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DESCRIPCION
Péptidos ciclicos de localizacion en NTCP y sus usos como inhibidores de entrada

La presente invencion se refiere a péptidos ciclicos de localizacion en NTCP que son péptidos derivados de preS del
virus de la hepatitis B (HBV). La presente invencion ademas se refiere a composiciones farmacéuticas que
comprenden al menos un péptido ciclico. La presente invencién ademas se refiere a usos médicos de dichos péptidos
ciclicos y composiciones farmacéuticas, tal como en el diagnosis, prevencion y/o tratamiento de una enfermedad o
afeccion hepatica, y/o en la inhibicién de la infeccion por HBV y/o HDV.

Antecedentes de la invencion

Actualmente, aproximadamente 2 mil millones de personas portan marcadores serolégicos de HBV. Aproximadamente
400 millones de estos estan infectados cronicamente con el HBV. De acuerdo con el centro de control de
enfermedades (CDC), el 15-25% de las personas infectadas crénicamente con HBV son propensas a desarrollar
carcinoma hepatocelular (HCC) dentro de una década si no reciben el tratamiento apropiado (Shephard et al., 2006).
El HCC relacionado con el HBV tiene un prondstico malo y, por lo tanto, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
ha clasificado el HBV como el carcin6geno humano natural mas importante. A pesar de la existencia de una vacuna
profilactica, el nimero de infecciones aumentara en las préximas décadas debido al aumento de la poblacion mundial
y la limitacion de la profilaxis en los paises pobres.

El HBV se transmite principalmente por via parenteral. 90-95% de los individuos inmunocompetentes agudamente
infectados eliminan el virus, de este modo aumentando la proteccién inmunolédgica de por vida. Aproximadamente 5-
10% de las personas infectadas desarrollan hepatitis B cronica (300.000-500.000 personas en Alemania). En
contraste, en areas endémicas altas, particularmente en Africa Central y Asia Oriental, el principal modo de transmision
es perinatal de madre a hijo. Desafortunadamente, la infeccion de nifios no completamente inmunocompetentes
produce un curso cronico de la enfermedad de 90-98%. El HCC relacionado con la hepatitis B es, por lo tanto, la
neoplasia mas comun en muchos de estos paises.

Los regimenes terapéuticos aprobados actualmente para el tratamiento de las infecciones por el virus de la hepatitis
B (HBV) crénica abordan las etapas de replicacion del genoma viral después de una infeccion ya establecida
(Lamivudina, Adefovir, Entecavir, Tenofovir) o actian como moduladores del sistema inmunitario (interferon alfa).
Desafortunadamente, solo 10-25% de los pacientes conservan una respuesta viroldgica sostenida con tales terapias.
Por lo tanto, es de suma importancia desarrollar nuevas terapias que se dirijan a etapas de replicacion hasta ahora no
afectados (por ejemplo, entrada de virus) que puedan ayudar a eliminar el virus y curar la infeccion.

A pesar de la disponibilidad de una vacuna profilactica y de inhibidores de la transcriptasa inversa (RT), el nimero de
personas infectadas con HBV y el nimero de muertes relacionadas con el HBV en todo el mundo (actualmente
aproximadamente 500.000 por afio) esta en aumento. Aproximadamente dos tercios de los canceres de higado
primarios son atribuibles a la infeccién persistente por el HBV (Chan & Sung, 2006).

La inhibicion especifica de la entrada del virus es un concepto terapéutico atractivo para controlar y finalmente eliminar
las infecciones agudas y crénicas por diferentes virus. La inhibicién de entrada tiene potencial curativo, como se ha
demostrado recientemente en un modelo de ratén para la infeccion por VHC (Malilly et al., 2014)

El virus humano de la hepatitis B (HBV) es miembro de los hepadnaviridae. Los hepadnavirus son los virus de ADN
con envoltura mas pequefia que son replicados a través de la transcripcion inversa de un intermediario ARNpg.
Durante el ensamblaje, la nucleocapside adquiere tres proteinas de la envoltura viral denominadas grande (L), media
(M) y pequefia (S). Estan codificadas en un marco de lectura abierto y comparten el dominio S que se requiere para
el anclaje de membrana. Ademas del dominio S, M contiene una extension hidréfila N-terminal de 55 aminoacidos
(preS2), mientras que L se extiende adicionalmente por 107, 117 o 118 aminoacidos (dependientes del genotipo)
denominados preS1 (Urban et al., 2014). El virus de la hepatitis D (HDV) es un virusoide satélite que utiliza las
proteinas de la envoltura del HBV para ingresar a los hepatocitos. Es sabido que el dominio preS1 miristoilado de L
desempefia un papel clave en la infectividad de HBV y HDV.

Los inventores de la presente han identificado previamente los lipopéptidos derivados de la proteina L del HBV que
bloquean la infeccion por HBV y HDV de las células PHH y HepaRG (Gripon et al., 2005, Schulze et al., 2010, WO
2009/092611 A1). Son derivados de los 47 aminoacidos de extremo N-terminal del dominio preS1 del genotipo D del
HBV (HBVpreS/2-48myr) e incluyen la modificacién natural con acido miristico.

En los documentos WO 2009/092612 y WO 2012/107579, los inventores describen péptidos derivados de preS de
HBV modificados hidréfobos y su uso como vehiculos para la administracion especifica de compuestos al higado.

Ademas, los inventores han identificado previamente el receptor responsable de la uniéon de estos lipopéptidos
derivados de la proteina L del HBV, a saber, el polipéptido co-transportador de taurocolato de sodio (NTCP/SLC10A1).
(Documentos WO 20014/072526, WO 2014/072524 y WO 2015/014830). Véase también Ni ef al. (2014) y Yan et al.
(2012)
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Brown et al. (1984) describen la determinacion de la afinidad de los anticuerpos por el antigeno de superficie del HBV
en sueros humanos. Guarracino (2015) describe péptidos ciclicos y sintesis, usos y funciones para los miméticos de
péptidos ciclicos. Camerino et al. (2008) describen el disefio asistido por ordenador de péptidos ciclicos y
peptidomiméticos. Smiya et al. (2015) describen sobre la identificacion de la actividad fusogénica en la region preS1
de la proteina L del antigeno de superficie del HBV. Kim et al. (2008) desvelan un péptido antiviral derivado de la
proteina de superficie preS1 del HBV. Kennedy et al. (1983) describen la inhibicion de un idiotipo de antigeno de
superficie humano antihepatitis B comun por un péptido sintético ciclico.

La presente invencion tiene como objeto la mejora de los procedimientos y medios para la inhibicion de NTCP como
un receptor de HBV y HDV vy el transporte mediado por NTCP de sustratos naturales y xenobioticos.

Por lo tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar medios y procedimientos mejorados para el
diagndstico, prevencion y/o tratamiento de enfermedades hepaticas, tal como enfermedades hepaticas relacionadas
con el transporte mediado por NTCP.

La presente invencion también tiene como objeto la mejora de los procedimientos y medios para la inhibicion,
prevencion y/o tratamiento de la infeccién por HBV y otras enfermedades relacionadas con el HBV como estan
presentes en la técnica anterior y por lo tanto, un objeto de la presente invencion es proporcionar procedimientos y
medios mejorados que permitan una inhibicién, prevencion y/o tratamiento dirigido y efectivo de la infeccién por HBV
y enfermedades relacionadas.

Un objeto adicional de la presente invencién es proporcionar medios y procedimientos mejorados para la inhibicion,
prevencion y/o tratamiento de la infeccion por HDV y enfermedades relacionadas con HDV.

Sumario de la invencién

La presente invencion resuelve los objetos segun las reivindicaciones.

De acuerdo con la presente invencion este objeto es resuelto mediante la provisién de un péptido ciclico de la férmula
general la

cyclo[(X)m-P-(Y)n] (la)
en el que

P es la secuencia de aminoacidos NPLGFXaaP (SEQ. ID NUM.: 1), siendo XaaFo L,
X es una secuencia de aminoacidos que tiene una longitud de m aminoacidos,
enla que mes 0o al menos 1;
Y es una secuencia de aminoacidos que tiene una longitud de n aminoacidos,

en el que nes 0 o al menos 1;

yenelquem+nes0a4z;

y portando al menos una modificacion hidrofoba en la cadena lateral de aminoacidos de X y/o P, en el que dicho
péptido ciclico no esta ciclado dentro de la secuencia de aminoacidos de P de la SEQ. ID NUM.: 1 y no a través de
las cadenas laterales de aminoacidos de P,

en el que la modificacion hidréfoba es una acilacién o adicién de restos hidréfobos,
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

De acuerdo con la presente invencion este objeto es resuelto mediante la provision de una composicion farmacéutica
que comprende

(i) al menos un péptido ciclico de la presente invencion,
(ii) opcionalmente, un portador y/o excipiente farmacéuticamente aceptable.

De acuerdo con la presente invencion este objeto es resuelto mediante la provision del péptido ciclico de la presente
invencion o la composicién farmacéutica de la presente invencién para uso en medicina.

De acuerdo con la presente invencion este objeto es resuelto mediante la provision del péptido ciclico de la presente
invencion o la composicién farmacéutica of la presente invencion para uso en el tratamiento para la inhibicion de la
infeccion por HBV y/o HDV.

De acuerdo con la presente invencion este objeto es resuelto mediante la provision del péptido ciclico de la presente
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invencion o la composicion farmacéutica de la presente invencion para uso en la prevencion de una infeccién primaria
por HBV y/o HDV.

De acuerdo con la presente invencion este objeto es resuelto mediante la provision del péptido ciclico de la presente
invencion o la composicion farmacéutica de la presente invencién para uso como inhibidores de la entrada in vitro de
HBV y/o HDV.

De acuerdo con la presente invencion este objeto es resuelto mediante la provision del péptido ciclico de la presente
invencion o la composicion farmacéutica of la presente invencion para uso en el diagnéstico, prevencion y/o tratamiento
de una enfermedad o afeccion hepatica.

De acuerdo con la presente invencion este objeto es resuelto mediante la provision del péptido ciclico de la presente
invencion o la composicion farmacéutica de la presente invencion para uso en el diagnoéstico, prevencion y/o
tratamiento de una enfermedad cardiovascular (CVD).

Descripcion de las realizaciones preferentes de la invencion

Antes de describir la presente invencién con mas detalle a continuacién, se debe entender que esta invencion no esta
limitada a la metodologia, protocolos y reactivos particulares descritos en la presente memoria, dado que estos pueden
variar. También se debe entender que la terminologia usada en la presente memoria tiene el propédsito de describir
realizaciones particulares solamente, y no pretende limitar el alcance de la presente invencion, que estara limitado
solo por las reivindicaciones adjuntas. A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos
utilizados en la presente memoria tienen los mismos significados que los entendidos comunmente por un experto en
la técnica.

Las concentraciones, cantidades y otros datos numéricos pueden ser expresados o presentados en la presente
memoria en un formato de intervalo. Se debe entender que dicho formato de intervalo que es usado simplemente por
conveniencia y brevedad y, por lo tanto, se debe interpretar de manera flexible para incluir no solo los valores
numeéricos expresados explicitamente como los limites del intervalo, sino también para incluir todos los valores
numéricos individuales o subintervalos abarcados dentro de ese intervalo como si cada valor numérico y subintervalo
se menciona explicitamente. Como ilustracion, se debe interpretar que un intervalo numérico de "7 a 49" incluye no
solo los valores explicitamente mencionados de 4 a 19, sino que también incluye valores individuales y subintervalos
dentro del intervalo indicado. Por lo tanto, en este intervalo numérico son incluidos valores individuales tal como 7, 8,
9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16... 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, y subintervalos tal como de 7 a 10, de
10 a 15, de 15 a 25, de 28 a 39, de 35 a 47, de 35 a 49, etc. Este mismo principio se aplica a los intervalos que
mencionan solo un valor numérico, tal como "al menos 1 0" al menos un aminoacido". Ademas, dicha interpretacion
se debe aplicar independientemente de la amplitud del intervalo o las caracteristicas que se describen.

Péptidos ciclicos de localizacion en NTCP
Como se describié anteriormente, la presente invencién proporciona péptidos ciclicos.
Dichos péptidos ciclicos son péptidos derivados de preS del virus de la hepatitis B (HBV).
Un péptido ciclico de la presente invencion tiene la formula general la
cyclo[(X)m-P-(Y)n] (la)
en el que
P es la secuencia de aminoacidos NPLGFXaaP (SEQ. ID NUM.: 1), siendo XaaFo L,
X es una secuencia de aminoacidos que tiene una longitud de m aminoacidos,
en el que mes 0 o al menos 1;
Y es una secuencia de aminoacidos que tiene una longitud de n aminoacidos,
en el que n es 0 o al menos 1;
yenelquem+nes0a4z;

y portando al menos una modificacion hidrofoba en la cadena lateral de aminoacidos de X y/o P, en el que dicho
péptido ciclico no esta ciclado dentro de la secuencia de aminoacidos de P de la SEQ. ID NUM.: 1 y no a través de
cadenas laterales de aminoacidos de P,

en el que la modificacién hidréfoba es una acilacion o adicién de restos hidréfobos, o una de sus sales
farmacéuticamente aceptables.
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Preferentemente, m =0 a 8 y/o n = 0 a 34, a condicion de que m + n sea 0 o al menos 1.
En una realizacion con

m + n = 0, el péptido tiene una longitud de/contiene 7 aminoacidos (a saber P);

m + n = 1, el péptido tiene una longitud de/contiene 8 aminoacidos;

m + n = 2, el péptido tiene una longitud de/contiene 9 aminoacidos; m + n = 3, el péptido tiene una longitud de/contiene
10 aminoéacidos;

m + n = 4, el péptido tiene una longitud de/contiene 11 aminoacidos;

m + n = 5, el péptido tiene una longitud de/contiene 12 aminoacidos;

m + n = 6, el péptido tiene una longitud de/contiene 13 aminoacidos;

m + n =7, el péptido tiene una longitud de/contiene 14 aminoacidos;

m + n = 8, el péptido tiene una longitud de/contiene 15 aminoacidos;

m + n = 15, el péptido tiene una longitud de/contiene 22 aminoacidos;

m + n = 40, el péptido tiene una longitud de/contiene 47 aminoacidos;

m + n = 42, el péptido tiene una longitud de/contiene 49 aminoacidos.

- Ciclacién

Los péptidos ciclicos de la presente invencion pueden estar ciclados de diferentes maneras, preferentemente

(a) a través de la oxidacion de tiol (formacién de puentes disulfuro) de dos cisteinas (C) comprendidas en el
péptido,

tal como a través de un C en o cerca del extremo N-terminal y un C en o cerca del extremo C-terminal (de la
secuencia de péptidos antes de la ciclacion);

(b) condensacion de amida de dos cadenas laterales de aminoacidos (lactama),
tal como a través de una cadena lateral de lisina (K) y una cadena lateral de acido aspartico (D),
tal como

a través de una cadena lateral K en o cerca del extremo N-terminal y una cadena lateral D en o cerca del extremo
C-terminal (de la secuencia peptidica antes de la ciclacion);

(c) a través de la ciclacion cabeza-cola, tal como

a través de una lisina (K) en el extremo N-terminal y el extremo C-terminal (de la secuencia de péptidos antes de
la ciclacion),

a través del extremo N-terminal, es decir, el grupo amino del aminoacido N-terminal y el extremo C-terminal, es
decir, el grupo carboxilo del aminoacido de extremo C-terminal (de la secuencia de péptidos antes de la ciclacion),

(d) a través de la ciclacion de la estructura, y/o
(e) a través de la formacion de tioéter.

De acuerdo con la invencion, los péptidos ciclicos de la presente invencion no comprenden péptidos que estan ciclados
dentro de la secuencia de aminoacidos de P (es decir, dentro del farmacoforo de 7 aminoacidos, de la SEQ. ID NUM.:
1 (NPLGFX-aaP con Xaa = F o L)), es decir, a través de cadenas laterales de aminoacidos de P.

Sin embargo, la secuencia P puede estar ciclada a través de ciclacion cabeza-cola.

Por ejemplo, en una realizacion, el péptido ciclico comprende P NPLGFXaaP con Xaa = F, es decir, NPLGFFP (SEQ.
ID NUM.: 2), y my n son cada uno 0. El péptido esta ciclado a través de ciclacion cabeza-cola a través del extremo N-
terminal, es decir, el grupo amino de la asparagina N-terminal (N) y el extremo C-terminal, es decir, grupo carboxilo de
la prolina del aminoacido de extremo C-terminal (P).

En una realizacion el péptido ciclico comprende P NPLGFXaaP con Xaa = F, es decir, NPLGFFP (SEQ. ID NUM.: 2),
y X=Cys e Y =Cys, my n son cada uno 1. El péptido puede estar ciclado a través de oxidacion de tiol (formacién de
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puente disulfuro) de las dos cisteinas (C).

En una realizacion el péptido ciclico comprende P NPLGFXaaP con Xaa = F, es decir, NPLGFFP (SEQ. ID NUM.: 2),
y X=CyseY =Asp-Cys, m =1y n = 2. El péptido puede estar ciclado a través de oxidacion de tiol (formacion de
puente disulfuro) de las dos cisteinas (C).

En una realizacion el péptido ciclico comprende P NPLGFXaaP con Xaa = F, es decir, NPLGFFP (SEQ. ID NUM.: 2),
y X=Cys e Y = His-Asp-Cys, m = 1 y n = 3. El péptido puede estar ciclado a través de oxidacion de tiol (formacién de
puente disulfuro) de las dos cisteinas (C).

En una realizacion el péptido ciclico comprende P NPLGFXaaP con Xaa = F, es decir, NPLGFFP (SEQ. ID NUM.: 2),
y X =Cys-Proe Y = Asp-Cys, m =2y n = 2. El péptido puede estar ciclado a través de oxidacion de tiol (formacién de
puente disulfuro) de las dos cisteinas (C).

En una realizacion el péptido ciclico comprende P NPLGFXaaP con Xaa = F, es decir, NPLGFFP (SEQ. ID NUM.: 2),
y X =Cys-Pro e Y = His-Asp-Cys, m = 2 y n = 3. El péptido puede estar ciclado a través de oxidacion de tiol (formacion
de puente disulfuro) de las dos cisteinas (C).

En una realizacion el péptido ciclico comprende la secuencia de Myrcludex B con P NPLGFXaaP con Xaa = F, es
decir, NPLGFFP (SEQ. ID NUM.: 2), ym = 7 y n = 33. El péptido puede estar ciclado a través de ciclacién cabeza-cola
a través del extremo N-terminal, es decir, el grupo amino de la glicina N-terminal (G) y el extremo C-terminal, es decir,
grupo carboxilo de la glicina del aminoacido de extremo C-terminal (G).

En una realizacion el péptido ciclico comprende la secuencia de Myrcludex B con P NPLGFXaaP con Xaa = F, es
decir, NPLGFFP (SEQ. ID NUM.: 2), y dos cisteinas adicionales, de modo que m = 8 y n = 34. El péptido puede estar
ciclado a través de oxidacion de tiol (formacion de puente disulfuro) of las dos cisteinas (C).

En otras realizaciones, los péptidos ciclicos comprenden P NPLGFXaaP con Xaa = L, es decir, NPLGFLP (SEQ. ID
NUM.: 3), respectivamente, asi como opcionalmente otros aminoacidos adicionales, como se describié anteriormente.

- Modificacion hidréfoba

De acuerdo con la invencion, el péptido ciclico de la presente invencion esta modificado hidrofobamente, es decir, que
porta al menos una modificacién hidréfoba unida covalentemente.

La posicién de la modificacion hidréfoba puede variar dentro de la secuencia peptidica. Preferentemente, la
modificacion hidrofoba esta en la cadena lateral de aminoacidos de X y/o Y.

En una realizacion, la modificacion hidréfoba esta en la cadena lateral de aminoacidos de P.

De acuerdo con la invencion, la modificacion hidréfoba es una acilacion o adicion de restos hidrofobos,
preferentemente una acilaciéon con acidos grasos C8 a C22,

tal como miristoilo (C14), palmitoilo (C16) o estearoilo (C18),
mas preferentemente miristoilo (C14),

o el resto o restos hidroéfobos son seleccionados de colesterol, fosfolipidos, glicolipidos, ésteres de glicerol, esteroides,
ceramidas.

Los péptidos ciclicos de la invenciéon pueden portar mas de una modificacién hidréfoba, tal como dos, tres, cuatro o
mas, que pueden ser iguales o diferentes.

Por ejemplo, un péptido ciclico de la invencion porta un grupo miristoilo (C14) y un grupo estearoilo (C18).
Preferentemente, los péptidos ciclicos de la invencion portan una o dos modificaciones hidréfobas.

La formula general formula la también se puede mostrar como

X) -P-(Y
|—( )~ P ( ),,—l

El péptido ciclico con general formula la puede ser obtenido a través de la ciclacion cabeza-cola, tal como
- a través de oxidacion de tiol (formacion de puente disulfuro) de dos cisteinas (C) comprendidas en el péptido,
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a saber una cisteina en el extremo N-terminal y una cisteina en o cerca del extremo C-terminal (de la secuencia
peptidica antes de la ciclacion)

- a través de una lisina (K) en el extremo N-terminal o el extremo N-terminal mismo y el extremo C-terminal (de la
secuencia peptidica antes de la ciclacion).

Por ejemplo, un péptido ciclico con formula general la puede ser:
H-cyclo[(X)m-P-(Y)n]

tal como

H
!
—_ -P- X) -P-(Y

tooom o
X) -P-(Y -P-
|—( ) -P-( )“_l |—(X)m P (v)“_l

en el que H es la modificacion hidréfoba, preferentemente miristoilo (C14).
Por ejemplo

myr-cyclo[(X)m-P-(Y)n]
- Localizacion en NTCP

Los péptidos ciclicos de la presente invencion son preferentemente adecuados para localizacién en NTCP (nombre
del gen SLC10A1), el polipéptido cotransportador de taurocolato de sodio.

El polipéptido cotransportador de taurocolato de sodio humano NTCP/SLC10A1 es un receptor especifico de HBV
preS1 que desempefa un papel clave en la infeccion por el virus de la hepatitis B (HBV) y/o el virus de la hepatitis D
(HDV), segun lo identificado recientemente por los inventores (véanse, por ejemplo, los documentos WO 2014/072526,
WO 2014/072524 y WO 2015/014830). La expresion de este receptor o de ciertas contrapartes no humanas permite
transformar células que eran previamente incapaces de unirse especificamente al HBV y/o HDV y/o no susceptibles a
la infeccion por HBV y/o HDV en células de unién competente a HBV y/o HDV y/o susceptible a la infecciéon por HBV
y/o HDV. Las células que se volvieron susceptibles a la infeccion por HBV y/o HDV después de la diferenciacion
(células HepaRG) muestran una susceptibilidad significativamente mayor tras la expresién de NTCP.

NTCP es una proteina transmembrana integral, no expresada en HepG2, HuH7, inducida en células HepaRG después
del tratamiento con DMSO (Kotani et al., 2012) y modulada por disminucion en hepatocitos primarios durante la
desdiferenciacion (Doring et al., 2012).

Como se usa en la presente memoria, "localizacion en NTCP" o " NTCP localizacién" se refiere a la union especifica
de los péptidos ciclicos de la presente invenciéon al receptor NTCP en células hepaticas/hepatocitos respectivos,
preferentemente dentro de un huésped (individuo o paciente) pero también en algunos animales que expresan un
NTCP de unién competente aunque no soportan infeccion (por ejemplo, ratén, rata, perro).

En una realizacion, el transporte de acidos biliares mediado por NTCP es disminuido o bloqueado por los péptidos
ciclicos de la presente invencion (en caso de que NTCP esté saturado con péptidos ciclicos).

Sin embargo, la funcion del receptor HBV/HDV de NTCP, ya bloqueado, a pesar de que NTCP no esta saturado con
los péptidos ciclicos, es indicar diferentes dosis farmacolédgicas necesarias para la inhibiciéon del virus o la inhibicion
del transporte del sustrato

- Dominios accesorios
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La presente divulgacion también describe un péptido ciclico de la presente invencion que ademas comprende dominios
(accesorios).

Tales dominios accesorios aumentan la funcionalidad de los péptidos ciclicos de la invencion. Por ejemplo, dichos
dominios accesorios proporcionan epitopos que provocan respuestas de anticuerpos con potencial neutralizante
adicional para HBV y HDV.

Por ejemplo, la introduccién del motivo bien caracterizado de la secuencia de aminoacidos 19-LDPAFG-24.
Tales dominios accesorios pueden ser parte del péptido ciclico o pueden ser aciclicos.

Por ejemplo, el péptido ciclico contiene residuos de aminoacidos 8 a 16 de la secuencia preS y ademas, por ejemplo,
residuos de aminoacidos 20 a 26 o 20 a 48 de la secuencia preS como dominio accesorio.

El dominio accesorio puede estar unido /ligado a una cadena lateral de aminoacidos de X y/o Y, tal como una cadena
lateral de lisina.

Preferentemente, el péptido ciclico de la presente invencidon comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo de

(en el que P, SEQ. ID NUM.: 1 esta subrayado y el dominio accesorio esta en cursiva)
- residuos de aminoacidos 9 a 15 (SEQ. ID NUM.: 2)
HBVpreS9-15 NPLGFFP

y, por ejemplo, aminoacidos adicionales, tal como, comprendiendo una cisteina de extremo N-terminal y extremo C-
terminal (en la secuencia peptidica antes de la ciclacion)

X=Cys,Y=Cys,m=1yn=1
Cys-preS9-15-Cys C-NPLGFFP-C (SEQ. ID NUM.: 4)
tal como un D-Tyr de extremo C-terminal
Cys-HBVpreS9-15-Cys-D-Tyr C-NPLGFFP-C-y (SEQ. ID NUM.: 5)
- residuos de aminoacidos 9 a 16
HBVpreS9-16 NPLGFFPD (SEQ. ID NUM.: 6)
y, por ejemplo, aminoacidos adicionales,

tal como comprendiendo una cisteina de extremo N-terminal y una de extremo C-terminal (en la secuencia peptidica
antes de la ciclacion)

X=Cys,Y=Asp-Cys,m=1yn=2
Cys-HBVpreS9-16-Cys C-NPLGFFPD-C (SEQ. ID NUM.: 7)

tal como D-Tyr de extremo C-terminal
Cys-HBVpreS9-16-Cys-D-Tyr C-NPLGFFPD-C-y (SEQ. ID NUM.: 8)
- residuos de aminoacidos 8 a 16
HBVpreS8-16 PNPLGFFPD (SEQ. ID NUM.: 9)
y por ejemplo aminoacidos adicionales,

tal como comprendiendo una cisteina de extremo N-terminal y una de extremo C-terminal (en la secuencia peptidica
antes de la ciclacion)

X =Cys-Pro, Y =Asp-Cys,m=2yn=2
Cys-HBVpreS8-16-Cys C-PNPLGFFPD-C (SEQ. ID NUM.: 10)

tal como D-Tyr de extremo C-terminal
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Cys-HBVpreS8-16-Cys-D-Tyr C-PNPLGFFPD-C-y (SEQ. ID NUM.: 11)
- residuos de aminoacidos 9 a 17

HBVpreS9-17 NPLGFFPDH (SEQ. ID NUM.: 12)
y por ejemplo aminoacidos adicionales,

tal como comprendiendo una cisteina de extremo N-terminal y una de extremo C-terminal (en la
secuencia peptidica antes de la ciclacion)

X =Cys, Y = Asp-His-Cys,m=1yn =3

Cys-HBVpreS9-17-Cys C-NPLGFFPDH-C (SEQ. ID NUM.: 13)
tal como D-Tyr de extremo C-terminal

Cys-HBVpreS9-17-Cys-D-Tyr C-NPLGFFPDH-C-y (SEQ. ID NUM.: 14)
- residuos de aminoacidos 8 a 17

HBVpreS8-17 PNPLGFFPDH (SEQ. ID NUM.: 15)
y, por ejemplo, aminoacidos adicionales,

tal como comprendiendo una cisteina de extremo N-terminal y una de extremo C-terminal (en la secuencia peptidica
antes de la ciclacion)

X = Cys-Pro, Y = Asp-His-Cys, m=2yn =3
Cys-HBVpreS8-17-Cys C-PNPLGFFPDH-C (SEQ. ID NUM.: 16)
tal como D-Tyr de extremo C-terminal
Cys-HBVpreS8-17-Cys-D-Tyr C-PNPLGFFPDH-C-y (SEQ. ID NUM.: 17)
- residuos de aminoacidos 2 a 21
HBVpreS2-21 GTNLSVPNPLGFFPDHQLDP (SEQ. ID NUM.: 18)
y, por ejemplo, aminoacidos adicionales,

tal como comprendiendo una cisteina de extremo N-terminal y una de extremo C-terminal (en la secuencia
peptidica antes de la ciclacion)

X =CGTNLSVP, Y =DHQLDPC, m=8yn =7
Cys-HBVpreS2-21-Cys C-GTNLSVPNPLGFFPDHQLDP-C (SEQ. ID NUM.: 19)
tal como D-Tyr de extremo C-terminal
Cys-HBVpreS2-21-Cys-D-Tyr C-GTNLSVPNPLGFFPDHQLDP-C-y (SEQ. ID NUM.: 20)
- residuos de aminoacidos 2 a 48 del genotipo C
HBVpreS2-48 GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANQVG (SEQ. ID NUM.: 21)
y, por ejemplo, aminoacidos adicionales,

tal como comprendiendo una cisteina de extremo N-terminal y una de extremo C-terminal (en la secuencia peptidica
antes de la ciclacion)

X=CGTNLSVP, Y = DHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANQVGC,

m=8yn=34

Cys-C-GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANQVG-C (SEQ. ID NUM.: 22)
HBVpreS2-48-

Cys
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tal como D-Tyr de extremo C-terminal

Cys-HBVpreS2-48-Cys-D-Tyr C-GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANQVG-C-y
(SEQ. ID NUM.: 23)

- Residuos de aminoacidos de Myrcludex B
GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG (SEQ. ID NUM.: 24)

y, por ejemplo, aminoacidos adicionales, tal como comprendiendo una cisteina de extremo N-terminal y una de
extremo C-terminal (en la secuencia peptidica antes de la ciclacion)

X=CGTNLSVP, Y = DHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVGC,

m=8yn=34

Cys-Myrcludex C-GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG-C (SEQ. ID NUM.: 25)
B-Cys

tal como D-Tyr de extremo C-terminal

Cys- Myrcludex B-Cys-D-Tyr C-GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG-C-y
(SEQ. ID NUM.: 26)

Los ejemplos de los péptidos ciclicos preferentes de la presente invencién son:

cyclo[NPLGFFP] (SEQ. ID NUM.: 2)
cyclo]NPLGFFPD] (SEQ. ID NUM.: 6)
cyclo[PNPLGFFPD] (SEQ. ID NUM.: 9)
cyclo[NPLGFFPDH] (SEQ. ID NUM.: 12)
cyclo[PNPLGFFPDH] (SEQ. ID NUM.: 15)
cyclo[GTNLSVPNPLGFFPDHQLDP] (SEQ. ID NUM.: 18)
cyclo[GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANQVG]  (SEQ. ID NUM.: 21)
cyclo[GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG]  (SEQ. ID NUM.: 24)

o

(E—NPLGFFP—F (II-NPLGFFPD-F (Ij-PNPLGFFPD-(Ij

2 2 2

(Ij-NPLGFFPDH-IC (F—PNPLGFFPDH—F

2

(II-GTNLSVPNPLGFFPDHQLDP-F

2

(Ij—GTNL SVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANQVG—(Ij—y

(IZ—GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAF GANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG—(IZ

Preferentemente lo anterior comprende un D-aminoacido de extremo C-terminal, tal como D-tirosina, por ejemplo

(Ij—NPLGFFP—F—y (Ij—NPLGFFPD—IC—y IC—PNPLGFFPD—IC—y

2 2

10
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IC—NPLGFFPDH—IC—y (IS—PNPLGFFPDH—F—y

(I?-GTNLSVPNPLGFFPDHQLDP-IC-y
5 >

(Ij—GTNL SVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANQVG—(Ij—y

(IZ—GTNL SVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG—(IZ—y

10 Los ejemplos de péptidos ciclicos preferentes de la presente invencion, con una modificacion hidréfoba de extremo
N-terminal (por ejemplo miristoilacién) son:

Myr-cyclo[HBVpreS9-15] (SEQ. ID NUM.: 2)
myr-cyclo[NPLGFFP]

Myr-cyclo[HBVpreS9-16] (SEQ. ID NUM.: 6)
myr-cyclo[NPLGFFPD]

Myr-cyclo[HBVpreS8-16] (SEQ. ID NUM.: 9)
myr-cyclo[PNPLGFFPD]

Myr-cyclo[HBVpreS9-17] (SEQ. ID NUM.: 12)
myr-cyclo[NPLGFFPDH]

Myr-cyclo[HBVpreS8-17] (SEQ. ID NUM.: 15)
myr-cyclo[PNPLGFFPDH]

Myr-cyclo-[HBVpreS2-21] (SEQ. ID NUM.: 18)
myr-cyclo[GTNLSVPNPLGFFPDHQLDP]

Myr-cyclo-[HBVpreS2-48] (SEQ. ID NUM.: 21)

myr-
cyclo[GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANQVG]

Myr-cyclo-[HBVpreS2-48] = Myrcludex B ciclico (SEQ. ID NUM.: 24)

myr-
cyclo[GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG]

11
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En otras realizaciones, los péptidos ciclicos comprenden P NPLGFXaaP con Xaa = L, es decir, NPLGFLP (SEQ. ID

NUM.: 3).

Los ejemplos respectivos de péptidos ciclicos preferentes de la presente invencion son:

cyclo[NPLGFLP] (SEQ.
cyclo[NPLGFLPD] (SEQ.
cyclo[PNPLGFLPD] (SEQ.
cyclo[NPLGFLPDH] (SEQ.
cyclo[PNPLGFLPDH] (SEQ.
cyclo[GTNLSVPNPLGFLPDHQLDP] (SEQ.

cyclo[GTNLSVPNPLGFLPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANQVG] (SEQ.
cyclo[GTNLSVPNPLGFLPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG]  (SEQ.

ID NUM.:
ID NUM.:
ID NUM.:
ID NUM.:
ID NUM.:
ID NUM.:
ID NUM.:
ID NUM.:

w W
N =~

En una realizacién, un péptido ciclico de la presente invencién comprende un resto o restos adicionales.

Tal resto o restos adicionales pueden ser
- farmacos o sus respectivos profarmacos;
- etiquetas,
- marcadores,
tal como colorantes fluorescentes, radioisétopos y agentes de contraste;
- virus recombinantes;
- portador o depdsito para farmacos, profarmacos o marcadores,
- epitopos inmunogénicos;
- hormonas;
- inhibidores;

- toxinas.

Tal resto o restos adicionales estan unidos preferentemente de forma covalente, tal como a través de un conector,

espaciador y/o grupo de anclaje,
por ejemplo, un conector escindible.

Los radioisotopos preferentes son 311, 125], 9¥mTc, '8F, 68Ga 11| 90y 177

En una realizacion, el residuo de aminoécido lisina puede estar unido/acoplado a DOTA [%8%?] (es decir, K (DOTA

[GSGa] )

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

12
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En una realizacion, el residuo de aminoacido lisina puede estar unido/acoplado al colorante fluorescente Atto 488 (es
decir, K (Attoasgs).

Los agentes de contraste preferentes son complejos de gadolinio (Gd), complejos y particulas de hierro
supramagnético (Fe), compuestos que contienen atomos de alto nimero atémico, es decir, yodo para tomografia
computarizada (CT), microburbujas y portadores tales como liposomas que contienen estos agentes de contraste.

En una realizacion, el péptido ciclico comprende un inhibidor, tal como un inhibidor de la capside, preferentemente
unido covalentemente.

Ha sido demostrado que dichos inhibidores interfieren en la infeccion por el HBV a través de la desestabilizacion del
genoma del HBV que contiene nucleocapsides y, por lo tanto, interfieren en una etapa posterior a la entrada, por
ejemplo, alteran el trafico intracelular de nucleocapsides y la maduracion de nucleocapsides (Wang et al., 2015; Cho
et al., 2013; Stray et al., 2006)

El péptido ciclico y el inhibidor de la capside pueden actuar como un inhibidor de combinacion que
(i) se dirige a, e inhibe, NTCP, asi como

(ii) interfiere en la replicacion del virus a través de la localizacion al higado mediante la interaccion con NTCP y
posteriormente afecta a la nucleocapside con su segundo dominio activo.

La envoltura del HBV encierra tres proteinas denominadas L (grande), M (media) y S (pequefia). Comparten el dominio
S de extremo C-terminal con cuatro regiones transmembrana. Las proteinas M y L portan extensiones de extremo N-
terminal adicionales de 55 aminoacidos y 107 o 118 aminoacidos (preS2 y preS1), dependientes del genotipo.

Por lo tanto, la expresiéon péptido "derivado de preS" del HBV de acuerdo con la presente invencion se refiere a un
péptido con una secuencia de aminoacidos que corresponde a las extensiones de extremo N-terminal de la proteina
L del HBV, preS1, preferentemente a una secuencia de consenso de las especies y genotipos A a H, asi como de los
virus de la hepatitis B del mono lanudo (WMHBYV), chimpancé y gorila, pero también se refiere a variantes de los
mismos, como las variantes truncadas de extremo N-terminal y/o extremo C-terminal y las variantes de sustitucion de
aminoacidos.

Una secuencia de péptidos o aminoacidos (a) se refiere preferentemente a un péptido con una secuencia de
aminoacidos que corresponde o se basa en las extensiones de extremo N-terminal de la proteina L del HBV, preS1,
preferentemente de los genotipos A a H como asi como del virus de la hepatitis B de mono lanudo (WMHBYV),
orangutan, chimpancé y gorila y el virus de la hepatitis B de murciélago recientemente descrito, pero también se refiere
a sus variantes, preferentemente variantes truncadas en el extremo C-terminal, variantes de sustitucion de
aminoacidos.

Como una secuencia indispensable o esencial, los residuos de aminoacidos que son importantes para la union de los
péptidos ciclicos de la presente invencién, como se expone en P = SEQ ID NUM.: 1 (NPLGFXaaP) estan presentes
en la secuencia de péptidos/aminoacidos de los péptidos ciclicos de la invencion.

En particular, los péptidos se basan en las siguientes secuencias (aminoacidos en coédigo de letra Unica; dominio
esencial o farmacéforo subrayado).

Dominio esencial/farmacéforo (SEQ ID NUM.: 1):

NPLGFXP (en el que X o Xaa es un aminoacido arbitrario, preferentemente F o L, mas preferentemente F)

13
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preS HBV-A (ID; M357663; SEQ ID NUM.: 34)

MGGWESKPEEGMETN LS VENPLGEFFPDHOLDPAFGANSHNNPDWDFNEP LIEDHWPQANOVEVGAFGPGETFEPHGEWL
GWSFOAOGI LATVPAMPPFRASTNROSGROFTFISFPLRDSHEPQA

preS HBV-B (ID: D00329, SEQ ID NUM : 35)

MGGWS SKPREGHMGTHLSVPNPLGFFPDHOLDPAFKANSENPDWDLNPHEDNWPDAHEVGVGAFGPGFTPPHGGLL
GWSPOAQGILTSVPAAPPPASTNROSGROPTPLSPPLRDTHEOA

preS HBV-C (ID: AB048704, SEQ ID NUM. : 36)
MGEEWSSKPREGMETHLEYPHEP LEF FPDHOLDFAFEANSEN PDRDLN FHEDNW P DAHEVGVGAFGPGFTFPHEGELL
GWEPOAQGILTSVRPAAPPPASTNROSGROFTFLSFPLRDTHEQA

preS HBV. Chimpancé (ID: AB032432, SEQ ID NUM.: 37)
MGONLSTSHNPLGFFPEHQLD PAFRANTNNP DWDFNPREEDYWPEANEKVGAGAFGPGFTPPHGGLLGWSPOQAQGILT
TLPANPPPASTNROSGROPTPLSPPLRDTHPFQA

preS HBV-D (1D: AB048702, SEQ ID NUM.- 38)

MGOMLETSHNFLGFFFDHOLDPAFRANTHN FDWDFNPNEDTHE DANEVGAGAFGLGFTFPRGGLLGW S FOAQGEFQT
LEANPPPASTHROSGROFTPLEFFLRTTHROA

preS HBV-E (ID: X635657, SEQ ID NUM - 39)
MGLEWTVFPLEWGENISTTHNFLGFFFDHOLDPAFRANTRNPDWDHN PNEDHW TEANEVGVGAFGFGEFTPFHGGELLG
WEFOAQGMLETLFADPFRPASTHNROSGROPTFITFFLRDTHRCOA

preS HBV-F (ID: X69798@8, SEQ ID NUM.: 40)
MGAPLSTTREGMGONLEVEPNPLEFFPDHOLDPLEFRANSSSPDHD PN THEDEWPMANEYGVEEYGPGEFTFEPHEGLL
GWSPOARDGVLTTLRADFFPASTHRRSGREFTEVSFELEDTHEQA

preS HBV-G (ID: AF160501, SEQ ID NUM - 41)
MGLSWTVFPFLEWGENLSASHPLGFLPDHOLDEPAFEANTHNNPDWDEN PEEDEWFEANKYGVGEAY GPGEFTPFHGELLG
WePOSOGTLTTLRADFPFRASTHROSGROPTFISFFLEDSHEPOA

HBV Gibbon (ID: AJ131572, SEQ ID NUM.: 42)

MGONHSVTNELGFFPDHOLDPLERANSHN P DWDFNEFNEDTWEPEATEVGVGAFGPGFTFPHGGLLGHS POAQGILT
TLPARFPPASTNROSGREATFISPPFLEDTHEDA

14
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HBV-H (ID: Q8IMY6, SEQ ID NUM.: 43)
MGAPLSTARRGMGONLSVENPLGEFFEDHOLDPLERAN S SSFDWDEN THE DHNWEMANEVGVGGFGPGEFTFPHGGLL
GHEPOAOGILTTSPFDEPPASTHNRESGREPTEVSPFLEDTHROR

HBY Orangutén (1D: AF 193864, SEQ ID NUM.- 44)
MGEONLSVSNPLGFFPEHO LD PLEFRANTHN PDWDFN PNEDTH PEATEVGVGAFGPGFTFPHGGLLGHS POAQGVTT

ILPAVPFPPASTHNRQSGROFTFPISFFLRDTHEQA

HBY Mana_lanuda (1ID: NC 001896, SEQ ID NUM.- 45)
MGLNOSTFPLGFFPSHOLDPLEFKANAGSADWDK PKDEWPOAHDTAVGAFGPGLY PPHGGLLGHWSSOAOGLEVTVE
DTPPPPSTNRDKGRKPTPATPPLRDTHPOR

También existe una secuencia de consenso preS HBV (para las posiciones de aminoacidos (-11) a 48)

(SEQ ID NUM.: 46)
(=11)-M GGWSS TPFREG MGTNL SVFNF LGFFF DHQLD PAFRA NSMNMNF DWDFM FHNEDH WFEAN
EVG-48

Ademas, las secuencias peptidicas o de aminoacidos son preferentemente secuencias de L-aminoacidos, pero
también pueden comprender D-aminoacidos o son secuencias de D-aminoacidos.

Ademas, las secuencias peptidicas o de aminoacidos también pueden comprender aminoacidos no naturales, que se
usar preferentemente para la ciclacion.

- Sintesis de los péptidos ciclicos

Los péptidos de esta invencién pueden ser preparados mediante una variedad de procedimientos facilmente conocidos
por los expertos en la técnica, en general mediante procedimientos quimicos sintéticos.

Los procedimientos quimicos sintéticos incluyen mas particularmente la sintesis secuencial en fase soélida y en bloque
(Erickson and Merrifield, 1976). El procedimiento secuencial en fase solida se puede realizar usando procedimientos
automatizados establecidos, tal como mediante el uso de un sintetizador de péptidos automatizado. En este
procedimiento, un aminoacido protegido con a-amino se une a un soporte de resina. El soporte de resina empleado
puede ser cualquier resina adecuada empleada convencionalmente en la técnica para la preparaciéon en fase sélida
de (poli) péptidos, preferentemente poliestireno que se ha copolimerizado con polioxietileno para proporcionar sitios
para la formacion de éster con el aminoacido protegido con o-amino introducido inicialmente. Este procedimiento
optimizado, aplicado por los inventores, se ha descrito explicitamente (véase, por ejemplo, Gausepohl et al., 1989).
Los aminoacidos son introducidos uno por uno (por etapas). Cada ciclo de sintesis correspondiente a la introduccion
de un aminoacido incluye una etapa de desproteccion, etapas de lavado sucesivos, una etapa de acoplamiento con
activacion del aminoacido y etapas de lavado posteriores. Cada uno de estas etapas es seguido por una filtracion. Los
agentes reactivos para el acoplamiento son los agentes reactivos clasicos para la sintesis de (poli)péptidos tales como
diciclohexilcarbodiimida, hidroxibenzotriazol, hexafluorofosfato de benzotriazil-1-il-oxitris(dimetilamino)fosfonio y
difenilfosforilazida. Después de la sintesis del polipéptido en la resina, el polipéptido se separa de la resina mediante
un tratamiento con un acido fuerte tal como acido trifluoroacético en presencia de anisol, etanoditiol o 2-metilindol. EI
compuesto se purifica después por las técnicas clasicas de purificacién, en particular a través de HPLC.

Los péptidos de la presente invencion también pueden ser obtenidos mediante el acoplamiento de fragmentos de
(poli)péptidos que estan protegidos selectivamente, este acoplamiento se efectua, por ejemplo, en una solucion.

Para la sintesis de Myrcludex B, véase también Schieck et al., 2010.
Estrategias de ciclacion de péptidos

En general, la ciclacion de péptidos covalentes puede ser lograda mediante la formacion de cualquier enlace quimico.
Las principales estrategias seguidas son la ciclacion por la formacion de enlaces disulfuro o enlaces amida. Los
aspectos generales de la ciclacion del péptido han sido exhaustivamente revisados por White and Yudin (2011).

Para la ciclacion de péptidos, primero se sintetiza el péptido lineal (en la mayoria de los casos mediante sintesis de
péptidos en fase solida (SPPS)).
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Como se describe en la formacion de enlaces amida de White and Yudin (2011): la ciclacion cabeza-cola requiere la
disponibilidad de un resto de acido carboxilico con un grupo protector convergente apropiado, es decir, un carbamato
unido a un éster alilico (un grupo Alloc). La ciclacion se logra en el soporte sélido o en solucidon usando agentes de
activacion tales como HBTU. En el caso de péptidos unidos por enlaces disulfuro, la ciclacién requiere la disponibilidad
de dos grupos tiol con grupos protectores convergentes apropiados tales como grupos protectores de ftritilo. La
ciclacion es lograda por oxidacion usando agentes tal como peroxido de hidrogeno o condiciones mas suaves
disponibles por oxidacion al aire.

Composiciones farmacéuticas
Como se describié anteriormente, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica.
Las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencién comprenden

(i) al menos un péptido ciclico de la presente invencion,

(i) opcionalmente, un portador y/o excipiente farmacéuticamente aceptable.

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

Como se describe anteriormente, la presente invenciéon proporciona una composicion de vacuna que comprende al
menos un péptido ciclico de la presente invencion y opcionalmente un portador y/o excipiente farmacéuticamente
aceptable que contiene/comprende el epitopo inmunogénico.

Las composiciones de vacuna de acuerdo con la presente invencidon son muy adecuadas para los usos y
procedimientos descritos en la presente memoria.

Un "portador 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 invencion. Incluye una solucion
salina como solucion salina tamponada con fosfato. En general, es seleccionado un diluyente o portador sobre la base
del modo y la via de administracion, y la practica farmacéutica estandar.

En una realizacion preferente, las composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente invencién son formuladas
para administracion oral y, por lo tanto, comprenden portadores y/o excipientes farmacéuticamente aceptables
adecuados para administracion oral.

Los ejemplos de vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables son también liposomas.
Aplicaciones médicas

Como se describié anteriormente, la presente invencién proporciona el péptido ciclico de la presente invencién o la
composicion farmacéutica de la presente invencion para uso en medicina.

En consecuencia, el péptido ciclico de la presente invencion de la composicion farmacéutica de acuerdo con la
invencion es adecuado y, en consecuencia, proporciona el diagndstico, prevencion y/o tratamiento de enfermedades.

Como se discutié anteriormente, la presente invencién proporciona el péptido ciclico de la presente invencion o la
composicion farmacéutica de la presente invencion para uso en el tratamiento para la inhibicién de la infeccion por
HBV y/o HDV.

Como se analiz6é anteriormente, la presente invencion proporciona el péptido ciclico de la presente invencién o la
composicion farmacéutica de la presente invencion para uso en la prevencion de una infeccion primaria por HBV y/o
HDV.

Como se analizdé anteriormente, la presente invencion proporciona el péptido ciclico de la presente invencién o la
composicion farmacéutica de la presente invencion para uso como inhibidores de la entrada in vitro de HBV y/o HDV.

Preferentemente, se inhibe o evita la infeccién por HBV de cualquier genotipo de HBV.

Preferentemente, la inhibicidn de la entrada es a través del localizacion del polipéptido cotransportador de taurocolato
de sodio (NTCP/SLC10A1), "localizacion en NTCP".

Como se analizé anteriormente, en una realizacion, el péptido ciclico y el inhibidor de la capside puede actuar como
un inhibidor combinado que

(i) sedirige a, e inhibe, NTCP, asi como

(i) interfiere en la replicacion del virus a través del localizacion en el higado mediante la interaccién con NTCP
y posteriormente afectar la nucleocapside con su segundo dominio activo.
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Como se analiz6é anteriormente, la presente invencion proporciona el péptido ciclico de la presente invencién o la
composicion farmacéutica de la presente invencion para uso en el diagndstico, prevencion y/o tratamiento de una
enfermedad o afeccién hepatica.

En una realizacién, la enfermedad o afeccidon hepatica es seleccionado de hepatitis, cirrosis, hemocromatosis,
preferentemente hepatitis causado por hepatitis A, B, C, D, E, F, G y H virus o hepatitis concomitante causada por
virus.

En una realizacion, la enfermedad o trastorno hepatico es una enfermedad que involucra una etapa del higado de un
virus o un patégeno no viral, tal como una enfermedad tropical, malaria, esquistosomiasis, leishmaniasis, Morbus
Wilson.

En una realizacion, la enfermedad o trastorno hepatico es un tumor hepatico, preferentemente carcinoma
hepatocelular (HCC).

En una realizacion, la enfermedad o trastorno hepatico es una complicacién postrasplante después del trasplante de
higado relacionado con la acumulacién de sal biliar dentro de las via biliar/una disfuncién hepatica relacionada con el
postrasplante.

En una realizacién, la enfermedad o afeccién hepatica se relaciona con el transporte mediado por polipéptido
cotransportador de taurocolato de sodio (NTCP) de compuestos en hepatocitos, o necesita una administracion de un
compuesto, tal como un farmaco o marcador, al sitio o lugar de la enfermedad o afeccion.

Preferentemente, dicha enfermedad o afeccion hepatica es una enfermedad metabdlica relacionada con el higado
seleccionada de colestasis intrahepatica,

envenenamiento del higado (por toxinas hepaticas)/hepatotoxicidad,
enfermedad hepatica colestatica inducida por farmacos,
hiperlipidemia

colestasis posthepatica,

sindrome metabdlico,

enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA),
enfermedades de almacenamiento de glucdgeno,

Preferentemente, los compuestos que son transportados a los hepatocitos a través de NTCP son preferentemente
acidos biliares, esteroides, hormonas tiroideas conjugadas y no conjugadas, toxinas hepaticas, compuestos que estan
unidos de manera covalente a taurocolato, bromosulfoftaleina, farmacos.

Los inventores han identificado y descrito el polipéptido cotransportador de taurocolato de sodio (NTCP) como diana
y para uso en la prevencion y/o tratamiento de ciertas enfermedades o afecciones hepaticas, tal como enfermedades
o afecciones hepaticas relacionadas con el transporte mediado por NTCP de compuestos (tal como acidos biliares,
etc.) en hepatocitos, preferentemente enfermedades metabdlicas relacionadas con el higado (por ejemplo, colestasis
intrahepatica, envenenamiento del higado (por toxinas hepaticas)/hepatotoxicidad, enfermedad hepatica colestatica
inducida por farmacos, hiperlipidemia, etc.) y enfermedades cardiovasculares. Véanse los documentos WO
2014/072524 y PCT/EP2014/066262, que se adjuntan en su totalidad en la presente memoria.

Una "enfermedad metabdlica relacionada con el higado" cuando se usa en la presente memoria se refiere a trastornos
metabdlicos que incluyen obesidad visceral, diabetes mellitus y dislipidemia que estan influenciados por el
metabolismo hepatico de lipidos y acidos biliares.

En general, la "colestasis" es una afeccion en la que los constituyentes biliares no pueden ser secretados por los
hepatocitos hacia el arbol biliar o donde la bilis no puede fluir desde el higado al duodeno, lo que produce la
acumulacion de acido biliar de hepatocitos en los hepatocitos.

La "colestasis" o "colestasis intrahepatica" cuando se usa en la presente memoria se refiere a los efectos toxicos
intrahepaticos de la acumulacion de hepatocitos en el acido biliar relacionados con una expresion y/o actividad
insuficientes de las bombas de sal biliar (como BSEP o MRP) en la membrana canalicular.

"Colestasis poshepatica" cuando se usa en la presente memoria se refiere a una enfermedad hepatica colestatica
debido a la obstruccion de los conductos biliares grandes.

"Envenenamiento del higado" o "hepatotoxicidad" o "enfermedad hepatica téxica" cuando se usa en la presente
memoria se refieren a efectos téxicos de farmacos independientes de la acumulaciéon de acidos biliares. Estos
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farmacos penetran en los hepatocitos a través del transporte mediado por NTCP y causan varios efectos toxicos
directos, mediante el dafio de las mitocondrias o mediante la activacion de enzimas en el sistema del citocromo P-450
que provocan estrés oxidativo.

“Enfermedad hepatica colestatica inducida por farmacos" cuando se usa en la presente memoria se refiere a la
inhibicion de la exportacion de acidos biliares de los hepatocitos debido a los efectos del farmaco en la bomba de
exportacion de sal biliar (BSEP).

La colestasis inducida por farmacos puede ser causada por varios farmacos que inhiben la BSEP, tal como rifampicina,
ciclosporina A, rifamicina SV, bosentan, troglitazona, estolato de eritromicina y glibenclamida (Fattinger et al., 2001;
Funk et al., 2001; Funk et al., 2001; Stieger et al., 2000; Dawson et al., 2012; Morgan et al., 2010; Ogimura et al.,
2011). BSEP es miembro de la familia (ABC) de casete de union a ADN de transportadores (BSEP también se identifica
como ABCB11) y esta involucrado en el proceso de exportacion de acidos biliares de los hepatocitos, de este modo
se reduce su toxicidad para estas células. Los farmacos mencionados anteriormente causan los efectos toxicos del
exceso de acumulacién de acido biliar porque se desactiva la excrecion de acido biliar a través de BSEP. La inhibicion
de la captacion de acidos biliares mediada por NTCP a través del compuesto a base de lipopéptidos (tal como MyrB)
y NTCP contrarresta la inhibicion de BSEP, y por lo tanto evita la hepatotoxicidad o es adecuada para el tratamiento
y/o diagnéstico.

La "hiperlipidemia" (o hiperlipoproteinemia o hiperlipidemia) implica niveles anormalmente elevados de cualquiera o
todos los lipidos y/o lipoproteinas en la sangre. Las hiperlipidemias estan divididas en subtipos primario y secundario.
La hiperlipidemia primaria generalmente se debe a causas genéticas (tal como una mutacién en una proteina
receptora), mientras que la hiperlipidemia secundaria surge debido a otras causas subyacentes tal como diabetes. Las
anormalidades de lipidos y lipoproteinas son comunes en la poblaciéon general y se consideran un factor de riesgo
modificable para la enfermedad cardiovascular debido a su influencia en la aterosclerosis.

La "hipercolesterolemia” (o hipercolesterolemia) es la presencia de altos niveles de colesterol en la sangre. Es una
forma de "hiperlipidemia".

"Hiperlipidemia" cuando se usa en la presente memoria preferentemente se refiere a hipercolesterolemia que incluye
colesterol LDL elevado, colesterol HDL reducido, triglicéridos elevados, arterias obstruidas que llevan a hipertension
arterial, enfermedad cardiovascular (CVD), ataques cardiacos y accidentes cerebrovasculares.

El “sindrome metabolico" se refiere a un trastorno de la utilizacién y almacenamiento de energia, diagnosticado por
una co-ocurrencia de tres de las siguientes cinco afecciones médicas: obesidad abdominal (central), presion arterial
elevada, glucosa plasmatica en ayunas elevada, niveles altos de triglicéridos séricos altos y bajos de colesterol de alta
densidad (HDL). El sindrome metabdlico aumenta el riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares,
particularmente insuficiencia cardiaca y diabetes. El sindrome metabdlico también se conoce como sindrome
metabdlico X, sindrome cardiometabdlico, sindrome X, sindrome de resistencia a la insulina, sindrome de Reaven, y
CHAOS.

La "enfermedad del higado graso no alcohdlico” (NAFLD) se refiere a una causa de un higado graso, que ocurre
cuando se deposita grasa (esteatosis) en el higado, no debido al consumo excesivo de alcohol. Esta relacionado con
la resistencia a la insulina y el sindrome metabdlico. La esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) es la forma mas extrema
de NAFLD, y se considera una de las principales causas de cirrosis hepatica de causa desconocida.

Preferentemente, el transporte mediado por NTCP esta disminuido o bloqueado por los péptidos ciclicos de la presente
invencion.

Como se analizé anteriormente, en una realizacion, el péptido ciclico y el inhibidor de la capside pueden actuar como
un inhibidor de combinacion que

(i) se dirige a, e inhibe, NTCP, asi como

(i) interfiere en la replicacion del virus mediante la localizacion al higado por la interaccion con NTCP y
posteriormente afecta a la nucleocapside con su segundo dominio activo.

Como se analizdé anteriormente, la presente invencion proporciona el péptido ciclico de la presente invencién o la
composicion farmacéutica of la presente invencion para uso en el diagndstico, prevencion y/o tratamiento de una
enfermedad cardiovascular (CVD).

Preferentemente, la enfermedad cardiovascular comprende el control o la modificacién del nivel de colesterol o la
absorcion de colesterol, en el que el nivel o la absorciéon de colesterol se controlan o modifican preferentemente
mediante la disminucién o bloqueo del transporte de sal biliar mediada por NCTP (por el péptido ciclico).

El nivel o la absorcién de colesterol se controlan o modifica mediante la disminucién o bloqueo del transporte de sal
biliar mediada por NCTP por el péptido ciclico de la presente invencion.
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Dichos usos comprenden el control o modificacion del nivel de colesterol o la absorcién de colesterol, en el que el nivel
o la absorcién de colesterol se controlan o modifican mediante la disminucién o bloqueo del transporte de sal biliar
mediada por NCTP por el péptido ciclico de la presente invencion.

Las enfermedades cardiovasculares (CVD) son la principal causa de morbilidad y muerte en el mundo occidental. Los
altos niveles de colesterol se han asociado con la CVD como uno de los factores de riesgo. De particular importancia
clinica es la deposicion anormal de colesterol y lipoproteinas ricas en colesterol en las arterias coronarias. Tal
deposicion, que finalmente lleva a la aterosclerosis, es el principal factor contribuyente en las enfermedades de las
arterias coronarias. En este caso, el manejo de la CVD es critico de acuerdo con las terapias hipolipemiantes. Existen
diferentes clases de farmacos disponibles para este propésito, tales como estatinas, inhibidores de la absorcién de
colesterol, resinas de acidos biliares, fibratos y acido nicotinico que actian mediante la reduccion de los niveles de
colesterol por distintas vias (Schmitz and Langmann, 2006). Estos farmacos tienen varios efectos secundarios y
dependen de los niveles relativos de las enzimas metabolizadoras y los transportadores que actian sobre los farmacos
cardiovasculares.

El control principal del metabolismo del colesterol es causado por el acido biliar como un regulador importante de la
homeostasis del colesterol. Los niveles de acido biliar y colesterol estan unidos por la regulacion del metabolismo y
absorcion del colesterol. La sintesis de los acidos biliares es la via principal del catabolismo del colesterol en los
mamiferos, porque los productos finales de la utilizacién del colesterol son los acidos biliares. La via principal para la
sintesis de los acidos biliares se inicia a través de la hidroxilacién del colesterol en la posicién 7 a través de la accion
del colesterol 7a-hidroxilasa (CYP7A1). Eso significa que la sintesis de acidos biliares es uno de los mecanismos
predominantes para la excrecion del exceso de colesterol. En condiciones fisiologicas, esta regulacion es insuficiente
para compensar la ingesta excesiva de colesterol. Sin embargo, si se bloquea la absorcion de acido biliar en los
hepatocitos, la excrecion de colesterol en forma de acidos biliares sera suficiente para compensar la ingesta excesiva
de colesterol en la dieta. El bloqueo de la absorcién de acidos biliares a través del compuesto a base de lipopéptidos
de acuerdo con la invencion y NTCP lleva a una deficiencia intracelular de acido biliar que se compensa con un
aumento del metabolismo y absorcién del colesterol.

En consecuencia, de acuerdo con la invencion, los péptidos ciclicos de la presente invencién son adecuados para las
terapias hipolipemiantes para evitar la CVD.

Via de administracion

Preferentemente, la via de administracion de péptidos ciclicos o composiciones farmacéuticas de la presente invencion
es seleccionada de oral, subcutanea, intravenosa, nasal, intramuscular, transdérmica, inhalatoria, por supositorio.

Una via preferente de administracion o aplicacién es por via oral.
Una realizacién preferente para administracion o aplicaciéon nasal es una pulverizacion nasal.
Cantidad terapéuticamente efectiva

Los péptidos ciclicos o las composiciones farmacéuticas de la invencién son proporcionados de manera que
comprendan una cantidad terapéuticamente efectiva de dichos péptidos ciclicos o dichas composiciones
farmacéuticas.

Una "cantidad terapéuticamente efectiva" de un péptido ciclico o una composicion farmacéutica de esta invencién se
refiere a la cantidad que es suficiente para inhibir la funciéon del receptor NTCP. Ademas, dicha "cantidad
terapéuticamente efectiva" depende de la aplicacion respectiva y del resultado deseado de inhibicion, tratamiento o
vacunacion.

Son requeridas diferentes cantidades terapéuticamente efectivas para

(i) uso antiviral o inhibicion de entrada (tal como 0,01 a 0,5 mg por paciente, preferentemente 0,1 a 1
mg/paciente) en comparacion con

(i) usos que requieren una saturacion de NTCP, tal como la inhibicion del transporte mediado por NTCP de, por
ejemplo, acidos biliares, farmacos, etc. (tal como 1 mg por paciente o 1-2 mg/paciente).

En una realizacion, dicha "cantidad terapéuticamente efectiva" de un péptido ciclico o una composicion farmacéutica
de esta invencion se refiere a la cantidad que es suficiente para inhibir una infeccién por HBV y/o VHD; prevenir una
infeccion primaria por HBV y/o HDV; tratar la hepatitis B y/o D y/o vacunar y/o inhibir la entrada de HBV y/o HDV in
vivo.

Una cantidad terapéuticamente efectiva preferente esta en el intervalo de 10 yg a 1 mg por kg de peso corporal,
preferentemente de 10 ug a 100 ug.

Preferentemente, la cantidad terapéuticamente efectiva esta en el intervalo de aproximadamente 0,01 mg a
aproximadamente 50 mg por paciente y por dia, preferentemente de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 20
19



10

15

20

25

30

35

ES 2 810 858 T3

mg por paciente por dia o se aplica a un paciente en una dosis que oscila de 100 nmol por kg a 2 pymol por kg por
dia/o se aplica a un paciente en una dosis que oscila de 10 pmol por kg a 20 pmol por kg de peso corporal.

En el caso de un valor ICsp del péptido ciclico usado de aproximadamente 10 nM, una cantidad terapéuticamente
efectiva preferente es aproximadamente 100 ug por kg de peso corporal o en el intervalo de 1 a 5 mg por paciente. La
cantidad terapéuticamente efectiva preferente en el intervalo de 1 a 5 mg por paciente se puede administrar una vez
al dia o en ofras realizaciones solo una vez cada 2-3 dias.

El experto en la técnica podra determinar cantidades terapéuticamente efectivas adecuadas.
Los siguientes ejemplos y dibujos ilustran la presente invencion sin limitarla, sin embargo, a estos.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 Myrcludex B y derivados
Figura 2 Un derivado ciclico con puente covalente de Myrcludex B muestra potencial inhibidor
A, La secuencia y estructura del derivado ciclico con puente covalente de Myrcludex B (Myr-2-48 Cyc).

B, La actividad inhibidora de Myr-2-48 Cyc es comparable con otros derivados de Myrcludex B, tal como
un derivado de Myrcludex B lineal con grupo miristoilo dentro de la secuencia peptidica (2-Myr-48) y un
péptido pres lineal 2-21 con un grupo miristoilo C-terminal (2-21-Myr).

Figura 3 Derivados de Myrcludex B ciclicos adicionales

Figura 4 Derivados de Myrcludex B ciclicos adicionales
A, Descripcion general de péptidos ciclados cisteina sintetizados y péptidos de control
B, Configuracién experimental para la prueba de péptidos:

Fueron sembradas células HepG2 NTCP en placas de 24 pocillos. Cuando las células alcanzaron 60-70%
de confluencia, fueron sometidas a infeccion por HBV o ensayo de absorcion de TC. El sobrenadante
celular se recogié del dia 5 al 7 para la medicién de HBeAg y las células se fijaron con PFA 4% en el dia
7 para la inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-HBc.

Figura 5 Imagenes PET coronarias 40-60 minutos después de la inyeccion de péptidos marcados con %8Galio.
A, myr-CNPLGFFPDCK(DOTA[®8¢3])

B, Higado bloqueado con Myrcludex B frio 1 ug/g de peso corporal 30 minutos antes de la inyeccién con
myr-CNPLGFFP DCK (DOTA [%8Ga]))

C, Myr-K(DOTA[%®Ga])HBVpres3-48y (péptido WT)

D, Myr-K(DOTA[®®Ga])HBVpres3-48y Ala11-15 (Péptido control incompetente para la union) Véase
también Slijepcevic et al., 2015.

Figura 6 Comparacion de la captacion de 3H-taurocolato en células HepG3 NTCP de diferentes péptidos ciclicos
con Myrcludex B

Figura 7 Captacion de 3H-taurocolato en células HepG3 NTCP: Valores de IC50 y curvas de diferentes péptidos
ciclicos con Myrcludex B

Figura 8 Ensayo de inhibicién de la infecciéon por HBV sobre las células HepG2.
con Myrcludex B (grado GMP), Myrcludex B-y (fabricacion propia) y (+H) péptido ciclico.
A, Curvas y valores de IC50.

B, Valores absolutos de medicion de HBeAg de sobrenadantes diluidos 1:2
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Ejemplos

Ejemplo 1 Materiales y Procedimientos

Abreviaturas:

comMu (1-Ciano-2-etoxi-2-oxoetilidenaminooxi)dimetilamino-morfolino-carbenio-hexafluorofosfato
DCM Diclorometano

DIPEA N, N-diisopropiletilamina

DMF Dimetilformamida

DOTA acido 1,4,7,10-tetraazaciclododecano-1,4,7,10-tetraacético

Fmoc Cloruro de Fluorenilmetiloxicarbonilo

Ga Galio

HATU 3-6xido hexafluorofosfato de 1-[Bis(dimetilamino)metilen]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]piridinio
HBeAg Antigeno temprano del virus de Hepatitis B

HBcAg Antigeno del nucleo de Hepatitis B

HBTU hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3 -tetrametiluronio
HBV Virus de la Hepatitis B

HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento

LC/MS Cromatografia liquida-espectrometria de masas

NHS N-Hidroxisuccinimida

NMP N-Metil-2-pirrolidona

NTCP Polipéptido cotransportador de taurocolato de sodio

PBS Solucién salina tamponada con fosfato

PET Tomografia de emision de positrones

PFA Paraformaldehido

TC Taurocolato

TFA Acido trifluoroacético

TIS Triisopropilsilano
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1. Sintesis de péptido

1.1 Péptido de puente disulfuro

Sintesis de péptidos en fase solida

Los péptidos fueron sintetizados en fase sdlida (resina Tentagel R RAM, capacidad 0,22 mmol/g, Rapp Polymere,
Tubingen, Alemania) usando quimica Fmoc/tBu en sintetizador de péptidos (Applied Biosystems 443A, Foster City,
CA, USA). Antes de comenzar la sintesis de péptidos, la resina (0,05 mmol) se hinch6 previamente en DCM. Los
aminoacidos protegidos con Fmoc se usaron en un exceso de 10 veces (0,5 mmol) y se activaron con HBTU/DIPEA
en NMP.

Véase también Schieck et al., 2010.
Miristoilacion

El péptido sobre el soporte solido se hinché en DCM vy fue lavado con NMP. El acido miristico (4 eq.) y HATU o COMU
(4 eq.) fueron disueltos en NMP y fueron afadidos 10 eq. de DIPEA. La mezcla fue afiadida a la resina e incubada
durante 30 minutos. Posteriormente, la resina fue lavada tres veces con NMP, tres veces con DCM vy fue secada.

Desproteccion y escision de la resina

El péptido fue escindido y desprotegido con TFA/TIS/H20 (95: 2,5:2,5). El péptido desprotegido fue precipitado con
éter dietilico, sedimentado por centrifugacion (3000 rpm, 5 min) y lavado dos veces con éter dietilico nuevo. El péptido
fue secado.

MyrB:
Myr- GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG-amida [SEQ. ID NUM.: 24]
Formacion de puente disulfuro

Fueron disueltos 5 mg de péptido bruto en 5 ml de acido acético 80%. Se dejo caer lentamente 1 mg de yodo en acido
acético glacial en la solucion peptidica. Fueron afiadidos 10 pl de solucion saturada de acido ascérbico. El disolvente
fue evaporado y el péptido fue disuelto nuevamente en acetonitrilo: H,O 1:1 y purificado por HPLC preparativa. El éxito
de la reaccion fue confirmado por LC/MS.

Acoplamiento de tinte/compuestos fluorescentes

Los péptidos fueron disueltos en DMF y reaccionados con compuestos activados con éster de NHS (2 eq.) y DIPEA
(10 eq.). La reaccion fue controlada por HPLC.

1.2 Aminoprolina-Péptido

Fueron cargados 200 mg (0,32 mmol) de resina de cloruro de 2-clorotritilo con 41 mg (0,1 mmol) de Fmoc-Glu(OAll)-
OH 'y 52 mg (68 uL; 0,4 mmol) de DIPEA en 2 ml de diclorometano. Después de recubrimiento con metanol, la resina
fue sometida a sintesis de péptidos automatizada (ABI 433A). 109 mg (0,25 mmol) de Fmoc-L-Pro (4-NH-Alloc)-OH
(2S, 4S) son acoplados en la posiciéon de aminoacidos deseada mediante la activacion de COMU. La ciclacion en fase
solida es lograda mediante 110 mg (86 ml; 0,4 mmol) de DPPA 'y 77 mg (102 pL; 0,6 mmol) en 2 ml de NMP después
del ensamblaje lineal, asi como la desproteccion catalitica de alilo con 5 mg de tetrakis(trifenilfosfina)paladio (0) y 30
mg de complejo de borano dimetilamina. El péptido ciclico fue escindido y desprotegido por 95:2,5:2,5 de
TFA/agual/TIS y purificado por HPLC; ocasionalmente, una porcion del péptido bruto fue modificada con DOTA o
ésteres activos de colorante fluorescente antes de la purificacion.

2. Marcacion con ®¥Ga e imagenes PET

Fue afiadido aproximadamente 1 ml de eluato [(8Ga] Ga** (aproximadamente 600-800 MBq) a una mezcla de 20 pL
de una solucién 1 mM del compuesto xy en DMSO y 10 pL de solucion saturada de acido ascorbico en agua. El pH
de la mezcla resultante se ajustoé a 3,5-4,0 mediante la adiciéon cuidadosa de una solucidn de acetato de sodio 2,5 M
en agua. La complejacion se obtuvo mediante el calentamiento por encima de 95 °C durante 5-10 minutos bajo
agitacion constante. El producto se aislo por extraccion en fase sélida con etanol seguido de evaporacion. El residuo
se tomo en una solucidon de albumina sérica bovina 1% y se usé una cantidad apropiada (aproximadamente 20-50
MBq) para el experimento individual en un volumen que no excede 100 pl. Los ratones se anestesiaron con
sevofluranol 1% (Abbott, Wiesbaden, Germany) y las imagenes se registraron usando un escaner tomografico de
emision de positrones (PET) de animales pequefios Inveon (Siemens, Knoxville, TN) hasta 60 minutos después de la
inyeccion.
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3. Ensayo de captacién de 3H-taurocolato

Las células HepG2 NTCP sembradas en un formato de 24 pocillos fueron preincubadas con el péptido indicado durante
30 minutos a 37 °C en medio de cultivo. Fueron afiadidos 150 uM de taurocolato (que contiene 450 cpm/fmol de 3H-
taurocolato) a cada pocillo y las células fueron incubadas durante 15 minutos adicionales a 37 °C. La captacion fue
detenida mediante la eliminacién del medio de cultivo celular y la adicion de PBS helado. Las células fueron lavadas
tres veces con PBS frio y se lisaron (NaOH 0,2 M, SDSI 0,05%). Los lisados celulares fueron mezclados con solucion
de centelleo liquido Ultima Gold (Perkin Elmer, Rodgau, Germany) y se midié la radiactividad en un contador de
centelleo liquido (Packard Instruments, Frankfurt, Germany).

4. Ensayo de inhibicion de la infeccion por HBV

Las células HepG2 NTCP sembradas en un formato de 24 pocillos fueron preincubadas con el péptido indicado a las
concentraciones indicadas durante 30 minutos a 37 °C en medio de cultivo. Posteriormente, las células fueron
infectadas con HBV (GE 1,8x108) durante la noche en medio de cultivo celular que contiene PEG 4% durante 16 ha
37 °C en presencia de los péptidos seguido de una etapa de lavado con PBS. El medio fue modificado cada dos dias
y fue recogido el sobrenadante del dia 5 al 7 después de la infeccion para la medicién de HBeAg.

Las caracteristicas desveladas en la descripcion anterior, en las reivindicaciones y/o en los dibujos adjuntos, por
separado y en cualquier combinacion de las mismas, pueden ser material para realizar la invencion en sus diversas
formas.
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Listado de secuencias

<110> Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg

<120> Péptidos ciclicos de localizacién en NTCP y sus usos como inhibidores de entrada
<130> U30632WO

<160> 46

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Dominio esencial o farmacoforo, secuencia de aminoacidos P, con Xaa=F o L
<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido natural

<400> 1
Asn Pro Leu Gly Phe Xaa Pro
1 5

<210>2

<211>7

<212> PRT

<213> Virus de hepatitis B

<400> 2
Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro
1 5

<210> 3

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Dominio esencial o farmacoforo, secuencia de aminoacidos P con Xaa =L

26



10

15

20

25

30

35

<400> 3

<210>4
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cys-preS9-15-Cys
<400> 4

ES 2 810 858 T3

Asn Pro Leu Gly Phe Leu Pro
1 5

Cys Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Cys

1

<210>5
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cys-HBVpreS9-15-Cys-D-Tyr

<400> 5

<210> 6

<211>8

<212> PRT

<213> Virus de hepatitis B

<400> 6

<210>7
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

5

Cys Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Cys Tyr
1 5 10

Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp
1 5
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<220>
<223> Cys-HBVpreS9-16-Cys

<400> 7

<210> 8
<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2 810 858 T3

Cys Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp Cys

5 10

<223> Cys-HBVpreS9-16-Cys-D-Tyr

<400> 8

Cys Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp Cys Tyr

1

<210>9

<211>9

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B
<400> 9

<210> 10

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cys-HBVpreS8-16-Cys

<400> 10

5 10

Cys Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Cys
1 5

28



10

15

20

25

30

ES 2 810 858 T3

Cys Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp Cys
1 5 10

<210> 11
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cys-HBVpreS8-16-Cys-D-Tyr

<400> 11
Cys Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp Cys Tyr
1 5 10

<210> 12

<211>9

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 12
Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His
1 5

<210> 13

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cys-HBVpreS9-17-Cys

<400> 13

Cys Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His Cys

1 5 10
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<210> 14

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cys-HBVpreS9-17-Cys-D-Tyr

<400> 14

Cys Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His Cys Tyr

1

<210> 15

<211> 10

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 15

<210> 16
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cys-HBVpreS8-17-Cys

<400> 16

Cys Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His Cys

1
<210> 17

<211> 13
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

ES 2 810 858 T3

5

10

Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His

1

5

5

30

10
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<220>
<223> Cys-HBVpreS8-17-Cys-D-Tyr

<400> 17
Cys Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His Cys Tyr
1 5 10

<210> 18

<211> 20

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 18
Gly Thr Asn Leu Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His
1 5 10 15
Gln Leu Asp Pro
20
<210> 19
<211> 22
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cys-HBVpreS2-21-Cys

<400> 19

Cys Gly Thr Asn Leu Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp

1 5 10

His Gln Leu Asp Pro Cys
20
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<210> 20
<211> 23
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cys-HBVpreS2-21-Cys-D-Tyr

<400> 20

<210> 21
<211> 47
<212> PRT

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

His Gln Leu Asp Pro Cys Tyr
20

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 21

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 Ala Asn Ser Asn Asn Pro Asp Trp Asp
20 25 30

Phe Asn Pro Asn Lys Asp His Trp Pro Glu Ala Asn Gln Val Gly
35 40 45
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<210> 22
<211> 49
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cys-HBVpreS2-48-Cys

<400> 22
Cys Gly Thr Asn Leu Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp
1 5 10 15
His Gln Leu Asp Pro Ala Phe Gly Ala Asn Ser Asn Asn Pro Asp Trp
20 25 30
Asp Phe Asn Pro Asn Lys Asp His Trp Pro Glu Ala Asn Gln Val Gly
35 40 45
Cys
<210> 23
<211>50
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cys-HBVpreS2-48-Cys-D-Tyr

<400> 23

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

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

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

Cys Tyr
50
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<210> 24
<211> 47

<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> residuos de aminoacidos de Myrcludex B

<400> 24

<210> 25
<211> 49

<212> PRT

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 Ala Asn Ser Asn Asn 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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cys-Myrcludex B-Cys

<400> 25

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

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

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

Cys
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<210> 26

<211> 50

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cys- Myrcludex B-Cys-D-Tyr

<400> 26
Cys Gly Thr Asn Leu Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp
1 5 10 15
His Gln Leu Asp Pro Ala Phe Gly Ala Asn Ser Asn Asn Pro Asp Trp
20 25 30
Asp Phe Asn Pro Asn Lys Asp His Trp Pro Glu Ala Asn Lys Val Gly
35 40 45
Cys Tyr
50
<210> 27
<211>8
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HBVpreS9-16 con Xaa = L

<400> 27
Asn Pro Leu Gly Phe Leu Pro Asp
1 5

<210> 28

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> HBVpreS8-16 con Xaa = L

<400> 28
Pro Asn Pro Leu Gly Phe Leu Pro Asp
1 5

<210> 29

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HBVpreS9-17 con Xaa = L

<400> 29
Asn Pro Leu Gly Phe Leu Pro Asp His
1 5

<210> 30

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HBVpreS8-17 con Xaa = L

<400> 30
Pro Asn Pro Leu Gly Phe Leu Pro Asp His
1 5 10
<210> 31
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> HBVpreS2-21 con Xaa = L
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<400> 31
Gly Thr Asn Leu Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Leu Pro Asp His
1 5 10 15
Gln Leu Asp Pro
20
<210> 32
<211> 47
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> HBVpreS2-48 con Xaa = L

<400> 32
Gly Thr Asn Leu Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Leu Pro Asp His
1 5 10 15
Gln Leu Asp Pro Ala Phe Gly Ala Asn Ser Asn Asn Pro Asp Trp Asp
20 25 30
Phe Asn Pro Asn Lys Asp His Trp Pro Glu Ala Asn Gln Val Gly
35 40 45
<210> 33
<211> 47
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>
<223> residuos de aminoacidos of Myrcludex B con Xaa = L

<400> 33
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Gly Thr Asn Leu Ser Val PF()SI-QS§]EQ:‘§

1

Gln Leu Asp Pro Ala Phe Gly Ala Asn Ser Asn Asn

Phe Asn Pro Asn Lys Asp His Trp Pro Glu Ala Asn
35

<210> 34

<211> 119

<212> PRT

20

5

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 34

Met
1

Ser

Ala

Lys

Pro

65

Ala

Thr

Arg

<210> 35

Gly

vVal

Phe

Asp

50

Gly

Gln

Asn

Asp

<211> 119

<212> PRT

Gly Trp Ser

Pro

Gly

35

His

Phe

Gly

Arg

Ser
115

Asn
20

Ala

Trp

Thr

Ile

Gln

100

His

5

Pro

Asn

Pro

Pro

Leu

85

Ser

Pro

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 35

Ser

Leu

Ser

Gln

Pro

70

Ala

Gly

Gln

Lys

Gly

Asn

Ala

55

His

Thr

Arg

Ala

40

Pro

Phe

Asn

40

Asn

Gly

val

Gln

25

Arg

Phe

25

Pro

Gln

Gly

Pro

Pro
105

39

Lys
10

Pro

Asp

val

vVal

Ala

90

Thr

Gly

Asp

Trp

Gly

Leu

75

Met

Pro

i%u’-[%ly Phe

Met

His

Asp

val

60

Gly

Pro

Ile

Leu Pro nop o4

15

Pro Asp Trp Asp

Lys
45

Gly

Gln

Phe

45

Gly

Trp

Pro

Ser

30

Val Gly

Thr

Leu

30

Asn

Ala

Ser

Pro

Pro
110

Asn
15

Asp

Pro

Phe

Pro

Ala

95

Pro

Leu

Pro

Ile

Gly

Gln

80

Ser

Leu
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15

20

25

Met

Ser

Ala

Lys

Pro

65

Ala

Thr

<210> 36
<211> 119
<212> PRT

Gly

Val

Phe

Asp

50

Gly

Gln

Asn

Gly

Pro

Lys

35

Asn

Phe

Gly

Arg

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 36

Trp

Asn

20

Ala

Trp

Thr

Ile

Gln
100

Ser

Pro

Asn

Pro

Pro

Leu

85

Ser

ES 2 810 858 T3

Ser

Leu

Ser

Asp

Pro

70

Thr

Gly

Lys

Gly

Glu

Ala

55

His

Ser

Arg

Pro

Phe

Asn

40

His

Gly

Val

Gln

Arg

Phe

25

Pro

Lys

Gly

Pro

Pro
105

Lys

10

Pro

Asp

Val

Leu

Ala

90

Thr

Gly

Asp

Trp

Gly

Leu

75

Ala

Pro

Met

His

Asp

Val

60

Gly

Pro

Leu

Arg Asp Thr His Pro Gln Ala
115

40

Gly

Gln

Leu

45

Gly

Trp

Pro

Ser

Thr

Leu

30

Asn

Ala

Ser

Pro

Pro
110

Asn

15

Asp

Pro

Phe

Pro

Ala

95

Pro

Leu

Pro

His

Gly

Gln

80

Ser

Leu
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<210> 37
<211> 108
<212> PRT

Met Gly

Ser Val

Ala Phe

Lys Asp

50

Pro Gly

65

Ala Gln

Thr Asn

Arg Asp

Gly

Pro

Lys

35

Asn

Phe

Gly

Arg

Thr
115

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 37

Met Gly
1

His Gln

Asp Phe

Gln

Leu

Asn
35

Trp

Asn

20

Ala

Trp

Thr

Ile

Gln

100

His

Ser

Pro

Asn

Pro

Pro

Leu

85

Ser

Pro

ES 2 810 858 T3

Ser

Leu

Ser

Asp

Pro

70

Thr

Gly

Gln

Lys

Gly

Glu

Ala

55

His

Ser

Arg

Ala

Pro

Phe

Asn

40

His

Gly

Val

Gln

Asn Leu Ser Thr Ser

5

Asp Pro Ala Phe Lys

20

Pro Lys Lys Asp Tyr

40

41

Arg

Phe

25

Pro

Lys

Gly

Pro

Pro
105

Lys

10

Pro

Asp

Val

Leu

Ala

90

Thr

Gly

Asp

Trp

Gly

Leu

75

Ala

Pro

Met

His

Asp

Val

60

Gly

Pro

Leu

Gly

Gln

Leu

45

Gly

Trp

Pro

Ser

Asn Pro Leu Gly Phe

10

Ala Asn Thr Asn Asn

25

Trp Pro Glu Ala Asn

45

Thr

Leu

30

Asn

Ala

Ser

Pro

Pro
110

Asn

15

Asp

Pro

Phe

Pro

Ala

95

Pro

Leu

Pro

His

Gly

Gln

80

Ser

Leu

Phe Pro Glu

15

Pro Asp Trp

30

Lys Val Gly
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Ala Gly
50

Gly Trp

Pro Pro

Leu Ser

<210> 38
<211> 107
<212> PRT

Ala

Ser

Pro

Pro

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 38

Met Gly

His Gln

Asp Phe

Ala Gly

50

Gly Trp
65

Pro Pro

Ser Pro

Gln

Leu

Asn

35

Ala

Ser

Ala

Pro

Phe

Pro

Ala

Pro
100

Asn

Asp

20

Pro

Phe

Pro

Ser

Leu
100

Gly

Gln

Ser

85

Leu

Leu

Pro

Asn

Gly

Gln

Thr

85

Arg

ES 2 810 858 T3

Pro

Ala

70

Thr

Arg

Ser

Ala

Lys

Leu

Ala

70

Asn

Thr

Gly

55

Gln

Asn

Asp

Thr

Phe

Asp

Gly

55

Gln

Arg

Thr

Phe

Gly

Arg

Thr

Ser

Arg

Thr

40

Phe

Gly

Gln

His

42

Thr

Ile

Gln

His
105

Asn

Ala

25

Trp

Thr

Phe

Ser

Pro
105

Pro

Leu

Ser

90

Pro

Pro

10

Asn

Pro

Pro

Gln

Gly

90

Gln

Pro

Thr

75

Gly

Gln

Leu

Thr

Asp

Pro

Thr

75

Arg

Ala

His

60

Thr

Arg

Ala

Gly

Asn

Ala

His

60

Leu

Gln

Gly Gly Leu Leu

Leu Pro Ala Asn

80

Gln Pro Thr Pro

Phe

Asn

Asn

45

Gly

Pro

Pro

Phe

Pro

30

Lys

Gly

Ala

Thr

95

Pro

15

Asp

Val

Leu

Asn

Pro
95

Asp

Trp

Gly

Leu

Pro

80

Leu
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<210> 39
<211> 118
<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 39

Met

Thr

Phe

Asp

Gly

Gln

Asn

Asp

Gly

Thr

Arg

His

50

Phe

Gly

Arg

Thr

Leu

Asn

Ala

35

Trp

Thr

Met

Gln

His
115

Ser

Pro

20

Asn

Thr

Pro

Leu

Ser

100

Pro

Trp

Leu

Thr

Glu

Pro

Lys

85

Gly

Gln

ES 2 810 858 T3

Thr

Gly

Arg

Ala

His

70

Thr

Arg

Ala

Val

Phe

Asn

Asn

55

Gly

Leu

Gln

Pro

Phe

Pro

40

Lys

Gly

Pro

Pro

43

Leu

Pro

25

Asp

Val

Leu

Ala

Thr
105

Glu
10

Asp

Trp

Gly

Leu

Asp

90

Pro

Trp

His

Asp

Val

Gly

75

Pro

Ile

Gly

Gln

His

Gly

Trp

Pro

Thr

Lys

Leu

Asn

45

Ala

Ser

Pro

Pro

Asn

Asp

30

Pro

Phe

Pro

Ala

Pro
110

Ile
15

Pro

Asn

Gly

Gln

Ser

95

Leu

Ser

Ala

Lys

Pro

Ala

80

Thr

Arg
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<210> 40

<211> 119

<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 40

Met Gly Ala Pro

Ser Val Pro Asn
20

Leu Phe Arg Ala
35

Lys Asp Ser Trp

Pro Gly Phe Thr
65

Ala Gln Gly Val

Thr Asn Arg Arg
100

Arg Asp Thr His

Pro

Asn

Pro

Pro

Leu

85

Ser

Pro

Ser

Leu

Ser

Met

Pro

70

Thr

Gly

Gln

ES 2 810 858 T3

Thr

Gly

Ser

Ala

55

His

Thr

Ala

Thr Arg

Phe Phe

25

Ser Pro

40

Asn Lys

Gly Gly

Leu Pro

Lys Pro
105

115

44

Arg

10

Pro

Asp

val

Leu

Ala

90

Thr

Gly

Asp

Trp

Gly

Leu

75

Asp

Pro

Met

His

Asp

vVal

60

Gly

Pro

val

Gly

Gln

Phe

45

Gly

Trp

Pro

Ser

Gln

Leu

30

Asn

Gly

Ser

Pro

Pro
110

Asn

15

Asp

Thr

Tyr

Pro

Ala

95

Pro

Leu

Pro

Asn

Gly

Gln

80

Ser

Leu
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<210> 41
<211> 118
<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 41

Met

Ala

Phe

Asp

Gly

Gln

Asn

Asp

Gly

Ser

Arg

Pro

50

Phe

Gly

Arg

Ser

Leu

Asn

Ala

35

Trp

Thr

Thr

Gln

His
115

Ser

Pro

20

Asn

Pro

Pro

Leu

Ser

100

Pro

Trp

Leu

Thr

Glu

Pro

Thr

85

Gly

Gln

ES 2 810 858 T3

Thr

Gly

Asn

Ala

His

70

Thr

Arg

Ala

Val

Phe

Asn

Asn

55

Gly

Leu

Gln

Pro

Leu

Pro

40

Lys

Gly

Pro

Pro

45

Leu

Pro

25

Asp

Val

Leu

Ala

Thr
105

Glu

10

Asp

Trp

Gly

Leu

Asp

Pro

Trp

His

Asp

Val

Gly

75

Pro

Ile

Gly

Gln

Phe

Gly

Trp

Pro

Ser

Lys

Leu

Asn

45

Ala

Ser

Pro

Pro

Asn

Asp

30

Pro

Tyr

Pro

Ala

Pro
110

Leu

15

Pro

Lys

Gly

Gln

Ser

95

Leu

Ser

Ala

Lys

Pro

Ser

80

Thr

Arg
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<210> 42
<211> 108
<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 42

Met

His

Asp

Val

Gly

Pro

Ile

Gly

Gln

Phe

Gly
50

Trp

Pro

Ser

Gln

Leu

Asn

35

Ala

Ser

Pro

Pro

Asn

Asp

20

Pro

Phe

Pro

Ala

Pro
100

His

Pro

Asn

Gly

Gln

Ser
85

Leu

ES 2 810 858 T3

Ser

Leu

Lys

Pro

Ala
70

Thr

Arg

Val

Phe

Asp

Gly
55

Gln

Asn

Asp

Thr

Arg

Thr

40

Phe

Gly

Arg

Thr

46

Asn

Ala

25

Trp

Thr

Ile

Gln

His
105

Pro

10

Asn

Pro

Pro

Leu

Ser
90

Pro

Leu

Ser

Glu

Pro

Thr
75

Gly

Gln

Gly

Asn

Ala

His
60

Thr

Arg

Ala

Phe

Asn

Thr

45

Gly

Leu

Lys

Phe

Pro

30

Lys

Gly

Pro

Ala

Pro

15

Asp

Val

Leu

Ala

Thr
95

Asp

Trp

Gly

Leu

Ala
80

Pro
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210> 43
<211> 119
<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 43

Met

Ser

Leu

Lys

Pro

65

Ala

Thr

Arg

Gly

Val

Phe

Asp

50

Gly

Gln

Asn

Asp

Ala

Pro

Arg

35

Asn

Phe

Gly

Arg

Thr
115

Pro

Asn

20

Ala

Trp

Thr

Ile

Arg

100

His

Leu

Pro

Asn

Pro

Pro

Leu

85

Ser

Pro

ES 2 810 858 T3

Ser

Leu

Ser

Met

Pro

70

Thr

Gly

Gln

Thr

Gly

Ser

Ala

55

His

Thr

Arg

Ala

Ala

Phe

Ser

40

Asn

Gly

Ser

Lys

47

Arg

Phe

25

Pro

Lys

Gly

Pro

Pro
105

Arg

10

Pro

Asp

Val

Leu

Pro

90

Thr

Gly

Asp

Trp

Gly

Leu

75

Asp

Pro

Met

His

Asp

Val

60

Gly

Pro

Val

Gly

Gln

Phe

45

Gly

Trp

Pro

Ser

Gln

Leu

30

Asn

Gly

Ser

Pro

Pro
110

Asn

15

Asp

Thr

Phe

Pro

Ala

95

Pro

Leu

Pro

Asn

Gly

Gln

80

Ser

Leu
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<210> 44
<211> 108
<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 44

Met

His

Asp

Val

Gly

Pro

Ile

Gly

Gln

Phe

Gly

Trp

Pro

Ser

Gln

Leu

Asn

35

Ala

Ser

Pro

Pro

Asn

Asp

20

Pro

Phe

Pro

Ala

Pro
100

Leu

Pro

Asn

Gly

Gln

Ser

85

Leu

ES 2 810 858 T3

Ser

Leu

Lys

Pro

Ala

70

Thr

Arg

Val

Phe

Asp

Gly

Gln

Asn

Asp

Ser

Arg

Thr

40

Phe

Gly

Arg

Thr

48

Asn

Ala

25

Trp

Thr

Val

Gln

His
105

Pro
10

Asn

Pro

Pro

Thr

Ser

Pro

Leu

Thr

Glu

Pro

Thr

75

Gly

Gln

Gly

Asn

Ala

His

60

Ile

Arg

Ala

Phe

Asn

Thr

45

Gly

Leu

Gln

Phe

Pro

30

Lys

Gly

Pro

Pro

Pro
15

Asp

Val

Leu

Ala

Thr
95

Glu

Trp

Gly

Leu

Val

80

Pro
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<210> 45
<211> 105
<212> PRT

<213> Virus de la hepatitis B

<400> 45

Met

Gln

Lys

Phe

Ser

65

Pro

Pro

Gly

Leu

Pro

Gly

50

Gln

Ser

Leu

Leu

Asp

Lys

35

Pro

Ala

Thr

Arg

Asn

Pro

20

Asp

Gly

Gln

Asn

Asp
100

Gln

Leu

Pro

Leu

Gly

Arg

Thr

ES 2 810 858 T3

Ser

Phe

Trp

Val

Leu

70

Asp

His

Thr

Lys

Pro

Pro

55

Ser

Lys

Pro

Phe

Ala

Gln

40

Pro

Val

Gly

Gln

49

Pro

Asn

25

Ala

His

Thr

Arg

Ala
105

Leu

10

Ala

His

Gly

Val

Lys
90

Gly

Gly

Asp

Gly

Pro

75

Pro

Phe

Ser

Thr

Leu

60

Asp

Thr

Phe

Ala

Ala

45

Leu

Thr

Pro

Pro

Asp

30

Val

Gly

Pro

Ala

Ser

15

Trp

Gly

Trp

Pro

Thr
95

His

Asp

Ala

Ser

Pro

80

Pro



ES 2 810 858 T3

<210> 46

<211> 59

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
5 <220>

<223> Secuencia de consenso preS HBV (para las posiciones de aminoacidos (-11) a 48)

<400> 46

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

10
Ser Val Pro Asn Pro Leu Gly Phe Phe Pro Asp His Gln Leu Asp Pro

20 25 30
Ala Phe Arg Ala Asn Ser Asn Asn Pro Asp Trp Asp Phe Asn Pro Asn
35 40 45
15 Lys Asp His Trp Pro Glu Ala Asn Lys Val Gly
50 55
20

50
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ES 2 810 858 T3

REIVINDICACIONES
Un péptido ciclico de la férmula general la
cyclo[(X)m-P-(Y)n] (la)
en el que
P es la secuencia de aminoacidos NPLGFXaaP (SEQ. ID NUM.: 1), siendo XaaFo L,
X es una secuencia de aminoacidos que tiene una longitud de m aminoacidos,
en el que m es 0 o al menos 1;
Y es una secuencia de aminoacidos que tiene una longitud de n aminoacidos,
en el que n es 0 o al menos 1;
yenelquem+nesO0a4z;

y portando al menos una modificacion hidréfoba en las cadenas laterales de aminoacidos de X y/o P, en
el que dicho péptido ciclico no esta ciclado dentro de la secuencia de aminoacidos de P de la SEQ. ID
NUM.: 1 y no a través de cadenas laterales de aminoacidos de P,

en el que la modificacion hidréfoba es una acilacién o adicién de restos hidréfobos,
o una de sus sales farmacéuticamente aceptables.

El péptido ciclico de la reivindicacion 1, en el que la modificacion hidréfoba es una acilacion con acidos grasos
C8 a C22, tal como miristoilo (C14), palmitoilo (C16) o estearoilo (C18), preferentemente miristoilo (C14),

o el resto o restos hidréfobos es seleccionado de colesterol, fosfolipidos, glicolipidos, ésteres de glicerol,
esteroides, ceramidas.

El péptido ciclico de la reivindicacion 1 o 2, en el que el péptido esta ciclado

(a) a través de oxidacion de tiol (formacion de puente disulfuro) de dos cisteinas (C) comprendidas en el
péptido,

(b) condensacion de amida de dos cadenas laterales de aminoacidos (lactama),
(c) a través de ciclacion cabeza-cola,

(d) a través de ciclacion de la estructura, y/o

(e) a través de formacioén de tioéter.

El péptido ciclico de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, enelque m=0a 8y/on=0 a 34,
a condicion de que m + n sea al menos 1.

El péptido ciclico de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que tiene la formula
H-cyclo[(X)m-P-(Y)n]
en el que H es la modificacién hidréfoba.

El péptido ciclico de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el péptido comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de

HBVpreS9-15 NPLGFFP (SEQ. ID NUM.: 2)

Cys- C-NPLGFFP-C (SEQ ID NUM. 4)
HBVpreS9-15-Cys
HBVpreS9-16 NPLGFFPD (SEQ. ID NUM.: 6)

Cys- C-NPLGFFPD-C (SEQ. ID NUM.: 7)

51



HBVpreS9-16-Cys

HBVpreS8-16
Cys-
HBVpreS8-16-Cys

ES 2 810 858 T3

PNPLGFFPD
C-PNPLGFFPD-C

52

HBVpreS9-17 NPLGFFPDH (SEQ. ID NUM.:
Cys- C-NPLGFFPDH-C (SEQ. ID NUM.:
HBVpreS9-17-Cys
HBVpreS8-17 PNPLGFFPDH (SEQ. ID NUM.:
Cys- C-PNPLGFFPDH-C (SEQ. ID NUM.:
HBVpreS8-17-Cys
HBVpreS2-21 GTNLSVPNPLGFFPDHQLDP (SEQ. ID NUM.:
Cys- C-GTNLSVPNPLGFFPDHQLDP-C (SEQ. ID NUM.:
HBVpreS2-21-Cys
HBVpreS2-48 GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWP (SEQ. ID NUM.:
EANQVG
Cys- C- (SEQ. ID NUM.:
HBVpreS2-48-Cys g;’“g%/\g‘gPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWP
Myrcludex B GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWP (SEQ. ID NUM.:
EANKVG
Cys-Myrcludex B- Cys C- (SEQ. ID NUM.:
GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWP
EANKVG-C
tal como
cyclo[NPLGFFP] (SEQ. ID NUM.: 2)
cyclo[NPLGFFPD] (SEQ. ID NUM.:
cyclo[PNPLGFFPD] (SEQ. ID NUM.:
cyclo[NPLGFFPDH] (SEQ. ID NUM.:
cyclo[PNPLGFFPDH] (SEQ. ID NUM.:
cyclo[GTNLSVPNPLGFFPDHQLDP] (SEQ. ID NUM.:
cyclo[GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANQVG]  (SEQ. ID NUM.:
cyclo[GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG]  (SEQ. ID NUM.:
cyclo[NPLGFLP] (SEQ. ID NUM.: 3)
cyclo[NPLGFLPD] (SEQ. ID NUM.: 2
cyclo[PNPLGFLPD] (SEQ. ID NUM.: 2
cyclo[NPLGFLPDH] (SEQ. ID NUM.: 2
cyclo[PNPLGFLPDH] (SEQ. ID NUM.: 3
cyclo[GTNLSVPNPLGFLPDHQLDP] (SEQ. ID NUM.: 3

(SEQ ID NUM. 9)
(SEQ. ID NUM.: 10)

12)

13)

15)
16)

18)

19)

21)

22)

24)

25)
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cyclo[GTNLSVPNPLGFLPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANQVG]  (SEQ. ID NUM.: 32)
cyclo[GTNLSVPNPLGFLPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG]  (SEQ. ID NUM.: 33).

7. El péptido ciclico de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el péptido comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de

Myr-cyclo[HBVpreS9-15] (SEQ. ID NUM.: 2)
myr-cyclo[NPLGFFP]

Myr-cyclo[HBVpreS9-16] (SEQ. ID NUM.: 6)
myr-cyclo[NPLGFFPD]

Myr-cyclo[HBVpreS8-16] (SEQ. ID NUM.: 9)
myr-cyclo[PNPLGFFPD]

Myr-cyclo[HBVpreS9-17] (SEQ. ID NUM.: 12)
myr-cyclo[NPLGFFPDH]

Myr-cyclo[HBVpreS8-17] (SEQ. ID NUM.: 15)
myr-cyclo[PNPLGFFPDH]

Myr-cyclo-[HBVpreS2-21] (SEQ. ID NUM.: 18)
myr-cyclo[GTNLSVPNPLGFFPDHQLDP]

Myr-cyclo-[HBVpreS2-48] (SEQ. ID NUM.: 21)
myr-

cyclo[GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANQVG]
Myr-cyclo-[HBVpreS2-48] = Myrcludex B ciclico (SEQ. ID NUM.: 24)
myr-

cyclo[GTNLSVPNPLGFFPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG]
por ejemplo
myr-cyclo[NPLGFLP]
myr-cyclo[NPLGFLPD]
myr-cyclo[PNPLGFLPD]
myr-cyclo[NPLGFLPDH]
myr-cyclo[PNPLGFLPDH]
myr-cyclo[GTNLSVPNPLGFLPDHQLDP] myr- cyclo{GTNLSVPNPLGFLPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDH
WPEANQVG] myr-cyclo[GTNLSVPNPLGFLPDHQLDPAFGANSNNPDWDFNPNKDHWPEANKVG].

8. El péptido ciclico de una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, comprendiendo un resto o restos
adicionales,

tal como

farmacos o sus profarmacos respectivos;

etiquetas;

marcadores, tal como colorantes fluorescentes, radiois6topos y agentes de contraste;
virus recombinantes;

portador o depdsito para farmacos, profarmacos o marcadores;
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epitopos inmunogénicos;
hormonas;

inhibidores;

toxinas;

preferentemente unidos de manera covalente, tal como a través de un conector, espaciador y/o grupos de
anclaje, por ejemplo, un conector escindible,

y/o comprendiendo un inhibidor, tal como un inhibidor de capside.

Composicion farmacéutica comprendiendo
(i) al menos un péptido ciclico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8,
(if) opcionalmente, un portador y/o excipiente farmacéuticamente aceptable.

El péptido ciclico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o la composicién farmacéutica de la reivindicacion
9 para uso como inhibidores de la entrada in vitro de HBV y/o HDV.

El péptido ciclico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o la composicion farmacéutica de la reivindicacion
9 para uso en medicina.

El péptido ciclico o la composiciéon farmacéutica para uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en el que dicho
uso comprende

- tratamiento para la inhibicion de la infeccion por HBV y/o HDV,
- la prevencioén de una infeccion primaria por HBV y/o HDV,
preferentemente a través de localizacion en NTCP,
en el que, preferentemente, la infeccion por HBV de cualquier genotipo de HBV es inhibida o evitada.

El péptido ciclico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o la composiciéon farmacéutica de la reivindicacion
9 para uso en el diagnostico, prevencion y/o tratamiento de una enfermedad o afeccion hepatica, en el que
preferentemente la enfermedad o afeccion hepatica es seleccionada de hepatitis, cirrosis, hemocromatosis,
preferentemente hepatitis causada por hepatitis por virus A, B, C, D, E, F, G y H o hepatitis concomitante
causada por virus,

y/o en el que preferentemente la enfermedad o trastorno hepatico es una enfermedad que involucra un etapa
del higado de un virus o un patégeno no viral, tal como una enfermedad tropical, malaria, esquistosomiasis,
leishmaniasis, Morbus Wilson,

y/o en el que preferentemente la enfermedad o trastorno hepatico es un tumor hepatico, preferentemente
carcinoma hepatocelular (HCC),

y/o en el que preferentemente la enfermedad o trastorno hepatico es una complicacién postrasplante después
del trasplante de higado relacionada con la acumulacion de sal biliar dentro de la via biliar,

y/o en el que preferentemente la enfermedad o afeccion hepatica esta relacionada con el transporte mediado
por el polipéptido cotransportador de taurocolato de sodio (NTCP) de compuestos en hepatocitos,

o requiere una administracion de un compuesto, tal como un farmaco o marcador, al sitio o ubicacién de la
enfermedad o afeccion, y preferentemente es una enfermedad metabdlica relacionada con el higado
seleccionada de

colestasis intrahepatica,
envenenamiento del higado por toxinas hepaticas/hepatotoxicidad,
enfermedad hepatica colestatica inducida por farmacos,
hiperlipidemia
colestasis posthepatica,

sindrome metabdlico,
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enfermedad de higado graso no alcohdlico (EHGNA),
enfermedades de almacenamiento de glucdgeno,

y en el que los compuestos que son transportados en hepatocitos a través de NTCP son preferentemente
acidos biliares, esteroides, hormonas tiroideas conjugadas y no conjugadas, toxinas hepaticas, compuestos
que estan unidos de manera covalente a taurocolato, bromosulfoftaleina, farmacos.

El péptido ciclico de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8 o la composicion farmacéutica de la reivindicacion
9 para uso en el diagnostico, prevencion y/o tratamiento de una enfermedad cardiovascular (CVD),
preferentemente comprendiendo el control o modificacion del nivel de colesterol o la captacion de colesterol,

en el que el nivel o captacion de colesterol preferentemente es controlado o modificado mediante la
disminucion o bloqueo del transporte de sal biliar mediada por NCTP por el péptido ciclico.

El péptido ciclico o composicién farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones

11 a 14, en el que el péptido ciclico es administrado en una cantidad terapéuticamente efectiva,
preferentemente en el intervalo de aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 50 mg por paciente,
preferentemente de aproximadamente 1 mg a aproximadamente 20 mg por paciente,

o es aplicado a un paciente en una dosis que oscila de 10 pmol por kg a 20 pmol por kg de peso corporal.

El péptido ciclico o composicion farmacéutica para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
11 a 14, en el que la via de administraciéon es seleccionada de oral, subcutanea, intravenosa, nasal,
intramuscular, transdérmica, inhalatoria, por supositorio.
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