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DESCRIPCION

Péptidos modificados hidréfobos derivados de preS del virus de la hepatitis B (HBV), y su uso como inhibidores del
acceso del HBV y el HDV

La presente invencion se refiere a péptidos modificados hidréfobos derivados de preS del virus de la hepatitis B
(HBV; del inglés, hepatitis B virus), que derivan de una secuencia de consenso de preS de HBV y estan
preferiblemente acilados en el extremo N y opcionalmente modificados en el extremo C. Estos péptidos modificados
hidréfobos derivados de preS del HBV son inhibidores muy eficaces del acceso de HBV asi como inhibidores del
acceso de HDV y, por lo tanto, son adecuados para la inhibicion de una infeccion por HBV y/o HDV, la prevencién de
una infeccion primaria por HBV y/o HDV, asi como el tratamiento de una hepatitis B y/o D (cronicas). La presente
invencién se refiere ademas a composiciones farmacéuticas y de vacuna que comprenden estos péptidos
modificados hidréfobos derivados de preS del HBV.

Antecedentes de lainvencién

Hoy en dia, aproximadamente 2000 millones de personas portan marcadores serolégicos de HBV.
Aproximadamente 400 millones de ellas estan cronicamente infectadas por el HBV. Segun el Centro de Control de
Enfermedades (CDC; del inglés, Center of Disease Control), el 15-25% de las personas crénicamente infectadas por
el HBV son propensas a desarrollar un carcinoma hepatocelular (HCC; del inglés, hepatocellular carcinoma) en un
decenio si no reciben un tratamiento apropiado (1). El HCC relacionado con el HBV tiene un mal pronéstico y, por lo
tanto, el HBV ha sido clasificado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como el mas importante
carcinégeno humano presente en la naturaleza. A pesar de la existencia de una vacuna profilactica, el numero de
infecciones aumentara en los proximos decenios a causa de la creciente poblacion mundial y de la limitacién de
profilaxis en los paises pobres.

En los paises industrializados, el HBV se transmite esencialmente por via parenteral. El 90-95% de los individuos
inmunocompetentes agudamente infectados eliminan el virus, obteniendo de este modo una proteccion inmune para
toda la vida. Aproximadamente el 5-10% de ellos desarrollan una hepatitis B crénica (300.000-500.000 personas en
Alemania). Por contraste, en zonas con alto nimero de endemias, particularmente en Africa Central y Asia Oriental,
el principal modo de transmisién es el vertical de madre a hijo. Desafortunadamente, la infeccion de nifios no
totalmente inmunocompetentes da lugar a un curso crénico de la enfermedad de 90-98%. Por lo tanto, el HCC
relacionado con la hepatitis B es la malignidad mas comuin en muchos de estos paises.

Los regimenes terapéuticos actualmente aprobados para el tratamiento de infecciones cronicas por el virus de la
hepatitis B (HBV) o bien se dirigen a fases de replicacion del genoma virico después de una infeccidn ya establecida
(lamivudina, adefovir, entecavir) o bien actdan como moduladores del sistema inmune (interferén alfa).
Desafortunadamente, solo el 10-25% de los pacientes mantienen una respuesta viroldgica ininterrumpida tras dichas
terapias, lo que refleja inter alia la seleccion rapida de mutantes resistentes a nucledés(t)idos. Por lo tanto, a pesar de
la disponibilidad de una vacuna preventiva, es de suma importancia el desarrollar nuevos agentes terapéuticos que
se dirijan a fases de replicacion hasta ahora no afectadas, tales como, por ejemplo, el acceso del virus.

La inhibicién especifica del acceso del virus es un concepto terapéutico atractivo para controlar y finalmente eliminar
infecciones agudas y cronicas. Para el VIH, se ha llevado exitosamente a cabo la interferencia en el acceso del virus
mediante un péptido consistente en 36 aminoacidos (Fuzeon®) derivado de la proteina gp41, que evita la fusion de la
membrana virica y la membrana celular (2).

A pesar de la disponibilidad de una vacuna profilactica y de inhibidores de la transcriptasa inversa (RT; del inglés,
reverse transcriptase), estan creciendo en todo el mundo el niUmero de personas infectadas por el HBV y el nimero
de muertes relacionadas con el HBV (actualmente cerca de 500.000 al afio). Aproximadamente dos terceras partes
de los canceres hepéticos primarios son atribuibles a una infeccion persistente por el HBV (3).

El tratamiento actual sigue dos estrategias: (i) el tratamiento con interferén (IFN alfa) modula respuestas inmunes
contra el HBV y presenta un efecto antiviral directo que conduce a un beneficio clinico de larga duracion en
aproximadamente el 30% de los pacientes tratados, sin erradicacion del virus; y (ii) la administraciéon de inhibidores
de la transcriptasa inversa virica suprime la replicacion virica y va acompafiada de mejoras bioquimicas e
histologicas significativas después de un afio de tratamiento. Sin embargo, el tratamiento de larga duracion esta
asociado con la aparicion de cepas viricas resistentes (4).

El HBV es el prototipo de una familia de pequefios virus de DNA con envoltura que afectan a mamiferos y aves (5).
La envoltura del HBV encierra tres proteinas, denominadas L (grande; del inglés, large), M (mediana; del inglés,
middle) y S (pequefia; del inglés, small) (véase la Figura 1A). Comparten el dominio S C-terminal con cuatro
regiones transmembranales. Las proteinas M y L llevan extensiones N-terminales adicionales de 55 aminoé&cidos
(preS2) y, dependiendo del genotipo, 107 o 118 aminoacidos (preS1) (véase la Figura 1B). En los viriones, la
relacion estequiométrica de L, My S es aproximadamente 1:1:4, mientras que las particulas subviricas (SVPs; del
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inglés, subviral particles) no infecciosas mas abundantemente secretadas contienen casi exclusivamente S y solo
cantidades minimas de proteina L (6). Durante la sintesis, el dominio preS1 de L es miristoilado y es translocado a
través del reticulo endoplasmatico. Esta modificacion es esencial para la infectividad del HBV (7, 8).

Los estudios sobre los primeros pasos de la infecciéon por HBV han sido limitados ya que hasta hace poco no se ha
dispuesto de sistemas de cultivo celular ni de modelos en animales pequefios (9). El desarrollo de la linea celular
HepaRG susceptible al HBV facilité investigaciones sistematicas sobre el acceso del HBV y dio lugar al
descubrimiento de inhibidores del acceso derivados de proteinas de envoltura (10).

En la publicacion de patente china CN 1733798 se describen polipéptidos derivados de la proteina L de la superficie
del HBV, en donde el extremo N comprende una modificacién por acilacion con miristoilo.

Ademas, no existe hasta la fecha una terapia eficaz para la infeccion por HDV, un virusoide satélite que utiliza
proteinas de la envoltura del HBV para el acceso a hepatocitos (15, 17, 20). Existe en la técnica la necesidad de
proporcionar terapias eficaces contra una infeccion por HDV.

De esta manera, la presente invencién pretende mejorar los métodos y medios presentes en la técnica previa para la
inhibicion, prevencién y/o tratamiento de una infeccion por HBV y de otras enfermedades relacionadas con el HBV,
y, por lo tanto, un objetivo de la presente invencion es proporcionar métodos y medios mejorados que permitan una
inhibicién, prevencion y/o tratamiento dirigidos y eficaces de una infeccion por HBV y de enfermedades relacionadas
con el HBV.

Otro objetivo de la presente invencién es proporcionar métodos y medios para la inhibicion, prevencion y/o
tratamiento de una infeccion por HDV y de enfermedades relacionadas con el HDV.

Sumario de lainvencién

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve al proporcionar péptidos modificados hidréfobos
derivados de preS del HBV.

Dichos péptidos modificados hidr6fobos derivados de preS tienen la formula general:
Hm—P — Ry

P es dicho péptido derivado de preS y comprende la secuencia de aminoacidos de la secuencia de consenso
ID. SEC. n° 11 de preS de HBV o la secuencia ID. SEC. n° 12 de preS de HBV;

H es una modificacién hidr6foba del péptido P derivado de preS, que es N-terminal con respecto a P y es
seleccionada de entre acilacion y adicion de componentes hidrofobos;

R es una modificacién C-terminal de dicho péptido P derivado de preS, que protege al péptido frente a la
degradacion;

m es al menos 1;y
n es 0 o al menos 1.

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve ademdas al proporcionar una composicion
farmacéutica que comprende al menos un péptido modificado hidr6fobo derivado de preS del HBV, como el definido
en esta memoria, y opcionalmente un vehiculo y/o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve ademas al proporcionar el (los) péptido(s)
modificado(s) hidréfobo(s) derivado(s) de preS de HBV y/o la(s) respectiva(s) composicion(es) farmacéutica(s) de la
invencioén para el diagnéstico, la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades.

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve ademas al proporcionar el (los) péptido(s)
modificado(s) hidréfobo(s) derivado(s) de preS de HBV o la(s) composicién(es) farmacéutica(s) de la invencion para
la inhibicién de una infeccién por HBV y/o HDV; para la prevencién de una infeccion primaria por HBV y/o HDV; y/o
para el tratamiento de una hepatitis B y/o D.

De acuerdo con la presente invencion, este objeto se resuelve ademas al usar el (los) péptido(s) modificado(s)
hidréfobo(s) derivado(s) de preS de HBV o la(s) composicidn(es) farmacéutica(s) de la invencion para la fabricacion
de un medicamento para la inhibicion de una infeccion por HBV y/o HDV; para la prevencion de una infeccion
primaria por HBV y/o HDV; y/o para el tratamiento de una hepatitis B y/o D (cronicas).
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Descripcion de las realizaciones preferidas de la invencion

Antes de que se describa a continuacion la presente invencién con mas detalle, se ha de entender que esta
invencion no se limita a la metodologia, los protocolos y los reactivos particulares descritos en esta memoria ya que
estos pueden variar. Se ha de entender también que la terminologia usada en esta memoria tiene sélo la finalidad de
describir realizaciones particulares y que con ella no se pretende limitar el alcance de la presente invencion, la cual
estara solo limitada por la reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y
cientificos empleados en esta memoria tienen los mismos significados que los cominmente entendidos por quien
tiene una experiencia normal en la técnica.

Péptidos modificados hidroéfobos derivados de preS del HBV

Como se esboz6 anteriormente, la presente invencion proporciona péptidos modificados hidréfobos derivados de
preS del virus de la hepatitis B (HBV).

La envoltura del HBV encierra tres proteinas, denominadas L (grande), M (mediana) y S (pequefa) (véase la Figura
1A). Comparten el dominio S C-terminal con cuatro regiones transmembranales. Las proteinas M y L llevan
extensiones N-terminales adicionales de 55 aminoacidos y, dependiendo del genotipo, 107 o 118 aminoéacidos
(preS2 y preS1) (véase la Figura 1B).

De este modo, la expresion "péptido derivado de preS" del HBV se refiere, de acuerdo con la presente invencion, a
un péptido con una secuencia de aminoacidos que corresponde a las extensiones N-terminales de la proteina L de
HBV, preS1, preferiblemente a una secuencia de consenso de la especie y los genotipos A a H asi como de virus de
la hepatitis B del mono lanudo (WMHBYV; del inglés, woolly monkey hepatitis B virus), el chimpancé y el gorila, pero
también se refiere a variantes del mismo, preferiblemente variantes N-terminalmente y/o C-terminalmente truncadas
y variantes por sustitucion de aminoécidos.

La ID. SEC. n° 1 muestra la secuencia de aminoacidos de consenso de preS de HBV de la especie y los genotipos A
a H asi como del mono lanudo (WMHBYV).

Véase la alineacion de la Figura 2, que muestra la secuencia de consenso de preS de HBV (Consenso) y los ocho
genotipos (A-H) de HBV asi como la secuencia de preS de HBV del mono lanudo (WMHBV) que abarca los
aminoacidos 2-48. Adviértase que los genotipos A, B, C, E, F, G y H tienen hasta once aminoacidos adicionales en
sus extremos N.

La secuencia de aminoacidos del "genotipo C" de HBV se refiere en esta solicitud a una secuencia artificial, que
corresponde o es idéntica al Genotipo C de HBV que se muestra, por ejemplo, en Genbank ABV02850.1 salvo por
que la posicién 46 (de acuerdo con la numeracién que se describe mas adelante) es Lys (K) en el genotipo C en
lugar del GIn (Q) de la secuencia de Genbank; a la secuencia del genotipo C de HBV de esta solicitud se puede
hacer también referencia como "genotipo C Q46K de HBV"; véanse también las ID. SEC. nimeros 4, 12, 21-27.

En la Figura 2 también se muestra la numeracion de los restos de aminoacido de la secuencia de consenso de
preS de HBV, a la que se hara referencia a lo largo de esta memoria descriptiva:

El resto de amino&cido numero 1 es la metionina (Metl) del genotipo D (previamente descrito como subtipo ayw;
véase también la ID. SEC. n° 5), mientras que el resto de amino&cido namero (-11) es la metionina [Met(-11)] del
genotipo C (ID. SEC. n° 4). La Metl o Met(-11), respectivamente, es escindida in vivo por una metionil
aminopeptidasa celular y es modificada por una subsiguiente transferencia de un resto de miristoilo de la miristoil-
CoA al resto de amino&cido numero 2 de glicocola (Gly2) o al resto de amino&cido nimero (-10) de glicocola [Gly(-
10)], respectivamente, por una N-miristoil transferasa. El resto de aminoacido N-terminal del genotipo D es el
aminoacido natural glicocola (Gly2) y es numerado 2 de acuerdo con la respectiva numeracion de los codones del
subyacente marco de lectura abierto de L [o, por ejemplo, Gly(-10) para el genotipo C].

La secuencia de consenso de preS de HBV también comprende los aminoacidos N-terminales adicionales de los
genotipos A, B, C, E, F, G y H (indicados en las posiciones "-"). Por lo tanto, en total, la secuencia de consenso de
preS de HBV abarca las posiciones (-11) a 48.

De este modo, hay una diferencia entre la numeracion anteriormente descrita y la relacion real de aminoéacidos en la
ID. SEC. n° 1; por ejemplo:

Met (-11), nimero de resto (-11), es inscrito como resto de aminoacido 1 en la ID. SEC. n° 1;
Gly (-10), numero de resto (-10), es inscrito como resto de aminoacido 2 en la ID. SEC. n° 1;

Met 1, nimero de resto 1, es inscrito como resto de aminoacido 12 en la ID. SEC. n° 1;
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Gly 2, nimero de resto 2, es inscrito como resto de aminoacido

13 enlalD. SEC.n°1;

Gly 48, niUmero de resto 48, es inscrito como resto de aminoacido 58 en la ID. SEC. n° 1.

ID. SEC.n°1 Secuencia de consenso de preS de HBV [posiciones (-11) a 48]

{~11}-M GGWSS TPRKG MGTNL SVPNP LGFFP DHQLD PAFRA NSNNP DWDFN PNKDH WPEAN

KVG-48

ID. SEC. n°2 Genotipo A de HBV

{-11}-M GGWSS KPRKG MGTNL SVPNP LGEFP DHQLD PAFGA NSRNNP DWDFN PVKDD WPAAN

QVG~48
ID. SEC. n°3 Genotipo B de HBV

{~11)~M GGWSS KPRKG MGTNL SVPNP LGFFP DHQLD PAFXA NSENP DWDLN PHKDN WPDAN

KVG-48

ID. SEC.n° 4 Secuencia de amino&cidos artificial, que corresponde al Genotipo C de HBV salvo por que la

posicién 46 es Lys (K) en lugar de GIn (Q); Q46K
(-11)~M GGWSS KPRQG MGTNIL SVPNP LGFFP DHQLD
KVG~48
ID. SEC. n°5 Genotipo D de HBV
1-MGONL STSNP LGFFP DHQLD
KVG-48
ID. SEC.n°6 Genotipo E de HBV
{~10)-MCLSW TVPLE WGKNI STTNP LGFFP DHQLD
KVG~-48
ID. SEC.n°7 Genotipo F de HBV
{~11)-M GAPLS TTRRG MGQNL SVPNP LGFFP DHQLD
KVG-48
ID. SEC.n°8 Genotipo G de HBV
(~10) -MGLSW TVPLE WGKNL SASNP LGFLP DHQLD
KvG~48
ID. SEC.n°9 Genotipo H de HBV
{-11}-M GAPLS TARRG MGONL SVPNP LGFFP DKQLD
KvG-48
ID. SEC.n°10 WMHBV
1-MGLNQ STEFNP LGFFP SHQLD
DTA-48

PAFGA NSNNP DWDFN

PAFRR NTANP DWDFN

PAFRA NTIRNP DWDHN

PLFRA NSSSP DWDFN

PAFRA NTNNP DWDEFN

PLFRA NSSSP DWDEN

PLFKA NAGSA DWDKN

Para las ID. SEC. numeros 2-10, véanse también los Niumeros de Acceso de Genbank:

PNKDH WPEAN

PNKDT WPDAN

PNKDH WTEAN

TNKDS WPMAN

PKXDP WPEAN

TNKDN WPMAN

PNKDF WPQARH
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Genotipo A de HBV Genbank AAT28684.1

Genotipo B de HBV Genbank AAU01950.1

Genotipo C de HBV Genbank ABV02850.1 [en donde la posicion 46 es Lys (K) (como en la ID. SEC. n° 4)

en lugar de Gin (Q) (de ABV02850.1)]

Genotipo D de HBV Genbank AAR19337.1

Genotipo E de HBV Genbank ABS31101.1

Genotipo F de HBV Genbank ABK19774.1

Genotipo G de HBV Genbank AAF34735.1/AF160501_3

Genotipo H de HBV Genbank AAM09052.1

WMHBV Genbank AAC16905.1

Un péptido modificado hidréfobo derivado de preS del HBV de acuerdo con la presente invencion tiene la formula:
Hm—P - Ry

P es dicho péptido derivado de preS que comprende la secuencia de amino&cidos de la secuencia de
consenso ID. SEC. n° 11 de preS de HBV o la secuencia ID. SEC. n° 12 de preS de HBV;

H es una modificacion hidréfoba del péptido P derivado de preS, que es N-terminal con respecto a P y es
seleccionada de entre acilacion y adicion de componentes hidréfobos;

R es una modificacion C-terminal de dicho péptido P derivado de preS, que protege al péptido frente a la
degradacion;

m es al menos 1; y
n es 0o al menos 1.
La modificacion hidréfoba (H) del péptido P derivado de preS es N-terminal con respecto a P.

"N-terminal” se refiere a la modificacion hidrofoba en el extremo N, es decir, el respectivo primer resto de aminoacido
(por ejemplo, Gly 2), pero también comprende la modificacion hidréfoba muy préxima al extremo N, tal como los
respectivos restos de aminoacido (-4), (-3), (-2), (-1), 1, 2 o 3 o 4. Por lo tanto, la modificacion hidr6foba puede ser
ademas obtenida mediante una fijacion de un componente hidréfobo en un lugar proximo al extremo N de P.

La modificacion hidréfoba de dicho péptido derivado de preS de HBV de acuerdo con la presente invencion afiade
un componente hidréfobo al péptido.

Ademas, m es al menos 1, es decir, una modificacion con al menos un componente o grupo hidréfobo.

En realizaciones preferidas de esta invencion, m es 1, 2, 3, 4 o més. Es decir, P puede estar modificado con méas de
un componente o grupo hidrofobo, tal como 2. Los componentes o grupos hidréfobos pueden ser iguales o
diferentes entre si.

La modificacion hidréfoba de dicho péptido derivado de preS de HBV de acuerdo con la presente invencion es
seleccionada de entre:

— acilacion;
— adicién de componentes hidrofobos.

La acilacion es preferiblemente seleccionada de entre acilaciones con acidos carboxilicos, acidos grasos, y
aminoacidos con cadenas laterales lipdfilas.

Los &cidos grasos preferidos son acidos grasos saturados o insaturados, acidos grasos ramificados o no
ramificados, preferiblemente con de 8 a 22 4tomos de carbono (C8 a C22).

Mas preferiblemente, la modificacion hidr6foba por acilacion es seleccionada de entre las acilaciones con miristoilo
(C14), palmitoilo (C16) y estearoilo (C18).
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La adicion de componentes hidréfobos es preferiblemente seleccionada de entre las adiciones de colesterol,
derivados de colesterol, fosfolipidos, glicolipidos, ésteres de glicerol, esteroides, ceramidas, derivados de isopreno,
adamantano, farnesol, grupos alifaticos, y compuestos poliaromaticos.

La fijacion de los componentes hidr6fobos es preferiblemente por unién covalente, la cual puede ser conseguida a
través de un enlace carbamato, amida, éter o disulfuro o cualquier otro enlace que esté dentro de la experiencia de
la persona experta en la técnica.

Por lo tanto, los péptidos modificados, preferiblemente acilados, hidréfobos derivados de preS de esta invencién son
preferiblemente lipopéptidos a causa de su grupo/componente lip6filo o hidr6fobo N-terminal.

Para los péptidos modificados hidréfobos derivados de preS preferidos, véanse también las Tablas 1y 2.
Los péptidos modificados hidrofobos derivados de preS mas preferidos de la invencién son los siguientes:
— P comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre la ID. SEC. n° 11y laID. SEC. n° 12;y

— H es una madificacion hidréfoba por acilacion con miristoilo (C14) o estearoilo (C18), preferiblemente con
estearoilo (C18).

De este modo, los péptidos modificados hidréfobos derivados de preS mas preferidos de la invencion son:

Denominacion del péptido Secuencia de aminoacidos  Modificacién hidréfoba
HBVpreS/2-48°°*! (consenso)  ID. SEC. n° 11 Estearoilo (C18)
HBVpreS/2-48™ (consenso) ID. SEC. n° 11 Miristoilo (C14)
HBVpreS/2-48°°2°" (C) ID. SEC. n° 12 Estearoilo (C18)
HBVpreS/2-48™" (C) ID. SEC. n° 12 Miristoilo (C14)
HBVpreS/2-21°°2°" (C) ID. SEC. n° 12 Estearoilo (C18)

en donde (C) se refiere al genotipo C Q46K de HBV.
Realizacion preferida de secuencias del genotipo C

En una realizacién muy preferida de esta invencion, los péptidos P modificados hidréfobos de preS de acuerdo con
la invencién comprenden una secuencia de aminoacidos derivada del genotipo C.

El (los) péptido(s) modificado(s) hidréfobo(s) derivado(s) de preS de la presente invencion derivado(s) del genotipo C
inhibe(n) una infecciéon por HBV mas potentemente que aquél (aquellos) del correspondiente genotipo D. Véanse
también la Figura 3 y la Tabla 3.

Como se discuti6 anteriormente, la secuencia de aminoéacidos del "genotipo C" de HBV se refiere en esta
descripcién a una secuencia artificial, que corresponde o es idéntica al Genotipo C de HBV que se muestra, por
ejemplo, en Genbank ABV02850.1 salvo por que la posicion 46 (de acuerdo con la numeracién que se describe mas
adelante) es Lys (K) en el genotipo C en lugar del GIn (Q) de la secuencia de Genbank; a la secuencia del genotipo
C de HBV de esta solicitud se puede hacer también referencia como "genotipo C Q46K de HBV"; véanse también las
ID. SEC. numeros 4, 12, 21-27.

La misma numeracion que se describié antes para la secuencia de consenso de preS de HBV se utiliza para la
numeracion de los restos de aminoacido de las secuencias del genotipo C (véase también la Figura 2); por ejemplo:

Met (-11), nimero de resto (-11), es inscrito como resto de aminoacido 1 en la ID. SEC. n° 4;
Gly (-10), numero de resto (-10), es inscrito como resto de aminoéacido 2 en la ID. SEC. n° 4;
Met 1, nimero de resto 1, es inscrito como resto de aminoacido 12 en la ID. SEC. n° 4;

Gly 2, nimero de resto 2, es inscrito como resto de aminoacido 13 en la ID. SEC. n° 4 y es inscrito como resto
de aminoéacido 1 enla ID. SEC. n° 12;

Gly 48, nimero de resto 48, es inscrito como resto de aminoacido 58 en la ID. SEC. n°® 4 y es inscrito como
resto de aminoacido 47 en la ID. SEC. n° 12.

ID. SEC. n°12 Secuencia de aminoacidos que corresponde a las posiciones 2 a 48 del Genotipo C de HBV salvo
por que la posicidn 46 es Lys (K) en lugar de GIn (Q); Q46K
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2-GTNL SVPNP LGFFP DHQLD PAFGA NSNNP DWDEN PNKDH WPEAN KVG-48

P es preferiblemente seleccionado de la
ID. SEC. n° 12 (restos 2 a 48 del genotipo C).

En la realizacion preferida de secuencias del genotipo C, un péptido modificado hidréfobo derivado de preS del virus
de la hepatitis B (HBV) tiene la formula

Hm—P — Ry
en donde preferiblemente
P es un péptido derivado de preS que comprende la secuencia de aminoacidos de ID. SEC. n° 12;

H es una modificacion hidrofoba del péptido P derivado de preS, que es N-terminal con respecto a P y es
seleccionada de entre acilacion y adicion de componentes hidréfobos;

R es una modificacion C-terminal de dicho péptido P derivado de preS;
m es al menos 1;y
n es 0 o al menos 1.

El péptido preferido de la invencion es particularmente eficaz para la inhibicion de una infeccién por HBV y/o HDV,
para la prevencion de una infeccion aguda por HBV y/o HDV, y/o para el tratamiento de una hepatitis B y/o D.

Preferiblemente, P comprende, o consiste en, la secuencia de aminoacidos de ID. SEC. n° 12 (restos 2 a 48 del
genotipo C).

En la realizacion preferida de secuencias del genotipo C:
— P comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de la ID. SEC. n° 12;

— H es una madificacion hidréfoba por acilacion con miristoilo (C14) o estearoilo (C18), preferiblemente con
miristoilo (C14).

En aplicaciones in vivo y medicinales se prefiere la modificacion por miristoilacién a causa de su mayor seguridad,;
por ejemplo, sin los efectos negativos del grupo estearoilo (respuesta inmune innata, etcétera).

Por lo tanto, los péptidos modificados hidréfobos derivados de preS mas preferidos de la invencién son:
HBVpreS/2-48™ (C) [ID. SEC. n° 12].

La modificacién C-terminal (R) de dicho péptido P derivado de preS es preferiblemente una modificacion con un
componente que protege de la degradacion, tal como la degradacion in vivo.

"C-terminal" se refiere a la modificacion en el extremo C, es decir, en el respectivo Ultimo resto de aminoécido, pero
también comprende la modificacion muy préxima al extremo C, tal como en el penultimo resto de aminoé&cido, el
antepenultimo resto de aminoacido o méas restos de aminoacido antes del antepenudltimo (por ejemplo, la
introduccion de un D-aminoacido que protege al portador frente a la degradacién enzimatica por la accion de, por
ejemplo, carboxipeptidasas).

El técnico experto serd capaz de seleccionar el (los) respectivo(s) componente(s) adecuado(s), dependiendo de la
respectiva aplicacion.

Los componentes preferidos que protegen de la degradacion son seleccionados de entre amidas, D-aminoéacidos,
aminoacidos modificados, aminoécidos ciclicos, polimeros naturales y sintéticos, tal como PEG, y glicano.

En una realizacion, P esta fusionado con un péptido o una proteina, preferiblemente seleccionados de entre
albumina y dominios de Fc de IgGs humanas.

La fusion es preferiblemente C-terminal con respecto a P.
Ademas, n es 0 o0 al menos 1; es decir, la modificacion C-terminal (R) es opcional.

Preferiblemente, n es 1.
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En otras realizaciones de esta invencion, n es 1, 2, 3, 4 o mas. Es decir, se puede modificar el extremo C de P o su
proximidad con mas de un componente o grupo, tal como 2. Los componentes o grupos pueden ser iguales o
diferentes entre si.

En una realizacion de esta invencion, H y/o R estan unidos a P por medio de un conector o espaciador.

Los conectores o espaciadores, tales como polialanina, poliglicocola, carbohidratos y grupos (CHz),, son conocidos
por el técnico experto.

Por lo tanto, el técnico experto sera capaz de seleccionar el (los) respectivo(s) conector(es) o espaciador(es)
adecuado(s), dependiendo de la respectiva aplicacion.

En una realizacion preferida, el péptido modificado hidréfobo derivado de preS de acuerdo con la invenciéon porta
una etiqueta, preferiblemente seleccionada de entre un colorante fluorescente, un radioisétopo y un agente de
contraste.

Los radiois6topos preferidos son "1, *%1, *™1¢, 18, ¥Ga, i, *°y y 'Lu.

Los colorantes fluorescentes preferidos son los colorantes Alexa, los derivados de rodamina y fluoresceina, y los
colorantes Cy.

Los agentes de contraste preferidos son complejos de gadolinio (Ga), complejos y particulas de hierro (Fe)
supramagnéticos, compuestos que contienen atomos de numero atémico elevado, es decir, el yodo para la
tomografia computarizada (CT; del inglés, computer tomography), y microburbujas y vehiculos tales como liposomas
gue contienen estos agentes de contraste.

Los péptidos de esta invencion pueden ser preparados mediante una diversidad de procedimientos bien conocidos
por los expertos en la técnica, en general mediante procedimientos quimicos sintéticos y/o procedimientos de
ingenieria genética.

Los procedimientos quimicos sintéticos incluyen méas particularmente la sintesis secuencial y de bloques en fase
sélida (11). El procedimiento secuencial en fase sélida puede ser llevado a cabo usando métodos automatizados
establecidos, tal como mediante el uso de un sintetizador peptidico automatizado. En este procedimiento, se une un
aminoacido con a-amino protegido a un soporte de resina. El soporte de resina empleado puede ser cualquier resina
adecuada convencionalmente empleada en la técnica para la preparacion de (poli)péptidos en fase sdlida,
preferiblemente poliestireno que ha sido copolimerizado con polioxietileno para proporcionar sitios para la formacion
de ésteres con el aminoacido de a-amino protegido inicialmente introducido. Este método optimizado, aplicado por
los inventores, ha sido explicitamente descrito (véase, por ejemplo, 12). Los aminoacidos se introducen uno tras otro
(gradualmente). Cada ciclo de sintesis que corresponde a la introducciéon de un aminoacido incluye una operacion
de desproteccion, sucesivas operaciones de lavado, una operacion de copulaciéon con activacion del aminoacido, y
subsiguientes operaciones de lavado. Cada una de estas operaciones va seguida de una filtracion. Los agentes
reactivos para la copulacion son los clasicos agentes reactivos para la sintesis de (poli)péptidos, tales como
diciclohexilcarbodiimida, hidroxibenzotriazol, hexafluorofosfato de benzotriazil-1-il-oxi-tris(dimetilamino)-fosfonio, y
difenilfosforilazida. Después de la sintesis del polipéptido sobre la resina, el polipéptido es separado de la resina
mediante un tratamiento con un &cido fuerte tal como acido trifluoroacético en presencia de anisol, etanoditiol 0 2-
metilindol. EI compuesto es luego purificado mediante las técnicas de purificacion clasicas, en particular por medio
de cromatografia de alta eficacia en fase liquida (HPLC; del inglés, high performance liquid chromatography).

Los péptidos de la presente invencién también se pueden obtener al copular fragmentos (poli) peptidicos que estan
selectivamente protegidos, efectudndose ésta copulacién, por ejemplo, en una disolucion.

Ademas, los péptidos pueden ser producidos mediante técnicas de ingenieria genética como las conocidas por el
técnico experto. Es particularmente adecuado un sistema de expresion eucariotico, tal como el sistema de
baculovirus. De acuerdo con este procedimiento, se hace que se expresen las proteinas en células de insecto
infectadas con un baculovirus recombinante que contiene una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina
heterdloga y secuencias reguladoras de acido nucleico, tal como un promotor. Para la infeccidon con el baculovirus
recombinante se dispone de varias lineas celulares, tal como la linea celular Sf-9, asequible de la American Type
Culture Collection (CRL 1711). También es particularmente adecuada la expresion en un sistema de expresion
procariético, tal como E. coli.

La introduccion del componente hidrofobo en el péptido puede ser llevada a cabo mediante una diversidad de
procedimientos bien conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo planteamientos sintéticos y de ingenieria
genética.

Alternativamente, los péptidos y/o los péptidos de fusion (es decir, péptidos modificados hidréfobos) se pueden
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producir mediante lineas celulares eucaridticas establemente transfectadas, tales como CHO y otras lineas celulares
que se conocen en la técnica y se emplean normalmente para generar vacunas y similares. A causa de la propiedad
intrinseca de los 47 aminoacidos N-terminales de preS1 en cuanto a promover la secrecion de una proteina/péptido
miristoilados, el péptido modificado hidréfobo biolégicamente activo puede ser extraido de los sobrenadantes de
cultivos celulares.

Caracteristicas de los péptidos modificados hidréfobos derivados de preS de la invencién

Los péptidos modificados hidréfobos derivados de preS de la presente invencién son inhibidores versatiles del
acceso de virus de la hepatitis y presentan ademas un hepatotropismo/tropismo hepatico, es decir, se dirigen al
higado. El tropismo hepatico se muestra en particular en la Figura 11.

Dicho hepatotropismo se describe adicionalmente en la correspondiente solicitud de patente provisional de EE.UU.
de los inventores con el titulo "Péptidos modificados hidréfobos derivados de preS del virus de la hepatitis B (HBV) y
su uso como vehiculos para el suministro especifico de compuestos al higado", que se presenté el mismo dia y que
se incluye aqui por referencia en su totalidad.

El (los) péptido(s) modificado(s) hidr6fobo(s) derivado(s) de preS de HBV de la presente invencién es (son) un(os)
inhibidor(es) muy adecuado(s) y eficaz(es) del acceso del HBV, aunque también del HDV, ya sea in vitro (por
ejemplo, al evitar que particulas de HBV se unan a, y/o se internalicen en, los hepatocitos) o ya sea in vivo.

Como se puede ver en las Figuras y los Ejemplos, el (los) péptido(s) modificado(s) hidr6fobo(s) derivado(s) de preS
de la presente invencion tiene(n) una elevada actividad inhibitoria, es decir, inhibe(n) eficazmente una infeccién por
HBV y/o HDV en dosis muy bajas. Los valores de ICsp de las realizaciones mas preferidas estan en el intervalo de
0,01 a 500 nM, preferiblemente de 0,025 a 50 nM, mas preferiblemente de 0,05 a 25 nM. Véase también la Tabla 1.

El (los) péptido(s) modificado(s) hidréfobo(s) derivado(s) de preS de la presente invencion derivado(s) del genotipo C
inhibe(n) una infeccién por HBV mas potentemente que aquél (aquellos) del correspondiente genotipo D.

Ademas, los péptidos modificados hidroéfobos derivados de preS de la presente invencién pueden ser adaptados
para que no comprendan epitopos inmunogénicos pero presenten aun una potente actividad inhibitoria, tal como
HBVpreS/2-21%°*°" que no comprende los epitopos inmunogénicos en su secuencia pero tiene atn una ICso de
aproximadamente 8 nM.

El (los) péptido(s) modificado(s) hidréfobo(s) derivado(s) de preS de HBV de la invencién es (son) también capaz(es)
de prevenir cruzadamente los genotipos C y D de HBV, ya que un péptido derivado del genotipo C [tal como
HBVpreS/2-21%°*°(C) o HBVpreS/2-48™(C)] puede inhibir el acceso del genotipo D de HBV.

Composiciones farmacéuticas y de vacuna

Como se esboz6 anteriormente, la presente invencidn proporciona una composicion farmacéutica que comprende al
menos un péptido modificado hidréfobo derivado de preS de HBV, como el definido en esta memoria, y
opcionalmente un vehiculo y/o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

La composicion farmacéutica de acuerdo con la presente invencién comprende:

— al menos un péptido modificado hidréfobo derivado de preS de HBV, como el definido en esta memoria;
— un producto de conjugacién como el definido en esta memoria; y

— opcionalmente, un vehiculo y/o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencién son muy adecuadas para todos los usos y
métodos descritos en esta memoria.

Un "vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable" se refiere a cualquier vehiculo en el que, o con el que, se
pueden formular las composiciones farmacéuticas o de vacuna de acuerdo con la invencién. Incluye una disolucion
salina tal como una disolucién salina con tampén de fosfato. En general, se selecciona un diluyente o vehiculo
basandose en el modo y la via de administracion y en la practica farmacéutica estandar.

Aplicaciones médicas
Como se eshoz6 anteriormente, la presente invencién proporciona el primer uso médico del (de los) péptido(s)

modificado(s) hidréfobo(s) derivado(s) de preS de HBV y/o la(s) respectiva(s) composicién(es) farmacéutica(s) de
esta invencion.
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De este modo, el (los) péptido(s) modificado(s) hidréfobo(s) derivado(s) de preS de HBV o la(s) composicion(es)
farmacéutica(s) de acuerdo con la invencion son adecuados y, por lo tanto, se proporcionan para el diagnéstico, la
prevencion y/o el tratamiento de enfermedades.

Como se esbozd anteriormente, la presente invencion proporciona ademas el (los) péptido(s) modificado(s)
hidréfobo(s) derivado(s) de preS de HBV y/o la(s) respectiva(s) composicion(es) farmacéutica(s) de esta invencion
para el diagndstico, la prevencion y/o el tratamiento de ciertas enfermedades.

En una realizacion preferida, el (los) péptido(s) modificado(s) hidréfobo(s) derivado(s) de preS de HBV o la(s)
composicion(es) farmacéutica(s) de la invencién se proporcionan para la inhibicion de una infecciéon por HBV y/o
HDV; para la prevencion de una infeccién primaria por HBV y/o HDV; y/o para el tratamiento de la hepatitis B y/o D,
preferiblemente la hepatitis B y/o D crénicas.

En una realizacion preferida, el (los) péptido(s) modificado(s) hidréfobo(s) derivado(s) de preS de HBV o la(s)
composicion(es) farmacéutica(s) de la invencién se usan para la fabricacion de un medicamento para la inhibicion de
una infeccion por HBV y/o HDV; para la prevencion de una infeccion primaria por HBV y/o HDV; y/o para el
tratamiento de la hepatitis B y/o D.

Preferiblemente, el (los) péptido(s) modificado(s) hidréfobo(s) derivado(s) de preS de HBV o la(s) composicién(es)
farmacéutica(s) de la invencion se proporcionan para la inhibicion de una infeccién por HBV y/o HDV.

Preferiblemente, el (los) péptido(s) modificado(s) hidrofobo(s) derivado(s) de preS de HBV o la(s) composicion(es)
farmacéutica(s) de la invencién se proporcionan para la prevencién de una infeccion primaria por HBV y/o HDV.

Preferiblemente, se inhibe o previene la infeccién por HBV de cualquier genotipo.

El (los) péptido(s) modificado(s) hidréfobo(s) derivado(s) de preS de HBV de la invencién es (son) capaz(es) de la
prevencién cruzada de los genotipos C y D de HBV, ya que un péptido derivado del genotipo C [tal como
HBVpreS/2-21%°*°(C) o HBVpreS/2-48™(C)] puede inhibir el acceso del genotipo D de HBV.

En una realizacion preferida, el (los) péptido(s) modificado(s) hidréfobo(s) derivado(s) de preS de HBV o la(s)
composicion(es) farmacéutica(s) de la invencidon se usan/proporcionan como inhibidores del acceso de HBV y/o
HDV.

Preferiblemente, el (los) péptido(s) modificado(s) hidrofobo(s) derivado(s) de preS de HBV o la(s) composicion(es)
farmacéutica(s) de la invencién se proporcionan para el tratamiento de la hepatitis B y/o D, en particular la hepatitis
B y/o D crénicas.

El (los) péptido(s) modificado(s) hidrofobo(s) derivado(s) de preS de HBV de la presente invencién es (son) un(os)
inhibidor(es) muy adecuado(s) y eficaz(es) del acceso de HBV, aunque también de HDV, ya sea in vitro (por
ejemplo, al evitar que particulas de HBV se unan a, y/o se internalicen en, los hepatocitos) o ya sea in vivo.

Ademas, la invencién proporciona un método para la inhibicién in vitro de una infeccidn de hepatocitos por HBV, que
comprende emplear un péptido modificado hidréfobo derivado de preS o una composicion farmacéutica como los
anteriormente descritos.

Los hepatocitos adecuados incluyen hepatocitos humanos primarios o la linea celular derivada de hepatoma llamada
HepaRG (22) (descrita en la solicitud de patente FR 0109044), y hepatocitos de Tupaia belangeri (23), que también
son susceptibles a una infeccion por HBV.

Via de administracion

Preferiblemente, la via de administracion de los péptidos modificados hidréfobos derivados de preS o las
composiciones farmacéuticas de la presente invencion es seleccionada de entre las vias subcutanea, intravenosa,
oral, nasal, intramuscular, transdérmica, por inhalacién y por supositorios.

Una realizacion preferida para administracion o aplicacion nasal es un producto nasal pulverizable.
Cantidad terapéuticamente eficaz

Los péptidos modificados hidréfobos derivados de preS o las composiciones farmacéuticas de la invencion se
proporcionan de modo que comprendan una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho(s) péptido(s) modificado(s)
hidréfobo(s) derivado(s) de preS de dicha(s) composicidn(es) farmacéutica(s).

Una "cantidad terapéuticamente eficaz" de un péptido modificado hidréfobo derivado de preS o de una composicion
farmacéutica de esta invencion se refiere a la cantidad que es suficiente para inhibir una infeccién por HBV y/o HDV;,
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prevenir una infeccién primaria por HBV y/o HDV; tratar una hepatitis B y/o D; y/o vacunar frente a, y/o inhibir, el
acceso de HBV y/o HDV in vivo.

Una cantidad terapéuticamente eficaz preferida esta en el intervalo de 10 ug a 1 mg por kg de peso corporal,
preferiblemente de 10 pg a 100 ug.

Para el uso de un péptido modificado hidréfobo derivado de preS de la invencién como una vacuna, la cantidad
terapéuticamente eficaz preferida esta en el intervalo de 10 pg a 1 mg por kg de peso corporal.

En el caso de un valor de ICso del péptido modificado hidréfobo derivado de preS usado de aproximadamente 10 nM,
una cantidad terapéuticamente eficaz preferida es aproximadamente 100 pg por kg de peso corporal o esta en el
intervalo de 1 a 5 mg por paciente. La cantidad terapéuticamente eficaz preferida en el intervalo de 1 a 5 mg por
paciente se puede administrar una vez al dia o, en otras realizaciones, sélo una vez cada 2-3 dias.

La cantidad terapéuticamente eficaz preferida depende de la respectiva aplicacion y del deseado resultado de
inhibicién, tratamiento o vacunacion.

El técnico experto sera capaz de determinar las cantidades terapéuticamente eficaces adecuadas.
Identificacion del receptor de HBV

En la solicitud se describe ademas un método para la identificacién in vitro y/o in vivo de un receptor de hepatocitos
implicado en la fijacion y/o penetracién del HBV y/o para la cuantificacion de la expresion de dicho receptor, que
comprende usar un péptido modificado hidréfobo derivado de preS como el anteriormente descrito.

Dicho receptor de hepatocitos puede ser identificado en mamiferos o en respectivos modelos animales,
preferiblemente un ratén o un ser humano.

En particular, dicho método comprende las operaciones que comprenden:

— poner una biopsia hepatica o un hepatocito en contacto con un péptido modificado hidréfobo derivado de preS de
la invencién bajo unas condiciones y durante un periodo de tiempo suficientes para permitir la union especifica de
dicho péptido a un receptor expresado en la superficie de un hepatocito;

— detectar la unién de dicho péptido a un receptor; e
— identificar dicho receptor.

Esto puede ser llevado a cabo de acuerdo con procedimientos clasicos bien conocidos por el experto en la técnica.
Por ejemplo, podria implicar el etiquetado radiactivo, enzimatico o fluorescente de los péptidos modificados
hidréfobos derivados de preS de la invencién y la subsiguiente deteccién con un método apropiado. Se conocen
diversos materiales fluorescentes que pueden ser utilizados como etiquetas. Estos incluyen, por ejemplo,
fluoresceina, rodamina, auramina, Rojo Texas, Cy3, Cy5, y etiquetas DIGE. Las etiquetas enziméaticas comprenden
la conjugacién de una enzima con una molécula de interés, por ejemplo, un polipéptido, y pueden ser detectadas
mediante cualquiera de las técnicas colorimétricas, espectrofotométricas o fluoroespectrofotométricas.

Los inventores identificaron lipopéptidos derivados de la proteina superficial preS1 de HBV que bloquean
eficazmente el acceso del HBV in vitro e in vivo. Estudios de biodistribucidn de la presente invencion sobre estos
péptidos inhibitorios revelaron que se acumulan selectivamente en el higado, donde se unen a hepatocitos y
probablemente entran en ellos. Este hepatotropismo requiere la acilaciéon N-terminal del péptido y depende de cierto
motivo de la secuencia de preS de HBV, dentro de los 47 aminoacidos N-terminales de preS1, es decir, dentro de
los restos de aminoacido 2 a 21 (o preferiblemente la secuencia minima de los restos 9 a 15). La observacién de los
inventores de que esta secuencia peptidica porta ademas una sefial de translocacion a la membrana que facilita el
transporte de proteinas de fusién incluso completas a través de membranas plasmaticas (resultados no publicados)
abre la posibilidad de suministrar especificamente cualquier clase de farmaco a la membrana plasmatica de los
hepatocitos o incluso selectivamente a esta célula.

Los inventores han mostrado que lipopéptidos derivados de preS1 de HBV, en dosis muy bajas, son capaces de
prevenir completamente una infeccion por HBV en un modelo de raton uPA-RAG-1 sometido a trasplante. Estudios
farmacocinéticos sobre estos inhibidores del acceso derivados de preS de HBV indicaron ademas un notable
hepatotropismo combinado con una extraordinariamente alta estabilidad sérica (t1» de aproximadamente 60 horas) y
una prolongada semivida en el érgano diana (ti». de aproximadamente 24 horas). Son necesarias tanto la acilacion
N-terminal como la integridad de cierta secuencia de aminoacidos de los péptidos. De esta manera, los péptidos
pueden ser también empleados como vectores versatiles para el direccionamiento especifico de farmacos al higado
con objeto de vencer a las infecciones de hepatocitos o tratar el carcinoma hepatocelular (véase también la
correspondiente solicitud de patente provisional de EE.UU. de los inventores con el titulo: "Péptidos modificados
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hidréfobos derivados de preS del virus de la hepatitis B (HBV) y su uso como vehiculos para el suministro especifico
de compuestos al higado", que se presento el mismo dia).

Los inventores han demostrado ademas el principio de que se puede bloquear eficazmente una infeccion por
WMHBYV a través de la aplicacion subcutanea in vivo de péptidos derivados de proteina de envoltura del HBV. Esto
abre nuevas perspectivas para la prevenciéon de una infeccion aguda por HBV y para opciones terapéuticas para la
hepatitis B cronica. Puesto que los ratones uPA-RAG-2/Pfp usados en esta invencion carecen de células B, células
T y células NK, se supone un efecto inhibitorio directo de los péptidos sobre los hepatocitos susceptibles. Esto viene
respaldado por la eficaz acumulaciéon de péptidos acilados derivados de preS en el higado, lo que va seguido de un
lento aclaramiento, posiblemente a través de la via biliar. Ambas propiedades permiten la aplicacion subcutanea en
dosis muy bajas y con bajas frecuencias. Dado que 5 inyecciones de 0,2 mg/kg de HBV/preS2-48™ en 5 dias dieron
lugar a la prevencion del establecimiento de una infeccién por WMHBYV, la administracion continua del péptido
HBV/preS2-48°! aproximadamente 30 veces mas activo, podria ser eficaz en dosis inferiores a 7 pg/kg = 13
nanomoles/kg cuando se administra diariamente o cada 2 dias. Teniendo en consideracion que la dosis
farmacoldgica eficaz por unidad de peso corporal obtenida en ratones ha de ser corregida para seres humanos (13)
en un factor de aproximadamente 10, se espera que la dosis eficaz por persona sea inferior a 100 pg/dia.

El régimen basado en compuestos analogos de nucleds(t)idos para el tratamiento de una infeccion cronica por HBV
da frecuentemente lugar a la seleccién de mutantes resistentes (4, 14). Esto exige estrategias alternativas y nuevos
farmacos que se dirijan a diferentes fases del ciclo de replicacion del HBV. La inhibicion del acceso con lipopéptidos
de HBV representa dicho planteamiento. A causa del modo de accion, los inventores suponen eficacia frente a
cualquier clase de mutante resistente a nucleés(t)idos. Ademas, puesto que la actividad de los péptidos requiere una
secuencia conservada en el dominio preS1 (15), los péptidos son activos frente a cualquier genotipo de HBV.
Estudios previos indican que, a diferencia del Fuzeon®, que se dirige a la proteina gp41 del VIH permitiendo por ello
la aparicion de mutaciones intramoleculares compensatorias, los lipopéptidos acilados de HBV se dirigen a un
componente celular evitando la interaccion del HBV con su receptor (16, 17). Por lo tanto, parece improbable la
aparicion de mutantes resistentes.

Una indicacion evidente de las aplicaciones clinicas de los lipopéptidos derivados de preS de HBV es la prevencién
de infecciones por HBV alin no establecidas (por ejemplo, profilaxis tras una exposicion, transmision vertical o
prevencién de una reinfeccion del trasplante hepético). Sin embargo, los inhibidores del acceso son también eficaces
en pacientes crénicamente infectados, tal como en combinacion con interferon a o inhibidores de la RT virica.
Puesto que el mantenimiento de una infeccion crénica por HBV puede depender, por una parte, de un recambio
dinamico de los hepatocitos infectados y aclarados por el sistema inmune y, por otra, de la (re)infeccién de células
curadas/naifs (18), sera interesante evaluar la eficacia de tales planteamientos terapéuticos en el sistema quimérico
de uPA para contener la propagacion de la infeccion y la aparicion de cepas resistentes bajo un tratamiento
antivirico (19).

Los lipopéptidos derivados de preS de HBV también inhiben in vitro una infeccién por HDV, un virusoide satélite que
utiliza proteinas de la envoltura del HBV para el acceso a hepatocitos (15, 17, 20). Puesto que no existe hasta la
fecha una terapia eficaz para la infeccién por HDV, los lipopéptidos derivados de preS representan la primera terapia
selectiva para esta enfermedad hepética a menudo complicada.

La aplicacion de lipopéptidos derivados de preS de HBV a pacientes inmunocompetentes provoca reacciones
inmunes celulares y humorales. Esto es beneficioso para el resultado terapéutico ya que se sabe que anticuerpos
que reconocen epitopos de HBVpreS/2-48 neutralizan in vitro una infeccion por HBV (21). Ademas, se ha
especulado con que la eliminacion del virus en una infeccion natural requiere el establecimiento exitoso de una
inmunidad especifica de preS de HBV. Por lo tanto, ademas de la interferencia directa en el acceso del virus, la
estimulacion de respuestas inmunes especificas de preS por el péptido podria contribuir a la eliminacion del virus a
través de reacciones inmunes citoliticas o0 no citoliticas, especialmente en combinacion con IFN-a.

Tabla 1 Péptidos modificados hidrofobos derivados de preS

Denominacion del péptido Secuencia de amino&cidos IC50/1C90
HBVpreS/(-11)-48(consenso) consenso ID. SEC.n°1
HBVpreS/2-48™" (consenso) ID. SEC.n°11 |ICso ~ 70 pM
HBVpreS/2-48°*!(consenso) ID. SEC. n°11 | ICso ~ 50 pM

Péptidos de genotipo C

*HBVpreS/(-11)-48™"(C) natural ID. SEC.n°4 | ICso~ 4 nM

*HBVpreS/(-11)-48%5°¥°!(C) ID. SEC.n°4 | ICso~1nM
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*HBVDFES/2-48mir(C)

*HBVpreS/2-48%5°4°(C)

. SEC.

n° 12

IC90 ~ 5 NM

. SEC.

n° 12

ICo0 ~ 1 NM

HBVpreS/5-48™'(C)

HBVpreS/5-48%5°°!(C)

HBVpreS/9-48™'(C)

HBVpreS/9-48°5°°!(C)

truncado

N-terminal

HBVpreS/2-21™(C)

truncado

N- y/o C-terminal

HBVpreS/2-21%5°°(C)

. SEC.

n° 13

HBVpreS/5_21mir(C)

. SEC.

n° 13

HBVPTES/S-ZleStearon(C)

. SEC.

n° 14

HBVpreS/g_Zlmir(C)

. SEC.

n° 14

HBVprES/g-ZleSIEamn(C)

HBVpreS/2-15™(C)

HBVpreS/2-15%"°°(C)

HBVpreS/5-15™(C)

HBVprES/5-15eSIEami|(C)

HBVDTES/9-15mi’(C)**

HBVpreS/9-15°53(Cyx

. SEC.

n° 15

HBVpreS/(-z)_ZOpmm(C)

. SEC.

n° 15

ICs50 ~ 25 nM

Péptidos de genotipo D

HBVpreS/1-48mir(D)

HBVpreS/2-48mir(D)

*HBVpreS/2-48°@°'(D)

natural

. SEC.

n°5

. SEC.

n® 16

. SEC.

n® 16

ICo0 ~ 3 NM

HBVpreS/5-48mir(D)

*HBVpreS/5-48°°4°(D)

HBVpreS/9-48™"(D)

*HBVpreS/9-48°°4°(D)

truncado

N-terminal

. SEC.

n° 17

. SEC.

n° 17

ICs0 ~ 4 NM

ICs50 ~ 1 pM

HBVpreS/2-33™(D)

*HBVpreS/2-33%°4°(D)

HBVpreS/2-26™(D)

*HBVpreS/2-26°°"(D)

HBVpreS/5-33mir(D)

*HBVpreS/5-33°°*(D)

HBVpreS/9-33mir(D)

*HBVpreS/9-33%°4°(D)

HBVpreS/2-21mir(D)

*HBVpreS/2-21%°4°(D)

HBVpreS/5-21mir(D)

HBVpreS/5-21%°#!(D)

HBVpreS/9-21mir(D)

HBVpreS/9-21%°(D)

HBVpreS/2-15mir(D)

*HBVpreS/2-15°°*°(D)

truncado

N- y/o C-terminal

. SEC.

n°18

. SEC.

n°18

ICs0 ~ 6 NM

. SEC.

n°19

. SEC.

n°19

ICs0 ~ 7 NM

ICs50 ~ 500 nM

. SEC.

n° 20

. SEC.

n° 20

ICs0 ~ 2 nM

ICs50 ~ 200 nM
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HBVpreS/5-15""(D)

HBVpreS/5-15°4*(D)

HBVpreS/9-15™"(D)** ID. SEC. n° 15
HBVpreS/9-15° (D) ID. SEC. n° 15
mir se refiere a la miristoilaciéon del extremo N;

palm se refiere a la palmitoilacion del extremo N;

estearoil se refiere a la estearoilacion del extremo N;

(C) se refiere al genotipo C (con Q46K, como en la ID. SEC. n° 4);
(D) se refiere al genotipo D;
* Los péptidos se muestran en las Figuras;

** Secuencia minima.

Tabla 2 Péptidos modificados hidréfobos derivados de preS con cambios en los epitopos inmunogénicos
Denominacion del péptido Secuencia de aminoéacidos

HBVpreS/2-48™"-Ala*%%9%(C) ID. SEC. n° 21
HBVpreS/2-48%5°1_p|a?1232930(C) ID. SEC. n° 21
HBVpreS/(-11)-48™-D20A(C) ID. SEC. n° 22
HBVpreS/(-11)-48°"_D20A(C) ID. SEC. n° 22
HBVpreS/2-48™-D20A(C) ID. SEC. n° 23
HBVpreS/2-48°"°*_D20A(C) ID. SEC. n° 23
HBVpreS/(-11)-48™-SNN(27-29)ANA(C) ID. SEC. n° 24
HBVpreS/(-11)-48°"**.SNN(27-29)ANA(C) ID. SEC. n° 24
HBVpreS/2-48™-SNN(27-29)ANA(C) ID. SEC. n° 25
HBVpreS/2-48°"*_.SNN(27-29)ANA(C) ID. SEC. n° 25
HBVpreS/(-11)-48™-D20A + SNN(27-29)ANA(C) ID. SEC. n° 26
HBVpreS/(-11)-48°**°"_D20A + SNN(27-29)ANA(C)  |ID. SEC. n° 26
HBVpreS/2-48™-D20A + SNN(27-29)ANA(C) ID. SEC. n° 27
HBVpreS/2-48%°*°_D20A + SNN(27-29)ANA(C) ID. SEC. n° 27
HBVpreS/2-48™"-Ala?229%(D) ID. SEC. n° 28
*HBVpreS/2-48°°1_p|a? 232930 ) ID. SEC. n° 28

mir se refiere a la miristoilaciéon del extremo N;

estearoil se refiere a la estearoilacion del extremo N;

(C) se refiere al genotipo C (con Q46K, como en la ID. SEC. n° 4);

(D) se refiere al genotipo D.

Tabla 3 Estudios de inhibicion comparativos con péptidos modificados hidréfobos de preS de los genotipos
CyD
Denominacion del péptido | Secuencia de | Genotipo Componente Inhibicién
aminoacidos hidréfobo
HBVpreS/2-48™(D) ID.SEC.n°16 |D Miristoilo (C14) | ++
HBVpreS/2-48™(C) ID.SEC.n°12 |C Miristoilo (C14) | +++
HBVpreS/(-11)-48™"(C) ID.SEC.n°4 |C Miristoilo (C14)  |++
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HBVpreS/2-48°%4(C)

ID. SEC. n° 12

Estearoilo (C18)

++++

HBVpreS/(-11)-48°°**!(C)

ID. SEC.n°4

Estearoilo (C18)

+++

Véase también la Figura 3.
En donde (C) se refiere al genotipo C Q46K de HBV.

Tabla 4
de consenso

Estudios de inhibicién de infeccion con péptidos modificados hidr6fobos de preS con la secuencia

Denominacion del péptido Secuencia de Componente Inhibicion
aminoacidos hidréfobo
HBVpreS/2-48™ (consenso) ID. SEC. n° 11 |Miristoilo (C14) |++++
HBVpreS/2-48%*¥°!(consenso) |ID. SEC.n°11 |Estearoilo (C18) |++++

Véase también la Figura 4.

Tabla 5 Estudios de inhibicion comparativos con variantes por supresion C-terminal
Denominacion del péptido | Secuencia de | Genotipo Componente Inhibicién
aminoacidos hidréfobo

HBVpreS/2-48°"°!(D) ID.SEC.n°16 |D Estearoilo (C18) |+++
HBVpreS/2-33%°(D) ID.SEC.n°18 |D Estearoilo (C18) |+
HBVpreS/2-26°°**'(D) D Estearoilo (C18) |+
HBVpreS/2-21%°(p) ID. SEC.n°20 |D Estearoilo (C18) |+++
HBVpreS/2-15°°(p) D Estearoilo (C18) |+/—

Véase también la Figura 5.

Tabla 6 Estudios de inhibicion comparativos con variantes por supresion N-y C-terminal
Denominacion del péptido | Secuenciade | Genotipo Componente Inhibicion
aminoacidos hidréfobo

HBVpreS/2-48%"°!(D) ID.SEC.n°16 |D Estearoilo (C18) |+++
HBVpreS/2-33%°(D) ID.SEC.n°18 |D Estearoilo (C18) |+
HBVpreS/5-33%°#(D) ID.SEC.n°19 |D Estearoilo (C18) |+
HBVpreS/5-48°"°(D) ID.SEC.n°17 |D Estearoilo (C18) |+
HBVpreS/9-33%°(D) D Estearoilo (C18) |+/—
HBVpreS/9-48°s'*a! D Estearoilo (C18) |+/—

Véase también la Figura 6.

Tabla 7 Estudios de inhibicién comparativos con péptidos modificados hidréfobos de preS, que demuestran
la necesidad de los restos de aminoacido 9 a 15 (la secuencia minima)

Secuencia de Inhibicién

aminoacidos

Denominacion del péptido Genotipo

HBVpreS/2-48°°°!(D) ID. SEC. n° 16 o+

HBVpreS/2-48°°**(D-AS'*%)(D)

HBVpreS/2-48%°*(Ala'*%)(D)

HBVpreS/2-48°°°(A17-21)(D)

HBVpreS/2-48%"!(Ala*"?)(D)

O|0|0|0|0 |0
|

HBVpreS/2-48°°°!(Ala®®)(D)

Véase también la Figura 7.
16



10

15

20

25

30

35

ES 2441 118 T3

Tabla 8 Estudios de inhibicién comparativos con péptidos modificados hidr6fobos de preS

Denominacion del péptido Secuenciade | Genotipo | Inhibicion
aminoacidos

HBVpreS/2-48%"°*!(retroinverso)(D) D

HBVpreS/2-48°°°Alg??*2%3py | |D. SEC. n°28 |D ++

retroinverso secuencia de aminoéacidos de ID. SEC. n° 16 en la direcciéon C a N.
Véase también la Figura 8.

Tabla 9 Otros estudios de inhibicion comparativos con péptidos modificados hidréfobos de preS, que
demuestran la necesidad de los restos de aminoacido 9 a 15 (la secuencia minima)

Denominacion del péptido Secuencia de | Genotipo | Inhibicion
aminoacidos
HBVpreS/2-48°*°**'(Ala**)(D) D ++
HBVpreS/2-48°°**(A11-15)(D) D
HBVpreS/2-48°°*(Ser'®)(D) D +
HBVpreS/2-48°°*°'(Arg'")(D) D

Véase también la Figura 9.

Los ejemplos y dibujos siguientes ilustran la presente invencion sin, no obstante, limitar la misma a aquellos.
Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Representacion esquematica de la particula de HBV y las proteinas L, My S de HBV.

(A) ElI DNA de cadena parcialmente doble se asocia covalentemente con el complejo de polimerasa virico, que
consiste en la proteina terminal (TP; del inglés, terminal protein), la transcriptasa inversa (RT) y la RNasa H. El
genoma estd encapsulado por una cubierta icosaédrica compuesta de 120 dimeros de nucleoproteina. Las 3
proteinas de la superficie del HBV, L, M y S, estdn embebidas en una bicapa lipidica derivada del reticulo
endoplasmaético. Las proteinas L y M contienen el dominio S completo que sirve como un ancla de la membrana.

(B) Estructura de dominios de las tres proteinas, L, My S, de la superficie del HBV.

La proteina L contiene el dominio preS1 de 107 aminoacidos N-terminalmente miristoilado, el dominio preS2 de 55
aminoécidos y el dominio S que contiene los 4 segmentos transmembranales (I-1V).

Figura 2. Secuencia de consenso de preS1 de HBV.

En la parte superior: se representa la proteina L de HBV con sus dominios preS1, preS2 y S. El extremo N esta
miristoilado.

La alineacion inferior muestra: la secuencia de consenso (Consenso) y los ocho genotipos (A-H) de HBV, asi como
la secuencia de preS de HBV del mono lanudo (WMHBV) que abarca los aminoacidos 2-50. Adviértase que los
genotipos A, B, C, E, G y H tienen once amino&cidos adicionales en sus extremos N; el genotipo F tiene 10 restos de
aminoéacido adicionales. En la parte inferior se muestran los subdominios funcionales conocidos.

Adviértase, por favor, que el genotipo C de HBV se refiere al genotipo C Q46K de HBV.

Figura 3. Ensayo de inhibicion de infeccion comparativo, de péptidos derivados de preS de HBV
miristoilados y estearoilados de los dos genotipos C y D.

Se infectaron células HepaRG en ausencia (0 nM) o en presencia de HBVpreS/2-48™'(D), HBVpreS/2-48™(C),
HBVpreS/(-11)-48™(C), HBVpreS/2-48°*¥°(C) y HBVpreS/(-11)-48°°*°/(C) en concentraciones 1, 5, 25, 100 y
2000 nM. Se incubaron durante la noche el in6culo infeccioso (HBV de genotipo D) y los péptidos. Después de un
lavado, se mantuvieron las células durante otros 12 dias para permitir la expresion de los genes viricos. Los
sobrenadantes de los cultivos celulares de los dias 8-12 fueron recogidos y fueron analizados en cuanto a HBsAg
secretado usando un ensayo ELISA cuantitativo comercialmente disponible. Se ajustaron los valores de HBsAg de la
respectiva infeccién incompleta a 100%, y se da el grado de inhibicién de infeccion en porcentaje de la infeccion
incompleta.
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En donde (C) o genotipo C se refiere al genotipo C Q46K de HBV.

Figura 4. Ensayo de inhibicién de infeccion, de péptidos miristoilados y estearoilados derivados de preS de
HBYV con la secuencia de consenso.

Se infectaron células HepaRG en ausencia (0 nM) o en presencia de HBVpreS/2-48™ (consenso) y HBVpreS/2-
48°"*@°(consenso) en concentraciones 0,125, 0,25, 0,5, 0,75 y 1 nM. Se incubaron durante la noche el indculo
infeccioso (HBV de genotipo D) y los péptidos. Después de un lavado, se mantuvieron las células durante otros 12
dias para permitir la expresion de los genes viricos. Los sobrenadantes de los cultivos celulares de los dias 8-12
fueron recogidos y fueron analizados en cuanto a HBsAg secretado usando un ensayo ELISA cuantitativo
comercialmente disponible. Se ajustaron los valores de HBsAg de la respectiva infeccién incompleta a 100%, y se da
el grado de inhibicién de infeccién en porcentaje de la infeccion incompleta.

Figura 5. Ensayo de inhibicién de infeccién comparativo, de péptidos derivados de preS de HBV del genotipo
D estearoilados y C-terminalmente suprimidos.

Se infectaron células HepaRG en ausencia (0 nM) o en presencia de HBVpreS/2-48°°*°(D), HBVpreS/2-
15°°@°ND) HBVpreS/2-21°°%¥°(D), HBVpreS/2-26°°**(D) y HBVpreS/2-33°°**(D) en concentraciones 1, 5, 25,
100 y 1000 nM. Se incubaron durante la noche el in6culo infeccioso (HBV de genotipo D) y los péptidos. Después de
un lavado, se mantuvieron las células durante otros 12 dias para permitir la expresion de los genes viricos. Los
sobrenadantes de los cultivos celulares de los dias 8-12 fueron recogidos y fueron analizados en cuanto a HBsAg
secretado usando un ensayo ELISA cuantitativo comercialmente disponible. Se ajustaron los valores de HBsAg de la
respectiva infeccion incompleta a 100%, y se da el grado de inhibiciéon de infeccion en porcentaje de la infeccién
incompleta.

Figura 6. Ensayo de inhibicién de infeccion comparativo, de péptidos derivados de preS de HBV del genotipo
D estearoilados y N- y C-terminalmente suprimidos.

Se infectaron células HepaRG en ausencia (0 nM) o en presencia de HBVpreS/2-48°°**(D), HBVpreS/2-
33°°@°(D), HBVpreS/5-33°°°(D), HBVpreS/5-48°°“*(D), HBVpreS/9-33°°**(D) y HBVpreS/9-48°***(D) en
concentraciones 1, 5, 25, 100 y 1000 nM. Se incubaron durante la noche el in6culo infeccioso (HBV de genotipo D) y
los péptidos. Después de un lavado, se mantuvieron las células durante otros 12 dias para permitir la expresion de
los genes viricos. Los sobrenadantes de los cultivos celulares de los dias 8-12 fueron recogidos y fueron analizados
en cuanto a HBsAg secretado usando un ensayo ELISA cuantitativo comercialmente disponible. Se ajustaron los
valores de HBsAg de la respectiva infeccion incompleta a 100%, y se da el grado de inhibicion de infeccién en
porcentaje de la infeccion incompleta.

Figura 7. Ensayo de inhibiciébn de infeccibn comparativo, de péptidos HBVpreS/2-48 del genotipo D
estearoilados e internamente mutados.

Se infectaron células HepaRG en ausencia (0 nM) o en presencia de HBVpreS/2-48°@°(D), HBVpreS/2-
48°*@°N p_AS™ %) (D), HBVpreS/2-48°°(Ala'%)(D), HBVpreS/2-48°°**(A17-21)(D), HBVpreS/2-48°°*(Ala*”
21Y(D) y HBVpreS/2-48°*@°!(Ala*®)(D) en concentraciones 1, 5, 25, 100 y 1000 nM. Se incubaron durante la noche el
indculo infeccioso (HBV de genotipo D) y los péptidos. Después de un lavado, se mantuvieron las células durante
otros 12 dias para permitir la expresién de los genes viricos. Los sobrenadantes de los cultivos celulares de los dias
8-12 fueron recogidos y fueron analizados en cuanto a HBsAg secretado usando un ensayo ELISA cuantitativo
comercialmente disponible. Se ajustaron los valores de HBsAg de la respectiva infeccién incompleta a 100%, y se da
el grado de inhibicién de infeccion en porcentaje de la infeccién incompleta.

Figura 8. Ensayo de inhibicion de infeccion comparativo, de péptidos HBVpreS/2-48 del genotipo D
estearoilados e internamente mutados.

Se infectaron células HepaRG en ausencia (0 nM) o en presencia de HBVpreS/2-48°°**(retroinverso)(D) y

HBVpreS/2-48%°¥(Ala?*#*2%3%) D) en concentraciones 1, 5, 25, 100 y 1000 nM. Se incubaron durante la noche el
indculo infeccioso (HBV de genotipo D) y los péptidos. Después de un lavado, se mantuvieron las células durante
otros 12 dias para permitir la expresién de los genes viricos. Los sobrenadantes de los cultivos celulares de los dias
8-12 fueron recogidos y fueron analizados en cuanto a HBsAg secretado usando un ensayo ELISA cuantitativo
comercialmente disponible. Se ajustaron los valores de HBsAg de la respectiva infeccién incompleta a 100%, y se da
el grado de inhibicién de infeccion en porcentaje de la infeccién incompleta.

Figura 9. Otro ensayo de inhibicion de infeccién comparativo, de péptidos HBVpreS/2-48 del genotipo D
estearoilados e internamente mutados.

Se infectaron células HepaRG en ausencia go nM) o en presencia de .HBVPreS/Z-489519a'°i'(AIa18)(D), HBVpreS/2-
48°5%@°(A11-15)(D), HBVpreS/2-48°°*°!(Ser'®)(D) y HBVpreS/2-48°*¥!(Arg™)(D) en concentraciones 1, 5, 25, 100
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y 1000 nM. Se incubaron durante la noche el in6culo infeccioso (HBV de genotipo D) y los péptidos. Después de un
lavado, se mantuvieron las células durante otros 12 dias para permitir la expresién de los genes viricos. Los
sobrenadantes de los cultivos celulares de los dias 8-12 fueron recogidos y fueron analizados en cuanto a HBsAg
secretado usando un ensayo ELISA cuantitativo comercialmente disponible. Se ajustaron los valores de HBsAg de la
respectiva infeccién incompleta a 100%, y se da el grado de inhibicion de infecciéon en porcentaje de la infeccién
incompleta.

Figura 10. Péptidos derivados de preS de HBV del genotipo D estearoilados, usados en esta invencion.
F_igura 11. Los péptidos modificados hidr6fobos de preS de la invencién presentan un tropismo hepatico in
vivo.

A Biodistribucion de HBVpreS/2-48 Tyr*s**°! (D) en ratones.

B Biodistribucion de HBVpreS/5-48 D-Tyr*™>***' (D) en ratones.

C Biodistribucion de HBVpreS/2-33-D Tyr*™>**®' (D) en ratones.

Figlur.a’lz. Inhibicion de una infeccion por HBV en células HepaRG mediante Myrcludex B; efecto de la
acilacion.

Myrcludex B se refiere a HBVpreS/2-48(C), en donde (C) se refiere al genotipo C Q46K de HBV.

Ensayo competitivo en que se comparan los péptidos estearoilados y miristoilados HBVpreS/2-48(C), HBVpreS/2-
48™"(C) y HBVpreS/2-48°°¥(C). Las concentraciones ensayadas fueron inferiores a 1 nM con objeto de que no
hubiera competicion completa.

Se muestran mediciones de HBeAg, los dias 7-14 p.i.

Las condiciones de reaccion e infeccion fueron las mismas que para los experimentos mostrados en las Figuras 3 a
9.

Ejemplos

Métodos

Sintesis de péptidos modificados hidr6fobos derivados de preS de HBV
La sintesis se llevd a cabo del modo descrito, por ejemplo, en (16).
Lineas celulares y cultivos celulares primarios

Se cultivaron células HepaRG en medio E de William complementado con suero de ternera fetal (FCS; del inglés,
fetal calf serum) al 10%, 100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomicina, 5 pg/ml de insulina, y
hemisuccinato de hidrocortisona 5x10° M (16). Se sometieron las células a subcultivo 1/5 cada dos semanas
mediante tripsinizacion. De dos a tres semanas antes de la infeccién, se indujo diferenciacién celular afiadiendo
DMSO al 2% al medio de mantenimiento. El medio fue cambiado cada 2-3 dias.

Ensayos de competicion de infeccion

Como in6culo infeccioso se us6 un sobrenadante de cultivo de células del clon 2.2.15 de HepG2 (23), concentrado
en un factor de 50, a causa de un suministro ilimitado y una calidad constante. Se preparé a partir de sobrenadantes
recién recogidos al precipitar las particulas viricas en presencia de polietilenglicol (PEG) 8000 al 6%. Se resuspendio
el sedimento en disolucion salina tamponada con fosfato (PBS; del inglés, phosphate buffered saline) que contenia
FCS al 25%. Se guardaron partes alicuotas a -80 °C. Se incubaron células HepaRG diferenciadas o hepatocitos
humanos primarios con la fuente infecciosa concentrada, diluidos por un factor de 10 en medio de cultivo
complementado con PEG 8000 (Sigma) al 4%, durante 20 horas a 37 °C. Al final de la incubacién, las células fueron
lavadas tres veces con el medio de cultivo y mantenidas en presencia de DMSO al 2% y hemisuccinato de
hidrocortisona 5x10° M y fueron recolectadas a los tiempos indicados.

Se llevaron a cabo experimentos de competicion en placas de 12 pocillos. Se preincubaron primero
aproximadamente 1x10° células durante 30 minutos con péptidos derivados de HBV quimicamente sintetizados, lo
que fue seguido de una incubacion conjunta de las células con péptido y virus durante 20 horas. Todas las series de
competicién se llevaron a cabo al menos dos veces, y en cada caso se muestran los resultados de un experimento
representativo (véanse las Figuras 3 a 7).

Se infectaron células HepaRG en ausencia (0 nM) o en presencia de
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concentraciones 1, 5, 25, 100 y 2000 nM de

o HBVpreS/2-48™ (D),

o HBVpreS/2-48™(C),

o HBVpreS/(-11)-48™(C),

o HBVpreS/2-48°°*(C) y

o HBVpreS/(-11)-48%"**(C); o
concentraciones 0,125, 0,25, 0,5, 0,75y 1 nM de
o HBVpreS/2-48™(consenso) y

o HBVpreS/2-48°(consenso); o

concentraciones 1, 5, 25, 100 y 1000 nM de

e}

HBVpreS/2-48°°°(D),
HBVpreS/2-15°"°4°(D),

e}

HBVpreS/2-21°°(D),

e}

HBVpreS/2-26°°*"(D) y

e}

HBVpreS/2-33%°¥°(D): o

e}

concentraciones 1, 5, 25, 100 y 1000 nM de
o HBVpreS/2-48°°(p),

o HBVpreS/2-33°@°(p),

o HBVpreS/5-33°°(p),

o HBVpreS/5-48°°¥(D),

o HBVpreS/9-33*°*(D) y

o HBVpreS/9-48°(D): o
concentraciones 1, 5, 25, 100 y 1000 nM de
o HBVpreS/2-48°°(p),

o HBVpreS/2-48°(p-As%)(D),

o HBVpreS/2-48°(ala' %) (D),

o HBVpreS/2-48°°(A17-21)(D) y

HBVpreS/2-48°°*'(Ala'"*")(D); o

e}

concentraciones 1, 5, 25, 100 y 1000 nM de
o HBVpreS/2-48°°*(retroinverso)(D) y
o HBVpreS/2-48°l(A|a?1 232930 ). o
concentraciones 1, 5, 25, 100 y 1000 nM de
o HBVpreS/2-48°(ala'®)(D),
o HBVpreS/2-48°°(A11-15)(D),
o HBVpreS/2-48°°(ser’®) D) y
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o HBVpreS/2-48°*(Arg'")(D); o
—  concentraciones 50, 100, 150, 250 y 1000 pM (0,05, 0,1, 0,25y 1 nM) de
o HBVpreS/2-48™(C)y
o HBVpreS/2-48°°*(C);
en donde (C) se refiere al genotipo C Q46K de HBV.

Se incubaron durante la noche el in6culo infeccioso (HBV de genotipo D) y los péptidos. Después de un lavado, se
mantuvieron las células durante otros 12 dias para permitir la expresién de los genes viricos. Los sobrenadantes de
los cultivos celulares de los dias 8-12 fueron recogidos y fueron analizados en cuanto a HBsAg secretado usando un
ensayo ELISA cuantitativo comercialmente disponible. Se ajustaron los valores de HBsAg de la respectiva infeccion
incompleta a 100%, y se da el grado de inhibicidén de infeccién en porcentaje de la infeccién incompleta.

Los resultados se muestran en las Figuras 3 a 9y 12 asi como en las Tablas 3 a 9.
Biodistribucion de los péptidos modificados hidr6fobos derivados de preS

Se estudio la biodistribucién de los péptidos modificados hidréfobos derivados de preS en machos de ratén NMRI.
Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo con las leyes alemanas. Los péptidos, que contenian un
resto de Tyr adicional en el extremo C-terminal, fueron etiquetados con **'I (Amersham Biosciences, Freiburg,
Alemania) mediante el método de la cloramina T y fueron purificados por HPLC. Los péptidos etiquetados fueron
subcutdneamente administrados por inyeccion de una disolucion en DMSO al 50%. A los tiempos seleccionados, los
ratones fueron sacrificados y la radiactividad contenida en la sangre, el corazén, el pulmon, el bazo, el higado, el
rifién, el masculo y el cerebro fue medida en un contador de radiacion y (Canberra Packard, Riisselsheim, Alemania)
y fue expresada como porcentaje de la dosis inyectada por gramo de tejido (%DI/g).

Evaluacion de la estabilidad de los péptidos modificados hidr6fobos derivados de preS después de su extraccion del
higado

Para determinar la estabilidad de los péptidos en el higado, se extrajo HBVpreS/2-48™ (D), etiquetado con 131 de
un lébulo hepatico 24 horas después de la inyeccion subcutanea. Con esta finalidad, se afiadi6 a la muestra 1 ml de
agua por gramo de tejido hepético congelado. Después de una homogeneizacion, se afiadié un volumen igual de
acetonitrilo y se repitié la homogeneizacion. Después de una centrifugacion (2 x 10 minutos a 4000 x g), se sometid
esta disolucion a separacion en una columna de fase inversa para HPLC y se cuantificd la radiactividad de cada
fraccion en un contador de radiacién gamma.
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REIVINDICACIONES
Un péptido modificado hidréfobo derivado de preS del virus de la hepatitis B (HBV), de férmula
Hn—-P—-Rq
en donde

P es dicho péptido derivado de preS, que comprende la secuencia de aminoacidos de ID. SEC. n° 11 o
ID. SEC. n° 12;

H es una modificacién hidréfoba del péptido P derivado de preS, que es N-terminal con respecto a P y
es seleccionada de entre acilacién y adicion de componentes hidréfobos;

R es una modificacion C-terminal de dicho péptido P derivado de preS, que protege al péptido frente a la
degradacion;

m es al menos 1;y
n es 0 o al menos 1.

Un péptido modificado hidréfobo derivado de preS segin la Reivindicacion 1, en donde H y/o R estan unidos a
P por medio de un conector o espaciador.

Un péptido modificado hidréfobo derivado de preS de la Reivindicacion 1 o 2, en donde H es una modificacion
hidrofoba por acilaciéon con acidos carboxilicos, acidos grasos, acidos grasos de C8 a C22, o aminoacidos con
cadenas laterales lipdfilas.

Un péptido modificado hidréfobo derivado de preS de la Reivindicacion 3, en donde H es una modificacion
hidrofoba por acilacion con miristoilo (C14), palmitoilo (C16) o estearoilo (C18).

Un péptido modificado hidréfobo derivado de preS de la Reivindicacion 1 o 2, en donde H es una modificacion
hidréfoba por adicion de componentes hidréfobos seleccionados de entre colesterol, derivados de colesterol,
fosfolipidos, glicolipidos, ésteres de glicerol, esteroides, ceramidas, derivados de isopreno, adamantano,
farnesol, grupos alifaticos, y compuestos poliaromaticos.

Un péptido modificado hidréfobo derivado de preS de las Reivindicaciones 1 a 5, en donde R es una
modificacion con un componente seleccionado de entre una amida, un D-aminoacido, un aminoéacido
modificado, un aminoéacido ciclico, un polimero natural o sintético, tal como PEG, y glicocola.

Un péptido que comprende un péptido modificado hidr6fobo derivado de preS de las Reivindicaciones 1 a 6,
que comprende ademas una etiqueta, preferiblemente seleccionada de entre un colorante fluorescente, un
radiois6topo y un agente de contraste.

Un péptido que comprende un péptido modificado hidréfobo derivado de preS de las Reivindicaciones 1 a 7,
gue esté fusionado con un péptido o una proteina, preferiblemente seleccionados de entre albimina y dominios
de Fc de IgGs humanas.

El péptido de las Reivindicaciones 1 a 8 para uso en el diagnéstico, la prevencion y/o el tratamiento de una
enfermedad de un paciente.

El péptido de las Reivindicaciones 1 a 8 para el uso de la Reivindicacién 9, en donde la enfermedad es una
infeccién por HBV y/o HDV, una infeccién primaria por HBV y/o HDV, hepatitis B y/o D, o hepatitis B y/o D
cronicas.

El péptido de las Reivindicaciones 1 a 8 para el uso de la Reivindicacion 9 o 10, en donde el péptido se
administra al paciente por una via de administracion seleccionada de entre las vias subcuténea, intravenosa,
oral, nasal, intramuscular, transdérmica, por inhalacion y por supositorios.

Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos un péptido
de las Reivindicaciones 1 a 8, y un vehiculo y/o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

Una composicion farmacéutica de la Reivindicacion 12, en donde la cantidad terapéuticamente eficaz esta en el
intervalo de 10 ug a 1 mg por kg de peso corporal, preferiblemente de 10 pug a 100 ug.
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Secuencia de preS1 de HBV posiciones (-11) a 48, que corresponde al genotipo C de HBV, pero Q46K
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Virus de la hepatitis B (posiciones 5 a 21, genotipo C)

14

Sexr Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His Gln Leu Asp
5 10 15

15
7
PRT

Virus de la hepatitis B (posiciones 9 a 15)

15

Pro Leu Gly Phe Phe Pro
5 i

16
47
PRT

Virus de la hepatitis B (posiciones 2 a 48, genotipo D)

16

31
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15

20

Gly

Gln

Phe

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Leu,

Pro

Asn

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Gly

Gln

<210>
<211>

<212>
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Gln Asn Leu Ser Thr Ser Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His

5 10 _ 15

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

20 25 30

Asn Pro Ash Lys Asp Thr Trp Pro Asp Ala Asn Lys Val Gly

35 | 40 45

17
44
PRT

Virus de la hepatitis B (posiciones 5 a 48, genotipo D)

17

Ser Thr Ser Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His Gln Leu Asp
5 10 15

Ala Phe Arg Ala Asn Thr Rla Asn Pro Asp Trp Asp Phe Asn Pro
20 25 30

Lys Asp Thr Trp Pro Asp Ala Asn Lys Val Gly
35 ' 40

18
32
PRT

Virus de la hepatitis B (posiciones 2 a 33, genotipo D)

18

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

5 10 : 15
Leu Asp Pro Ala Phe Arg Ala Asn Thr Ala Asn Pro Asp Trp Asp
20 25 30
19
29
PRT

32
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20

<213>

<400>

Leu

Pra

<210>
<211>
<212>

<213>

<400>

Giy
1

Gln

<210>
<211>
<212>

<213>

<220>
<223>
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Virus de la hepatitis B (posiciones 5 a 33, genotipo D)

19

Ser Thr Sef Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His Gln Leu Asp
. 5 10 15

Ala Phe Arg Ala Asn Thr Ala Asn Pro Asp Trp Asp
20 25 |

20
20
PRT

Virus de la hepatitis B (posiciones 2 a 21, genotipo D)

20

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

5 - 10 15
Leu Asp Pro
20
21
47
PRT
Artificial

Secuencia de consenso de preS1 de HBV, posiciones 2 a 48, correspondiente al genotipo C (pero Q46K),

con sustitucion Ala en las posiciones 21, 23, 29, 30

<400>

21

33
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20
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"GLy Thr Asn Leu Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His
1 5 i0 15

Gln Leuw Asp Rla Ala Ala Gly Rla Asn Ser Asn Ala Ala Asp Trp Asp
20 25 : 30

Phe Asn Pro Asn Lys Asp His Trp Pro Glu Ala Asn Lys Val Gly
35 40 15

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

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de preS1 de HBV, posiciones (-11) a 48, correspondiente al genotipo C (pero Q46K), D20A

<400> 22

Met Gly Gly Trp Ser Ser Lys Pro Arg Gln Gly Met Gly Thr Asn Leu
1 5 10 15

Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Rsp His Gln Leu Ala Pro
20 25 30

Ala Phe Gly Ala Asn .Ser Asn Asn Pro Asp Trp Asp Phe Asn Pro Asn
38 40 45

Lys Asp His Trp Pro Glu Ala Asn Lys Val Gly
50 ' 5%

<210> 23
<211> 47
<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de preS1 de HBV, posiciones 2 a 48, correspondiente al genotipo C (pero Q46K), D20A
34
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<400> 23

Gly Thr Asn Leu Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His
1 5 10 15

Gln Leu Ala Pro Ala Phe Gly Ala Asn Sex Asn Asn Pro Asp Trp Asp
20 25 30

Phe Asn Prc Asn Lys Asp His_T;p Pre Glu Ala Asn Lys Val Gly
3% . 40 §5
<210> 24
<211> 59
<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de preS1 de HBV, posiciones (-11) a 48, correspondiente al genotipo C (pero Q46K), S27A,
N29A

<400> 24

Met Gly Gly Trp Ser Ser Lys Pro Axrg Gln Gly Met Giy Thr Asn Leu
1 5 10 15

Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His Gln Leu Asp Pro
20 25 30

Ala Phe Gly Ala Asn Ala Asn Ala Pro Asp Trp Asp Phe Asn Pro Asn
35 _ 40 45

Lys Asp His Trp Pro Glu Ala Asn Lys Val Gly
50 55
<210> 25
<211> 47
<212> PRT

<213> Atrtificial

35
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<220>

<223> Secuencia de preS1 de HBV, posiciones 2 a 48, correspondiente al genotipo C (pero Q46K), S27A, N29A

<400> 25

Gly Thr Asn Leu Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His
1 5 10 , 15

Gln Leu Asp Pro Ala Phe Gly ARla Asn Ala Asn Ala Pro Asp Trp Asp
20 ' 25 : 30

Phe Asn Pro Asn Lys Asp His Trp Pro Glu Ala Asn Lys Val Gly

5 35 ‘ .40 45 :
<210> 26
<211> 59
<212> PRT
<213> Atrtificial
10

<220>

<223> Secuencia de preS1 de HBV, posiciones (-11) a 48, correspondiente al genotipo C (pero Q46K), D20A,
S27A, N29A

15 <400> 26

Met Gly Gly Trp Ser Ser Lys Pro Axrg Gln Gly Mel Gly Thr Asn Leu
1 5 10 15

Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His Gln Leu Ala Pro
20 25 30

Ala Phe Gly Ala'Asn Ala-Asn Alé Pro Asp Trp Asp Phe Asn Pro Bsn
) 35 40 45

Lys Asp His Trp Pro Glu Ala Asn Lys Val Gly
50 55 ‘

<210> 27

20 <211> 47

36
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<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de preS1 de HBV, posiciones 2 a 48, correspondiente al genotipo C (pero Q46K), D20A, S27A,
N29A

<400> 27

Gly Thr Asn Leu Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His
1 5 10 ' 15

Gln Léu Ala Pro Ala Phe Gly Ala Asn Ala Bsn Ala Pro Asp Trp. Asp
20 25 30

Phe Asn Pro Asn Lys Asp His Trp Pro Glu Ala Asn Lys Val Gly
‘ 35 40 45

<210> 28
<211> 47
<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de preS1 de HBV, posiciones 2 a 48, correspondiente al genotipo C, con sustituciones Ala en las
posiciones 21, 23, 29, 30

<400> 28

Gly Gln Asn Leu Ser Thr Ser Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His
1 5 10 15

Gln Leu Asp Ala Ala Ala Arg Ala Asn Thr Ala Ala Ala Asp Trp Asp
20 25 30

Phe Asn Pro Asn Lys Asp Thr Trp Pro Asp Ala Asn Lys Val Gly
35 40 45

37
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B HBVpreS/2-48estearoil (Ala18)
0O HBVpreS/2-48estearoil (delta11-15)

4 HBVpreS/2-48estearoil (Ser13)
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0O HBVpreS/2-48estearoil (Arg11)
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