405

Pro

Ser

val
310
Pro
Leu
Leu
Ser
val
390
Arg

Gly

Leu

val

Asp

Glu

Glu

Met

375

Cys

Gly

Leu

ES 2 425600 T3

Glu Val

Ala val

Axrg Leu
345

Asp Ala
360

Lys Gly
Leu Gly

Arg Cys

Lys Pro
425

Asn

Tyr

330

Asp

Lys

Leu

Gly

Agn

410

Asp

30

Gly
315

Leu

val

Glu

Sexr

Leu

385

Lys

Leu

Val

Gly

Leu

Ser

380

Ile

Lys

Thr

Arg

Thr

Leu

365

Thr

Gly

Gly

Gly

Ile

Ile

Asn

350

Glu

Ser

Ile

Glu

Thr
430

Gln

Asp

335

Leu

Ser

Ile

Pro

Gln

415

Ser

val
320

Leu

Gly

Ser

Val

Ala

400

Val

Lys
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Ala Val Gly Ile Gly Ala Leu Phe Leu

Ser Thr Met Gly Ala Ala Ser Met Thr
20 25

Leu Leu Ser Gly Ile val Gln Gln Gln
35 40

Glu 2la Gln Gln His Leu Leu Gln Leu
50 55

Leu Gln Ala Arg Ile Leu Ala Val Glu
65 70

Leu Leu Gly Ile Trp Gly Cys Ser Gly
85

Val Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser Asn
100 105

Asn His Thr Thr Trp Met Glu Trp Asp
115 120

Ser Leu Ile His Ser Leu Ile Glu Glu
130 135 .

Asn Glu Gln Glu Leu Leu Glu Leu Asp

145 150

Trp Phe Asn Ile Thr Asn Trp Leu Trp
165

Ile Val Gly Gly Leu Val Gly Leu Arg
180 185

Tie Val Asn Arg Val Arg Gln
195

<210> 22

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 22

Gly

10

Leu

Asn

Thr

Arg

Lys

90

Lys

Ser

Lys

Tyr
170

Ile

Phe

Thr

Asn

val

Tyr

75

Leu

Ser

Glu

Gln

Trp
155

Ile

val

Leu

val

Leu

Trp

60

Leu

Ile

Leu

Ile

Asn

140

Ala

Lys

Phe

Gly

Gln

Leu

45

Gly

Lys

Cys

Glu

Asn

125

Gln

Ser

Leu

Ala

Ala

Ala

30

Arg

Ile

Agp

Thr

Gln
110

Asn

Gln

Leu

Phe

Vval
190

Ala Gly
15

Arg Gln

Ala Ile

Lys Gln

Gln Gln
+ 80

Thr aAla
95

Ile Trp

Tyr Thr

Glu Lys

Trp Asn
160

Ile Met
175

Leu Ser

Gly Asn His Ile Leu Ser Leu Val Gln Asn Ala Pro Tyr Gly Leu Tyr

1 5

Phe Ile His Phe Ser Trp
20

<210> 23

10

31

15
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<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 23

Gly Tyr Phe Val Gln Asp Asp Gly Glu Trp Lys Phe Thr Gly Ser Ser

1 5
Tyr Tyr Tvr

<210> 24

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 24

Gly Tyr His Leu Met Ser Phe Pro Gln Ala Ala Pxro His @Gly val val

1 5

Phe Leu His Val Thr Tyr
20

<210> 25

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 25

Gly Val phe val Phe Asn Gly Thr Ser Trp Phe Ile Thr Gln Arg Asn

1 5
Phe Phe Ser

<210> 26

<211> 19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2 425600 T3
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<220>
<223> Péptido sintético
<400> 26

Met Phe Pro Pro Trp Ser Ala Ala Ala Gly Val Pro Phe Ser Leu Ser
1 5 10 15

Val GIln Tyr

<210> 27

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 27

Gln Asp Ala Ile Lys Lys Leu Asn Glu Ser Tyr Ile Asn Leu Lys Glu

1 5 10 15
Val Gly Thr Tyr Glu Met Tyxr Val Lys Trp
20 25
<210> 28
<211>19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 28

Met Tyr Lys Thr Pro Thr Leu Lys Tyr Phe Gly Gly Phe Asn Phe Ser
1 5 10 15

Gln Ile Leu

<210> 29

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 29

33
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Ala Ala Cys Glu Val Ala Lys Asn Leu Asn Glu Ser Leu Ile Asp Leu

1 5 10 15
Gln Glu Leu Giy Lys Tyr Glu Gln Tyr Ile Lys Trp
20 25
<210> 30
<211> 15
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 30

Asn Tyr Ser Lys Tyr Trp Tyr Leu Asn His Thr Thr Thr Gly Arg
1 5 10 15

<210> 31

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 31

Gly Thr Phe Thr Trp Thr Leu Ser Asp Ser Glu Gly Lys asp Thr Pro
1 5 10 15

Gly Gly Tyr

34
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REIVINDICACIONES
1. Péptido aislado seleccionado del grupo que consiste en:
(a) un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en SEQ ID NO: 7;

(b) un péptido que consiste en de 8 a 40 residuos de aminoacido contiguos de SEQ ID NO: 7 y que no incluye los
residuos 65-81 de SEQ ID NO: 21 (secuencia conservada 3 de la proteina transmembrana del virus de la
inmunodeficiencia humana 1; CS3 de TM de VIH-1);

(c) un analogo peptidico que tiene una secuencia de aminoacidos que consiste en SEQ ID NO: 7 que incluye una o
mas sustituciones de aminoacido conservativas y en el que la mayoria de los residuos del anédlogo son idénticos a la
secuencia de SEQ ID NO: 7;y

(d) un andlogo peptidico que consiste en de 8 a 40 residuos de aminoacido contiguos de SEQ ID NO: 7 que incluye
una o0 mas sustituciones de aminoacido conservativas y en el que la mayoria de los residuos del analogo son
idénticos a la secuencia de los 8 a 40 residuos de aminoacido contiguos de SEQ ID NO: 7; en el que el andlogo no
incluye los residuos de aminoacido 65-81 de SEQ ID NO: 21;

para su uso en la inhibicién de la fusién virus:célula en el tratamiento de una infeccién retroviral.

2. Péptido segun la reivindicacion 1, para su uso en la inhibicién de la fusién virus:célula en el tratamiento de una
infeccion retroviral, que incluye un grupo acetilo, un grupo carbobenzoxilo, un grupo dansilo, un grupo t-
butiloxicarbonilo, un grupo hidréfobo o un grupo macromolecular en el extremo amino-terminal del péptido.

3. Péptido segun la reivindicacion 1 o reivindicacion 2 para su uso en la inhibicién de la fusién virus:célula en el
tratamiento de una infeccidn retroviral, que incluye un grupo amido, un grupo hidr6fobo o un grupo macromolecular
en el extremo carboxilo-terminal del péptido.

4. Péptido segun la reivindicacion 1, para su uso en la inhibicién de la fusién virus:célula en el tratamiento de una
infeccion retroviral, en el que la infeccion retroviral es una infeccién por VIH-1.

5. Uso de un péptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, para la preparacion de un medicamento
para tratar una infeccion retroviral en un paciente.

6. Uso segun la reivindicacién 5, en el que la infeccién retroviral es una infeccién por VIH-1.

7. Molécula de ADN recombinante que permite que, o estimula a, un paciente para que produzca el péptido segin la
reivindicacién 1 para su uso en el tratamiento de una infeccién retroviral en un paciente.

8. Uso de una molécula de ADN recombinante que permite que, o estimula a, un paciente para que produzca el
péptido segun la reivindicacion 1 para la preparacién de un medicamento para tratar una infeccién retroviral en un
paciente.

9. Uso segun la reivindicacion 8, en el que la infeccion retroviral es una infeccién por VIH-1.

10. Agente de inhibicion de la fusion viral que comprende un péptido que tiene una secuencia de aminoacidos que
consiste en de 8 a 50 residuos de aminoacido para su uso en el tratamiento de una infeccion retroviral, en el que el
péptido comprende una secuencia de aminoacidos de un péptido segun la reivindicacion 1.

11. Agente de inhibicién de la fusién viral segun la reivindicacion 10 para su uso en el tratamiento de una infeccion
retroviral, que incluye un grupo acetilo, un grupo carbobenzoxilo, un grupo dansilo, un grupo t-butiloxicarbonilo, un
grupo hidréfobo o un grupo macromolecular en el extremo amino-terminal del mismo.

12. Agente de inhibicion de la fusion viral segun la reivindicaciéon 10, para su uso en el tratamiento de una infeccion
retroviral, que incluye un grupo amido, un grupo hidréfobo o un grupo macromolecular en el extremo carboxilo-
terminal del mismo.

13. Uso de un agente de inhibicidn de la fusion viral segin una cualquiera de las reivindicaciones 10 a 12, para la
preparacion de un medicamento para tratar una infeccion retroviral en un paciente.
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GP2 de virus de Lassa
Figura 2
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GP2 de virus del Ebola
Figura 4
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HAZ2 de virus influenza
Figura 5
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Figura 6
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Porcentaje de inhibicion
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A_ virus de la hepatitis del ratén

sin péptido péptidode FIR1 FIR2

peptido de fusion C-hélice

B coronavirus de SARS

sin  péptido péptidode FIR1 FIR2

péptido de fusion C-hélice

Figura 8
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Virus de Lassa

T

sin péptido  péptido
péptido de fusién de FIR

Figura 9
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