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DESCRIPCION

Péptidos que incluyen un dominio de unién de la subunidad de la fosfoproteina (P) viral a la nucleoproteina (NO) libre
de ARN viral

CAMPO DE LA INVENCION:

La invencion se refiere a péptidos aislados que incluyen un dominio de unién de la subunidad de la fosfoproteina viral
(P) a la nucleoproteina libre de ARN viral (N°) que tiene la propiedad de inhibir la replicacion de virus de la subfamilia
Paramyxovirinae (como Henipavirus, Rubulavirus o Morbillivirus). Estos péptidos aislados se pueden usar para la
prevencion o el tratamiento de infeccion por Paramyxovirinae.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION:

Los Paramyxoviridae son una gran familia de virus de ARN de cadena negativa no segmentado (NNV) asociados con
enfermedades respiratorias humanas (por ejemplo, virus sincitial respiratorio (RSV), virus de parainfluenza humana)
y con enfermedades comunes de la infancia tales como el sarampién y las paperas. Debido a las relaciones
filogenéticas, Paramyxoviridae se dividen en dos subfamilias, los Paramyxovirinae y los Pneumovirinae, y se clasifican
en el orden Mononegavirales con las familias Rhabdoviridae, Bornaviridae y Filoviridae'®. El virus Nipah (NiV) es
emblematico de los virus emergentes; extendiéndose de sus huéspedes murciélagos naturales en el Sudeste Asiatico,
este virus causa brotes de enfermedades respiratorias y encefélicas en diversos mamiferos, incluyendo seres
humanos'. Su tasa de mortalidad, que puede superar el 70% en seres humanos, su potencial de transmision de
persona a persona, y la ausencia de vacuna o tratamiento antiviral especifico clasifican al NiV entre los patégenos de
nivel 4 de bioseguridad (BSL-4).

El ARN gendmico de NiV, al igual que el de todos los NNV, estd condensado por un homopolimero de nucleoproteina
(N), formando nucleocapsides helicoidales largas (NC). Estos complejos de ribonucleoproteinas son las plantillas
bioldgicamente activas usadas para la sintesis de ARN por la ARN polimerasa viral dependiente de ARN23, y de este
modo, la replicacion de estos virus requiere el suministro continuo de moléculas de N sin ensamblar para encapsidar
las moléculas de ARN de la progenie de sentido positivo y negativo®.

Segun la capacidad de las NC de los NNV para proteger el ARN gendmico frente a nucleasas, las proteinas N
comprenden dos dominios globulares, N-terminal (Nnto) y C-terminal (Nctp), que envuelven completamente la
molécula de ARN5® (Figura 1a). El homopolimero N se estabiliza mediante contactos laterales y mediante el
intercambio de los subdominios N-terminal (Ntarv) y C-terminal (Crarm) entre protdmeros adyacentes®®. La N de
Paramyxovirinae tiene una cola C-terminal desordenada larga adicional (NtaiL) que se extiende fuera de la NC y se
une al dominio C-terminal de P (Pxp)''-'3. El fuerte empaquetamiento del ARN plantea la hipotesis de que N debe
abrirse y cerrarse para alojar el ARN dentro del surco de unién durante el proceso de ensamblaje de la NC y para
liberar transitoriamente la plantilla de ARN al paso de la ARN polimerasa, pero, hasta ahora, no hay pruebas de una
conversion entre formas abiertas y cerradas de N.

En ausencia de otras proteinas virales, N tiene una fuerte tendencia a polimerizarse y ensamblarse en los ARN
celulares. En Paramyxoviridae, pero también en Rhabdoviridae, y quizas en todos los NNV, una proteina viral actia
como una chaperona especifica de la N naciente, y la mantiene en una forma competente para el ensamblaje (N°),
evitando tanto su polimerizacidn como su interaccién con los ARN celulares®'4. Las proteinas P de Paramyxoviridae
y Rhabdoviridae son proteinas modulares multifuncionales, que comprenden una regién N-terminal larga
intrinsecamente desordenada (PNTR) y una region C-terminal (PCTR) con un dominio de multimerizacion (PMD)
conectado por un enlazador flexible a un dominio de unién de NC (PXD)11,15,16 (Fig. 1a), y por lo tanto, son altamente
flexibles en disoluciéon 17. En ambas familias, una region N-terminal corta de P es suficiente para satisfacer ambos
papeles de la chaperona®'8. Aqui, los inventores estudian el complejo nuclear soluble de N°-P de NiV para comprender
el mecanismo de ensamblaje de la NC.

Cuando se expresa en células humanas, este dominio de union de P a N°, que comprende los primeros 40 aa de P
de NiV, es capaz de inhibir la replicacion del virus Nipah. La mutagénesis basada en la estructura valida al complejo
NO-P como la diana para la actividad inhibidora del péptido P, y para el desarrollo de farmacos contra miembros
altamente patdégenos de la subfamilia Paramyxovirinae, incluyendo NiV. La conservacién de la secuencia en la interfaz
de union entre N y P entre diversos miembros de la subfamilia Paramyxovirinae plantea la posibilidad de desarrollar
un farmaco de amplio espectro contra varios virus.

La secuencia polipeptidica de proteinas virales, o &cidos nucleicos que codifican un polipéptido derivado de
fosfoproteina, tal como la fosfoproteina del sarampidn, se ha dado a conocer en la técnica y en bases de datos
referenciadas, tales como la base de datos UniProtKB (E7DWI2).

El documento W02002000694 da a conocer polipéptidos que pueden unirse a la nucleoproteina.
Sigue existiendo la necesidad de inhibir la replicacién viral de Paramyxovirinae.

También existe la necesidad de tratar o prevenir una infeccion por Paramyxovirinae.
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SUMARIO:

La invencién proporciona un péptido aislado de 100 aminoacidos como maximo, que tiene la capacidad de inhibir la
replicacién viral de Paramyxovirinae, que comprende una secuencia de aminoacidos de férmula (1):

Valina-Xaa1-Xaa2-Glicina-Leucina-Xaa3-Xaa4-Xaa5-Xaa6-Xaa7-Xaa8, en la que:
Xaa1 es glutamina (Q), serina (S) o asparagina (N), lisina (K), o un aminodacido polar equivalente;

Xaa2 es acido glutamico (E), acido aspartico (D), asparagina (N), lisina (K), o un aminodacido (o acido) equivalente
cargado negativamente;

Xaa3 es 4cido glutdmico (E), &cido aspértico (D), lisina (K), glutamina (Q), serina (S) o asparagina (N);

Xaa4 es cisteina (C), isoleucina (l);

Xaa5 es isoleucina (l), leucina (L) o valina (V) o un aminoacido alifatico apolar equivalente;

Xaab es glutamina (Q), lisina (K), arginina (R) o acido aspartico (D);

Xaa7 es alanina (A) o fenilalanina (F), o un aminodacido apolar equivalente;

Xaa8 es isoleucina (l), leucina (L) o valina (V), o un aminoé&cido alifatico apolar equivalente.
En realizaciones preferidas, Xaa5 es isoleucina (l), y Xaa8 es isoleucina (I). En realizaciones preferidas, Xaal es
asparagina (N) o glutamina (Q), Xaa2 es acido aspartico (D) o acido glutamico (E), Xaa3 es asparagina (N) o acido
glutdmico (E), Xaa4 es isoleucina (I) o cisteina (C), Xaa5 es isoleucina (l), Xaa6 es &cido aspartico (D) o glutamina

(Q), Xaa7 es fenilalanina (F) o alanina (A), y Xaa8 es isoleucina (I).

La invencién también proporciona un péptido aislado de 100 aminoacidos como maximo, que tiene la capacidad de
inhibir la replicacién viral de Paramyxovirinae, que comprende la secuencia de aminoacidos de férmula (11):

Yaal-Yaa2-Yaa3-Yaa4-Yaa5-Valina-Xaa1-Xaa2-Glicina-Leucina-Xaa3-Xaa4-Xaa5-Xaa6-Xaa7-Xaa8-Yaa6-Yaa7-
Yaa8, en la que

Xaa1-Xaa2 Xaa3-Xaa4-Xaa5-Xaa6-Xaa7-Xaa8 se definen anteriormente

Yaal es acido aspartico (D), acido glutamico (E), o un aminoacido acido equivalente.
YaaZ2 es glutamina (Q) o lisina (K),

Yaa3 es alanina (A), leucina (L) o tirosina (Y),

Yaa4 es acido glutamico (E), tirosina (Y) o arginina (R),

Yaab es asparagina (N), histidina (H) o leucina (L),

Yaab6 es glutamina (Q), lisina (K), o arginina (R),

Yaa? es lisina (K), alanina (A) o acido glutamico (E),

Yaa8 es asparagina (N), acido glutamico (E) o serina (S).

En realizaciones preferidas, Yaal es acido aspartico (D). En realizaciones preferidas, Yaal es acido aspartico (D),
Yaa2 es lisina (K) o glutamina (Q), Yaa3 es leucina (L) o alanina (A), Yaa4 es &cido glutdmico (E), Yaa5 es leucina (L)
o asparagina (N), Yaab6 es glutamina (Q), Yaa7 es lisina (K), y Yaa8 es asparagina (N).

En una realizacion preferida, el péptido aislado comprende o consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3), o la secuencia
de aminoacidos que oscila desde el resto de valina en la posicion 7 hasta el resto de isoleucina en la posicion 17 en
SEQ ID NO: 1 P7-17 de SEQ ID NO:1

En algunas realizaciones, el péptido aislado se une con al menos un péptido de penetracion celular,

También se engloban polinucleétidos que comprenden o consisten en una secuencia nucleotidica que codifica un
péptido segun la invencion,

La invencion se refiere ademas a métodos para preparar o generar los péptidos de la invencion.

La invencion se refiere ademas a una composicién farmacéutica que comprende un péptido de la invencion, junto con
un vehiculo farmacéuticamente aceptable, y al uso de los péptidos o la composicién farmacéutica segun la invencion
para tratar o prevenir la infeccion por Paramyxovirinae.
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La invencion se refiere ademas a un péptido aislado de 100 aminoacidos como maximo, para uso en un método para
prevenir y/o tratar una infeccién por Paramyxovirinae; comprendiendo dicho péptido aislado una secuencia de
aminodcidos de férmula (I).

DESCRIPCION DETALLADA:

Los inventores han identificado la secuencia de la subunidad de la Fosfoproteina P viral en la region N-terminal que
interactlla con su pareja, la nucleoproteina viral libre de ARN no ensamblada (N% (SEQ ID NO.1:
MDKLELVNDGLNIIDFIQKNQKEIQKTYGRSSIQQPSIKD, posiciones 1-40 de la secuencia de Fosfoproteina P de
Nipah viral depositada en la base de datos Swiss-Prot con el nimero de acceso Q91K91). Este dominio de union de
N° corresponde a las posiciones de aminoacidos 1-40. Este dominio de unién de P a N°, cuando se expresa en las
células, es capaz de inhibir la replicacién del virus Nipah. Los inventores han identificado la pareja proteica molecular
de este péptido (la nucleoproteina N° viral no ensamblada) y han resuelto la estructura cristalina del complejo. Los
inventores han obtenido pruebas de que el péptido compite con la fosfoproteina P nativa por la unién a esta pareja
proteica. La interfaz entre la fosfoproteina P y la nucleoproteina N° se conserva entre varios miembros de la subfamilia
viral Paramyxovirinae (incluyendo los virus del sarampién y las paperas).

Los inventores también han generado péptidos aislados mas cortos de esta subunidad de fosfoproteina P 1-40 de
Nipah con diferentes longitudes: entre 11 y 37 aminoacidos (P6-40, P11-40; P1-20; P20-35 y P7-17) que tienen la
capacidad de inhibir la interaccidn de fosfoproteina P / nucleoproteina N°, y consecutivamente inhibir la replicacion
viral.

Los inventores han generado ademaés péptidos aislados a partir de la subunidad de fosfoproteina P de CDV, que
consiste en los restos 1 a 40 (SEQ ID NO.2: MAEEQAYHVSKGLECLKALRENPPDIEEIQEVSSLRDQTC, posiciones
1-40 de la secuencia de fosfoproteina P de CDV viral (cepa de referencia NCBI NC_001921.1)) y péptidos mas cortos
P1-22, P9-19, que exhiben una actividad similar a la subunidad de fosfoproteina P 1-40 del virus Nipah.

Los inventores han generado ademas, basandose en esta secuencia conservada de la subunidad de fosfoproteina P
entre los miembros de la subfamilia viral Paramyxovirinae, un péptido de consenso que incluye los restos conservados
(en negrita) y los mejores restos en las otras posiciones (SEQ ID NO.3: DQAENVQEGLECIQAIQKN).

Los inventores han generado ademas péptidos aislados a partir de la subunidad de fosfoproteina P del virus del
sarampion, que consiste en los restos 1 a 40 (SEQ ID NO.4:
MAEEQARHVKNGLECIRALKAEPIGSLAIEEAMAAWSEIS, posiciones 1-40 de la secuencia de fosfoproteina P de
MeV viral depositada en la base de datos Swiss-Prot con el nimero de acceso (Q76VZ7_MEASE) y el péptido mas
corto P9-19, que exhibe una actividad similar a la subunidad de fosfoproteina P 1-40del virus Nipah.

Los inventores han encontrado asi una nueva terapia dirigida para tratar la infeccion viral por miembros de la subfamilia
Paramyxovirinae sin terapia dirigida disponible. Dicha invencién es particularmente ventajosa para tratar infecciones
por rubulavirus, henipavirus, morbilivirus.

Definiciones:
A lo largo de la memoria descriptiva, se emplean varios términos y se definen en los siguientes parrafos.

Como se usa aqui, el término “Paramyxovirinae”denota una subfamilia de los Paramyxoviridae. Los miembros de esta
subfamilia son virus con cubierta con un genoma de ARN monocatenario, negativo, no segmentado, encapsidado por
una nucleoproteina (N) codificada viralmente dentro de una nucleocapside helicoidal. La transcripcion y replicacion de
esta plantilla (N:ARN) se llevan a cabo mediante un complejo de ARN polimerasa dependiente de ARN viral,
compuesto de la fosfoproteina (P) y la proteina grande (L) (revisado por Lamb y Kolakofsky, 2001). La asociacion de
P con la forma monomérica soluble de N (N°) evita su autoensamblaje ilegitimo en el ARN celular. “Paramyxovirinae”
incluye los principales patégenos humanos, tales como el virus de la parainfluenza y el virus del sarampién (MV),

Los diferentes géneros “Paramyxovirinae” son:

Género Aquaparamyxovirus (especie tipo paramixovirus del salmoén del Atlantico: otros incluyen paramixovirus del
salmon del Pacifico)

Género Avulavirus (especie tipo virus de la enfermedad de Newcastle)
Género Ferlavirus (virus Fer-de-Lance)
Género Henipavirus (especie tipo Hendravirus; otros incluyen el virus Nipah)

Género Morbillivirus (especie tipo virus del sarampidn; otros incluyen virus de la peste bovina, virus del moquillo
canino, virus del moquillo focino, virus de la peste ovina)

Género Respirovirus (especie tipo virus Sendai; otros incluyen los virus 1 y 3 de la parainfluenza humana, asi como
algunos de los virus del resfriado comun)
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Género Rubulavirus (especie tipo virus de las paperas; otros incluyen virus Achimota 1y 2, virus 2 y 4 de la
parainfluenza humana, virus 5 de la parainfluenza del simio, virus de Menangle, virus de Tioman, Tuhokovirus 1,
2y3)

Virus similares al género TPMV (especie paramyxovirus tipo Tupaia: otras especies virus de Mossman, virus Nariva
y virus Salem)

Como se usa aqui, el término “aminoacido” se refiere a aminoacidos naturales o no naturales en sus estereoisbmeros
D y L para aminoacidos quirales. Se entiende que se refiere tanto a aminoacidos como a los restos de aminoacidos
correspondientes, tal como estan presentes, por ejemplo, en la estructura peptidica. Los aminoacidos naturales y no
naturales son bien conocidos en la técnica. Los aminoacidos naturales comunes incluyen, sin limitacién, alanina (Ala),
arginina (Arg), asparagina (Asn), acido aspartico (Asp), cisteina (Cys), glutamina (Gin), acido glutamico (Glu), glicina
(Gly), histidina (His), isoleucina (lle), leucina (Leu), lisina (Lys), metionina (Met), fenilalanina (Phe), prolina (Pro), serina
(Ser), treonina (Thr), triptéfano (Trp), tirosina (Tyr), y valina (Val). Los aminoacidos poco comunes y no naturales
incluyen, sin limitacion, alilglicina (AllylGly), norleucina, norvalina, bifenilalanina (Bip), citrulina (Cit), 4-
guanidinofenilalanina (Phe(Gu)), homoarginina (hArg), homolisina (hLys), 2-naftilalanina (2-Nal), ornitina (Orn) y
pentafluorofenilalanina.

Los aminoacidos se clasifican tipicamente en una o mas categorias, que incluyen polares, hidréfobos, acidos, basicos
y aromaticos, segun sus cadenas laterales. Los ejemplos de aminoacidos polares incluyen aquellos que tienen grupos
funcionales de cadena lateral tales como hidroxilo, sulfhidrilo, y amida, asi como los amino&cidos &cidos y basicos.
Los aminoé&cidos polares incluyen, sin limitacién, asparagina, cisteina, glutamina, histidina, selenocisteina, serina,
treonina, triptéfano y tirosina. Los ejemplos de amino&cidos hidr6fobos o no polares incluyen aquellos restos que tienen
cadenas laterales alifaticas apolares, tales como, sin limitacién, leucina, isoleucina, valina, glicina, alanina, prolina,
metionina y fenilalanina. Los ejemplos de restos de aminoacidos basicos incluyen aquellos que tienen una cadena
lateral basica, tal como un grupo amino o guanidino. Los restos de aminoacidos basicos incluyen, sin limitacion,
arginina, homolisina y lisina. Los ejemplos de restos de amino&cidos acidos incluyen aquellos que tienen un grupo
funcional de cadena lateral &cido, tal como un grupo carboxi. Los restos de aminoacidos &cidos incluyen, sin limitacion,
acido aspartico y acido glutdmico. Los aminoacidos aromaticos incluyen aquellos que tienen un grupo de cadena
lateral aromatico. Los ejemplos de aminoacidos aromaticos incluyen, sin limitacion, bifenilalanina, histidina, 2-
naftilalananina, pentafluorofenilalanina, fenilalanina, triptéfano y tirosina. Se observa que algunos aminoacidos se
clasifican en mas de un grupo; por ejemplo, |a histidina, el triptéfano y la tirosina se clasifican como aminoacidos tanto
polares como aromaticos. Los aminoacidos se pueden clasificar ademas como aminoacidos no cargados o cargados
(positiva o negativamente). Los ejemplos de aminoacidos cargados positivamente incluyen, sin limitacion, lisina,
arginina e histidina. Los ejemplos de aminoacidos cargados negativamente incluyen, sin limitacién, &cido glutamico y
acido aspartico. Las personas no especializadas en la técnica conocen amino&cidos adicionales que se clasifican en
cada uno de los grupos anteriores.

“Aminoéacido equivalente” significa un aminoacido que puede ser sustituido por otro aminoacido en los compuestos
peptidicos segun la invencion sin ninguna pérdida apreciable de funcién. Las personas no especializadas en la técnica
reconoceran aminoacidos equivalentes. La sustitucion de aminodacidos similares se realiza sobre la base de la similitud
relativa de los sustituyentes de la cadena lateral, por ejemplo con respecto al tamafio, la carga, la hidrofilia y la
hidrofobia como se describe aqui. La frase “o un aminoacido equivalente del mismo”, cuando se usa después de una
lista de aminodcidos individuales, significa un equivalente de uno o mas de los aminodcidos individuales incluidos en
la lista.

Los términos N y C de los péptidos descritos aqui pueden protegerse contra la protedlisis. Por ejemplo, el termino N
puede estar en forma de un grupo acetilo, y/o el termino C puede estar en forma de un grupo amida. También se
prevén modificaciones internas de los péptidos para que sean resistentes a la protedlisis, por ejemplo en las que al
menos un enlace peptidico -CONH se modifica y se reemplaza por un enlace reducido (CH2NH), un enlace retro-
inverso (NHCO), un enlace metilen-oxi (CH2-0O), un enlace tiometileno (CH2-S), un enlace carba (CH2CH2), un enlace
cetometileno (CO-CH2), un enlace hidroxietileno (CHOH-CH2)), un enlace (N-N), un enlace E-alceno o también un
enlace -CH=CH. Los péptidos descritos aqui también pueden protegerse contra la protedlisis mediante la técnica de
péptidos grapados, como se describe por Walensky et al. Science. 2004, 305, 1466-70.

En otro aspecto de la invencion, los péptidos se unen covalentemente a una molécula de polietilenglicol (PEG)
mediante su término C o un resto de lisina, en particular un PEG de 1500 o 4000 MW, para una disminucién del
aclaramiento urinario y en las dosis terapéuticas usadas, y para un aumento de la vida media en el plasma sanguineo.
En aun otra realizacion, la vida media del péptido aumenta al incluir el péptido en un material polimérico biodegradable
y biocompatible para microesferas formadoras de sistemas de administracion de farmacos. Los polimeros y
copolimeros son, por ejemplo, poli (D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) (como se ilustra en el documento
US2007/0184015, SoonKap Hahn et al).

Las expresiones “péptido de penetracion celular” o “CPP” se usan indistintamente, y se refieren a péptidos de
penetracion celular cationicos, también denominados péptidos de transporte, péptidos portadores, o dominios de
transduccion de péptidos. EI CPP, como se muestra aqui, tiene la capacidad de inducir la penetracion celular de un
péptido fusionado al CPP dentro del 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% o0 100% de las células de un determinada
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poblacién de cultivo celular, incluyendo todos los numeros enteros intermedios, y permite la translocacién
macromolecular dentro de multiples tejidos in vivo tras la administracion sistémica. Un péptido de penetracion celular
también puede referirse a un péptido que, cuando se pone en contacto con una célula en condiciones apropiadas,
pasa del entorno externo al entorno intracelular, incluyendo el citoplasma, organulos tales como mitocondrias, o el
nucleo de la célula, en condiciones significativamente mayores que la difusién pasiva. Dichos péptidos penetrantes
pueden ser los descritos en Fonseca S.B. et al., Advanced Drug Delivery Reviews, 2009, 61: 953-964, Johansson et
al., Methods in Molecular Biology, 2011, Vol. 683, Capitulo 17, Bechara y Sagan, (2013) FEBS letters 587, 1693-1702.;
Jones y Sayers (2012), Journal of controlled release : official journal of the Controlled Release Society 161, 582-591;
Khafagy el y Morishita, (2012) Advanced drug delivery reviews 64, 531-539; Malhi y Murthy, (2012) Expert opinion on
drug delivery 9, 909-935, en el documento W0O2004/011595 y en el documento W0O2003/011898. Todos esos CPP se
incorporan como referencia.

Por “condiciones rigurosas”, se entienden las condiciones de temperatura y fuerza iénica que permiten la hibridacion
especifica entre dos fragmentos de acido nucleico complementarios y que limitan la unién no especifica (Sambrook et
al. Molecular Cloning, Segunda edicién (1989), 9.47-9.62). Las condiciones de temperatura generalmente estan
comprendidas entre (Tm - 5°C) y (Tm - 10°C), siendo Tm la temperatura de fusion tedrica, que se define como la
temperatura a la que se separa el 50% de las hebras emparejadas. Para secuencias que comprenden mas de 30
bases, Tm se define por la férmula: Tm = 81,5 + 0,41 (% G+C) + 16,6Log (concentracion de cationes) - 0,63 (% de
formamida) - (600/numero de bases). Para secuencias que comprenden menos de 30 bases, Tm se define por la
formula: Tm = 4 (G+C) + 2 (A+T).

Como se usa aqui, la expresion “farmacéuticamente aceptable”, y las variaciones gramaticales de la misma, ya que
se refieren a composiciones, vehiculos, diluyentes y reactivos, se usan indistintamente, y representan que los
materiales son capaces de administrarse a o sobre un mamifero sin la produccién de efectos fisioldgicos no deseables
tales como nauseas, mareos, malestar gastrico, y similares.

El término “paciente” o “sujeto” se refiere a un mamifero humano o no humano, preferiblemente un ratén, gato, perro,
mono, caballo, ganado (es decir, vaca, oveja, cabra, bufalo), incluyendo hombres, mujeres, adultos y nifos.

Como se usa aqui, el término “tratamiento” o “terapia” incluye tratamiento curativo y/o profilactico. Mas particularmente,
el tratamiento curativo se refiere a cualquier alivio, mejora y/o eliminacion, reduccién y/o estabilizacion (por ejemplo,
no progresar a etapas mas avanzadas) de un sintoma, asi como al retraso en la progresién de un sintoma de un
determinado trastorno. El tratamiento profilactico se refiere a cualquiera de: detener el inicio, reducir el riesgo de
desarrollo, reducir la incidencia, retrasar el inicio, reducir el desarrollo, asi como aumentar el tiempo hasta la aparicion
de los sintomas de un trastorno en particular.

Péptidos aislados

La presente descripcion da a conocer nuevos péptidos aislados derivados de la fosfoproteina P N-terminal del virus
Paramyxovirinae, que tienen capacidad para inhibir la interaccién de fosfoproteina P / nucleoproteina N° del virus
Paramyxovirinae; y/o inhibir la replicacién viral de Paramyxovirinae.

En un aspecto, la invencion proporciona un péptido aislado de 100 aminoacidos como maximo, que tiene la capacidad
de inhibir la replicacion viral de Paramyxovirinae, que comprende una secuencia de aminoacidos de formula (1):

Valina-Xaa1-Xaa2-Glicina-Leucina-Xaa3-Xaa4-Xaa5-Xaa6-Xaa7-Xaa8,
en la que:
Xaa1l es glutamina (Q), serina (S), asparagina (N), lisina (K) o un aminoécido polar equivalente.

Xaa2 es acido glutamico (E), acido aspartico (D), asparagina (N), lisina (K), o un aminoacido (o acido) equivalente
cargado negativamente,

Yaal es acido aspartico (D), acido glutamico (E) o un aminoécido &cido equivalente,
Yaa2 es glutamina (Q) o lisina (K),

Yaag3 es alanina (A), leucina (L) o tirosina (Y),

Yaa4 es acido glutamico (E), o tirosina (Y) o arginina (R),

Yaa5 es asparagina (N), histidina (H) o leucina (L),

Yaab es glutamina (Q), lisina (K) o arginina (R),

Yaa? es lisina (K), alanina (A) o acido glutamico (E),

Yaa8 es asparaginas (N), acido glutamico (E) o serina (S).
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En realizaciones preferidas, Yaal es acido aspartico (D). En realizaciones preferidas, Yaal es &cido aspartico (D),
Yaa2 es lisina (K) o glutamina (Q), Yaa3 es leucina (L) o alanina (A), Yaa4 es &cido glutdmico (E), Yaa5 es leucina (L)
o asparagina (N), Yaa6 es glutamina (Q), Yaa7 es lisina (K), y Yaa8 es asparagina (N).

En una realizacion preferida, el péptido comprende o consiste en la secuencia SEQ ID NO: 3
DQAENVQEGLECIQAIQKN) o la secuencia de aminoacidos que oscila desde el resto de valina en la posicion 7 al
resto de isoleucina en la posicion 17 en SEQ ID NO: 1 P7-17 de SEQ ID NO1.

Preferiblemente, un péptido aislado segun la invencién tiene la capacidad (i) de inhibir la interaccion de fosfoproteina
P / nucleoproteina N° del virus Paramyxovirinae; y/o (ii) de inhibir la replicacién viral de Paramyxovirinae.

Los expertos en la técnica pueden determinar facilmente si el péptido aislado es biol6gicamente activo. Por ejemplo,
la capacidad para inhibir la interaccion de fosfosproteina P / nucleoproteina N° se puede determinar, por ejemplo,
evaluando la formacion del complejo del fragmento N°-P que conduce a la solubilizacion de N a través de la inhibicion
de la oligomerizacion como se muestra por los cambios en la localizacion celular y la ausencia de la aparicién de
puntos de N como se evidencia por los estudios de inmunofluorescencia (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo
2 y la Fig. 1d). La capacidad de asociarse con nucleoproteina N° se puede determinar analizando la co-localizacién
con la nucleoproteina N° en estudios de inmunofluorescencia, y/o evaluando la unién de la nucleoproteina N° en el
extracto celular, por ejemplo usando el protocolo de co-sedimentacién descrito en Rodrigues-Ferreira et al. (2009,
PLoS One. 4(10):e7239 2009).

La capacidad para inhibir la replicacién viral se puede determinar, por ejemplo, midiendo los titulos de crecimiento viral
para virus cultivados en presencia de inhibidores, y/o evaluando la abolicion de la formacién de sincitios mediante
experimentos (por ejemplo, como se describe en el Ejemplo + Figuras 3b,c). La formacion de sincitios, que es un sello
distintivo de la infeccién por paramixovirus, se puede determinar usando el ensayo cuantitativo de sincitio basado en
luciferasa descrito en Barbeau B et al. (J Virol. 1998 Sep;72(9):7125-36.).

Como se usa aqui, un fragmento “biolégicamente activo” se refiere a un fragmento que exhibe al menos una,
preferiblemente todas, las actividades biolégicas de un péptido de SEQ ID NO: 1, siempre que el fragmento
biol6gicamente activo retenga la capacidad para inhibir la replicacion viral. El fragmento biol6gicamente activo se
puede caracterizar, por ejemplo, por cuanto es capaz de inhibir la interaccién de fosfosproteina P / nucleoproteina N°
cuando se evalta mediante experimentos de co-localizacion (véanse Ejemplo 2 y Fig. 1d), y/o de inhibir la replicacion
viral cuando se evalla a través de la medida de titulos de replicacién viral y/o experimentos de formacién de sincitios
y/o cuantificacion mediante gPCR del ARN o ARNm genémico viral (véanse Ejemplo y Figuras 3b,c).

En una realizacién particular, la invencién proporciona un péptido aislado seleccionado del grupo que consiste en:

i) la secuencia de aminodcidos que consiste en MDKLELVNDGLNIIDFIQKNQKEIQKTYGRSSIQQPSIKD (SEQ ID
NO: 1);

ii) una secuencia de aminoacidos que abarca desde el resto de leucina en la posicion 6 hasta el resto de acido
aspartico en la posicién 40 en SEQ ID NO: 1 P6-40 de SEQ ID NO1;

iii) una secuencia de aminoacidos que abarca desde el resto de leucina en la posicion 11 hasta el resto de acido
aspartico en la posicién 40 en SEQ ID NO: 1 P11-40 de SEQ ID NO1;

iv) una secuencia de aminoacidos que abarca desde el resto de metionina en la posicion 1 hasta el resto de
asparagina en la posicion 20 en SEQ ID NO: 1 P1-20 de SEQ ID NO1;

v) una secuencia de aminoacidos que abarca desde el resto de asparagina en la posicién 20 hasta el resto de
glutamina en la posicion 35 en SEQ ID NO: 1 P20-35 de SEQ ID NOf1;

vi) la secuencia de aminoacidos que consiste en MAEEQAYHVSKGLECLKALRENPPDIEEIQEVSSLRDQTC (SEQ
ID NO: 2);

vii) una secuencia de aminodcidos que abarca desde el resto de metionina en la posicion 1 hasta el resto de
asparagina en la posicion 22 en SEQ ID NO: 2 P1-22 de SEQ ID N02;

viii) la secuencia de aminoacidos que consiste en DQAENVQEGLECIQAIQKN (SEQ ID NO: 3)

ix) la secuencia de aminodcidos que consiste en MAEEQARHVKNGLECIRALKAEPIGSLAIEEAMAAWSEIS (SEQ
ID NO: 4) P40 MeV

X) una secuencia de aminoacidos que abarca desde el resto de valina en la posicion 9 hasta el resto de leucina en
la posicion 19 en SEQ ID NO: 4 P9-19 de SEQ ID N04.

xi) una secuencia de aminoacidos sustancialmente homdloga a la secuencia de (i) a (x), preferiblemente una
secuencia de aminoacidos al menos 80% idéntica a la secuencia de (i) a (x).
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Un péptido “sustancialmente homélogo” a un péptido de referencia puede derivar de la secuencia de referencia
mediante una o0 mas sustituciones conservativas. Preferiblemente, estos péptidos homdlogos no incluyen dos restos
de cisteina, de modo que se evita la ciclacién. Dos secuencias de aminoacidos son “sustancialmente homélogas” o
“sustancialmente similares” cuando uno o mas restos de aminodcidos se reemplazan por un resto biologicamente
similar, o cuando mas del 80% de los aminoacidos son idénticos, o mas de alrededor de 90%, preferiblemente mas
de alrededor de 95%, son similares (funcionalmente idénticos). Preferiblemente, las secuencias similares, idénticas u
homologas se identifican por alineacion usando, por ejemplo, el programa de compilacion GCG (Genetics Computer
Group, Program Manual for the GCG Package, Version 7, Madison, Wisconsin), o cualquiera de los programas
conocidos en la técnica (BLAST, FASTA, etc.). El porcentaje de identidad se puede calcular realizando una alineacién
global por pares basada en el algoritmo de alineacién de Needleman-Wunsch para encontrar la alineacion 6ptima
(incluyendo los espacios vacios) de dos secuencias a lo largo de toda su longitud, por ejemplo usando Needle, y
usando la matriz BLOSUM62 con una penalizacién de apertura de espacio de 10 y penalizaciéon de extensién de
espacio de 0,5.

La expresién “sustitucion conservativa”, como se usa aqui, denota la sustitucién de un resto de aminodacido por otro,
sin alterar la conformacion y funcion globales del péptido, incluyendo, pero sin limitarse a, la sustitucion de un
aminoacido por uno que tiene propiedades similares (tales como, por ejemplo, polaridad, potencial de enlace de
hidrégeno, &cido, basico, forma, hidrofobia, aromatico, y similares). Los aminoacidos con propiedades similares son
bien conocidos en la técnica. Por ejemplo, arginina, histidina y lisina son aminoacidos basicos hidréfilos, y pueden ser
intercambiables. De manera similar, la isoleucina, un aminoacido hidr6fobo, se puede sustituir por leucina, metionina
o valina. Los aminoacidos hidréfilos neutros, que pueden sustituirse entre si, incluyen asparagina, glutamina, serina y
treonina.

Por “sustituido” o “modificado”, la presente invencion incluye aquellos aminoacidos que han sido alterados o
modificados a partir de aminoacidos naturales.

Como tal, debe entenderse que, en el contexto de la presente invencion, una sustitucién conservativa se reconoce en
la técnica como una sustitucion de un aminodacido por otro amino&cido que tiene propiedades similares.

Segun la invencién, una primera secuencia de aminoacidos que tiene al menos 80% de identidad con una segunda
secuencia de aminoacidos significa que la primera secuencia tiene 80; 81; 82; 83; 84; 85; 86; 87; 88; 89; 90; 91; 92;
93; 94; 95; 96; 97; 98; 0 99% de identidad con la segunda secuencia de aminoacidos. La identidad de secuencia de
aminoacidos se determina preferiblemente usando un algoritmo de alineacion de secuencia adecuado y los parametros
predeterminados, tal como BLAST P (Karlin y Altschul, 1990).

En algunas realizaciones, el péptido aislado de la invencion comprende 100 aminoacidos como maximo (y al menos
9). En algunas realizaciones, el polipéptido de la invencion comprende 100; 99; 98; 97; 96; 95; 94; 93; 92; 91; 90; 89;
88; 87; 86; 85; 84; 83;82; 81;80; 79; 78; 77; 76; 75; 74; 73; 72; 71; 70; 69; 68; 67; 66; 65; 64; 63; 62; 61; 60; 59; 58;
57;56; 55; 54; 53; 52; 51; 50; 49; 48; 47; 46; 45; 44; 43; 42; 41; 40; 39; 38; 37; 36; 35; 34; 33; 32; 31; 30; 29; 28; 27;
26;25;24;23;22;21;20;19;18;17;16; 15; 14; 13; 12; 11; 10 0 9 aminoacidos. En algunas realizaciones, el polipéptido
de la invencion comprende menos de 50 aminodcidos. En algunas realizaciones, el polipéptido de la invencion
comprende menos de 30 aminoacidos. En algunas realizaciones, el polipéptido de la invencién comprende menos de
25 aminoacidos. En algunas realizaciones, el polipéptido de la invencién comprende menos de 20 aminodacidos. En
algunas realizaciones, el polipéptido de la invencién comprende menos de 15 amino&cidos.

Péptido quimérico

En algunas realizaciones, el péptido de fosfoproteina P aislado se une con al menos un péptido de penetracion celular
(CPP), formando un péptido quimérico.

En una realizacién preferida, el péptido de penetracion celular comprende o consiste en:

péptido Tat, péptido de poliarginina, péptido HA2-R9, péptido de penetratina, péptido de transportano, péptido
Vectocell®, péptido de maurocalcina, péptido de decalisina, péptido PTD4 derivado de VIH-Tat, péptido de motivo de
translocacion del virus de la hepatitis B (PTM), péptido mPrP1-28, POD, pVEC, EB1, Rath, CADY, histatina 5, péptido
Antp, péptido Cyt86-101, péptido DPT.

Por “péptido Tat” se entiende un péptido que tiene la secuencia RKKRRQRRR (SEQ ID NO: 5 péptido 2 Tat) o
YGRKKRRQRRR, (SEQ ID NO: 6).

Por “péptido de poliarginina”, se entiende un péptido que consta de al menos 9 argininas. Preferiblemente, un péptido
de poliarginina es un péptido que tiene la secuencia Re (SEQ ID NO: 7) o R11 (SEQ ID NO: 8).

Por “péptido HA2-Rg”, se entiende un péptido que tiene la secuencia GLFEAIEGFIENGWEGMIDGWYG-Ry (SEQ ID
NO: 9).

Por “péptido de penetratina”, se entiende un péptido que tiene la secuencia RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO:
10).
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Por “péptido de transportano” se entiende un péptido que tiene la secuencia GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL
(SEQ ID NO: 11).

Por “péptido Vectocell®”, se entiende un péptido que se origina a partir de proteinas de unién a heparina humana y/o
anticuerpos anti-ADN.

Por “péptido de maurocalcina”, se entiende un péptido que tiene la secuencia
GDCLPHLKLCKENKDCCSKKCKRRGTNIEKRCR (SEQ ID NO: 12).

Por “péptido de decalisina”, se entiende un péptido que tiene la secuencia KKKKKKKKKK (K1o) (SEQ ID NO: 13).

Por “péptido PTD4 derivado de VIH-Tat”, se entiende un péptido que tiene la secuencia YARAAARQARA (SEQ ID
NO: 14).

Por “péptido de motivo de translocacion del virus de la hepatitis B (PTM)”, se entiende un péptido que tiene la secuencia
PLSSIFSRIGDP (SEQ ID NO: 15).

Por “péptido mPrP1-28", se entiende un péptido que tiene la secuencia MANLGYWLLALFVTMWTDVGLCKKRPKP
(SEQ ID NO: 16).

Por “péptido POD”, se entiende un péptido que tiene la secuencia GGG(ARKKAAKA)4 (SEQ ID NO: 17).
Por “péptido pVEC” se entiende un péptido que tiene la secuencia LLIILRRRRIRKQAHAHSK (SEQ ID NO: 18).
Por “péptido EB1” se entiende un péptido que tiene la secuencia LIRLWSHLIHIWFQNRRLKWKKK (SEQ ID NO: 19).

Por “péptido Rath” se entiende un péptido que tiene la secuencia TPWWRLWTKWHHKRRDLPRKPE (SEQ ID NO:
20).

Por “péptido CADY” se entiende un péptido que tiene la secuencia GLWRALWRLLRSLWRLLWRA (SEQ ID NO: 21).

Por “péptido de histatina 5”, se entiende un péptido que tiene la secuencia DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY (SEQ
ID NO: 22).

Por “péptido Antp”, se entiende un péptido que tiene la secuencia RQIKIWFQNRRMKWKK (SEQ ID NO: 23).
Por “péptido Cyt86-101", se entiende un péptido que tiene la secuencia KKKEERADLIAYLKKA (SEQ ID NO: 24).
Por “péptido DPT”, se entiende un péptido que tiene la secuencia VKKKKIKREIKI (SEQ ID NO: 25)

En otra realizacion preferida, el péptido de fosfoproteina P esta unido a dos, tres 0 méas péptidos penetrantes.

Como péptido aislado, el péptido quimérico segun la invencion tiene la capacidad de inhibir la interaccion de
fosfoproteina P / nucleoproteina N° del virus Paramyxovirinae; y/o de inhibir la replicacion viral de Paramyxovirinae.

Acidos nucleicos

La invencion también se refiere a un polinucleétido que comprende o consiste en una secuencia nucleotidica que
codifica un péptido aislado segun la invencion.

En una realizacion, el polinucleétido comprende o consiste en una secuencia nucleotidica seleccionada de:

- SEQ ID NO: 26 (5-ATGGATAAATTGGAACTAGTCAATGATGGCCTCAATATTATTGACTTTATTCAGA
AGAACCAAAAAGAAATACAGAAGACATACGGACGATCAAGTATTCAACAACCCA GCATCAAAGAT -3);
P40 Nipah

- SEQ ID NO: 27 (5-ATGGCAGAGGAACAGGCCTACCATGTCAGCAAAGGGCTGGAATGCCTCAAAGCC
CTCAGAGAGAATCCTCCTGACATTGAGGAGATTCAAGAGGTCAGCAGCCTCAGA GACCAAACCTGC -
3'): P40 CDV

- SEQ ID NO: 28 (5-ATGGCAGAAGAGCAGGCACGCCATGTCAAAAACGGACTGGAATGCATCCGGGCT
CTCAAGGCCGAGCCCATCGGCTCACTGGCCATCGAGGAAGCTATGGCAGCATGGT CAGAAATATCA -
3’); P40 MeV

que codifica respectivamente el péptido de secuencias SEQ ID NO: 1, 2, 4.

La invencién también se refiere a polinucledtidos con secuencias nucleotidicas complementarias a una de las
secuencias descritas anteriormente y a secuencias que se hibridan con dichos polinucle6tidos en condiciones
rigurosas.
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La invencion se refiere ademas a un constructo genético que consiste en o comprende un polinucleétido como se
define aqui, y secuencias reguladoras (tales como promotor o promotores, potenciador o potenciadores, terminador o
terminadores, etc.) que permiten la expresién (por ejemplo, transcripcion y traduccidon) de un péptido segun la
invencion en una célula hospedante.

Los constructos genéticos de la invencién pueden ser ADN o ARN, y son preferiblemente ADN bicatenario. Los
constructos genéticos de la invencién también pueden estar en una forma adecuada para la transformacion de la
célula hospedante u organismo hospedante previsto, en una forma adecuada para la integracién en el ADN gendmico
de la célula hospedante deseada, o en una forma adecuada para la replicacion independiente, mantenimiento y/o
herencia en el organismo hospedante previsto. Por ejemplo, los constructos genéticos de la invencién pueden estar
en forma de un vector, tal como, por ejemplo, un plasmido, césmido, YAC, un vector viral, o un transposén. En
particular, el vector puede ser un vector de expresion, es decir, un vector que puede proporcionar expresién in vitro
y/o in vivo (por ejemplo, en una célula hospedante, organismo hospedante y/o sistema de expresién adecuados).

En un aspecto preferido pero no limitante, un constructo genético de la invencion comprende i) al menos un &cido
nucleico de la invencion; operativamente conectado a ii) uno o mas elementos reguladores, tales como un promotor y
opcionalmente un terminador adecuado; y opcionalmente también iii) uno 0 mas elementos adicionales de constructos
genéticos conocidos per se; en el que las expresiones “elemento regulador”, “promotor”, “terminador” y
“operativamente conectado” tienen su significado habitual en la técnica (como se describe adicionalmente aqui); y en
el que dichos “elementos adicionales” presentes en los constructos genéticos pueden ser, por ejemplo, secuencias 3'-
0 5’-UTR, secuencias lider, marcadores de seleccion, marcadores de expresion / genes informadores, y/o elementos
que pueden facilitar o aumentar (la eficiencia de) la transformacién o integracion. Estos y otros elementos adecuados
para tales constructos genéticos quedaran claros para el experto, y pueden depender, por ejemplo, del tipo de
constructo usado, la célula hospedante o el organismo hospedante pretendido; la manera en que se expresaran las
secuencias nucleotidicas de la invencion de interés (por ejemplo, mediante expresion constitutiva, transitoria, o
inducible); y/o la técnica de transformacion a usar. Por ejemplo, se pueden usar de manera esencialmente analoga,
secuencias reguladoras, promotores y terminadores conocidos per se para la expresion y produccion de anticuerpos
y fragmentos de anticuerpos (que incluyen, pero no se limitan a, anticuerpos de dominio (Unico) y fragmentos ScFv).

Preferiblemente, en los constructos genéticos de la invencién, dicho al menos un acido nucleico de la invencion y
dichos elementos reguladores, y opcionalmente dicho uno o mas elementos adicionales, estan “operativamente
enlazados” entre si, por lo que generalmente se quiere decir que estan en una relacion funcional entre si. Por ejemplo,
un promotor se considera “operativamente enlazado” a una secuencia codificante si dicho promotor es capaz de iniciar
o controlar/regular de otro modo la transcripcion y/o la expresién de una secuencia codificante (en el que dicha
secuencia codificante debe entenderse como “bajo el control de” dicho promotor). Generalmente, cuando dos
secuencias nucleotidicas estan operativamente enlazadas, estaran en la misma orientacién, y normalmente también
en el mismo marco de lectura. Por lo general, también seran esencialmente contiguas, aunque esto también puede no
ser necesario.

Preferiblemente, los elementos reguladores y adicionales de los constructos genéticos de la invencion son tales que
son capaces de proporcionar su funcion biolégica pretendida en la célula hospedante u organismo hospedante
previsto.

Por ejemplo, un promotor, potenciador o terminador deberia ser “operable” en la célula hospedante u organismo
hospedante previsto, lo que significa que (por ejemplo) dicho promotor deberia ser capaz de iniciar o de otro modo
controlar/regular la transcripcién y/o la expresiéon de una secuencia nucleotidica como se define aqui, por ejemplo una
secuencia codificante, a la que esta operativamente enlazada.

Algunos promotores particularmente preferidos incluyen, pero no se limitan a, promotores conocidos per se para la
expresion en las células hospedantes mencionadas aqui; y en particular, promotores para la expresién en las células
bacterianas.

Un marcador de seleccion debe ser tal que permita, es decir, en condiciones de seleccion adecuadas, que las células
hospedantes y/o los organismos hospedantes que se hayan transformado (con éxito) con la secuencia nucleotidica
de la invencién se distingan de las células/organismos que no han sido transformados (con éxito). Algunos ejemplos
preferidos, pero no limitantes, de tales marcadores son genes que proporcionan resistencia contra antibioticos (tales
como kanamicina o ampicilina), genes que proporcionan resistencia a la temperatura, o genes que permiten que la
célula hospedante o el organismo hospedante se mantengan en ausencia de ciertos factores, compuestos y/o
componentes (alimenticios) en el medio que son esenciales para la supervivencia de las células u organismos no
transformados.

Una secuencia lider debe ser tal que, en la célula hospedante u organismo hospedante pretendido, permita las
modificaciones postraduccionales deseadas, y/o tal que dirija el ARNm transcrito a una parte u organulo deseado de
una célula. Una secuencia lider también puede permitir la secrecion del producto de expresion de dicha célula. Como
tal, la secuencia lider puede ser cualquier prosecuencia, presecuencia, 0 secuencia prepro, operable en la célula u
organismo hospedante.
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Un marcador de expresién o un gen informador debe ser tal que, en la célula u organismo hospedante, permita la
deteccion de la expresiéon de una secuencia génica o nucleotidica presente en el constructo genético. Un marcador de
expresion también puede permitir opcionalmente la localizaciéon del producto expresado, por ejemplo en una parte u
organulo especifico de una célula y/o en una célula o células, tejido o tejidos, 6rgano u 6rganos, o parte o partes
especificos de un organismo multicelular. Dichos genes informadores también pueden expresarse como una fusién
proteica con la secuencia de aminoacidos de la invencién. Algunos ejemplos preferidos, pero no limitantes, incluyen
proteinas fluorescentes tales como GFP.

Algunos ejemplos preferidos, pero no limitantes, de promotores, terminadores y elementos adicionales adecuados
incluyen aquellos que se pueden usar para la expresion en las células huésped mencionadas aqui; y en particular, los
que son adecuados para la expresion en células bacterianas, tales como los mencionados aqui. Para algunos (mas)
ejemplos no limitantes de los promotores, marcadores de seleccion, secuencias lider, marcadores de expresion y otros
elementos que pueden estar presentes/pueden usarse en los constructos genéticos de la invencién, tales como
terminadores, potenciadores transcripcionales y/o traduccionales, y/o factores de integracion, se hace referencia a los
manuales generales tales como Sambrook et al. Otros ejemplos quedaran claros para la persona experta.

Los constructos genéticos de la invencion se pueden proporcionar generalmente uniendo adecuadamente la o las
secuencias nucleotidicas de la invencion a uno o mas elementos adicionales descritos anteriormente, por ejemplo
usando las técnicas descritas en los manuales generales tales como Sambrook et al.

A menudo, los constructos genéticos de la invencion se obtendran insertando una secuencia nucleotidica de la
invencion en un vector (de expresion) adecuado conocido per se.

Los acidos nucleicos de la invencion y/o los constructos genéticos de la invencién se pueden usar para transformar
una célula hospedante o un organismo hospedante, es decir, para la expresiéon y/o produccién de los péptidos de la
invencion.

De este modo, en otro aspecto, la invencién se refiere a un hospedante o célula hospedante que expresa (o0 que en
circunstancias adecuadas es capaz de expresar) un péptido de la invencion; y/o que contiene un polinucleétido de la
invencion o un constructo genético de la invencion. Los huéspedes o células hospedantes adecuados seran claros
para la persona experta, y pueden ser, por ejemplo, cualquier célula o linea celular fungica, procariota o eucariota
adecuada, o cualquier organismo fungico, procariota o eucariota adecuado, por ejemplo: una cepa bacteriana, que
incluye, pero no se limita a, cepas gramnegativas, tales como cepas de Escherichia coli; de Proteus, por ejemplo de
Proteus mirabilis; de Pseudomonas, por ejemplo de Pseudomonas fluorescens; y cepas grampositivas, tales como
cepas de Bacillus, por ejemplo de Bacillus subtilis o de Bacillus brevis; de Streptomyces, por ejemplo de Streptomyces
lividans; de Staphylococcus, por ejemplo de Staphylococcus carnosus; y de Lactococcus, por ejemplo de Lactococcus
lactis; una célula fungica, que incluye, pero no se limita a, células de especies de Trichoderma, por ejemplo de
Trichoderma reesei; de Neurospora, por ejemplo de Neurospora crassa; de Sordaria, por ejemplo de Sordaria
macrospore; de Aspergillus, por ejemplo de Aspergillus niger o de Aspergillus sojae; o de otros hongos filamentosos;
una célula de levadura, que incluye, pero no se limita a, células de especies de Saccharomyces, por ejemplo de
Saccharomyces cerevisiae; de Schizosaccharomyces, por ejemplo de Schizosaccharomyces pombe; de Pichia, por
ejemplo de Pichia pastoris 0 de Pichia methanolica; de Hansenula, por ejemplo de Hansenula polymorpha; de
Kluyveromyces, por ejemplo de Kluyveromyces lactis; de Arxula, por ejemplo de Arxula adeninivorans; de Yarrowia,
por ejemplo de Yarrowia lipolytica; una célula o linea celular anfibia, tal como los ovocitos de Xenopus; una célula o
linea celular derivada de insecto, tal como células/lineas celulares derivadas de lepidépteros, que incluyen, pero no
se limitan a, células de Spodoptera SF9 y Sf21, o células/lineas celulares derivadas de Drosophila, tales como células
Schneider y Kc; una planta o célula vegetal, por ejemplo en plantas de tabaco; y/o una célula o linea celular de
mamifero, por ejemplo una célula o linea celular derivada de un ser humano, una célula o una linea celular de
mamiferos, incluyendo, pero no se limita a, células CHO, células BHK (por ejemplo, células BHK-21), y células o lineas
celulares humanas tales como células HelLa, COS (por ejemplo COS-7) y células PER.C6.

Método de preparacion de péptidos
La invencion se refiere ademas a métodos para preparar o generar los péptidos de la invencion.

Los péptidos de la invencion pueden producirse mediante cualquier procedimiento bien conocido en la técnica,
incluyendo tecnologias de sintesis quimica y tecnologias recombinantes.

Ejemplos de tecnologias de sintesis quimica son la sintesis en fase sélida y la sintesis en fase liquida. Como sintesis
en fase so6lida, por ejemplo, el aminoacido correspondiente al extremo C-terminal del péptido a sintetizar se une a un
soporte insoluble en disolventes organicos, y por repeticion alterna de reacciones, aquel en el que los aminoacidos
con sus grupos aminos y los grupos funcionales de la cadena lateral protegidos con grupos protectores apropiados se
condensan uno por uno en orden desde el extremo C al extremo N, y aquel en el que se liberan los aminoacidos
unidos a la resina o al grupo protector de los grupos amino de los péptidos, la cadena peptidica se extiende asi de
esta manera. Los métodos de sintesis en fase sélida se clasifican en gran medida por el método de tBoc y el método
de Fmoc, segun el tipo de grupo protector usado. Los grupos protectores usados tipicamente incluyen tBoe (t-
butoxicarbonilo), CI-Z (2-clorobenciloxicarbonilo), Br-Z (2-bromobenciloxicarbonilo), Bzl (bencilo), Fmoc (9-
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fluorenilmetoxicarbonilo), Mbh (4,4’-dimetoxidibenzhidrio), Mir (4-metoxi-2,3,6-trimetilbencenosulfonilo), Trt (tritilo),
Tos (tosilo), Z (benciloxicarbonilo) y Clz-Bzl (2,6-diclorobencilo) para los grupos amino; NO2 (nitro) y Pmc (2,2,5,7,8-
pentametilcromano-6-sulfonilo) para los grupos guanidino); y tBu (t-butilo) para los grupos hidroxilo). Después de la
sintesis del péptido deseado, se somete a la reaccion de desproteccion y se corta del soporte sélido. Tal reaccion de
corte peptidico puede llevarse a cabo con fluoruro de hidrégeno o acido trifluorometanosulfénico para el método de
Boc, y con TFA para el método de Fmoc.

Alternativamente, el péptido se puede sintetizar usando técnicas recombinantes. En este caso, se usa un &cido
nucleico y/o un constructo genético segun la invenciéon como se describe anteriormente.

El método de produccion del péptido puede comprender opcionalmente las etapas de purificar dicho péptido, modificar
quimicamente dicho péptido, y/o formular dicho péptido en una composicion farmacéutica.

Composiciones farmacéuticas

La invencion se refiere ademas a una composicién farmacéutica que comprende un péptido de la invencion, junto con
un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Mas particularmente, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un péptido aislado de la
invencion o un péptido quimérico de la invencién, junto con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El péptido se formula en asociacion con un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

La preparacion de una composicién farmacoldgica que contiene ingredientes activos disueltos o dispersos en la misma
es bien conocida en la técnica, y no necesita limitarse en base a la formulacion. Normalmente, tales composiciones
se preparan como inyectables, ya sea como disoluciones o suspensiones liquidas; sin embargo, también se pueden
preparar formas sélidas adecuadas para disolucién, o suspensiones, en liquido antes del uso. La preparacién también
se puede emulsionar. En particular, las composiciones farmacéuticas se pueden formular en forma de dosificacion
solida, por ejemplo capsulas, comprimidos, pildoras, polvos, grageas o granulos.

La eleccion del vehiculo y el contenido de sustancia activa en el vehiculo se determinan generalmente segun la
solubilidad y las propiedades quimicas del compuesto activo, el modo particular de administracion, y las disposiciones
que deben observarse en la practica farmacéutica. Por ejemplo, para preparar comprimidos, pueden usarse
excipientes tales como lactosa, citrato de sodio, carbonato de calcio, fosfato dicélcico, y agentes disgregantes tales
como almidon, acidos alginicos y ciertos silicatos complejos combinados con lubricantes tales como estearato de
magnesio, laurilsulfato de sodio y talco. Para preparar una capsula, es ventajoso usar lactosa y polietilenglicoles de
alto peso molecular. Cuando se usan suspensiones acuosas, pueden contener agentes emulsionantes o agentes que
facilitan la suspensién. También se pueden usar diluyentes tales como sacarosa, etanol, polietilenglicol, propilenglicol,
glicerol y cloroformo, o mezclas de los mismos.

La dosificacién la selecciona la persona experta, de modo que se logre un efecto antiinfeccioso, y depende de la via
de administracién y la forma de dosificacion que se use. La dosis diaria total de un péptido, administrada a un sujeto
en dosis Unicas o divididas, puede estar en cantidades, por ejemplo, de alrededor de 0,001 a alrededor de 100 mg/kg
de peso corporal al dia, y preferiblemente 0,01 a 10 mg/kg/dia. Las composiciones de unidades de dosificacion pueden
contener tales cantidades de submlltiplos de las mismas que se pueden usar para completar la dosis diaria. Sin
embargo, se entendera que el nivel de dosis especifico para cualquier paciente particular dependera de una variedad
de factores, que incluyen el peso corporal, la salud general, el sexo, la dieta, el tiempo y la via de administracion, las
tasas de absorcion y excrecién, combinacién con otros medicamentos, y la gravedad de la enfermedad particular que
se esté tratando.

Aplicaciones terapéuticas

El péptido aislado y el péptido quimérico como se definieron anteriormente, la composicion farmacéutica de la
invencion se puede usar para tratar la infeccién por Paramyxovirinae.

De este modo, la invencién también se refiere a un péptido o un péptido quimérico de la invencién para uso en el
tratamiento de infeccién por Paramyxovirinae.

En particular, el péptido aislado o un péptido quimérico de la invencion pueden tener la capacidad de disminuir la carga
de virus en un sujeto de al menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90% 0 100%.

La invencién también proporciona un método de tratamiento de una infeccién por Paramyxovirinae en un paciente que
lo necesita, método el cual comprende administrar a dicho paciente un péptido aislado o un péptido quimérico de la
invencion.

La infeccion por Paramyxovirinae se debe a un virus que pertenece al género seleccionado entre infeccion por
rubulavirus, infeccion por avulavirus, infeccion por henipavirus, infeccion por virus similar a henipavirus, infeccién por
morbilivirus, infeccién por virus similar a morbilivirus (virus similares a TPMV), o infeccion por ferlavirus.
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La infeccién por Henipavirus es en particular, pero no se limita a, una infeccién por el virus Nipah (NiV) o por el virus
Hendra (HeV).

La infeccién por Morbillivirus es en particular, pero no se limita a, una infeccién por el virus del sarampién (MeV) o el
virus de la peste bovina.

La infeccién por rubulavirus es en particular, pero no se limita a, una infeccion por el virus de las paperas y los virus
de la parainfluenza tipo 2, 4.

La invencién se ilustrara adicionalmente mediante las siguientes figuras y ejemplos. Sin embargo, estos ejemplos y
figuras no deben interpretarse de ninguna manera como limitantes del alcance de la presente invencion.

FIGURAS:

Figura 1: Estructura del complejo N°-P reconstituido de NiV en disolucion y en cristal. (a) Arquitectura esquematica
de las proteinas N y P de NiV. Nntp, dominio N-terminal del ndcleo de N; Neto, dominio C-terminal del nucleo de
N; NTarm, brazo N-terminal de N; CTarm, brazo C-terminal de N; Pntr, regién N-terminal de P; Pctr, region C-
terminal de P; Pmp, dominio de multimerizacion de P; Pxp, dominio X C-terminal de P. Las cajas y lineas muestran
dominios estructurados y regiones intrinsecamente desordenadas, respectivamente. Las flechas muestran los
constructos recombinantes usados en este trabajo. (b) Cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) combinada
con deteccion en linea por dispersion de luz laser de multiples angulos (MALLS) y refractometria (RI). El recuadro
muestra una SDS-PAGE tenida con azul de Coomassie. La masa molecular teérica calculada para un complejo
heterodimérico es de 45.613 Da. (c) Perfil de intensidad de diferencia de espectros de HSQC 'H-'*N de P1oo
marcada con ®N, en aislamiento y en complejo con N°. (d) Imagenes de fluorescencia de células transfectadas
293T que expresan N de NiV, péptido de tipo salvaje P40 en fusion con GFP, o ambas proteinas (paneles
inferiores). Las imagenes son representativas de uno de los tres experimentos independientes. Las barras de
escala (paneles de la izquierda) representan 10 pum. (e) Vista de la estructura cristalina del complejo de NiV Ns2-
383%-Pso con representacién de boceto. Naz.ags se muestra junto con P50. Se indica la ubicacién de algunos
elementos de la estructura secundaria y del brazo del terminal N y del brazo y la cola del terminal C. Se indican los
restos C- y N-terminales del fragmento P.

Figura 2: La comparacion de las proteinas N de NiV y RSV revela un cambio conformacional de abierto a cerrado.
(a) Vista de las estructuras de NiV N y RSV N (cédigo PDB 2WJ8; ref 5) alineadas en orientaciones similares. (b)
Comparaciones estructurales de NiV Ns2-3s3 en su estructura cristalina (panel izquierdo) y en una conformacion
cerrada hipotética (panel derecho) con RSV N tomado del complejo tipo NC (codigo PDB 2WJ8; ref 5). Se muestran
NiV N32-383, RSV N, y el ARN unido a RSV N. Las lineas en el panel izquierdo muestran la direccion del eje ang en
cada proteina. La forma cerrada hipotética de NiV N se obtuvo alineando independientemente NiV Nnto y Ncto en
los dominios correspondientes de RSV N. (c) Vista frontal del sitio de union del ARN en RSV N con una
representacion de boceto. Los restos que interactian con el ARN y se conservan en varios miembros de
Paramyxovirinae (K170, R184, R185, R338 e Y337) se muestran en representacién de palitos. (d) Vista frontal del
surco de union del ARN putativo de NiV N en sus conformaciones abierta e cerrada hipotética. Los restos
correspondientes a los mostrados en la Figura 2c se muestran con representacion de palito (K178, R192, R193,
R352 e Y354). (e) Vista lateral del sitio de union del ARN en RSV N con una representacién de boceto. Se muestran
en amarillo dos restos de glicina (G241 y G245) que forman una superficie plana en la hélice ang y que interactdan
con la base 1 de los seis nucle6tidos unidos a cada protdomero de N. (f) Alineacién de secuencia multiple entre
varios miembros de la subfamilia Paramyxovirinae: MeV, virus del sarampion (Morbillivirus); MuV, virus de las
paperas (Rubulavirus); NDV, virus de la enfermedad de Newcastle (Avulavirus). (g) Vista lateral del surco de union
del ARN putativo de NiV N en sus conformaciones abierta y cerrada hipotética. La molécula de ARN (mostrada)
esta acoplada contra NiV Ncto como en RSV NC.

Figura 3: Conservacion del interfaz N°-P e inhibicion de la replicacion de NiV por un péptido P de union a NO. (a)
Vista del complejo de NiV Nas2.383%-Pso con representaciones de superficie y de conservacion para Na2.3s3, y con
representaciones de boceto y palitos para Pso. La conservacién en N derivada de la alineacion de mdltiples
secuencias se muestra en la superficie de NiV N. Las cadenas laterales de restos conservados en la regién N-
terminal de P se muestran en representacion de palitos. (b) Cuantificacién del efecto de la expresion de péptidos
sobre la replicacién viral. Titulo viral medido 48 h después de la infeccion con NiV (MOI 0,01) en el sobrenadante
de cultivo de células 293T transfectadas con cantidades variables (2 ug a 0,125 pg; barras 1 a 5) de plasmidos
que codifican GFP sola (Control), Pao-wt, Pao-gior 0 Pao-117r. Se muestran las medias de tres experimentos
independientes. Las barras de error representan s.d. (n = 6; ensayo de ANOVA: * indica valores para los cuales P
< 0,05). @ indica ausencia de plasmido. (c) Analisis visual de la formacion de sincitios en células infectadas con
NiV que expresan GFP (Control) 0 GFP-P4o-wt. 0 -P4o-g1or. Las flechas muestran ejemplos de formacién tipica de
sincitios. Las imagenes son representativas de las obtenidas en uno de tres experimentos independientes. Las
barras de escala (paneles de la izquierda) representan 50 pm.

Figura 4: Actividades de chaperonas de NiV P. (a) Vista superior de un protomero de N de RSV dentro del complejo
de N-ARN, mostrado con representacion de superficie para Ncore alineado con Ncto del complejo de NiV N32-3g30-
Pso (codigos PDB 2WJ8 y 4BKK; ref 5). EI NTarm del protémero Ni-1 de N de RSV y el CTarm del protdmero Ni.1 de
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N de RSV se muestran con una representacion de boceto. Solamente Pso del complejo de NiV se muestra con
representacion de boceto. El recuadro muestra la localizacién del protomero de RSV N dentro de la NC. (b) Vista
frontal de la misma superposicion estructural. El recuadro muestra la localizacién del protémero de RSV N dentro
de la NC. (c) Vista de NiV Pso unido a Nctp en el complejo Na2-383%-Pso con representacion de boceto. Se muestra
el pasador en NcTo. La Cq de restos que hacen contacto entre Pso y Ncto se muestran para Pso 0 Naz-3g3® como
esferas. Las flechas indican las conexiones entre P50 y las hélices ac1, nct, acz y acs de Ncrp. (d) Alineacién de
multiples secuencias entre varios miembros de la subfamilia Paramyxovirinae. (e) Superposicion estructural del
complejo de RSV N-ARN y NiV Nas2-383 con representacion de boceto. Los restos Y258 y G305 de NiV Ny los restos
Y251 y G295 de RSV N se muestran con representacion de palitos. La flecha indica la rotacion hipotética de Y258
tras la liberacién de P.

Figura 5: Inhibicion de la replicacion de NiV o CDV por un péptido de unién a N° de P. A. Péptidos derivados del
region de union a N° de P (P4o) de NiV inhiben el crecimiento viral tanto de NiV como de CDV. Se transfectaron
células 293T con 1 pg de plasmido que codifica w.t. P4o-CDV en fusion con GFP (P40-CDV), w.t. P4o-NiV ya sea
en fusién con GFP (P40-NIV) o por separado (pCG P4o-NIV), GFP sola (MOCK) o sin plasmido (NT). 24 horas més
tarde, las células se infectaron con NiV (barras negras) o CDV (barras blancas) (MOI 0,01). Los titulos de virus en
los sobrenadantes de cultivo se midieron 48 h después de la infeccién. B. La inhibicion de la replicacion de CDV
por péptidos derivados tanto de NiV como de CDV depende de la dosis. Las células se transfectaron como
anteriormente con cantidades decrecientes de plasmidos “P” en el intervalo de 1 pg a 0,5 pg como se indica, o 1
pg de plasmido que codifica GFP (MOCK) o plasmido vacio (NT). 24 h después de la transfeccién, las células se
infectaron con CDV (MOI 0,01). Se midieron los titulos de virus en los sobrenadantes de cultivo 72 h después de
la infeccion.

EJEMPLOS:
EJEMPLO 1:
Material y métodos

Reconstituciéon del complejo nuclear de N°-P. Constructos que comprenden los restos 1-50 (Pso) de P y restos 32-383
(N32-383) 0 32-402 de N (Ns2-402) del aislado malasio UMMC1 del virus Nipah (nimeros Uniprot Q9IK91 y Q91K92) se
clonaron en el vector pETM40 en fusién con una etiqueta de proteina de unién a maltosa (MBP) N-terminal. Todas las
proteinas se expresaron en células Rosetta BL21 (DE3) de E. coli. Las células se hicieron crecer a 37°C en medio LB
hasta que la D.O. alcanz6 0,6, y la expresion proteica se indujo toda la noche a 20°C mediante adicién de isopropil-B-
D-tiogalactésido (IPTG) hasta una concentracion final de 1 mM. Las células se cosecharon, y el pelete se suspendio
en amortiguador A para el constructo P (amortiguador Tris-HCI 20 mM a pH 7,5 que contiene NaCl 150 mM, arginina
50 mM, glutamato 50 mM vy tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) 0,5 mM) y en amortiguador B para constructos de N
(amortiguador Tris-HCI a pH 7,5 que contiene NaCl 150 mM). Todos los amortiguadores se suplementaron con céctel
completo de inhibidores de proteasa (Roche). Las células se rompieron mediante ultrasonidos, y el extracto crudo se
aclaré por centrifugacion a 45.000 g a 4°C durante 20 min. El sobrenadante se cargd en una columna de resina de
amilosa (New England Biolabs) equilibrada en amortiguador A o B. La columna se lavé con 10 volimenes de
amortiguador A o B que contenian NaCl 500 mM, y la proteina se eluyé con maltosa 50 mM (Sigma) en amortiguador
AoB.

La proteina de fusion P-MBP se escindié con proteasa TEV para eliminar la etiqueta de MBP. La proteasa se anadié
en una relacién en peso aproximada de 100:1 (proteina de fusion: TEV), y la digestion se realiz6 en amortiguador A
toda la noche a 4°C. Después de concentrar usando concentradores Vivaspin (GE Healthcare) con un corte de 3 kDa,
la disolucién de proteina se carg6 en una columna S75 Superdex (GE Healthcare) equilibrada en amortiguador A a
4°C. El péptido P purificado se mezclé con N-MBP purificada, y la mezcla se incub6 toda la noche a 4°C. Después de
concentrar, la disolucion se cargd en una columna S75 Superdex equilibrada en amortiguador A. Se reunieron las
fracciones que contienen el complejo N°-MBP-P, y la etiqueta de MBP se escindi6 mediante incubacion toda la noche
a 4°C en presencia de proteasa TEV en una relacion en peso de 100:1. La disolucién se concentr6 y se cargé en una
columna S75 Superdex (GE Healthcare) acoplada a una columna corta de resina de amilosa (NEB) equilibrada en
amortiguador B, para eliminar completamente la MBP escindida. Las fracciones que contienen los complejos N°-P se
reunieron, y se concentraron usando concentradores Amicon (Millipore) con un corte de 10 kDa. Durante el
procedimiento de purificacion, se comprobé la pureza de la proteina mediante SDS-PAGE.

Un constructo que comprende los restos 1-100 (P100) de P se cloné en el vector pET28 con una etiqueta His C-terminal,
y se expreso en células Rosetta BL21 (DE3) de E. coli. Para producir P1oo sin marcar, las células se hicieron crecer a
37°C en medio LB hasta que la D.O. alcanzé 0,6, y la expresion de la proteina se indujo toda la noche a 20°C mediante
la adicion de isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) hasta una concentracion final de 1 mM. Para el P10 marcado con '3C-
5N, las células se hicieron crecer en medio minimo M9 suplementado con vitaminas MEM (Gibco), con 1,0 g.I'' de
5NH4Cly 4,0 g.I"" de '3C glucosa como se describid previamente?*. Las células se cosecharon, y el pelete se suspendio
en amortiguador A suplementado con céctel completo de inhibidores de proteasa (Roche). Las células se rompieron
mediante sonicacién, y el extracto bruto se aclaré por centrifugacién a 45.000 g a 4°C durante 20 min. El sobrenadante
se cargo en una columna de resina His Select (Sigma) preequilibrada en amortiguador A. La columna se lavé con 10
volumenes de amortiguador A que contenia NaCl 500 mM e imidazol (Sigma) 10 mM, y la proteina se eluyé en
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amortiguador A que contenia imidazol 300 mM. Las fracciones que contenian el péptido se reunieron, y se
concentraron usando concentradores Vivaspin (GE Healthcare) con un corte de 5 kDa. La disolucién se cargd en una
columna S200 Superdex equilibrada en amortiguador A a 4°C. Las fracciones que contenian el péptido se reunieron y
se concentraron. Para los experimentos de RMN, el complejo Na2-4020-P1o0 se reconstituyé como se describio
anteriormente, y el amortiguador A se intercambié con amortiguador Bis-Tris 20 mM a pH 6,0 que contenia NaCl 150
mM, arginina 50 mM, glutamato 50 mMy TCEP 0,5 mM.

Para producir una selenometionina sustituida de Ns2-3s3, las células se hicieron crecer a 37°C en medio minimo M9
suplementado con vitaminas MEM (Gibco), con 1,0 g.I'" de NH4Cl y 2,0 g.I'" de glucosa hasta que la D.O. alcanzé 0,6.
Después, la temperatura se redujo hasta 20°C, y el cultivo se suplementé con una mezcla de aminoacidos que contenia
100 mg de Lys, 100 mg de Phe, 100 mg de Thr, 50 mg de lle, 50 mg de Leu, 50 mg de Val y 50 mg de SelenoMet por
litro de medio, y se incubd durante 45 minutos. La expresion de la proteina se indujo toda la noche a 20°C mediante
la adicién de isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) hasta una concentracién final de 1 mM. El derivado de
selenometionina se purificé como se describié anteriormente.

Experimentos de SEC-MALLS. La cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) combinada con la deteccion en linea
por dispersién de luz laser de multiples angulos (MALLS) y refractometria (RI) es un método para medir la masa
molecular absoluta de una particula en disolucion que es independiente de sus dimensiones y forma?. La SEC se
realizé con una columna S200 Superdex (GE Healthcare) equilibrada con amortiguador Tris-HCI 20 mM que contenia
NaCl 150 mM. La columna se calibr6é con proteinas estandar globulares. Las separaciones se realizaron a 20°C con
un caudal de 0,5 ml.min"'. La deteccion de dispersion de luz laser multiangular en linea (MALLS) se realizé con un
detector DAWN-HELEOS Il (Wyatt Technology Corp.) usando un laser que emite a 690 nm, y la concentracion de
proteina se midié en linea mediante el uso de medidas de indice de refraccion diferencial usando un detector Optilab
T-rEX (Wyatt Technology Corp.) y un incremento del indice de refraccion, dn/dc, de 0,185 ml.g™'. Las masas molares
medias ponderales (Mw) se calcularon usando el software ASTRA (Wyatt Technology Corp.). Para la determinacion
del tamario, la columna se calibré con proteinas de radio de Stokes conocido (Rs)%.

Experimentos de dispersiéon de rayos X de angulo pequeno. Los datos de dispersion de rayos X de angulo pequefio
(SAXS) se recopilaron  en la linea de luz  BioSAXS (BM29)  del ESRF  (http:/
www.esrf.eu/UsersAndScience/Experiments/MX/About_our_beamlines/BM29. La dispersion del amortiguador solo se
midié antes y después de cada medida de la muestra, y se utilizd para restar el fondo usando el programa PRIMUS
del paquete ATSAS?. Los datos de dispersion se recopilaron a diferentes concentraciones que oscilan desde 0,3
mg.ml-' hasta 0,6 mg.ml' para P1o0o, y de 0,55 mg.ml! hasta 2,4 mg.ml! para el complejo N°-P. No se observé ningln
efecto entre particulas dependiente de la concentracion. Rqg se estimd a valores de Q bajos usando la aproximacién
de Guinier. Los modelos de perlas de baja resolucion ab initio del complejo N°-P se calcularon a partir de la funcion
de distribucion de distancia P(r) (Dmax = 10 nm) usando el programa DAMMIN28. 20 modelos de baja resolucién,
obtenidos de reconstrucciones independientes, se alinearon, se promediaron, y se filtraron con el programa
DAMAVER?°. La estructura cristalina se acopl6 dentro del sobre usando el programa SUPCOMB?.

Espectroscopia de RMN. La asignacion espectral de P1oo de proteina P de NiV se obtuvo a 25°C en amortiguador Bis-
Tris 20 mM a pH 6,0 que contenia NaCl 150 mM, arginina 50 mM, glutamato 50 mM y TCEP 0,5 mM usando un
conjunto de experimentos de triple resonancia tipo BEST?C. Los experimentos de RMN se adquirieron a una frecuencia
de 'H de 800 MHz. Se adquirieron un total de seis experimentos: HNCO, HN(CA)CO intrarresto, HN(CO)CA y HNCA
intrarresto, HN(COCA)CB y HN(CA)CB intrarresto. Todos los espectros se procesaron en NMRPipe®!, se analizaron
en Sparky®?, y la asignacion automatica de los sistemas de espin se realizé6 usando MARS?? seguido de verificacion
manual. El espectro de HSQC de 'H-'5N de P100 se compard con el espectro del complejo purificado de N32-383°P1oo.
La relacion de intensidades de las resonancias en los dos espectros se utilizd para cartografiar el sitio de unién de N°
en P1oo0. Los desplazamientos quimicos dependen de los &ngulos diédricos ¢ y Y de la cadena principal, y en sistemas
desordenados, son muy sensibles a la presencia de estructura secundaria transitoria, comiunmente expresada en
términos de propensidn a estructura secundaria (SSP)3435, La puntuacion de SSP para P1oo aislado revel6 la presencia
de varias hélices a fluctuantes.

Cristalografia. Se usaron diferentes constructos de N y P para reconstituir los analogos N°-P, pero solo cristalizé el
complejo Na2-383°Pso. Las condiciones iniciales de cristalizacion para el complejo Naz2-383°Pso se identificaron en el High
Throughput Crystallization Laboratory de la EMBL Grenoble Outstation (https://htxlab.embl.fr). Los agrupamientos de
placas obtenidos en PEG 3350 al 22%, KBr 0,2 M se usaron para hacer crecer el cristal del derivado de
selenometionina del complejo N32.383°Pso mediante el método de microsiembra. Un agrupamiento de placa de proteina
nativa se trituré en 50 pl de disolucion de estabilizacion (Tris HCI 20 mM a pH 8 que contiene 22% de PEG 3350, KBr
0,2 My NaCl 0,2 M), usando el kit Seed Bead (Hampton Research). El lote de siembra se diluy6 en serie (5, 25, 100,
1000 veces), y las gotas se obtuvieron mezclando 0,5 pl del lote de siembra resultante, 1 pl de disolucién de proteina
y 1 ul de disolucién de precipitante. Los cristales usados para la recogida de datos se obtuvieron con concentraciones
proteicas de 10 a 20 mg.ml! en presencia de PEG 3350 al 16-18% y KBr 0,2 M, y se congelaron con glicerol al 15%
como crioprotector. Los datos de difraccion de rayos X se recogieron en la linea de haz ID29 del ESRF a una longitud
de onda de 0,9793 A y a una temperatura de 100 K, y se procesaron con el paquete XDS®%®. Las fases iniciales se
obtuvieron usando la dispersibn andémala para atomos de selenio mediante el método SAD con el programa
HKL2MAP®’. Se construyd inicialmente un modelo con el programa Autobuild®® a partir del paquete de phenix®® y
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posteriormente refinado con el programa phenix®®, y subsiguiente se refiné con el programa phenix.refine*® y Coot*!.
La geometria del modelo final se verificé con MolProbity*2. En el modelo, 97,0% de restos tienen angulos diédricos de
cadena principal en la regién favorecida en la grafica de Ramachandran, 2,77% caen en las regiones permitidas, y
0,23% son valores atipicos. Parte del bucle ans-ane no es visible en la densidad electrénica del cristal. Las figuras se
han generado con PyMol*® y Chimera**. Los modos normales de baja frecuencia de N° se calcularon con el Elastic
Network Model*S. Las alineaciones de multiples secuencias se realizaron con MAFFT46.

Construccién de plasmido. Las secuencias que corresponden a los restos de NiV P, CDV P o MeV P se clonaron en
el marco con GFP en el vector pEGFP-C2 (CLONTECH Laboratories) para producir el constructo pEGFP-P40 y
derivados (P6-40, P11-40; P1-20; P12-35 y P7-17 de NiV P, y P1-22, P9-19 de CDV P, y P9-19 de MeV P). Las
variantes de NiV P, P40-G10R y P40-117R, se obtuvieron mediante mutagénesis dirigida al sitio usando el kit
QuickChange XL (Stratagene). El péptido de consenso se produjo mediante clonacion por PCR en el mismo vector
pEGFP-C2.

Localizacion intracelular de N y Pso. Células HEK 293T se obtuvieron de ATCC (HEK 293T/17 - ATCC CRL-11268).
Las lineas celulares se estudiaron de forma habitual para determinar la contaminacién por micoplasma. Células 293T
se cultivaron en medio de Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, PAA laboratories) suplementado con 10% de suero
fetal de ternera (FCS) (PerbioHyclone). Para la transfeccion, las células se hicieron crecer durante 24 h hasta una
confluencia de [60%, y se transfectaron con 0,5 pg de plasmido que codifica N, GFP-P4o-wt, 0 ambos (o plasmido
vacio como control), usando el reactivo de transfeccién Turbofect (Thermoscientific) a relaciones 4:1 de reactivo:ADN
segun lo recomendado. Después de 48 horas, las células se fijaron en paraformaldehido (PFA) al 3,7% en disolucién
salina amortiguada con fosfato (PBS) durante 45 min, después se trataron durante 30 min con 50 mmol.I'" de NH4Cl,
y finalmente, durante otros 40 min en Triton X100 al 0,1% en PBS. La inmunofluorescencia de N se realizé con un
anticuerpo anti-N de conejo especifico de henipavirus de nuestro laboratorio (a una dilucion 1/1000, la especificidad
del anticuerpo se determin6 mediante inmunofluoresencia como se muestra, y mediante transferencia Western y
anticuerpo secundario Alexa Fluor 555 (Life Technologies) a una dilucién 1/1000. Para la tincién nuclear, se us6 4,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) diluido en PBS que contiene seroalbumina bovina (BSA) al 1%. Tras varias etapas de
lavado, se hicieron fotos usando un microscopio fluorescente Zeiss 200M. Las imagenes se analizaron mediante
Axiovision Software (Zeiss) e ImagedJ software*’.

Inhibicién de la replicacion viral. Todos los experimentos con el virus Nipah se realizaron en INSERM “Laboratoire
Jean Merieux” (Lyon, Francia) en un laboratorio de contencion de nivel 4 de bioseguridad (BSL-4). Las células HEK
293T se hicieron crecer como se describié anteriormente durante 24 h hasta una confluencia de [40%. Inicialmente,
las células se transfectaron con plasmidos que codifican P4o de tipo salvaje en fusién con GFP, variantes de P4o (Pao-
G1or O Pao117r) en fusién con GFP, o pEGFP solo como un control, usando reactivo Turbofect como se describid
anteriormente. En cada caso, la cantidad de plasmido varié de 2 pg a 0,125 pg. 24 h después de la transfeccién, las
células se infectaron con NiV (aislado malasio UMMC1) a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,01. 1 h después
de la infeccion (p.i.), el indculo del virus se retird y se volvié a colocar con medio DMEM que contenia FCS al 3%. Los
sobrenadantes de cultivo y los lisados celulares se recogieron a 48 h p.i. para la titulacion de TCID50, y el crecimiento
del virus se evalud visualmente inspeccionando en busca de la formacién de sincitios. Se realizaron imagenes de
fluorescencia con GFP usando un microscopio fluorescente Zeiss 200M. Las imagenes se analizaron mediante
Axiovision Software (Zeiss). Para la determinacion de TCID50 mediante Karber, se usaron diluciones en serie de diez
veces de los sobrenadantes del cultivo viral para infectar células Vero E6 de la misma manera como se describié
anteriormente, y se ley6 48 h p.i. Las diferencias significativas se calcularon usando un ensayo de ANOVA cuando fue
posible, n = 6.

EJEMPLO 2:
Resultados
Reconstitucién de un complejo nuclear funcional de NiV NO-P

Los inventores reconstituyeron varias variantes estructurales del complejo de NiV N°-P usando péptidos que abarcan
la regién de union a N° de P y moléculas de N recombinantes, truncadas en la NTarv y el CTarm y Nrai. Mediante
cromatografia de exclusién por tamafo (SEC) combinada con dispersién de luz laser de multiples angulos (MALLS)
(Fig. 1b), y mediante dispersion de rayos X de angulo pequerio (SAXS), encontramos que estos complejos nucleares
reconstituidos N°-P son heterodimeros compactos con una forma general de haba tipica de otras proteinas NNV N8,

Los inventores cartografiaron la regién de P que interactiia directamente con N° mediante espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN). Para ello, expresamos y purificamos un péptido de 100 aminoacidos correspondiente a la
regién N-terminal de P (P100), y caracterizamos sus propiedades estructurales. Mediante SEC-MALLS, demostramos que
el péptido es monomérico en disolucién, y que tanto su radio hidrodinamico medido por SEC como su radio de giro medido
por SAXS eran mayores de lo esperado para una proteina globular de esta masa molecular. Ademas, la escasa dispersién
del desplazamiento quimico de las resonancias de amida en el espectro de RMN de coherencia cuantica uUnica
heteronuclear (HSQC) era tipica de una proteina desordenada, pero después de asignar el espectro de RMN, el
parametro de propension a la estructura secundaria (SSP), calculado a partir de los desplazamientos quimicos
secundarios Ca y Cp, indico la presencia de cinco hélices a fluctuantes. Analizamos entonces el espectro HSQC de P100

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2813827713

unido a Na2-383. En un complejo de este tamaro (~50 kDa), las sefiales de RMN se ensanchan fuertemente en muestras
protonadas, impidiendo su deteccion, pero en el espectro HSQC observamos resonancias correspondientes a restos 50
a 100, lo que indica que esta regidén permanece flexible en el complejo, y que la region de unién a N° esta comprendida
dentro de los primeros cincuenta aminodcidos N-terminales de P (Fig. 1c).

En consecuencia, los inventores demostraron que un péptido correspondiente a los primeros cuarenta restos de P
(P40) es suficiente para mantener a N en forma soluble in vitro (Fig. 1d). En células humanas que expresan N de NiV
sola, observamos una distribucién puntuada que puede atribuirse a las propiedades inherentes de autoensamblaje de
la proteina. En células que coexpresan tanto N como P fusionada con GFP4o (P40-GFP) en una relacion de 1:1,
observamos una distribucién notablemente homogénea de N en la célula y la colocalizacion de N con Pao, lo que
sugiere que el complejo N%-P4o se forma en el entorno intracelular y conduce a la solubilizacion de N (Fig. 1d).

Estructura cristalina del complejo nuclear NiV N°-P

El complejo NiV Nas2ss3%-Pso cristalizé en el grupo espacial P212121 con tres heterodimeros en la unidad asimétrica.
Determinamos la estructura a una resolucién de 2,5 A mediante el método SAD (Fig. 1e). NiV N exhibi6 la estructura
de dos dominios caracteristica de NNV N%28, definiendo un surco basico que puede unirse al ARN. A pesar de la baja
conservacion global de la secuencia, el nucleo de N podria dividirse en cuatro partes diferentes, Nnto1, Nntp2, NnTD3 Y
NcTp, de los cuales tres parecen tener un pliegue conservado entre diferentes familias de NNV (Fig. 2a)37-1°. Sobre la
base de su localizacién en la estructura, definimos diez motivos conservados entre la mayoria de los miembros del
Paramyxovirinae, y les asignamos roles estructurales o funcionales.

La region de chaperona N-terminal de P se estabiliza al unirse a su pareja N°, pero solo los primeros 35 restos de P,
correspondientes a la primera hélice fluctuante observada en disolucion (hélice ap1), eran visibles en la estructura
cristalina del complejo Nas2-383°-Pso. En el complejo, esta region formé una hélice de 2,9 nm de longitud (hélice apia: aa
1-19) con una torsién de 902 en el resto N20, que conduce a una hélice corta (hélice ap1b: aa 21-28) (Fig. 1e. La hélice
larga ap1a se acopldé a un surco hidréfobo poco profundo de Netp formado por hélices act, neci y acz del motivo 6
conservado (aa 265-305), y la hélice corta se acopla a la parte superior de Ncto (motivo 10) (Fig. 1e. EI complejo
implica multiples contactos hidréfobos y ocho enlaces de hidrogeno para una superficie total enterrada en la interaccion
de 1,440 A2,

NiV N esta en una conformacion abierta en el complejo N°-P

Comparando la estructura de NiV N32-383°-Pso con la de RSV N en complejo con ARNS, encontramos que el pliegue de
N se conserva (Fig. 2a, pero que el supuesto surco de union a ARN de NiV N° est4 abierto, inclinandose Nnto unos
302 desde Nco (Fig. 2b). Observamos que un resto de Tyr (Y337) y cuatro de los cinco restos basicos (K170, R184,
R185, R338 y R342) que interactian con el ARN en RSV N (Fig. 2c) estan presentes en posiciones equivalentes (Y354
y K178, R192, R193, R352, respectivamente) en la hélice ans, el bucle ans-ans, la hélice ans y el bucle acs-acs de NiV
N (Fig. 2D) y se conservan entre Paramyxovirinae. Sin embargo, estan demasiado separados en NiV N° para
interactuar concurrentemente con una molécula de ARN. Alineaciones 3D independientes de NiV Nnto y Ncto con
RSV N llevé estos restos a posiciones similares en ambas proteinas (Fig. 2b y 2d), sugiriendo un mecanismo comun
de cambio conformacional entre conformaciones abiertas y cerradas que implica un movimiento de bisagra entre NcTp
y NntD, segun las simulaciones en modo normal.

Union a ARN y la regla de los seis

En las NCs de RSV, cada N interactda con siete nucleétidos (nt), y la base 1 se empaqueta en la superficie plana de
la hélice ane formada por dos restos de glicina (G241 y G245) (Fig. 2e)®. Sin embargo, en la subfamilia
Paramyxovirinae, N se une a solo seis nt, y el genoma obedece a una regla de los seis, es decir, un requisito estricto
para que su genoma consista en un multiplo de seis nt?%2'. En la forma cerrada putativa de NiV N, encontramos que
varios restos en la hélice ane (motivo 3 conservado) (Fig. 2f), y D254 en hélice ang (motivo 5 conservado), impiden un
empaquetamiento similar de la base 1 (Fig. 2g). La presencia del motivo 3, que se conserva estrictamente en el
subfamilia Paramyxovirinae, pero esté ausente en la subfamilia Neumovirinae, podria asi explicar por qué la proteina
N de los Paramyxovirinae se une solamente a seis nt, y por qué estos virus obedecen la regla de los seis.

Conservacion de la interfaz de unién de N°-P

Las fosfoproteinas del NNV varian mucho en longitud y secuencia de aminoacidos??, y la conservacion de secuencias
generalmente se vuelve indetectable mas alla del nivel de la familia. Sin embargo, un estudio reciente identificd restos
en la region N-terminal de P que se conservan entre la mayoria de los miembros de los Paramyxovirinae a pesar de
una relacion evolutiva distante global?®. La mayoria de estos restos conservados parecian ser restos clave para la
interaccién con N° (Fig. 3a), mientras que el cartografiado de la conservacion de restos entre Paramyxovirinae sobre
la superficie de NiV N revela una fuerte conservacion del sitio de unién para P (Fig. 3a). Estos resultados sugieren de
este modo una arquitectura estructural conservada del complejo N°-P entre diferentes géneros de la subfamilia, y
amplian el alcance de nuestra estructura nuclear de NiV NO-P.
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Inhibicién de la replicacion de NiV

Los inventores encontraron que la expresion del péptido P fusionado con GFP4o en células humanas (HEK293T) antes
de la infeccién inhibe significativamente el crecimiento viral de una manera dependiente de la dosis, y elimina la
formacion de sincitios, siendo este Gltimo un sello distintivo de la infeccion por NiV (Fig. 3b-c). Usamos la estructura
cristalina de Na2.383°-Pso para disefiar variantes peptidicas que desestabilicen la interfaz entre N° y Pso, y encontramos
que las variantes en las que los restos conservados G10 o 117 mutan a arginina (G10R, 117R) eran menos eficaces
para inhibir la replicacion viral. Estos resultados apoyaron asi la especificidad de la interaccién observada en el cristal.
(Fig. 3b-c). Debido a que el complejo nuclear N°-P reconstituido carece de una gran parte de la molécula de P,
principalmente el dominio de tetramerizacion y las regiones de unién tanto a polimerasa como a NC, planteamos la
hipétesis de que P4o podria inhibir el crecimiento viral atrapando N° en un complejo no productivo.

Las funciones de chaperona de P

Para comprender las funciones de chaperona de Pntr, usamos el complejo de RSV N-ARN como modelo para el
complejo de NiV N-ARN (Fig. 4a, 4b). Cuando alineamos Nctp de NiV Ns2383°%-Pso con el Ncto de un protémero de N
del complejo de RSV N-ARN, descubrimos que la hélice ari, compite con el CTarm del protémero Ni.1 por el mismo
sitio de unién en la superficie de N (Fig. 4a), mientras que hélice apia compite con el NTarm del protémero Ni1 (Fig.
4b). De este modo, un primer papel de P es evitar la polimerizacién de N al interferir con la unién de los subdominios
intercambiados. La estructura del complejo de NiV Ns2.383%-Pso también sugirié que el P unido previene el ensamblaje
de NC y la unién a ARN al atrapar N° en una conformacién abierta sin interferir directamente con el ARN (Fig. 2g). El
cierre de la molécula requiere que las hélices ans y ang roten alrededor de pivotes cerca de la unién Nnto-Ncto (Fig.
2b), y de ese modo, que el pasador formado por hélices acz, nce, Nes, Nca se aleje del nacleo de Neto. Proponemos
que al unir hélices ac1, nc1, acz y acs (Fig. 4c), P rigidiza todo el dominio Nctp y previene cambios conformacionales
globales en N. Ademas, la cadena lateral voluminosa de Y258, un resto altamente conservado entre Paramyxoviridae
(Fig. 4d), apunta al interior del surco de unién al ARN, evitando que el ARN entre en contacto cercano con la superficie
de la proteina (Fig. 4e). En el complejo de RSV N-ARN, Y251, ubicado de manera similar al final de la hélice ang,
apunta en la direccidn opuesta, y se acopla a la cadena de un resto de glicina en la hélice acz. También se conserva
una glicina en esta posicion en NiV N, lo que sugiere que la cadena lateral de tirosina se aleja al unirse al ARN (Fig.
4e), pero en el complejo N°-P, el movimiento de Y258 se ve impedido por la presencia del extremo N-terminal de P.
Alternativamente, Y258 podria interactuar con una de las bases de ARN.

Discusion:

Los inventores presentan la estructura del complejo nuclear N°-P del virus Nipah, revelando que N° sin ensamblar se
mantiene en una conformacion abierta, y proporcionando pruebas experimentales de que NNV N cambia entre
conformaciones abiertas y cerradas durante el ensamblaje de NC. En el complejo N°-P, la regién de unién a N° N-
terminal de P previene la polimerizacién de N al ocupar los sitios de union para los subdominios intercambiados de N
adyacente, y evita la encapsidacién de ARN al formar un puente con Nctp y obstaculizar el cierre de la molécula.
Proponemos un posible escenario para el ensamblaje de moléculas de N° a lo largo del ARN viral recién sintetizado
mediante un mecanismo concertado de transferencia de N° desde el complejo N°-P a la molécula de ARN naciente,
que implica la liberacion de P y el cierre del surco de unién al ARN. En una primera etapa, asumimos que se forma un
complejo de encuentro con la molécula de ARN insertada holgadamente en la cavidad abierta. En una segunda etapa
concertada, se libera P, y N atrapa la molécula de ARN. La liberacion de P de la N unida al ARN libera el sitio de unién
para el NTaru de la siguiente molécula de N entrante. Tras la formacién del complejo de encuentro con el siguiente
complejo N°-P, el NTarm de la N entrante se puede unir a la N previamente ligado. EI CTarm de la N unida puede unirse
a la N entrante y ayudar a desplazar el péptido P. En un segundo proceso o proceso concomitante, se libera P, y N se
cierra sobre el ARN. EI NTarm de la primera molécula de N unida bloguea la segunda N en su conformacién cerrada
al unir en forma de puente Nnto con Nerp.

Los inventores confirmaron que la region corta de unién a N° de P es suficiente para acompariar a N° y mantenerla en
forma soluble, pero P40 inhibié la replicacion viral, lo que indica que la region N-terminal de P no es suficiente para
permitir el ensamblaje de NC, y sugiere la participacion de otras regiones de P en este proceso. P es una molécula
multifuncional, altamente flexible, que también posee sitios de unién para L o para las NCs, y de este modo es plausible
que las interacciones con estas otras proteinas virales sean necesarias para posicionar correctamente el complejo N°-
P en el sitio de sintesis de ARN viral. La unién de N°-P a la NC, como se sugiere en la Figura 5c, elevaria la
concentracion local alrededor del sitio de sintesis de ARN, y de ese modo favoreceria la encapsidacion del ARN viral.

La inhibicién exitosa de la infeccién por NiV por el péptido de unién a N° de P sugiere que la cavidad de unién a P en
N puede seleccionarse especificamente como diana para disefiar inhibidores de la replicacién de NiV. La estructura
del complejo nuclear N°-P proporciona la base estructural para disefiar moléculas pequefias que podrian prevenir la
formacion del complejo. La fuerte conservacion de la interfaz de union sugiere que la estructura de NiV N32383°%-Pso es
un buen modelo estructural para el complejo N°-P de otros paramixovirus de importancia médica, y que posiblemente
podria desarrollarse un farmaco de amplio espectro frente a varios virus.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2813827713

EJEMPLO 3:
Materiales y métodos:

Construccién de plasmido. Las secuencias correspondientes a los restos de NiV P o CDV P (cepa de referencia,
Genbank NC_001921.1) se clonaron en el marco con GFP en el vector pEGFP-C2 (CLONTECH Laboratories) para
producir los constructos pEGFP-P40-NIV y pEGFP-P40-CDV, o en el vector pCG (ref — Differential transcriptional
activation by Oct-1 and Oct-2: interdependent activation domains induce Oct-2 phosphorylation. Tanaka M, Herr W.
Cell. 1990 feb 9;60(3):375-86. 10.1016/0092-8674(90)90589-7) que contiene un sitio de multiclonaciéon GFP-IRES.
Este vector permite la expresion simultanea tanto de GFP como del péptido p40 por separado pero a partir del mismo
transcrito de ARN bi-cistronico después de la transfeccién en células de mamifero.

Inhibicién de la replicacion viral con NIV y CDV. Células 293T se cultivaron en medio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM, PAA laboratories) suplementado con suero fetal de ternera al 10% (FCS) (PerbioHyclone). Todos los
experimentos con el virus Nipah se realizaron en el INSERM “Laboratoire Jean Mérieux” (Lyon, Francia) en un
laboratorio de contencién de nivel de bioseguridad 4 (BSL4). Todos los experimentos con el virus del moquillo canino
se realizaron bajo confinamiento de nivel 2 de bioseguridad en una cabina de bioseguridad de cultivo celular reservada
para trabajar con material infeccioso. Las células se cultivaron como se describié anteriormente durante 24 h hasta
una confluencia de ~40%. Inicialmente, las células se transfectaron con plasmidos que codifican w.t. P4o-NIV en fusion
con GFP (vector pEGFP) o expresado por separado (del vector IRES bicistronico pCG, descrito anteriormente), o w.t.
P40-CDV en fusién con GFP (vector pEGFP) o pEGFP/pCG solo como control, usando Turbofect siguiendo las
recomendaciones del fabricante. 24 h después de la transfeccion, las células se infectaron con NiV (aislado malasio
UMMCH1) o con CDV a una multiplicidad de infeccion (MOI) de 0,01. El inéculo del virus se eliminé 1 h después de la
infeccion (p.i.) y se reemplazé por medio DMEM que contenia FCS al 3%. Los sobrenadantes de cultivo y los lisados
celulares se recogieron a las 48 h p.i. para la titulacion de TCID50, y el crecimiento del virus se evalué visualmente
inspeccionando en busca de la formacién de sincitios. Se tomaron iméagenes de fluorescencia de GFP usando un
microscopio fluorescente Zeiss 200M. Las imagenes se analizaron mediante Axiovision Software (Zeiss). Para la
determinacién TCID50 mediante Karber, se usaron diluciones en serie de diez veces de los sobrenadantes del cultivo
viral para infectar células Vero E6 de la misma manera como se describié anteriormente, y se leyé 48 h p.i.

Resultados:
Inhibicion de la replicacion de NiV o CDV por un N%-péptido de union de P.

Los inventores demostraron que los péptidos derivados del regién de union a N° de P (P4o) de NiV inhiben el
crecimiento viral tanto de NiV como de CDV (Figura 5A). Los inventores también demostraron que la inhibicion de la
replicacién de CDV por péptidos derivados tanto de NiV como de CDV depende de la dosis (Figura 5B).
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> INSERM

<120> PEPTIDOS QUE INCLUYEN UN DOMINIO DE UNION DE LA SUBUNIDAD DE LA FOSFOPROTEINA (P)
VIRAL A LA NUCLEOPROTEINA (NO) VIRAL

<130> BIO14104 VOLCHKOV
<160> 36

<170> PatentlIn version 3.3
<210>1

<211> 40

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> PI-40 Nipah

<400> 1
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15

20

Met Asp Lys Leu Glu Leu Val
1 5

Ile Gln Lys Asn Gln Lys Glu
20

Ile Gln Gln Pro Ser TIle Lys
35

<210>2

<211>40

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> PI-40 CDV

<400> 2

Met Ala Glu Glu Gln Ala Tyr
1 3

Lys Ala Leu Arg Glu Asn Pro
20

Ser Ser Leu Arg Asp Gln Thr
35

<210>3

<211>19

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido de consenso

<400> 3

Asp Gln Ala Glu Asgn Val Gln
1 5

Gln Lys Asn

<210>4

<211>40

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> PI-40 MeV

<400> 4

ES 2813827713

Asn Asp Gly Leu Asn Tle Tle Asp Phe
10 15

Ile Gln Lys Thr Tyr Gly Arg Ser Ser
25 30

Asp

Hisg Val Ser Lys Gly Leu Glu Cys Leu
10 15

Pro Asp Ile Glu Glu Ile Gln Glu Val
25 30

Cys
40

Glu Gly Leu Glu Cys Ile Gln Ala Ile
10 15
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Met Ala Glu Glu Gln Ala Arg His Val Lys Asn Gly Leu Glu Cys Ile

1 5 10

Arg Ala Leu Lys Ala Glu Pro Ile Gly Ser Leu Ala Ile Glu Glu Ala

20 25 30

Met Ala Ala Trp Ser Glu Ile Ser

35 40
<210>5
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>
<223> péptido TAT 2
<400> 5

Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
1 5

<210> 6

<211> 11

<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> péptido Tat
<400> 6

Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Aryg
1 5 10

<210>7

<211>9

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido de poliarginina R9

<400>7
Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5

<210>8

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
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<223> péptido de poliarginina R11
<400> 8

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
1 5 10

<210>9

<211> 32

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> péptido HA2-R9 peptide
<400>9

Gly Leu Phe Glu Ala Ile Glu Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly
1 5 10 15

Met Ile Asp Gly Trp Tyr Gly Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg
20 25 30

<210> 10

<211> 16

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido de penetratina

<400> 10

Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 15

<210> 11

<211> 27

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido de transportano

<400> 11

Gly Trp Thr Leu Asn Ser Ala Gly Tyr Leu Leu Gly Lys Ile Asn Leu
1 S 10 15

Lys Ala Leu Ala Ala Leu Ala Lys Lys Ile Leu
20 25

<210>12

<211>33

<212> PRT
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<213> Artificial
<220>
<223> péptido de maurocalcina

<400> 12

Gly Asp Cys Leu Pro His Leu Lys Leu Cys Lys Glu Asn Lys Asp Cys

1 5 10 15

Cys Ser Lys Lys Cys Lys Arg Arg Gly Thr Asn Ile Glu Lys Arg Cys

20 25 30
Arg
<210> 13
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> péptido de decalisina
<400> 13

Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys
1 5 10

<210> 14

<211> 11

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> péptido PTD4 derivado de HIV-Tat
<400> 14

Tyr Ala Arg Ala Ala Ala Arg Gln Ala Arg Ala
1 5 10

<210> 15

<211>12

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido de motivo de translocacion del virus de la hepatitis B (PTM)

<400> 15

Pro Leu Ser Ser Ile Phe Ser Arg Ile Gly Asp Pro
1 5 10

<210> 16
<211> 28

25
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<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido mPrPI-28
<400> 16

Met Ala Asn Leu Gly Tyr Trp Leu Leu Ala Leu Phe Val Thr Met Trp
1 5 10 15

Thr Asp Val Gly Leu Cys Lys Lys Arg Pro Lys Pro
20 25

<210> 17

<211>35

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> péptido POD

<400> 17

Gly Gly Gly Ala Arg Lys Lys Ala Ala Lys Ala Ala Arg Lys Lys Ala
1 5 10 15

Ala Lys Ala Ala Arg Lys Lys Ala Ala Lys Ala Ala Arg Lys Lys Ala
20 25 30

Ala Lys Ala

35
<210> 18
<211>19
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> péptido pVEC
<400> 18

Leu Leu Ile Ile Leu Arg Arg Arg Arg Ile Arg Lys Gln Ala His Ala
1 S 10 15

His Ser Lys

<210>19

<211>23

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido EB1
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<400> 19

Leu Ile Arg Leu Trp Ser His Leu Ile His Ile Trp Phe Gln Asn Arg
1 5 10 15

Arg Leu Lys Trp Lys Lys Lys
20

<210> 20

<211> 22

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido Rath

<400> 20

Thr Pro Trp Trp Arg Leu Trp Thr Lys Trp His His Lys Arg Arg Asp
1 5 10

Leu Pro Arg Lys Pro Glu
20

<210> 21

<211> 20

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> péptido CADY

<400> 21

Gly Leu Trp Arg Ala Leu Trp Arg Leu Leu Arg Ser Leu Trp Arg Leu
1 5 10 15

Leu Trp Arg Ala
20
<210> 22
<211>24
<212> PRT
<213> Artificial
<220>
<223> péptido de histatina 5
<400> 22

Asp Ser His Ala Lys Arg His His Gly Tyr Lys Arg Lys Phe Hisg Glu
1 35 10 15

Lys His His Ser His Arg Gly Tyr
20

<210> 23
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<211> 16

<212> PRT

<213> Atrtificial
<220>

<223> péptido Antp
<400> 23

Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 15

<210> 24

<211> 16

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> péptido Cyt86-101
<400> 24

Lys Lys Lys Glu Glu Arg Ala Asp Leu Ile Ala Tyr Leu Lys Lys Ala
1 5 10 15

<210> 25
<211>12

<212> PRT

<213> Atrtificial
<220>

<223> péptido DPT
<400> 25

Val Lys Lys Lys Lys Ile Lys Arg Glu Ile Lys Ile
1 5 10

<210> 26

<211>120

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia nucleotidica de P40 de Nipah

<400> 26

atggataaat tggaactagt caatgatggc ctcaatatta ttgactttat tcagaagaac
caaaaagaaa tacagaagac atacggacga tcaagtattc aacaacccag catcaaagat
<210> 27

<211>120

28
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<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia nucleotidica de P40 de CDV

<400> 27

atggcagagg aacaggccta ccatgtcagc aaagggctgg aatgcctcaa agccctcaga
gagaatcctc ctgacattga ggagattcaa gaggtcagca gectcagaga ccaaacctge
<210> 28

<211>120

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> secuencia nucleotidica de P40 de MeV

<400> 28

atggcagaag agcaggcacg ccatgtcaaa aacggactgg aatgcatccg ggetctcaag
gocgageaca teggetcact ggocatcgag gaagetatgg cageatggte agaaatatcea
<210> 29

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> N189-205 Nipah

<400> 29

Ser Glu Thr Arg Arg Trp 2Ala Lys Tyr Val Gln Gln Lys Arg Val Asn
1 5 10 15

Pro

<210> 30

<211>17

<212> PRT

<213> Artificial
<220>

<223> N191-207 Mev

<400> 30

Ser Glu Leu Arg Arg Trp Ile Lys Tyr Thr Gln Gln Arg Arg Val Val
1 5 10 15

Gly

<210> 31

29

60

120

60
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<211>17

<212> PRT

<213> Atrtificial
<220>

<223> N191-207 Muv
<400> 31

Ser Ala Asp Arg Arg Phe Ala Lys Tyr Gln Gln Gln Gly Arg Leu Glu
1 5 10 15

Ala

<210> 32

<211>17

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> N189-205 NDV

<400> 32

Ser Glu Thr Arg Arg Ile Asn Lys Tyr Met Gln Gln Gly Arg Val Gln
1 5 10 15

Lys

<210> 33

<211> 21

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> N253-273 Nipah
<400> 33

Ser Asp Ile Gly Asn Tyr Val Glu Glu Thr Gly Met Ala Gly Phe Phe
1 5 10 15

Ala Thr Ile Arg Phe
20

<210> 34

<211> 21

<212> PRT

<213> Atrtificial
<220>

<223> N253-273 Mev
<400> 34
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Cys Asp Ile Asp Thr Tyr Ile Val Glu Ala Gly Leu Ala Ser Phe Ile
1 5 10 15

Leu Thr Ile Lys Phe
20

<210> 35

<211> 21

<212> PRT

<213> Atrtificial

<220>

<223> N253-273 Muv

<400> 35

Gly Asp Ile Gly Lys Tyr Ile Glu Asn Ser Gly Leu Thr Ala Phe Phe
1 5 10 15

Leu Thr Leu Lys Tyr
20

<210> 36

<211> 21

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> N251-271 NDV

<400> 36

Gly Asp Val Asp Ser Tyr Ile Arg Asn Thr Gly Leu Thr Ala Phe Phe
1 5 10 15

Leu Thr Leu Lys Tyr
20
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REIVINDICACIONES

1. Un péptido aislado de 100 aminoacidos como maximo, que tiene la capacidad de inhibir la replicacién viral de
Paramyxovirinae, que comprende una secuencia de aminodacidos de formula (1):

Valina-Xaa1-Xaa2-Glicina-Leucina-Xaa3-Xaa4-Xaa5-Xaa6-Xaa7-Xaa8, en la que:
Xaa1 es glutamina (Q), serina (S) o asparagina (N), lisina (K), o un aminodacido polar equivalente;

Xaa2 es acido glutamico (E), acido aspartico (D), asparagina (N), lisina (K), o un aminoacido (o acido)
equivalente cargado negativamente;

Xaa3 es 4cido glutdmico (E), &cido aspartico (D), lisina (K) o glutamina (Q), serina (S) o asparagina (N);
Xaa4 es cisteina (C), isoleucina (l);

Xaa5 es isoleucina (l), leucina (L) o valina (V) o un aminoacido alifatico apolar equivalente;

Xaab es glutamina (Q), lisina (K), arginina (R) o acido aspartico (D);

Xaa7 es alanina (A), o fenilalanina (F), o un aminoacido apolar equivalente;

Xaa8 es isoleucina (l), leucina (L) o valina (V), o un aminoé&cido alifatico apolar equivalente.

2. El péptido aislado de la reivindicacion 1, en el que:

Xaa1 es asparagina (N) o glutamina (Q);

Xaa2 es &cido aspartico (D) o &cido glutamico (E);
Xaa3 es asparagina (N) o acido glutamico (E);
Xaa4 es isoleucina (l) o cisteina (C);

Xaa5 es isoleucina (1);

Xaab es acido aspartico (D) o glutamina (Q);
Xaa7 es fenilalanina (F) o alanina (A);

Xaa8 es isoleucina (I).

3. El péptido aislado segun la reivindicacién 1, en el que el péptido se selecciona del grupo que consiste en:

i) una secuencia de aminoacidos que abarca desde el resto de valina en la posicion 7 hasta el resto de isoleucina
en la posicién 17 en SEQ ID NO: 1,

i) una secuencia de aminoacidos que abarca desde el resto de valina en la posicién 9 hasta el resto de leucina en
la posicion 19 en SEQ ID NO: 2,

iii) una secuencia de aminoacidos sustancialmente homéloga a la secuencia de (i) o (ii), preferiblemente una
secuencia de aminoacidos al menos 80% idéntica a la secuencia de (i) o (ii).

4. El péptido aislado segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende la secuencia de aminoacidos de
formula (11):

Yaal-Yaa2-Yaa3-Yaa4-Yaa5-Valina-Xaa1-Xaa2-Glicina-Leucina-Xaa3-Xaa4-Xaa5-Xaa6-Xaa7-Xaa8-Yaa6-Yaa7-
Yaa8, en la que

Xaa1l-Xaa2 Xaa3-Xaa4-Xaab5-Xaa6-Xaa7-Xaa8 son como se definen en la reivindicacioén 1;
Yaal es acido aspartico (D), acido glutamico (E) o un aminoéacido &cido equivalente;

Yaa2 es glutamina (Q) o lisina (K);

Yaag3 es alanina (A), leucina (L) o tirosina (Y);

Yaa4 es acido glutamico (E), tirosina (Y) o arginina (R);

Yaab es asparagina (N), histidina (H) o leucina (L);

Yaab es glutamina (Q), lisina (K), o arginina (R);
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Yaa? es lisina (K), alanina (A) o acido glutamico (E);
Yaa8 es asparagina (N), acido glutamico (E) serina (S).
5. El péptido aislado segun la reivindicacién 4, en el que el péptido se selecciona del grupo que consiste en:

i) la secuencia de aminoacidos que consiste en MDKLELVNDGLNIIDFIQKNQKEIQKTYGRSSIQQPSIKD (SEQ ID
NO: 1);

ii) una secuencia de aminoacidos que abarca desde el resto de leucina en la posicién 6 hasta el resto de acido
aspartico en la posiciéon 40 en la SEQ ID NO:1;

iii) una secuencia de aminoacidos que abarca desde el resto de leucina en la posicion 11 hasta el resto de acido
aspartico en la posicién 40 en SEQ ID NO:1;

iv) una secuencia de aminoacidos que abarca desde el resto de metionina en la posicion 1 hasta el resto de
asparagina en la posicion 20 en SEQ ID NO:1;

v) una secuencia de aminoacidos que abarca desde el resto de asparagina en la posicién 20 hasta el resto de
glutamina en la posicién 35 en SEQ ID NO:1;

vi) la secuencia de aminoacidos que consiste en MAEEQAYHVSKGLECLKALRENPPDIEEIQEVSSLRDQTC (SEQ
ID NO: 2);

vii) una secuencia de aminodcidos que abarca desde el resto de metionina en la posicion 1 hasta el resto de
asparagina en la posicién 22 en SEQ ID NO: 2;

viii) la secuencia de amino&cidos que consiste en DQAENVQEGLECIQAIQKN (SEQ ID NO: 3)

ix) la secuencia de aminodcidos que consiste en MAEEQARHVKNGLECIRALKAEPIGSLAIEEAMAAWSEIS (SEQ
ID NO: 4)

X) una secuencia de aminoacidos que abarca desde el resto de valina en la posicion 9 hasta el resto de leucina en
la posicion 19 en SEQ ID NO:4

xi) una secuencia de aminoacidos sustancialmente homoéloga a la secuencia de (i) a (x), preferiblemente una
secuencia de aminoacidos al menos 80% idéntica a la secuencia de (i) a (x).

6. Un polinucledtido que comprende o consiste en un acido nucleico que codifica un péptido como se define en una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.

7. Un método para producir un péptido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho
método comprende las etapas de:

a) cultivar una célula recombinante que comprende un vector recombinante que comprende un polinucle6tido como
se define en la reivindicacién 6 en condiciones que permitan la expresion del péptido segin una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5;

b) opcionalmente, purificar el péptido obtenido en la etapa a).

8. El péptido aislado segun la reivindicacion 1 a 5, para uso para prevenir y/o tratar una infeccién por Paramyxovirinae;
en particular, para uso para prevenir y/o tratar una infeccién por Paramyxovirinae seleccionada del grupo que consiste
en: infeccion por Rubulavirus, infeccion por Avulavirus, infeccion por Henipavirus, infeccion por virus similar a
Henipavirus, infeccion por Morbillivirus, infeccion por virus similar a Morbillivirus (virus similares a TPMV), infeccion
por Respirovirus, o infeccion por Ferlavirus.

9. El péptido aislado para uso segun la reivindicacion 8, en el que:
dicha infeccién por Avulavirus es una infeccién por el virus de la enfermedad de Newcastle;
dicha infeccion por Henipavirus es una infeccion por el virus Nipah (NiV) o por el virus Hendra (HeV);

dicha infeccion por Morbillivirus es una infeccién por el virus del sarampién (MeV), el virus de la peste bovina, el
virus del moquillo canino, el virus del moquillo focino, o el virus de la peste ovina;

dicha infeccion por virus similar a TPMV es una infeccion por el paramixovirus de Tupaia, el virus de Mossman, el
virus Nariva o el virus Salem;

dicha infeccién por Ferlavirus es una infeccion por el virus Fer-de-Lance;
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dicha infeccion por Rubulavirus es una infeccién por el virus de las paperas, los virus parainfluenza tipos 2, 4, el
virus Achimota 1y 2, el virus parainfluenza 5 del simio, el virus de Menangle, el virus de Tioman, o el Tuhokovirus
1,2y3;

dicha infeccién por Respirovirus es una infeccion por el virus Sendai, los virus 1 y 3 de la parainfluenza humana.

10. Una composiciéon farmacéutica que comprende un péptido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, y
uno o0 mas excipientes farmacéuticamente aceptables.

11. El péptido aislado segun la reivindicacién 1, que comprende 79 aminoacidos como maximo.

12. Un péptido aislado de 100 amino&cidos como maximo, para uso en un método para prevenir y/o tratar una infeccion
por Paramyxovirinae; comprendiendo dicho péptido aislado una secuencia de aminoéacidos de formula (1):

Valina-Xaa1-Xaa2-Glicina-Leucina-Xaa3-Xaa4-Xaa5-Xaa6-Xaa7-Xaa8, en la que:
Xaa1 es glutamina (Q), serina (S), asparagina (N), lisina (K), o un aminoacido polar equivalente;

Xaa?2 es acido glutamico (E), acido aspartico (D), asparagina (N), lisina (K), o un aminoacido equivalente cargado
negativamente (o acido);

Xaa3 es acido glutamico (E), acido aspartico (D), lisina (K) o glutamina (Q), serina (S) o asparagina (N);
Xaa4 es cisteina (C), isoleucina (l);

Xaa5 es isoleucina (l), leucina (L) o valina (V), o un aminoé&cido alifatico apolar equivalente;

Xaab es glutamina (Q), lisina (K), arginina (R) o &cido aspartico (D);

Xaa7 es alanina (A), o fenilalanina (F) o un aminodcido apolar equivalente;

Xaa8 es isoleucina (l), leucina (L) o valina (V) o un aminoacido alifatico apolar equivalente.

13. El péptido aislado segun la reivindicacion 1 a 5, o péptido aislado para el uso segln la reivindicaciéon 12, en el que
dicho péptido aislado esta unido a al menos un péptido de penetracion celular.

14. El péptido aislado segun la reivindicacion 1 a 5, o el péptido aislado para el uso segun la reivindicacion 12; en el
que dicho péptido es un péptido modificado.

15. Una composicion farmacéutica, que comprende un péptido segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, o
segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, y uno o mas vehiculos farmacéuticamente aceptables; para uso
en un método para prevenir y/o tratar una infeccion por Paramyxovirinae.

34



ES 2813827713

A
NCORE
1 31 258 371
N 383 NyaL 532
’ N
\r f
NTARM CTARM
< > N 353
< » N3j.402
I:,NTR I:,CTR
4 7
1 35 90 580 655 709
P v | Pwp Pxp
unién a N°
HP40
C— Pso
B
s 087 - 1000
(=] 60= e [
A\ 50-
X 40- ~- N
9 0,6 - o <« '32-383 =
Q 30- — ©
$ ¢
5 25- S
c 20- ! o}
S 0,4 - =100
S 15- e 46 * 1 kDa | O
Q )
o -
© —
= 0,2 x
g 10-a P QD,
© -
3
5 0,0 T T T T 10
£ 13 14 15 16 17 18

Volumen de elucién (ml)

Figura1AyB

35



ES 2813827713

C
(/2]
()]
2 1.2
B 10 e ~
C
2 0,8 A
£
8 0,6 T
c 0,4 N
8 0,2 -
©
E 0.0 T
20 40 60 80 100
NuUmero de restos
D
. Fusion + DAPI
f:usién +
N + Pyo.wit.

Figura1CyD

36



ES 2813827713

U gy #

i &

S m @
f%ii & é’é:\ ?giﬁf
P

e B <f:nf5%§sﬁ%
g %% . §§§
Tt 10 W

Yo
% "

Figura1 E

37



ES 2813827713

Figura2 Ay B

38



ES 2813827713

Cerrada

Abierta
Figura2CyD

39



NiV
MeV
MuVv
NDV

189
191
191
189

ES 2813827713

Figura2 EyF

40



ES 2 813 827 T3

R202\Y

Abierta Y197

Figura 2 G

41



ES 28138271713

Titulo viral log TCID.,

J——

i

123456 123466 123458
| dw,, t

o Pan17r

Pio-cior

@

Figura3AyB

42

_Contro
- W [}




ES 2813827713

C
Sin infeccién 48 h después de la infeccion (MOI 0,01)
2“ a— : ————

Control |

P40-w.t.

Figura3 C

43



ES 2 813 827 T3

Figura4 Ay B

44



N1V
Mev
MUV
NDW

ES 2 813 827 T3

260 270
| |
253 SDIGNYVEETGMAGFEATIRE
253 CDIDTYIVEAGLASFTILTIKFE
253 GDIGKYTENSGLTAFFLTLEY
251 GDVDSYIRNTGLTAFFLTLKY

Figura4 CyD

45

273
273
271



ES 2813827713

Figura4 E

46



Titulo viral (Log TCIDs)

1E+09

1E+08

1E+07

1E+06

1E+05

[
m
+
g

1E+03

ES 2813827713

H NIV
0O CbVv

NT

I I I 1

SIMULACRO P40-CDV P40-NIV  pCG P40-NIV

Figura 5 A

47



1E+08

1E+07

1E+06

1E+05

Titulo viral (Log TCID,)

1E+04

1E+03

ES 2813827713

NT

T

SIMULACRO

P40-CDV

|-,

Figura5b

48

P40-NIV

pCG P40-CDV

| .



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones
	Dibujos

