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DESCRIPCION
Polipéptido de fusién serpina-dedo.

La presente invencion se refiere a polipéptidos de fusion formados por un polipéptido serpina-dedo y un segundo
péptido, polipéptido o proteina, asi como al uso de estos polipéptidos de fusion

Antecedentes de la presente invencién

Los inhibidores de serina proteasas (serpinas) regulan multiples vias fisiologicas, p.ej. de inflamacion, coagulacion,
fibrindlisis, apoptosis y remodelacién de la matriz extracelular. La serina proteasa parte el bucle reactivo de una
serpina y la serina proteasa es inactivada por interrupcion del sitio catalitico.

La alfa 1-antitripsina es una glicoproteina de 52 kDa que esta constituida por 394 aminoécidos y es sintetizada por
hepatocitos, macrofagos y células epiteliales bronquiales. Las estructuras de los cristales muestran que la alfa 1-
antitripsina consta de cinco laminas beta, nueve hélices alfa y un bucle reactivo desprotegido que comprende 14
restos y presenta una secuencia peptidica en forma de pseudosubstrato de la proteasa diana. La division del enlace
reactivo escindible, indicada como P1-P1’, produce un cambio conformacional irreversible segun el cual el resto N-
terminal del bucle queda totalmente incorporado en medio de las laminas beta de alfa 1-antitripsina como hebra 4a
(Schechter, I. y Berger, A., Biochem. Biophys. Res. Commun. 27 (1967) 157-162; Loebermann, H. y otros, J. Mol.
Biol. 177 (1984) 531-557; Baumann, U. y otros, J. Mol. Biol. 218 (1991) 595-606; Baumann, U. y otros, J. Mol. Biol.
226 (1992) 1207-1218; Mourey, L. y otros, Biochim. 72 (1990) 599-608; Mourey, L. y otros, J. Mol. Biol. 232 (1993)
223-241).

Tras la division proteolitica por su proteasa diana se separa P1 Met y P1’ Ser y el bucle inactivo del sitio reactivo se
inserta como hebra 4a en la lamina beta antiparalela A. Un péptido con la secuencia de aminoéacidos de la hebra 4a,
restos 345-358 de alfa 1-antitripsina humana Thr-Glu-Ala-Ala-Gly-Ala-Met-Phe-Leu-Glu-Ala-lle-Val-Met, se junta con
alfa 1-antitripsina intacta y forma un complejo estequiométrico con propiedades similares a la alfa 1-antitripsina
dividida (Schulze, A.J. y otros, Eur. J. Biochem. 194 (1990) 51-56).

En la patente WO 97/024453 se presentan polipéptidos quiméricos de superficie viral, especificos del receptor, para
la incorporacion e internalizacion de virus y particulas en células diana. En la patente EP 0 147 761 se presenta un
complejo de enlace covalente del inhibidor de proteasa alfa 1-antitripsina con un polimero soluble en agua. En la
patente US 2006/0040867 se presentan inhibidores de la actividad de serina proteasa y su empleo en métodos y
composiciones para el tratamiento de infecciones bacterianas.

Schulze, A.J. y otros resefian la transicion estructural de la alfa l-antitripsina mediante un péptido de secuencia
similar a la hebra S4A (Eur. J. Biochem. 194 (1990) 51-56). En Anti-infective agents in medicinal chemistry [Agentes
antiinfecciosos en quimica médica], Bentham Science publishers, Hilversum (NL), 7 (2008) 126-133, Congote, L.F.
presenta agentes anti-VIH multifuncionales basados en secuencias de aminoéacidos existentes en péptidos C-
terminales de serpina. Qi, Z. y otros (J. Biol. Chem. 283 (2008) 30376-30384) revelan péptidos anti-VIH disefiados
racionalmente, que contienen dominios multifuncionales como sondas moleculares para el estudio del mecanismo
de accion de la primera y segunda generaciones de inhibidores de fusion de VIH. En la patente WO 01/51673 se
informa de métodos y composiciones para la inhibicion de incidencias relacionadas con la fusion de membrana,
incluyendo la transmision de VIH. En la patente WO 02/063017 se revelan quimeras de fijacion de integrinas. En la
patente EP 0 355 905 se revelan fragmentos y fracciones de heparina con accion anti-VIH. En las patentes WO
00/52034 y US 6,849,605 se presentan inhibidores de la actividad de serina proteasa y métodos y composiciones
para el tratamiento de infecciones viricas.

Resumen de la presente invencién

Se ha encontrado que un polipéptido serpina-dedo debe tener un minimo nimero de restos de aminoacidos para
permitir una asociacién suficientemente rapida con una serpina. Ademas se ha comprobado que es ventajoso que el
resto de aminoacido en posicién 2 de los aminoacidos del polipéptido serpina-dedo (contando a partir del N terminal
del polipéptido serpina-dedo) sea de acido glutamico.

Aqui se presenta un polipéptido de fusién serpina-dedo que comprende

— un polipéptido serpina-dedo y

— otro polipéptido,

de manera que el polipéptido adicional puede ser cualquier polipéptido que ejerza una accion bioldgica tal como
inhibicion, activacion, fijacibn o marcaje.

En una forma de ejecucion el polipéptido de fusion serpina-dedo comprende adicionalmente al menos uno de los
siguientes componentes

— un polipéptido conector de péptidos,

— un sitio de division por proteasa,
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— un marcador.

La secuencia de aminoacidos del polipéptido serpina-dedo se puede elegir entre AGAMFLEAIVM (SEQ ID N°: 01),
AAGAMFLEAIVM (SEQ ID N°: 02), TEAAGAMFLEAIVM (SEQ ID N° 03), AGAMFLEAIVM (SEQ ID N°: 04),
TEAAGAMFFEAIPM (SEQ ID N°: 05), TAVVIA (SEQ ID N°: 06), SEAAASTAVVIA (SEQ ID N°: 07), TEAAGATAVVIA
(SEQ ID N°: 08), TDAAGATAVVIA (SEQ ID N°: 09), SDAAGAMFLEAI (SEQ ID N°: 10) y SEAAASMFLEAI (SEQ ID
N°: 11). En una forma de ejecucion la secuencia de aminoacidos del polipéptido serpina-dedo se elige entre
SEAAASTAVVIA (SEQ ID N°: 07) y SEAAASMFLEAI (SEQ ID N°: 11).

En una forma de ejecucién la secuencia de aminoécidos del polipéptido conector de péptidos es GGSGG (SEQ ID
N°: 12) 0 SGGGGSGGGGSGGGGT (SEQ ID N°: 52) 0 STT (SEQ ID Ne: 75).

En una forma de ejecucion el resto de aminoacido en posicion 2 de los aminoéacidos del polipéptido serpina-dedo
(contando a partir del N terminal del polipéptido serpina-dedo) es de &cido glutdmico.

En una forma de ejecucion el polipéptido serpina-dedo consta de 8 a 14 restos de aminoacidos, en una forma de
ejecucion de 10 a 14 restos de aminoacidos y en una forma de ejecucion de 11 a 13 restos de aminoacidos.

En una forma de ejecucion el polipéptido adicional se elige entre inmunoglobulinas, fragmentos de inmunoglobulinas,
hormonas, citocinas, factores de crecimiento, ligandos de receptores, agonistas de receptores, antagonistas de
receptores, ligandos de enzimas, agonistas de enzimas, antagonistas de enzimas, agentes citotoxicos, agentes
antiviricos, agentes de contraste y moduladores de la actividad enziméatica.

Aqui se presenta, en un aspecto, un polipéptido de fusion que comprende en direccion N- hacia C-terminal un
polipéptido serpina-dedo fusionado con un polipéptido bioldégicamente activo, opcionalmente con un polipéptido
conector de péptidos intercalado.

En una forma de ejecucion el polipéptido biolégicamente activo es un agente antivirico.

En una forma de ejecucion el agente antivirico es un polipéptido inhibidor de la fusion de VIH. En una forma de
ejecucion la secuencia de aminoacidos del polipéptido inhibidor de la fusion de VIH es MTWMEWDREINNYTSLIHS-
LIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF.

Otro aspecto presentado aqui es un complejo proteico de un polipéptido de fusion serpina-dedo como el descrito en
esta exposicién y una serpina o un fragmento de la misma, con el polipéptido de fusion incorporado como hebra 4a
en medio de la lamina beta A de la serpina.

Aqui se presenta una composicion farmacéutica que contiene el polipéptido de fusién serpina-dedo descrito en esta
exposicion o el complejo proteico aqui revelado y opcionalmente un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otro aspecto presentado aqui es el polipéptido de fusion serpina-dedo descrito en esta exposicién o el complejo
proteico ofrecido para usarlo como medicamento.

Otro aspecto presentado aqui es el polipéptido de fusiéon serpina-dedo descrito en esta exposicion o el complejo
proteico ofrecido para usarlo en el tratamiento de una infeccion virica.

El polipéptido de fusién serpina-dedo o el complejo proteico aqui descritos se presentan para usarlos en la inhibicion
de la fusion de membrana célula-célula o de la infeccion de una célula por un virus.

Se ofrece el uso del polipéptido de fusion serpina-dedo o del complejo proteico aqui descritos en la elaboracion de
un medicamento.

Aqui se presenta un método para tratar un sujeto afectado por una infeccién virica, que consiste en administrarle
una cantidad efectiva del polipéptido de fusién serpina-dedo o del complejo proteico aqui descritos.

Aqui se presenta un método para inhibir la fusién de membrana célula-célula o un método para inhibir la infeccion
virica de una célula por un virus en un sujeto, que consiste en administrarle una cantidad efectiva del polipéptido de
fusion serpina-dedo o del complejo proteico aqui descritos, a fin de inhibir la infeccidn virica de una célula por un
virus en un sujeto o la infeccion virica de una célula por un virus.

Se ofrece una mezcla que contiene un polipéptido de fusién serpina-dedo como el aqui descrito y una serpina o un
fragmento de ella, una composicién farmacéutica que lleva esta mezcla y su uso como medicamento.

Un aspecto revelado aqui es el empleo de una serpina o de un fragmento de la misma para preparar un complejo

proteico con un polipéptido de fusién serpina-dedo que contiene en direccién N- hacia C-terminal un polipéptido
serpina-dedo fusionado con un polipéptido biolégicamente activo
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Aqui se presenta un kit que comprende el polipéptido de fusidn serpina-dedo y una serpina en recipientes separados
y opcionalmente un recipiente adicional para mezclar estos dos componentes y también opcionalmente una hoja de
instrucciones.

Descripcién detallada de la presente invencién

Aqui se presenta un polipéptido de fusién serpina-dedo que comprende

— un polipéptido serpina-dedo y

— otro polipéptido,

de manera que el polipéptido adicional puede ser cualquier polipéptido que ejerza una accion biolégica tal como
inhibicion, activacion, fijacion o marcaje.

En un aspecto se revela un complejo proteico que comprende un polipéptido de fusion serpina-dedo y una serpina,
en el cual el polipéptido de fusion esta incorporado como hebra 4a en medio de la lAmina beta A de la serpina.

El polipéptido de fusion serpina-dedo va dirigido al otro polipéptido fusionado y se fija a él con gran afinidad y una
orientacion en el espacio que es funcional respecto a la serpina.

En una forma de ejecucién se revela un polipéptido de fusion serpina-dedo que comprende un polipéptido serpina-
dedo fusionado con un polipéptido inhibidor de la fusion de VIH mediante un polipéptido conector de péptidos.

El término “polipéptido serpina-dedo” denota un polipéptido que consta de 8 a 16 restos de aminoacidos derivados
del bucle del centro reactivo natural de una serpina o de un anélogo sintético del mismo. En una forma de ejecucioén
la secuencia de aminoacidos del polipéptido consta de 11 a 13 restos de aminoacidos. La secuencia de aminoacidos
del polipéptido serpina-dedo se puede elegir entre AGAMFLEAIVM (SEQ ID N°: 01), AAGAMFLEAIVM (SEQ ID Ne:
02), TEAAGAMFLEAIVM (SEQ ID N°: 03), AGAMFLEAIVM (SEQ ID N°: 04), TEAAGAMFFEAIPM (SEQ ID N°: 05),
TAVVIA (SEQ ID N°: 06), SEAAASTAVVIA (SEQ ID N°: 07), TEAAGATAVVIA (SEQ ID N°: 08), TDAAGATAVVIA
(SEQ ID N°: 09), SDAAGAMFLEAI (SEQ ID N°: 10), SEAAASMFLEAI (SEQ ID Ne°: 11), TIDEKGTEAAGAMFLE
(SEQ ID N°: 14), DVFEEGTEASAATAVK (SEQ ID Ne°: 15), DVDEAGTEAAAATTFA (SEQ ID N°: 16),
QLNEEGVDTAGSTGVT (SEQ ID N°: 17), HIGEKGTEAAAVPEVE (SEQ ID N°: 18), EVDERGTEAVAGILSE (SEQ ID
N°: 19), EVTEEGVEAAAATAVV (SEQ ID N° 20), EVTEEGAEAAAATAVV (SEQ ID N°: 21), TVNEEGTQATTVTTVG
(SEQ ID No: 22), EVDENGTQAAAATGAV (SEQ ID N° 23), EVNEEGTEAAAATAVV (SEQ ID N°: 24),
DVNEEGTEAAAGTGGYV (SEQ ID N°: 25), EVNESGTVASSSTAVI (SEQ ID N°: 26), DVFEEGTEASAATAVK (SEQ ID
N°: 27), EVTEEGTEATAATGSN (SEQ ID N°: 28), EITEDGGDSIEVPGAR (SEQ ID N°: 29), ELSEVGVEAAAATSIA
(SEQ ID Ne°: 30),ELTETGVEAAAASAIS (SEQ ID N° 31), GTEAAGAMFLEAIPMS (SEQ ID N° 82) y
SGTEAAGAMFLEAIPMS (SEQ ID N°: 83). La secuencia de aminoacidos del polipéptido serpina-dedo puede ser
AGAMFLEAIVM (SEQ ID N°: 01) o AAGAMFLEAIVM (SEQ ID N°: 02), o TEAAGAMFLEAIVM (SEQ ID N°: 03) o
SEAAASTAVVIA (SEQ ID N°: 07) o SEAAASMFLEAI (SEQ ID Ne°: 11). En una forma de ejecucion el polipéptido
serpina-dedo procede de alfa 1-antitripsina o de antitrombina.

El término “serpina” se refiere a una superfamilia de proteinas que tienen diversas funciones. A continuacion se citan
ejemplos de miembros de la superfamilia de las serpinas. En una forma de ejecucion la serpina se elige entre alfa 1-
antitripsina (serpina Al), proteina de la familia de las antitripsinas (serpina A2), alfa 1-anti quimotripsina (serpina A3),
calistatina (serpina A4), inhibidor de proteina C (serpina A5), globulina fijadora de cortisol (serpina A6), globulina
fijadora de tiroxina (serpina A7), angiotensindgeno (serpina A8), centerina (serpina A9), inhibidor de la proteasa
relacionada con la proteina Z (serpina A10), serpina Al1, serpina All, vaspina (serpina A12), serpina A13, inhibidor
de la elastasa de monocitos y neutréfilos (serpina B1), inhibidor-2 del activador del plasminégeno (serpina B2),
antigeno-1 y -2 del carcinoma de células escamosas (serpina B3 y B4), maspina (serpina B5), PI-6 (serpina B6),
megsina (serpina B7), PI-8 (serpina B8), PI-9 (serpina B9), bomapina (serpina B10) serpina B11, yukopina (serpina
B12), hurpina/headpina (serpina B13), antitrombina (serpina C1), cofactor Il de heparina (serpina D1), inhibidor-1 del
activador del plasminégeno (serpina E1), nexina/proteasa nexina | derivada de la glia (serpina E2), factor derivado
del epitelio pigmentario (serpina F1), alfa 2-antiplasmina (serpina F2), inhibidor del complemento 1 (serpina G1),
HSP47 (serpina H1), neuroserpina (serpina I1) y pancpina (serpina 12). Un fragmento de serpina es una molécula
que aun ejerce la funcién de incorporar un polipéptido de fusidn serpina-dedo - como el descrito aqui - en medio de
la lamina beta A, como hebra 4a del fragmento de serpina.

Tal como se emplea aqui, el término “polipéptido bioldgicamente activo” se refiere a una molécula organica, p.ej. a
una macromolécula biolégica del tipo péptido, proteina, glicoproteina, nucleoproteina, mucoproteina, lipoproteina,
polipéptido sintético o proteina sintética, que produce un efecto biolégico cuando se administra a sistemas biol6gicos
artificiales tales como bioensayos, utilizando p.ej. lineas celulares y virus, o in vivo a un animal, incluyendo sin
limitaciones aves o mamiferos, incluyendo humanos. Este efecto bioldgico puede consistir, sin limitarse a ellos, en
una inhibicion o activacion de enzimas, una fijacién a un receptor o a un ligando, ya sea en el sitio de unién o en la
periferia, 0 una activacion o modulacion de sefial. Por ejemplo, son moléculas biolégicamente activas, sin limitarse a
ellas, las inmunoglobulinas, las hormonas, las citocinas, los factores de crecimiento, los ligandos de receptores, los
agonistas 0 antagonistas, los agentes citotoxicos, los agentes viricos, los agentes de contraste, los inhibidores de
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enzimas, los activadores de enzimas o moduladores de la actividad enzimatica tales como las sustancias alostéricas.
Segun una forma de ejecucion, el polipéptido biolégicamente activo es una inmunoglobulina, un conjugado de
inmunoglobulina o un polipéptido inhibidor de la fusion de VIH.

Un “polipéptido inhibidor de la fusién de VIH” es un polipéptido que inhibe sucesos relacionados con la fusién de
membrana o la propia fusion de membrana, incluyendo entre otros la inhibicion de la infeccion por virus IH de células
no infectadas debida a fusion de membrana. En una forma de ejecucién el polipéptido inhibidor de la fusion de VIH
es un polipéptido lineal. Por ejemplo, en una forma de ejecucién procede del ectodominio gp4l del VIH, p.€j. tal
como DP107 o DP178. La secuencia de aminoacidos del polipéptido inhibidor de la fusién de VIH consta de 5 hasta
100 restos de aminoacido, en una forma de ejecucion de 10 a 75 restos de aminoacido, en una forma de ejecucion
de 15 a 50 restos de aminoacido. En una forma de ejecucion la secuencia de aminoacidos del polipéptido inhibidor
de la fusion de VIH se escoge del grupo constituido por SEQ ID N°: 13 y SEQ ID N°: 32 hasta 42. En las patentes US
5,464,933, US 5,656,480, US 6,013,263, US 6,017,536, US 6,020,459, US 6,093,794, US 6,060,065, US 6,258,782,
US 6,348,568, US 6,479,055, US 6,656,906, WO 1996/19495, WO 1996/40191, WO 1999/59615, WO 2000/69902 y
WO 2005/067960 se pueden encontrar otros ejemplos de polipéptidos inhibidores de la fusién de VIH. Por ejemplo,
las secuencias de aminoéacidos del polipéptido inhibidor de la fusiéon de VIH se pueden escoger del grupo formado
por SEQ ID N°: 1 a 10 de la patente US 5,464,933; SEQ ID N°: 1 a 15 de la patente US 5,656,480; SEQ ID N° 1 a
10y 16 a 83 de la patente US 6,013,263; SEQ ID N°: 1 a 10, 20 a 83 y 139 a 149 de la patente US 6,017,536; SEQ
IDN°: 1a10,17 a83y 210 a 214 de la patente US 6,093,794; SEQ ID N°: 1 a 10, 16 a 83 y 210 a 211 de la patente
US 6,060,065; SEQ ID N°: 1286 y 1310 de la patente US 6,258,782; SEQ ID N°: 1129, 1278-1309, 1311y 1433 de la
patente US 6,348,568; SEQ ID N° 1 a 10 y 210 a 238 de la patente US 6,479,055; SEQ ID N°: 1 a 171, 173 a 216,
218 a 219, 222 a 228, 231, 233 a 366, 372 a 398, 400 a 456, 458 a 498, 500 a 570, 572 a 620, 622 a 651, 653 a
736, 739 a 785, 787 a 811, 813 a 823, 825, 827 a 863, 865 a 875, 877 a 883, 885, 887 a 890, 892 a 981, 986 a 999,
1001 a 1003, 1006 a 1018, 1022 a 1024, 1026 a 1028, 1030 a 1032, 1037 a 1076, 1078 a 1079, 1082 a 1117, 1120
a 1176, 1179 a 1213, 1218 a 1223, 1227 a 1237, 1244 a 1245, 1256 a 1268, 1271 a 1275, 1277, 1345 a 1348, 1350
a 1362, 1364, 1366, 1368, 1370, 1372, 1374 a 1376, 1378 a 1379, 1381 a 1385, 1412 a 1417, 1421 a 1426, 1428 a
1430, 1432, 1439 a 1542, 1670 a 1682, 1684 a 1709, 1712 a 1719, 1721 a 1753, 1755 a 1757 de la patente US
6,656,906; 0 SEQ ID N°: 5 a 95 de la patente WO 2005/067960.

Tabla 1: secuencias de aminoéacidos del polipéptido inhibidor de la fusién de VIH

SEQ
ID
NO:
DP-107 NNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKDQ 32
DP-178 QQEKNEQDLLALDKWASLWTWFDISHWLWYIKIFIMIV 33
C-34 WMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL 34
N-36 SGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTYWGIKQLQARIL 35
T-20 YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF 36
T-651 MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELL 13
T-1249 WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF 37
T-1357 WQEWEQKITALLEQAQIQQEKNEYELQKLDKWASLWEWF 38
Variante del T-1357 MRGSHHHHHHAIDVIEGRWQEWEQKITALLEQAQIQQEKN 39
EYELQKLDKWASLWEWFG
T-2635 TTWEAWDRAIAEYAARIEALIRAAQEQQEKNEAALREL 40
Variante mutante simple VQARQLLSGIVQQQNNLLRAIEGQQHLLQLTVWGPKQLQA
del ectodominio gp41 del | RILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWSNKS 41
VIH: 1568P LEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQ ELL
Variante mutante MGAASMTLTVQARQLLSGIVQQQNNELRAIEGQQHLEQLT
cuadruple del ectodominio | VWGPKQLQARELAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVP 42
gp41 del VIH: 1568P, WNASWSNKSLEQIWNNMTWMEWDREINNYTSLIHSLIEES

Tal como se emplea en esta solicitud de patente, el término “polipéptido conector de péptidos” denota un polipéptido
conector de péptidos de origen natural y/o sintético. Consta de una cadena lineal de restos de aminoacidos cuyos
bloques monoméricos constituyentes son los 20 aminoacidos de origen natural. La cadena tiene una longitud de 1 a
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50 restos de aminoacidos, en una forma de ejecucion de 1 a 28 restos de aminoacidos, en otra forma de ejecucion
de 3 a 25 restos de aminoacidos. El polipéptido conector de péptidos puede contener secuencias de aminoacidos
repetitivas o secuencias de polipéptidos de origen natural, como los polipéptidos que hacen una funcién de bisagra.
El polipéptido conector de péptidos tiene la funcién de asegurar que en un conjugado o en una fusién casa uno de
los polipéptidos conjugados o fusionados pueda realizar su actividad biolégica al permitir que se doblen de forma
correcta y se presenten adecuadamente. Segun una forma de ejecucion el polipéptido conector de péptidos es un
“polipéptido conector de péptidos sintético” disefiado de modo que esté enriquecido con restos de glicina, glutamina
y/o serina. Los restos estan ordenados p.ej. en pequefias unidades repetitivas de hasta cinco restos de aminoacidos,
tales como GGGGS, GGGSG, GGSGG, GSGGG, QQQQG o0 SSSSG. La unidad repetitiva se puede repetir dos
hasta cinco veces, formando una unidad multimérica. Se pueden agregar arbitrariamente hasta seis restos mas de
aminodcidos de origen natural a los extremos amino- y/o carboxi-terminales. Otros polipéptidos sintéticos conectores
de péptidos estan compuestos por un solo resto de aminoacido que se repite 10 hasta 20 veces y pueden llevar
arbitrariamente hasta seis restos mas de aminoécidos de origen natural en el extremo amino- y/o carboxi-terminal,
tales como p.ej. serina en el conector GSSSSSSSSSSSSSSSG (SEQ ID N°: 61). En una forma de ejecucion el
polipéptido conector de péptidos se selecciona de la region bisagra del anticuerpo, LSLSPGK (SEQ ID N°: 43),
LSPNRGEC (SEQ ID N°: 44), [GQ4]sGNN (SEQ ID N°: 47), LSLSGG (SEQ ID N°: 69), LSLSPGG (SEQ ID Ne°: 70),
G3[SG4]SG (SEQ ID NO: 73), G3[SG4]2SG, (SEQ ID N°: 74) o STT (SEQ ID N°: 75). Todos los polipéptidos
conectores de péptidos pueden ser codificados por una molécula de acido nucleico y por tanto se pueden expresar
de forma recombinante. Como los polipéptidos conectores de péptidos son propiamente polipéptidos, el polipéptido
serpina-dedo se une al polipéptido conector de péptidos por medio de un enlace peptidico que se forma entre dos
aminoacidos.
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Tabla 2: secuencias de aminoacidos del polipéptido conector de péptidos

No. Péptidos conectores SEQ ID NO:
1 G5SG, 12
2 LSLSPGK 43
3 LSPNRGEC 44
4 (GQgl3 45
5 [GQ4]:G 46
6 [GQ,4];GNN 47
7 GGG[SG4],8GG 48
8 GGG[SG4,SGN 49
9 [SG4l5 50
10 [SG4]:G 51
11 [SG4lsT 52
12 [SG413GG 53
13 [SG4]sGGT 54
14 [SG4IGGN 55
15 [SG4]3GAS 56
16 [SG4l5 57
17 [SG4lsG 58
18 [SG45GG 59
19 [SG4]5sGAS 60
20 G(S)45G 61
21 G(S)15GAS 62
22

23 N

24 GST 63
25 [G4S]:GAS 64
26 [G4S]:G 65
27 [G4SI5G 66
28 [G4S]3GG 67
29 [G4S]sGG 68
30 LSLSGG 69
31 LSLSPGG 70
32 [G3S]s 71
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(continuacién)

No. Péptidos conectores SEQ ID NO:
33 [G3S]sGGG 72
34 G3[SG,41,SC 73
35 G3[SG4L,SG, 74
36 STT 75

La expresion “en medio de la lamina beta A como hebra 4a” indica la inserciéon de un polipéptido de fusion serpina-
dedo entre las hebras 4 y 5 de la lamina beta A de una serpina, p.ej. en la lamina beta A de alfa 1-antitripsina o de
antitrombina.

En un polipéptido de fusién que comprende un polipéptido serpina-dedo fusionado con un polipéptido biolégicamente
activo (opcionalmente mediante un conector peptidico) el polipéptido fusionado con actividad biolégica tiene mejores
propiedades que el polipéptido aislado. El polipéptido de fusién se puede insertar p.ej. en la lamina beta A de una
serpina tal como la alfa 1-antitripsina, a fin de mejorar la vida media in vivo del polipéptido fusionado con actividad
biologica. Se ha visto que un polipéptido serpina-dedo derivado de la antitrombina se inserta bien en las laminas
beta de alfa 1-antitripsina. Esta combinacion es uno de los aspectos de la presente invencion, lo cual p.ej. se puede
apreciar por los datos de asociacion in vitro mostrados en la tabla 3.

También se ha visto que no es el polipéptido serpina-dedo con la secuencia de aminoacidos mas corta, formada por
seis restos de aminoacido, el que se inserta mas rapidamente, sino uno mas largo de 11 a 13 restos de aminoécido.
Ademas - como segundo aminoé&cido del polipéptido serpina-dedo (contando a partir del extremo N-terminal del
polipéptido serpina-dedo) - el &cido glutdmico aumenta la eficiencia de insercién del polipéptido de fusién serpina-
dedo en la lamina beta de la serpina.

Tabla 3: secuencia de aminoacidos del polipéptido serpina-dedo y
asociacion in vitro T1/2 con la serpina alfa 1-antitripsina

Secuencia de aminoéacidos del polipéptido serpina-dedo Asociacién in vitro Ty [h]
Ac-TEAAGAMFLEAIVM 10

Ac-AGAMFLEAIVM 4-5 dias
Ac-TEAAGAMFFEAIPM 10

Ac-TAVVIA 16

Ac-SEAAASTAVVIA 14

Ac-TEAAGATAVVIA 9.5

Ac-TDAAGATAVVIA 16

Ac-SDAAGAMFLEAI 16

Ac-SEAAASMFLEAI 4

A continuacion los aspectos aqui revelados se ejemplifican con un polipéptido de fusion serpina-dedo compuesto por
un polipéptido conector de péptidos y un polipéptido inhibidor de la fusion de VIH como polipéptido biolégicamente
activo. Lo que sigue se presenta solamente para ejemplificar el contenido aqui revelado y no debe tratarse como
limitacion o restriccion.

Se prepararon diferentes polipéptidos de fusion. Los genes codificadores se obtuvieron por sintesis genético-quimica
y los polipéptidos se produjeron de forma recombinante en E. coli. Los distintos polipéptidos de fusién se expresaron
como una construccién que comprende un soporte proteico de estreptavidina como marcador de purificacion, un sitio
de division por tripsina, un polipéptido serpina-dedo, un polipéptido conector de péptidos y un polipéptido inhibidor de
la fusién de VIH.

En una forma de ejecucion la secuencia de aminoacidos del sitio de division por tripsina es GR.

En una forma de ejecucion la secuencia de aminoacidos del polipéptido serpina-dedo es SEAAASTAVVIA (SEQ ID
N°: 07), con o sin un conector N-terminal y/o C-terminal elegido independiente e individualmente entre S, G, y SG.
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Segun una forma de ejecucion la secuencia de aminoacidos del polipéptido conector de péptidos es [SGa]s (SEQ ID
N°: 50) 0 [SGa]sT (SEQ ID N° 52) 0 STT (SEQ ID N°: 75).

La secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusién FP-1 es SEQ ID N°: 76, la secuencia de amino&cidos del
polipéptido de fusién FP-2 es SEQ ID N°: 77 y la secuencia de aminoéacidos del polipéptido de fusion FP-3 es SEQ
ID NO: 78. En los polipéptidos de fusién FP-1 a FP-3 el mismo polipéptido serpina-dedo esta conjugado con distintos
polipéptidos inhibidores de la fusion de VIH. El polipéptido de fusion FP-3 se expresa mejor en E. coli que el FP-2 y
éste a su vez mejor que el polipéptido de fusion FP-1. En un ensayo BlAcore se obtiene la misma secuencia de los
polipéptidos de fusién para la fijacién al polipéptido VIH HR-1 (FP-3 > FP-2 > FP-1). También se encontré la misma
secuencia para la actividad antivirica en un ensayo de fusién célula-célula (ensayo FCC).

Por electroforesis en gel (urea-PAGE) se ha demostrado que se forma un complejo proteico del polipéptido de fusién
segun la presente invencion y alfa 1-antitripsina. En la figura 1 se muestra la formacién del complejo estable entre
cada polipéptido de fusion FP-X y alfa 1-antitripsina.

Como el complejo proteico y alfa 1-antitripsina libre no se pueden separar por electroforesis en gel de SDS-PAGE, la
formacion del complejo proteico hay que determinarla por Western blot mediante incubacién con un conjugado de
biotina-polipéptido HR1. En la figura 2 se muestra un ejemplo de esta transferencia. La separacion preparativa del
polipéptido de fusion libre y el complejo proteico se puede efectuar por cromatografia de exclusiéon de tamafios. En la
figura 3 se muestra un ejemplo de cromatograma con analisis por SDS-PAGE de las fracciones individuales.

Se ensay0 la velocidad de asociacion de diferentes polipéptidos de fusion serpina-dedo con la serpina alfa 1-
antitripsina. Los ligantes mas rapidos tienen una T1/2 de asociacion in vitro de 1 hasta 4 horas.

En la tabla 4 se muestran las caracteristicas de los polipéptidos de fusién FP-1 a FP-3 en comparacion con el
polipéptido inhibidor de la fusién de VIH aislado.

Tabla 4: propiedades de fijacion de FP-1 a FP-3 al polipéptido VIH HR-1

Péptido k, (1/Ms) | kg (1/s) | Ka (1/M) Kp (M) [Polipéptido inhibidor fusién VIH
T-1249 1.24e6 1.27e-3 | 9.80e08 | 1.02e-09

T-651 1.65e6 141e-4 | 1.17e10 | 8.55e-11

T-2635 1.11e6 7.38e-5 | 1.50e10 | 6.65e-11

FP-1 2.27e5 3.61e4 | 6.29¢08 | 1.59e-09 | T-1249

FP-2 1.29e6 1.19e-4 | 1.08e10 | 9.24e-11 | T-651

FP-3 9.91e5 3.07e-5 | 3.22¢10 | 3.10e-11 | T-2635

La afinidad de fijacién determinada por resonancia de plasmones superficiales revela constantes de fijacion similares
para el inhibidor de fusién libre y los tres péptidos fusionados. A partir de los diagramas de fijacion de BlAcore
representados en la figura 4 puede verse por una parte que el complejo proteico se une al polipéptido VIH HR-1
(figura 4b) y por otra parte que el complejo proteico que lleva el FP-2 tiene la mejor afinidad de los tres complejos por
el polipéptido HR1 inmovilizado.

De la tabla 5 se desprende que los polipéptidos de fusién FP-1 a FP-3 tienen una actividad antivirica comparable a
la de los polipéptidos inhibidores de la fusion de VIH aislados.

Tabla 5: actividad antivirica de polipéptidos de fusion en un ensayo FCC

Polipéptido inhibidor fusién VIH | ICgq [NM] |Polipéptido de fusion | [Cgy [NM]

T-1249 60 FP-1 700
T-651 500 FP-2 330
T-2635 140 FP-3 200

Los siguientes ejemplos, la lista de secuencias y las figuras sirven para ayudar a entender la presente invencion,
cuyo verdadero ambito se expone en las reivindicaciones adjuntas.
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Descripcion del listado de secuencias

SEQID N° 1 a 11,14 a 31, 82, 83 secuencias de aminoéacidos del polipéptido serpina-dedo

SEQIDN°®: 12y 43a75 secuencias de aminoacidos del polipéptido conector de péptidos
SEQID N°: 13y 32 a 42 secuencias de aminoacidos del polipéptido inhibidor de la fusiéon de VIH
SEQ ID N°: 76 secuencia de aminoacidos del polipéptido de fusion 1

SEQ ID Ne°; 77 secuencia de aminodcidos del polipéptido de fusion 2

SEQ ID N°; 78 secuencia de aminodcidos del polipéptido de fusion 3

SEQ ID N°: 79y 80 secuencias del cebador

SEQ ID N°; 81 secuencia de aminodacidos del nucleo de estreptavidina

SEQ ID N°: 84 a 86 acido nucleico codificador de FP-1, FP-2, FP-3

SEQ ID N©: 87 secuencia de aminoacidos del VIH HR1

Descripcion de las figuras

Figura 1 andlisis de la formacion del complejo proteico del polipéptido de fusién y alfa 1-antitripsina: urea 8 M en
gel PAGE-SDS tras una semana de incubacion a 37°C (1-marcador de peso molecular; 3-FP-1-AAT; 4-
FP-2-AAT; 5-FP-3-AAT; 6-FP-1-AAT,; 7-FP-2-AAT) y SDS-PAGE 12% de una separacion por filtracion
en gel de la incubacion (1-marcador de peso molecular; 2-AAT; 3-FP-1-AAT; 4-FP-2-AAT; 5-FP-3-AAT).
[AAT = alfa 1-antitripsina].

Figura 2 urea 8 M en gel PAGE-SDS (4 dias de incubacion: 1 = 37°C + FP-2; 2 = 37°C + FP-3; 3 = 45°C + FP-2;
4 = 45°C + FP-3; 5 = 37°C + FP-2; 6 = 37°C + FP-3; 7 = 45°C + FP-2; 8 = 45°C + FP-3; 9 = AAT 37°C) y
Western blot (1 = FP-2; 2 = FP-3; 3 = AAT 45°C; 4 = AAT RT; 5 = complejo proteico FP-2 37°C; 6 =
proteina FP-2 45°C purificada por CET; 7 = complejo proteico FP-3 37°C; 8 = complejo proteico FP-3
45°C; 9 = complejo proteico FP-2 + filtracion en gel-; 10 = complejo proteico FP-3 + purificacion CET).

Figura3  ejemplo de cromatograma de exclusién de tamafios de una separacion de polipéptido de fusion libre y
complejo proteico.

Figura 4 diagrama BlAcore que representa la fijacion de a) FP-2 libre y b) complejo proteico de FP-2 y alfa 1-
antitripsina a polipéptido VIH HR1 inmovilizado; ¢) diagrama BlAcore que representa la fijacion de un
complejo proteico que contiene FP-2 y FP-3 a polipéptido VIH HR1 inmovilizado.

Ejemplos

Materiales y métodos

Técnicas de ADN recombinante

Para manipular ADN se usaron métodos estandar como los descritos en Sambrook, J. y otros, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual [Clonacion molecular: manual de laboratorio]; Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring
Harbor, Nueva York (1989). Los reactivos biolégicos moleculares se emplearon siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Sintesis genética

Los segmentos genéticos deseados se prepararon por sintesis quimica y por sintesis genética. Los fragmentos
genéticos sintetizados se clonaron en un vector de expresion especificado. La secuencia de ADN de los fragmentos
genéticos subclonados fue confirmada por secuenciacién de ADN.

Determinacion de proteinas

La concentracion de proteina en el conjugado se calculé determinando la densidad 6ptica (DO) a 280 nm y usando
el coeficiente de extincion molar calculado sobre la base de la secuencia de aminoéacidos.

Ejemplo 1

Preparacion de los plasmidos de expresion

Los polipéptidos de fusion FP-1, FP-2 y FP-3 se prepararon de forma recombinante. Se expresaron como proteina
de fusion mas grande en E. coli, utilizando nucleo de estreptavidina como soporte proteico para un nivel elevado de
expresion en E. coli. Los polipéptidos deseados se liberaron por division enzimatica in vitro mediante tripsina (FP-1y

FP-2) o la endoproteinasa LysC (FP-3).

Disefio de las proteinas de fusién con soporte de nucleo de estreptavidina

Los polipéptidos FP-1 (SEQ ID N°: 76 = GR + SEQ ID N°: 05 + SEQ ID N°: 52 + SEQ ID N°: 37), FP-2 (SEQ ID N°:
77 =GR + SEQ ID N°: 82 + SEQ ID N°: 75 + SEQ ID N°: 13) y FP-3 (SEQ ID N° 78 = GR + SEQ ID N°: 83 + SEQ ID

10
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N°: 50 + SEQ ID Ne°: 40) se fusionaron con la secuencia del nucleo de estreptavidina (SEQ ID N°: 81) mediante un
conector de proteasa GR 0 GK que contenia respectivamente un sitio Unico de divisién por tripsina o endoproteinasa
LysC

Los genes de fusién con nucleo de estreptavidina que comprendian el acido nucleico codificador del nicleo de
estreptavidina, el acido nucleico codificador del conector corto de endoproteinasa (GR), el acido nucleico codificador
del polipéptido serpina-dedo, el acido nucleico codificador del conector y el acido nucleico codificador del péptido
inhibidor de la fusién de VIH se ensamblaron por conocidos métodos y técnicas recombinantes, conectando los
segmentos de acido nucleico correspondientes. Las secuencias de acido nucleico codificadoras de los polipéptidos
F1, F2 y F3 se prepararon por sintesis quimica y luego se ligaron en un plasmido de E. coli para su amplificacion.
Las secuencias de acido nucleico subclonadas se verificaron por secuenciacion de ADN.

Preparacién y descripcién del plasmido basico/inicial de expresion 4980 en E. coli

El plasmido 4980 (4980-pBRori-URA3-LACI-SAC) sirve para expresar nucleo de estreptavidina en E. coli. Se generd
ligando el fragmento EcoRI/Celll de 3142 pb de longitud, derivado del plasmido 1966 (1966-pBRori-URA3-LACI-T-
repetido; revelado en la patente EP-B 1 422 237), con el fragmento EcoRI/Celll de 435 pb de longitud que codifica el
nucleo de estreptavidina.

El plasmido de expresion del nicleo de estreptavidina en E. coli comprende los siguientes elementos:

— el origen de replicacion del vector pBR322 para la replicacion en E. coli (correspondiente a la posicién de pb
2517-3160 segun Sutcliffe, G. y otros, Quant. Biol. 43 (1979) 77-90),

— el gen URA3 de Saccharomyces cerevisiae que codifica la orotidina 5’-fosfato decarboxilasa (Rose, M. y otros,
Gene 29 (1984) 113-124) y permite la seleccion del plasmido por complementacion de las cepas de E. coli con
mutacion pyrF (auxotrofia de uracilo),

— el casete de expresion del nucleo de estreptavidina, constituido por
— el promotor hibrido T5 (promotor hibrido T5-PN25/03/04 segun Bujard, H. y otros, Methods. Enzymol. 155

(1987) 416-433 y Stueber, D. y otros, Immunol. Methods IV (1990) 121-152), incluyendo un sitio sintético de
fijacién de ribosoma segun Stueber, D. y otros (véase arriba),
— el gen del ndcleo de estreptavidina, y
— dos terminadores de transcripcion derivados de bacteriéfagos, el terminador A-TO (Schwarz, E. y otros, Nature
272 (1978) 410-414) y el terminador fd (Beck, E. y Zink, B., Gene 1-3 (1981) 35-58), y
— el genrepresor lacl de E. coli (Farabaugh, P.J., Nature 274 (1978) 765-769).

Preparacion de los plasmidos de expresion de los polipéptidos de fusién FP-1, FP-2 y FP-3

a) Plasmido 4981

El plasmido 4981 (4981-SAC-Serpina 1-T1249) es el plasmido de expresiéon de nicleo de estreptavidina-proteina
FP-1 en E. coli. Se prepar6 por insercién del siguiente segmento genético Nhel/Celll-F1, de 232 pb de longitud (que
codifica la SEQ ID N°: 84 del polipéptido F1)

1 gctagcggte gtaccgaagc cgcgggcgct atgttcctgg
41 aagcaatccc gatgtcecgga ggtggcecggtt ctggtggcgg
81 < tggttccggc ggtggtggca cgtggcagga atgggaacadg
121 aaaatcaccg ctcttctaga acaggcgcag atccagcagg
161 agaaaaacga atacgaactg cagaagcttg acaaatgggc
201 ttctctgtgg gaatggttct aatgagectga gc

en el fragmento del plasmido 4980 Nhel/Celll de 3547 pb de longitud.

b) Plasmido 4982

El plasmido 4982 (4982-SAC-Serpina 2-T651) es el plasmido de expresion de nucleo de estreptavidina-proteina FP-
2 en E. coli. Se preparé por insercion del siguiente segmento genético Nhel/Celll-F2, de 181 pb de longitud (que

codifica la SEQ ID N°: 85 del polipéptido F2)

1
41
81
121
161

gctagcggtc
tagaagctat
Caaagaaatc
atcgaagaat
aactgctgta

gtggcactga
cccgatgtcece
aacaactaca
cccagaacca
atgagctgag

agctgcaggt gcgatgtttc

accacgtgga
caagcttgat
gcaggagaaa
c

en el fragmento del plasmido 4980 Nhel/Celll de 3547 pb de longitud.

11

tggagtggga
ccactcccectg
aacgaacagg
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¢) Plasmido 4983

El plasmido 4983 (4983-SAC-Serpina 3-T2635) es el plasmido de expresién de nucleo de estreptavidina-proteina
FP-3 en E. coli. Se preparo por insercion del siguiente segmento genético Nhel/Celll-F3, de 232 pb de longitud (que
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codifica la SEQ ID N°: 86 del polipéptido F3)

1
41
81
121
16l
201

gctagcggca
tcctggaggc
cggtggtgge
tgggaccgtg
ctttgatccg
agcagcgctg

aatctggtac
gatcccgatg
tceggtggtg
ctatcgcaga
tgcagctcag
cgtgaactgt

tgaagccgcg
tccggaggtg
gtggcaccac
atacgcggct
gagcagcagg
aatgagctga

ggtgctatgt
gcggttetgg
gtgggaagca
cgcatcgaag
aacgtaacga
gc

en el fragmento del plasmido 4980 Nhel/Celll de 3547 pb de longitud.

Ejemplo 2

Expresion en E. coli de las proteinas fusionadas con nudcleo de estreptavidina

Para expresar las proteinas fusionadas con nucleo de estreptavidina 4981, 4982, y 4983 se emple6 un sistema de
huésped/vector en E. coli que permite la seleccion de un plasmido libre de antibiético por complementacién de una
auxotrofia (PyrF) de E. coli (véanse las patentes EP-B 0 972 838 y US 6,291,245).

Las proteinas de fusion se expresaron en la cepa de E. coli CSPZ-2 (leuB, proC, trpE, thi-1, ApyrF).

Transformacién y cultivo celular por complementacién de una auxotrofia pvrF en medio selectivo

La cepa de E. coli K12 CSPZ-2 (leuB, proC, trpE, thi-1, ApyrF) se transformé con los plasmidos de expresion (4981,
4982 y 4983, respectivamente) obtenidos en la etapa previa. Las células de CSPZ-2 transformadas se cultivaron
primero a 37°C en placas de agar y a continuacion en un cultivo agitado en medio minimo M9 que contenia 0,5% de
casaminoacidos (Difco), hasta una densidad 6ptica de 0,6 — 0,9 a 550 nm (DO550), y luego se indujeron con IPTG
(1-5 mmoles/I de concentracion final).

Tras una fase de induccién de 4 a 16 horas a 37°C las células se recogieron por centrifugacion, se lavaron con
tampon de 50 mmoles/| de fosfato potésico, de pH 6,5, y se conservaron a -20°C hasta su posterior procesamiento.

Andlisis de la expresién

Para analizar la expresion se resuspendieron en 0,25 ml de tampon de 10 mmoles/I de fosfato potasico, de pH 6,5,
precipitados celulares de 3 unidades de DO550nm (1 DO550nm = 1 ml de suspension celular con una DO de 1 a
550 nm) del medio de cultivo centrifugado y las se lisaron mediante tratamiento ultrasénico (dos pulsos de 30 s a
una intensidad del 50%). los componentes celulares insolubles se sedimentaron por centrifugacion (5 minutos a
14.000 rpm) y el sobrenadante se mezcld con 1/5 de su volumen de tampon de muestra 5x SDS (tampdn de muestra
1x SDS: Tris-HCI 50 mmoles/l, de pH 6,8, SDS al 1%, DTT 50 mmoles/l, glicerina al 10%, azul de bromofenol al
0,001%). La fraccion de residuos celulares insolubles (sedimento) se resuspendié en 0,3 ml de tampdn de muestra
1x SDS, las muestras se incubaron a 95°C durante 5 minutos y se centrifugaron de nuevo. Luego las proteinas se
separaron por electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) con SDS (Laemmli, U.K., Nature 227 (1970) 680-685) y
se tifieron con el colorante azul brillante de coomassie R.

La proteina fusionada con nicleo de estreptavidina era homogénea y se encontré exclusivamente en la fraccion de
residuos celulares insolubles en forma de agregados proteicos insolubles, los llamados cuerpos de inclusion (Cl). El
rendimiento de expresién fue comparable en todos clones, dentro del alcance de exactitud de la medicion, con un
valor del 30% - 60% respecto a la proteina total de E. coli.

Ejemplo 3

Fermentaciones de E. coli de 10 I, con densidad celular elevada, para la produccion recombinante de las proteinas
fusionada con nucleo de estreptavidina

Precultivo:

Para preparar el cultivo se inocularon 300 ml de medio M9-plus (medio M9 reforzado con 0,5% de casaminoacidos y
0,9 g/l de Trp, Pro y Leu respectivamente) con 1 ml de un caldo en glicerina de E. coli CSPZ-2 transformado con
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plasmido 4981, 4982 y 4983 respectivamente, en un matraz Erlenmeyer de 1000 ml. El cultivo se incubé durante
unas 6 horas a 37°C sobre un agitador excéntrico a 150 rpm, hasta alcanzar una DO578nm de 3,0.

Fermentacién principal de lote de 10 | alimentado:

Al comienzo de la fermentacion se transfirié el precultivo al fermentador de 10 litros. El cultivo principal se llevé a
cabo en medio salino M9 definido que contenia 1,4% de glicerina en lugar de glucosa, 2% de casaminoacidos y
0,1% respectivamente de los aminoacidos Trp, Leu y Pro, hasta una DO578nm de 20. A continuacién se inicio la
alimentacién del cultivo con una dosificacién de glicerina y levadura (solucién madre: 30% de extracto de levadura y
33% de glicerina), variando el caudal de la misma entre 0,8 y 3,5 ml/min en funcién del desarrollo del pH del cultivo y
evitando cualquier adicién de fluidos correctores (H3PO4, KOH). El pH se mantuvo a 7,0 y el valor pO, a un 50%,
controlando la velocidad del agitador. A una DO578nm de 70 se agregaron 1,5 mmoles/l de IPTG. La fermentacion
se termind a una DO578nm de 160-180.

Recoleccidn de la biomasa:

El contenido del fermentador se centrifugd con una centrifugadora de flujo continuo (13.000 rpm, 13 I/h) y la biomasa
recogida se almacend a -20°C hasta su posterior procesamiento.

Ejemplo 4
Lisis celular y preparacion de Cl

Se suspendieron 200 g de células de E. coli (peso hiumedo) en un litro de Tris-HCI 0,1 moles/l, de pH 7,0 a 0°C, se
afadieron 300 mg de lisozima y se incub6 durante 20 minutos a 0°C. A continuacion las células se lisaron totalmente
de forma mecanica por dispersion a presion elevada, el ADN se digirié durante 30 minutos a 25°C afiadiendo 2 ml de
MgClz> 1 mol/l y 10 mg de DNAsa. Después se mezclaron 500 ml de EDTA 60 mmoles/l, Triton X-100 al 6% y NacCl
1,5 moles/I con la solucion de lisis y se incubd 30 minutos més a 0°C. A continuacion los componentes insolubles
(residuos celulares y CI) se sedimentaron por centrifugacion. El sedimento se suspendié en un litro de Tris-HCI 0,1
moles/l, EDTA 20 mmoles/l, pH 6,5, se incubd 30 minutos a 25°C y el preparado de Cl aislé por centrifugacion.

Ejemplo 5

Solubilizacién de las proteinas de fusion F1, F2 y F3 que contenian nucleo de estreptavidina, liberacion enzimatica y
purificacion de los polipéptidos F1, F2 y F3

Los cuerpos de inclusién obtenidos en el ejemplo anterior se lavaron dos veces respectivamente con tampon de
fosfato potésico 100 mM, de pH 6,5, cloruro sédico 500 mM con EDTA 20 mM y agua doblemente destilada. Se
disolvié un gramo (peso humedo) de cuerpos de inclusion sedimentados afiadiendo 10 ml de solucion de hidroxido
potasico 30 mM. Tras 30 minutos de agitacion se vari6 el pH a 8,9 por adicion de acido borico 1 M. Después de la
solubilizacién y del ajuste de pH las proteinas de fusion F1 y F2 que contenian nucleo de estreptavidina se digirieron
enzimaticamente con tripsina (1:25000 p/p), mientras que la proteina de fusion F3 con nucleo de estreptavidina se
digiri6 enzimaticamente con LysC (1:20000 p/p; 10 pl de una solucion de LysC 10 puM). La solucién se incub6 a 15°C
durante la noche. La digestion de tripsina se pard afiadiendo un exceso 10 veces molar de aprotinina. La proteasa
residual se elimind por purificacion mediante cromatografia de afinidad de rec SerETI. La digestién de F3 con LysC
se par6 solamente por cromatografia de afinidad de rec SerETI.

Los polipéptidos de fusion F1, F2 y F3 liberados se purificaron por cromatografia de fase inversa empleando una
columna cromatografica Eurospher C8.

Ejemplo 6
Formacioén del complejo proteico de polipéptido de fusion y alfa 1-antitripsina

Se incubé alfa 1-antitripsina 25 pM en PBS (tampén fosfato salino, KH,PO4 1 mM, Na;HPO4 10 mM, NaCl 105 mM,
KCI 2,7 mM) a 37°C con un exceso cuatro a cinco veces superior del polipéptido de fusién (p.ej. 125 mM) durante 24
horas. La prolongacion del tiempo de incubacion no produjo méas formacion del complejo proteico. Tras la incubacion
el complejo proteico se separ6 del polipéptido serpina-dedo no complejado por filtracién de exclusiéon de tamafios.
Se combinaron las fracciones que contenian moléculas del mismo peso molecular aproximadamente. Las fracciones
combinadas se concentraron y se aplicd una muestra sobre un gel de SDS-PAGE. Las bandas individuales sobre el
gel de SDS-PAGE se analizaron con el programa ID-Image-Master (Amersham Bioscience), se cuantifico la fraccién
del complejo proteico y se determiné la diferencia de pesos moleculares. La actividad de las fracciones combinadas
y concentradas se determiné por BlAcore (véase figura 3). En la mezcla de reaccion se detecté alfa 1-antitripsina
dimera (125 kDa, aproximadamente 14%), complejo proteico (60 kDa, aproximadamente 15%) y alfa 1-antitripsina
monomeérica (55 kDa).
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Ejemplo 7
Anélisis BlAcore

Todas las mediciones de resonancia de plasmones superficiales se efectuaron en un aparato BIAcore 3000 (de GE
Healthcare Biosciences AB, Suecia) a 25°C. Se inmovilizé péptido VIH HR1 quimicamente preparado (héptada
repetida 1: biotina-QARQLLSGIVQQQNNLLRAIEAQQHLLQLTVWGIKQLQARILAVERYLKD Q-NH2 (SEQ ID N°: 87)
sobre un chip biosensor CM5 siguiendo las instrucciones del fabricante (GE Healthcare Biosciences AB, Suecia). El
polipéptido de fusién se diluy6 hasta una concentracién de 25 nM y se inyect6é durante 5 minutos a un caudal de 50
pi/min. Después el complejo proteico obtenido de las distintas fracciones combinadas se diluyé en el mismo tampon
a concentraciones de 250 nM y 80 nM y se inyectd durante 5 minutos a un caudal de 50 pl/min. Luego el chip sensor
se regenerd durante 1 minuto con PBS, pH 8,0, Tween 20 al 0,005% (v/v). Los datos se analizaron con el programa
BlAevaluation (BlAcore, Suecia) (véase figura 4).

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> F. Hoffmann-La Roche AG
<120> Polipéptido de fusion serpina-dedo
<130> 26545

<150> Patente EP10176617.8
<151> 2010-09-14

<160> 87

<170> Patente In version 3.5
<210>1

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Serpina-dedo 1

<400> 1

Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu Ala Ile Val Met
1 5 10

<210>2

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 2
<400> 2

Ala Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu Ala Ile Val Met
1 5 10

<210> 3

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 3
<400> 3

Thr Glu Ala Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu Ala Ile Val Met
1 5 10

<210>4

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 4
<400> 4
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Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu Ala Ile Val Met

1 5 10
<210>5
<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Serpina-dedo 5
<400>5
Thr Glu Ala Ala Gly Ala Met Phe Phe Glu Ala Ile Pro Met
1 : 5 10
<210>6
<211>6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Serpina-dedo 6
<400> 6
Thr Ala Val val Ile Ala
1 5
<210>7
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Serpina-dedo 7
<400> 7
Ser Glu Ala Ala Ala Ser Thr Ala Val val Ile Ala
1 5 10
<210>8
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Serpina-dedo 8
<400> 8
Thr Glu Ala Ala Gly Ala Thr Ala Val vVal Ile Ala
1l 5 10
<210>9
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Serpina-dedo 9
<400> 9
Thr Asp Ala Ala Gly Ala Thr Ala Val Val Ile Ala
1 5 10
<210> 10
<211>12
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Serpina-dedo 10
<400> 10
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Ser Asp Ala Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu Ala Ile
1 5 10

<210> 11

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 11
<400> 11

Ser Glu Ala Ala Ala Ser Met Phe Leu Glu Ala Ile
1 5 10

<210> 12

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Conector 1

<400> 12

Gly Gly Ser Gly Gly
1 5

<210> 13

<211>48

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido antifusogénico 1
<400> 13

Met Thr Trp Met Glu Trp Asp Arg Glu Ile Asn Asn Tyr Thr Ser Leu
1 _ 5 10 15

Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln Glu Lys Asn Glu
20 25 30

Gln Glu Leu Leu Glu Leu Asp Lys Trp Ala Ser Leu Trp Asn Trp Phe
35 40 45

<210> 14

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 12
<400> 14

Thr Ile Asp Glu Lys Gly Thr Glu Ala Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu
1 : 5 10 15

<210> 15

<211>16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 13
<400> 15

Asp Val Phe Glu Glu Gly Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala Val Lys
1 ' 5 10 ' i5
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<210> 16

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 14
<400> 16

Asp Val Asp Glu Ala Gly Thr Glu Ala Ala Ala Ala Thr Thr Phe Ala
1 5 10 15

<210> 17

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 15
<400> 17

Gln Leu Asn Glu Glu Gly Val Asp Thr Ala Gly Ser Thr Gly Val Thr
1 L] 10 15

<210> 18

<211>16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 16
<400> 18

His Ile Gly Glu Lys Gly Thr Glu Ala Ala Ala Val Pro Glu Val Glu
1 5 10 15

<210> 19

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 17
<400> 19

Glu Val Asp Glu Arg Gly Thr Glu Ala Val Ala Gly Ile Leu Ser Glu
1 5 10 15

<210> 20

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 18
<400> 20

Glu Val Thr Glu Glu Gly Val Glu Ala Ala Ala Ala Thr Ala Val Vval
1 5 10 15

<210> 21

<211>16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 19
<400> 21

Glu Vval Thr Glu Glu Gly Ala Glu Ala Ala Ala Ala Thr Ala Val Val
1 5 10 15
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<210> 22

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 20
<400> 22

Thr Val Asn Glu Glu Gly Thr Gln Ala Thr Thr Val Thr Thr Val Gly
1 5 10 15

<210> 23

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 21
<400> 23

Glu Val Asp Glu Asn Gly Thr Gln Ala Ala Ala Ala Thr Gly Ala Val
1 5 10 15

<210> 24

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 22
<400> 24

Glu val Asn Glu Glu Gly Thr Glu Ala Ala Ala Ala Thr Ala Val Val
1 5 ' 10 15

<210> 25

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 23
<400> 25

Asp Val Asn Glu Glu Gly Thr Glu Ala Ala Ala Gly Thr Gly Gly Val
1 5 . 10 15

<210> 26

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 24
<400> 26

Glu Val Asn Glu Ser Gly Thr val Ala Ser Ser Ser Thr Ala Val Ile
1 5 10 _ 15

<210> 27

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 25
<400> 27
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Asp Val Phe Glu Glu Gly Thr Glu Ala Ser Ala Ala Thr Ala

1 5

<210> 28

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 26
<400> 28

Glu vVal Thr Glu Glu Gly Thr Glu Ala

1 5

<210> 29

<211>16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 27
<400> 29

Glu Ile Thr Glu Asp Gly Gly Asp Ser

1 5

<210> 30

<211>16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 28
<400> 30

Glu Leu Ser Glu Val Gly Val Glu Ala

1 5

<210> 31

<211>16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo 29
<400> 31

10

Thr Ala Ala Thr Gly

10

Ile Glu Val Pro Gly

10 ‘

Ala Ala Ala Thr Ser

10

Glu Leu Thr Glu Thr Gly Val Glu Ala Ala Ala Ala Ser Ala

1 5

<210> 32

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido antifusogénico 2
<400> 32

Asn Asn Leu Leu Arg Ala Ile Glu Ala

1 5

Thr Val Trp Gly Ile Lys Gln Leu Gln

20

Arg Tyr Leu Lys Asp Gln
35

<210> 33

25

19

10

Gln Gln His Leu Leu
10

Ala Arg Ile Leu Ala
30

Val Lys

Ser Asn
15

Ala Arg

Ile Ala
15

Ile Ser
15

Gln Leu
15

Val Glu
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<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido antifusogénico 3
<400> 33

Gln Gln Glu Lys Asn Glu Gln Asp Leu Leu Ala Leu Asp Lys Trp Ala

1 5 10 15
Ser Leu Trp Thr Trp Phe Asp Ile Ser His Trp Leu Trp Tyr Ile Lys
20 25 30
Ile Phe Ile Met Ile Val
35
<210> 34
<211> 34
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido antifusogénico 4
<400> 34
Trp Met Glu Trp Asp Arg Glu Ile Asn Asn Tyr Thr Ser lLeu Ile His
1 5 10 15
Ser Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln Glu Lys Asn Glu Gln Glu
20 25 30
Leu Leu
<210> 35
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido antifusogénico 5
<400> 35
Ser Gly Ile Val Gln Gln Gln Asn Asn Leu Leu Arg Ala Ile Glu Ala
1 5 10 ' 15
Gln Gln His Leu Leu Gln Leu Thr Val Trp Gly Ile Lys Gln Leu Gln
20 25 30
Ala Arxrg Ile Leu
35
<210> 36
<211> 36
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido antifusogénico 6
<400> 36

Tyr Thr Ser Leu Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln
1 5 10 15

Glu Lys Asn Glu Gln Glu Leu Leu Glu Leu Asp Lys Trp Ala Ser leu
20 ) 25 30

Trp Asn Trp Phe
35

20
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<210> 37

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido antifusogénico 7
<400> 37

Trp Gln Glu Trp Glu Gln Lys Ile Thr Ala Leu Leu Glu Gln Ala Gln
1 S - 10 15

Ile Gln Gln Glu Lys Asn Glu Tyr Glu Leu Gln Lys Leu Asp Lys Trp
20 25 30

Ala Ser Leu Trp Glu Trp Phe
35

<210> 38

<211> 39

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido antifusogénico 8
<400> 38

Trp Gln Glu Trp Glu Gln Lys Ile Thr Ala Leu Leu Glu Gln Ala Gln
1 5 10 15

Ile Gln Gln Glu Lys Asn Glu Tyr Glu Leu Gln Lys Leu Asp Lys Trp
20 25 30

Ala Ser Leu Trp Glu Trp Phe
35

<210> 39

<211> 58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido antifusogénico 9
<400> 39

Met Arg Gly Ser His His His His His His Ala Ile Asp Val Ile Glu
1 5 10 15

Gly Arg Trp Gln Glu Trp Glu Gln Lys Ile Thr Ala Leu Leu Glu Gln
20 25 30

Ala Gln Ile Gln Gln Glu Lys Asn Glu Tyr Glu Leu Gln Lys Leu AsSp
35 40 : 45

Lys Trp Ala Ser Leu Trp Glu Trp Phe Gly
50 55

<210> 40

<211> 38

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido antifusogénico 10
<400> 40

Thr Thr Trp Glu Ala Trp Asp Arg Ala Ile Ala Glu Tyr Ala Ala Arg
1 5 10 15
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Ile Glu Ala Leu Ile Arg Ala Ala Gln Glu Gln Gln Glu Lys Asn Glu

20

Ala Ala leu Arg Glu Leu

<210> 41
<211>12

3

<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

35

<223> Péptido antifusogénico 11

<400> 41

Val
1

Leu

Trp

Gln

Leu

Gly

Lys

50

Ile
65

Leu

Ile

Asn

<210> 42

Cys

Glu

Asn

Gln

<211>132
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

Ala Arg Gln Leu

Pro

35

Asp

Thr

Gln

Asn

Gln
115

Ala
20

Lys
Gln
Thr
Ile
Tyr
100

Glu

5

Ile
Gln
Gln
Ala
Trp
85 -

Thr

Lys

<223> Péptido antifusogénico 12

<400> 42

Glu

Leu

Leu

Val

70

Asn

Ser

Asn

Leu

Gly

Gln

Leu

55

Pro

Asn

Leu

Glu

Met Gly Ala Ala Ser Met Thr

1

5

Ser
Gln
Ala
40

Gly

Met

Ile

Gln
120

Leu

25

Gly

Gln

25

Arg

Ile

Asn

Thr

His

105

Glu

Ile
10

His

Ile

Trp

Ala

Trp
90

Ser

Leu

val
Leu
Leu
Gly
Ser
75

Met

Leu

Leu

Gln

Leu

Ala

Cys

60

Trp

Glu

Ile

Gln

Gln

val

45

Ser

Ser

Trp

Glu

30

Gln

Leu

30

Glu

Gly

Asn

Asp

Glu
110

Asn
15

Thr
Arg
Lys
Lys
Arg
95

Ser

Asn
VaJ.
Tyr
Leu
Ser
80

Glu

Gln

Thr Val Gln Ala Arg Gln Leu Leu

22
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Gln
Aia
Gly
€5

Trp
Met

Ile

Gln

Gly

Gln

Arg

Ile

Asn

Thr

His

Glu
130

<210> 43

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

Ile

Bis
35

Glu

Trp

Ala

Trp

Ser

115

Leu

<223> Conector 2
<400> 43

<210> 44

<211>8

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Conector 3
<400> 44

<210> 45
<211> 15
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> Conector 4
<400> 45

Vval Gln Gln

20

Leu Glu Gln

Leu Ala

val

Ser
70

Gly Cys

Ser Trp Ser

85

Met Glu
100

Trp
Leu Ile

Glu

Leu

ES 2 535704 T3

Gln Asn

Thr
40

Leu

Glu
55

Arxg
Gly Lys
Asn

Lys

Asp Arg

Asn

25

Val

Tyr

Leu

Ser

Glu

105

Glu Ser

120

Gln

Glu

Trp

Leu

Ile

Leu

90

Ile

Asn

Leu
Gly
Lys
Cys
75

Glu

Asn

Gln

Arg

Pro

Asp

60

Thr

Gln

Asn

Gln

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys

1

5

Leu Ser Pro Asn Arg Gly Glu Cys

1

5

23

Ala

Lys

45

Gln

Thr

Ile

Tyr

Glu
125

Ile
30

Gln

Gln

Ala

Trp

Thr

110

Lys

Glu

Leu

Leu

val

Asn

95

Ser

Asn

Gly

Gln

Leu

Pro

80

Asn

Leu

Glu
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Gly Gln Gln Gln Gln Gly Gln Gln Gln Gln Gly Gln Gln Gln Gln
1 5 10 15

<210> 46

<211> 16

<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Conector 5
<400> 46

Gly Gln Gln Gln Gln Gly Gln Gln Gln Gln Gly Gln Gln Gln Gln Gly
1 5 10 15

<210> 47

<211> 18

<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> Conector 6
<400> 47

Gly Gln Gln Gln Gln Gly Gln Gln Gln Gln Gly Gln Gln Gln Gln Gly
1 5 i0 15

Asn Asn

<210> 48

<211> 16

<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Conector 7
<400> 48

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
1 : 5 10 18

<210> 49
<211>16

<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Conector 8
<400> 49

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Asn
1 5 10 15

<210>50
<211>15

<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> Conector 9
<400> 50

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 . 10 15

<210>51

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 10
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<400> 51

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Gly
1 '5 10 ' 15

<210> 52

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 11
<400> 52

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Thr
1 5 10 15

<210> 53

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 12
<400> 53

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15

Gly

<210> 54

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 13
<400> 54

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Gly
i 5 10 ‘ 15

Gly Thr

<210> 55
<211>18

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 14
<400> 55

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15

Gly Asn

<210> 56

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 15
<400> 56

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Gly
1 5 10 ‘ 15
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Ala Ser

<210> 57

<211> 25

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 16
<400> 57

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
20 25

<210> 58

<211> 26

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 17
<400> 58

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 ' 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Gly
20 25

<210> 59

<211> 27

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 18
<400> 59

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Gly Gly
20 25

<210> 60
<211>28

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 19
<400> 60

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 : 15

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Gly Ala Ser
20 - 25

<210> 61

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 20
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<400> 61

Gly Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser
1 5 10 15

Gly

<210> 62
<211>19

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 21
<400> 62

Gly Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser Ser
1 5 10 15

Gly Ala Ser

<210> 63

<211> 18

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 24
<400> 63

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 v 10 15

Ala Ser

<210> 64

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Conector 25
<400> 64

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 - 5 10 . 15

Ala Ser

<210> 65
<211>16

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 26
<400> 65

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

<210> 66

<211> 26

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 27
<400> 66
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Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 _ : 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
' 20 25

<210> 67

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 28
<400> 67

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 - 15

Gly

<210> 68

<211> 27

<212> PRT

<213> Atrtificial
<220>

<223> Conector 29
<400> 68

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 - 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
20 25

<210> 69

<211>6

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 30
<400> 69

Leu Ser Leu Ser Gly Gly
1 5

<210>70

<211>7

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 31
<400> 70

Leu Ser Leu Ser Pro Gly Gly
1 5

<210>71
<211>20

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 32
<400> 71

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15
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Gly Gly Gly Ser
20

<210>72

<211> 23

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 33
<400> 72

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser
1 5 10 , 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
20

<210>73

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 34
<400> 73

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

<210> 74
<211>16

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> Conector 35
<400> 74

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
1 5 10 15

<210> 75

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Conector 36
<400> 75

Ser Thr Thr
1

<210> 76

<211>71

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo 1 de alfal-antitripsina-ligante
<400> 76
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Gly Arg Thr Glu Ala Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu Ala Ile Pro Met

1 5

10 15

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Thr
20

25 30

Trp Gln Glu Trp Glu Gln Lys Ile Thr Ala Leu Leu Glu Gln Ala Gln
35 45

40

Ile Gln Gln Glu Lys Asn Glu Tyr Glu Leu Gln Lys Leu Asp Lys Trp

50 55

Ala Ser Leu Trp Glu Trp Phe
65 70

<210> 77

<211> 54

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo 2 de alfal-antitripsina-ligante
<400> 77

60

Gly Arg Gly Thr Glu Ala Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu Ala Ile Pro

1 . 5

10 15

Met Ser Thr Thr Trp Met Glu Trp Asp Lys Glu Ile Asn Asn Tyr Thr

20

25 30

Ser lLeu Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln Glu Lys

35 40

Asn Glu Gln Glu Leu Leu
50

<210> 78

<211>71

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo 3 de alfal-antitripsina-ligante
<400> 78

45
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Gly Lys Ser Gly Thr
1 5

Pro Met Ser Gly Gly
20

Gly Thr Thr Trp Glu
35

Arg Ile Glu Ala Leu
50

Glu Ala Ala Leu Arg
65

<210> 79

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia atrtificial
<220>

<223> Cebador N1
<400> 79

Glu

Gly

Ala

Ile

Glu
70

ES 2 535704 T3
Ala Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu Ala Ile
10 ' 15

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
25 ’ 30 :

Trp Asp Arg Ala Ile Ala Glu Tyr Ala Ala
40 : 45

Arg Ala Ala Gln Glu Gln Gln Glu Arg Asn
5% ' 60 -

Leu

aaaaaagcgg ccgcgacaat tcgegegega aggeg 35

<210> 80

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador N2
<400> 80

aaaaaagcgg ccgctcactg cccgctttce agtcgg 36

<210> 81

<211> 128

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 81
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Met Ala Glu Ala Gly Ile Thr Gly Thr Trp Tyr Asn Gln Leu Gly Ser

Thr Phe Ile Val Thr Ala Gly Ala Asp Gly Ala Leu Thr Gly Thr Tyr
20 25 30

Glu Ser Ala Val Gly Asn Ala Glu Ser Arg Tyr Val Leu Thr Gly Arg
35 40 45

Tyr Asp Ser Ala Pro Ala Thr Asp Gly Ser Gly Thr Ala Leu Gly Trp

Thr Val Ala Trp Lys Asn Asn Tyr Arg Asn Ala His Ser Ala Thr Thr
€5 70 . 75 80

Trp Ser Gly Gln Tyr Val Gly Gly Ala Glu Ala Arg Ile Asn Thr Gln

Trp Leu Leu Thr Ser Gly Thr Thr Glu Ala Asn Ala Trp Lys Ser Thr
100 105 110

Leu Val Gly His Asp Thr Phe Thr Lys Val Lys Pro Ser Ala Ala Ser
115 120 125

<210> 82

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo
<400> 82

Gly Thr Glu Ala Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu Ala Ile Pro Met Ser
1 5 10 15

<210> 83

<211> 17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Serpina-dedo
<400> 83

Ser Gly Thr Glu Ala Ala Gly Ala Met Phe Leu Glu Ala Ile Pro Met
1 : 5 ' 10 ' : 15

Ser

<210> 84

<211> 232

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Acido nucleico codificador de FP1
<400> 84
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gctageggte gtaccgaagc cgcgggeget atgttcctgg aagcaatccece gatgtcecgga 60
ggtggeggtt ctggtggegg tggttecgge ggtggtggea cgtggcagga atgggaacag 120

aaaatcaccg ctcttctaga acaggcgcag atccagcagg agaaaaacga atacgaactg 180
cagaagcettg acaaatggge ttctetgtgg gaatggttct aatgagetga gco 232

<210> 85

<211>181

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Acido nucleico codificador de FP2
<400> 85

gctageggte gtggcactga agcectgecaggt gegatgttte tagaagectat cccgatgtece 60
accacgtgga tggagtggga caaagaaatc aacaactaca caagcttgat ccactccecctg 120
atcgaagaat cccagaacca gcaggagaaa aacgaacagg aactgctgta atgagctgag 180

c 181

<210> 86

<211> 232

<212> DNA

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Acido nucleico codificador de FP3
<400> 86

gctagcggca aatctggtac tgaagecgeg ggtgetatgt tectggagge gatcccgatg 60

tccggaggtg gecggttetgg cggtggtgge tccggtggtg gtggcaccac gtgggaagca 120
tgggaccgtg ctatcgcaga atacgcggct cgcatcgaag ctttgatceg tgcagectcag 180
gagcagcagg aacgtaacga agcagcgctg cgtgaactgt aatgagctga gc 232

<210> 87

<211>51

<212> PRT

<213> Virus de la inmunodeficiencia humana

<400> 87

Gln Ala Arg Gln Leu Leu Ser Gly Ile Val Gln Gln Gln Asn Asn Leu
1 5 10 15

Leu Arg Ala Ile Glu Ala Gln Gln His Leu Leu Gln Leu Thr Val Trp
20 25 30

Gly Ile Lys Gln Leu Gln Ala Arg Ile Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu
35 40 : 45

Lys Asp Gln
50
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido de fusién que comprende en direccién N-terminal hacia C-terminal el polipéptido serpina-dedo
SEAAASTAVVIA (SEQ ID N°: 07) o SEAAASMFLEAI (SEQ ID N°: 11) fusionado con una inmunoglobulina u
hormona o citocina o factor de crecimiento o ligando de receptores o agonista 0 antagonista 0 agente citotéxico o
agente antivirico o agente de contraste o inhibidor de enzimas o activador de enzimas o modulador de la actividad
enzimatica, con un polipéptido conector de péptidos intercalado.

2. Polipéptido de fusion segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el polipéptido biolégicamente activo es
un polipéptido inhibidor de la fusién de VIH.

3. Polipéptido de fusion segln la reivindicacién 1, caracterizado porque el polipéptido biol6gicamente activo es
una inmunoglobulina o un conjugado de inmunoglobulina.

4. Polipéptido de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque comprende
un polipéptido conector de péptidos entre el polipéptido serpina-dedo y el polipéptido biolégicamente activo, con la
secuencia de aminoacidos GGSGG (SEQ ID Ne¢: 12).

5. Polipéptido de fusion segun cualquiera de las reivindicaciones 2 y 4, caracterizado porque la secuencia de
aminoécidos del polipéptido inhibidor de la fusion de VIH es MTWMEWDREINNYTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLE-
LDKWASLWNWEF.

6. Complejo proteico de un polipéptido de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 5 con alfa 1-
antitripsina.
7. Polipéptido de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 5 o complejo proteico segun la

reivindicacion 6, para usarlo como medicamento.

8. Polipéptido de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 5 o complejo proteico segun la
reivindicacion 6, para usarlo en el tratamiento de una infeccidn virica.

9. Polipéptido de fusién segun cualquiera de las reivindicaciones 2 hasta 5 o complejo proteico segun la
reivindicacion 6, para usarlo en el tratamiento de una infeccion por VIH.

10. Uso de alfa 1-antitripsina o antitrombina para elaborar un complejo proteico con un polipéptido de fusion
segun cualquiera de las reivindicaciones 1 hasta 5.
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Fig. 2
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Fig.3
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Diferencia de respuesta

c)

ES 2 535704 T3

a) b)
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