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@Resumen:

Nuevos polipéptidos miméticos de la region de HR1
de la subunidad de S2 de coronavirus.

La presente invencion se refiere a nuevos
polipéptidos miméticos de la region de HR1 de la
subunidad S2 de la proteina de la espicula de
coronavirus que son capaces de inhibir la infeccion de
células huésped por un coronavirus. La invencién
ademas se refiere al uso de tales polipéptidos para la
prevencion o el tratamiento de una infeccién
provocada por coronavirus, asi como la deteccion de
la infeccion.
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DESCRIPCION

NUEVOS POLIPEPTIDOS MIMETICOS DE LA REGION HR1 DE LA SUBUNIDAD S2 DE
CORONAVIRUS

Campo técnico

La invencion se refiere a nuevos polipéptidos miméticos de la region HR1 de la subunidad
S2 de la proteina de la espicula de coronavirus que son capaces de inhibir una infeccién de
células huésped por un coronavirus. La invencion se refiere ademas al uso de tales

polipéptidos para la prevencion o el tratamiento de una infeccion provocada por coronavirus.

Antecedentes de la invencién

Desde la aparicion del SARS-CoV-2 a finales de 2019, una enorme cantidad de
investigacion ha aumentado drasticamente la comprension de la base molecular de la
enfermedad y ha proporcionado nuevas estrategias para combatirla. Las vacunas basadas
en inmunizacién con la proteina de la espicula (S), usando o bien ARNm o bien vectores
virales, han tenido mucho éxito en la reduccién de la transmisién viral y la gravedad de la
enfermedad. Sin embargo, parece que la inmunidad de las personas vacunadas se
disminuye algunos meses después de la vacunacién y surgen continuamente nuevas
variantes del virus que puede escapar de la proteccion de las vacunas actuales. Ademas, no
se ha aprobado ningun farmaco antiviral eficaz para tratar la infeccion. Todos estos
problemas hacen necesario el desarrollo continuo de nuevos tratamientos, asi como de

nuevas estrategias de inmunizacion.

Como en otros coronavirus, la proteina de la espicula (S) del SARS-CoV-2 decora la
superficie del virus y promueve su entrada en las células huésped. Como otras proteinas de
fusién de clase |, la proteina S es un trimero de heterodimeros que se compone de
subunidades S1 y S2. La subunidad S1 consiste en el dominio N-terminal (NTD), el dominio
de union al receptor (RBD) y dos dominios C-terminales (CTD). Tres subunidades S cubren
el trimero S2 y lo mantienen en su conformacion previa a la fusién. S2 contiene un péptido
de fusién (FP) y dos regiones de repeticion de heptada (HR1 y HR2) que son esenciales
para promover la fusion de membranas. La estructura previa a la fusion de S2 se organiza
alrededor de un trimero de hélice superenrollada formado por su hélice central (CH) y el
dominio conector (CD), ubicado entre las regiones HR1 y HR2. La proteina esta incorporada
en la membrana viral mediante un segmento transmembranario (TM) que esta seguido por

una cola C-terminal (CT) corta interna.

La infeccién de las células por SARS-CoV-2 comienza con la unién de S1 al receptor de la

enzima convertidora de la angiotensina | de tipo 2 (ACE2) usando el dominio de unién al
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receptor (RBD). Luego, la protedlisis de la subunidad S2 en el sitio S2° mediada por
proteasas del huésped (TMPRSS2 en la membrana plasmatica o catepsinas en los
endosomas) desencadena una transicion conformacional en la que HR1 se extiende para
continuar la hélice superenrollada trimérica de la CH dando como resultado la insercién de la
FP en la membrana celular [1]. Luego, se desprende S1 y S2 se pliega sobre si misma como
un trimero de horquillas que forma una estructura de haz de 6 hélices (6HB), en la que tres
HR2 se empaquetan de manera externa contra los surcos de un haz helicoidal de HR1
trimérico central [2]. Este proceso pone en estrecha proximidad las membranas virales y

celulares promoviendo su fusion y posterior insercién del contenido del virus en la célula.

Debido a su importancia en la fusion viral, HR1 y HR2 son posibles dianas para el
tratamiento contra el coronavirus [2,3]. HR2 tiene una conservacion de secuencia

particularmente alta en SARS-CoV-2 [4], asi como entre diferentes coronavirus [3].

La fusibn mediada por S2 de SARS-CoV-2, asi como otros coronavirus, se inhibe por
péptidos derivados de HR2 [2, 3, 5, 6]. Los péptidos basados en HR1 son inhibidores mucho
menos activos [5, 6] pero los haces helicoidales triméricos estabilizados de HR1 de gp41 de
VIH-1 han mostrado actividad inhibidora de VIH-1 [7-9], asi como MERS-CoV, HCoV-0OC43
y SARS-CoV-2 [10]. Estas pruebas indican que tanto HR1 como HR2 estan expuestas

durante la fusion del coronavirus y son susceptibles de inhibicion.

Ademas, la vacunacion con trimeros estabilizados de HR1 de gp41 de VIH-1 puede
provocar anticuerpos neutralizantes contra el VIH-1 [11] y los pacientes infectados con VIH-1
provocan respuestas de las células B de anticuerpos neutralizantes que seleccionan como
diana epitopos de HR1 [12, 13]. Es concebible que puedan provocarse respuestas de los

anticuerpos similares durante la infeccién por coronavirus.

Durante la infeccion por SARS-CoV-2, las respuestas de los anticuerpos se dirigen
principalmente contra la proteina de la nucleocapside y la proteina de la espicula y, dentro
de esta, contra la subunidad S1 [14]. Las respuestas mas potentes de Ac neutralizantes en
pacientes convalecientes por COVID-19 se dirigen al RBD, pero las mutaciones en las
variantes emergentes de SARS-CoV-2 tienden a reducir su actividad de neutralizacién [15].
Las respuestas neutralizantes que seleccionan como diana S2 son mas escasas pero
interesantes [16], debido a que, puesto que S2 esta altamente conservada, puede ser
menos sensible a mutaciones que regiones mas variables tales como RBD o NTD. Ademas,
se ha informado de respuestas de los anticuerpos neutralizantes que seleccionan como

diana S2 que reaccionan de manera cruzada con otros coronavirus relacionados, incluso en
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individuos no infectados [17]. Este tipo de inmunidad de células B de memoria puede

conferir una amplia proteccion duradera contra el coronavirus [18].

El mapeo de epitopos ha detectado hasta ahora algunos epitopos inmunogénicos en S2 [19]
en su mayoria ubicados en la secuencia 765-835, que comprende el péptido de fusion y el
sitio de escision de S2, y los residuos 1140-1160 en la regidn tallo de S2 inmediatamente en
el sentido 5 de HR2. Ambos epitopos se han descrito como neutralizantes [20] e
inmunodominantes en pacientes con COVID-19 [21]. Se han descrito recientemente AcM
neutralizantes que seleccionan como diana el epitopo helicoidal lineal 1140-1160 [22-24].
Sin embargo, existe una falta de epitopos altamente inmunogénicos dentro de HR1 y HR2.
Una posible razén es que HR1 y HR2 estan altamente protegidas del sistema inmunitario
debido a su importancia en los cambios conformacionales que impulsan la fusion de
membranas. También es posible que la variabilidad conformacional de estas regiones pueda
hacer que los epitopos sensibles sblo se expongan transitoriamente. Sin embargo, las
respuestas inmunitarias a epitopos conformacionales pueden haber pasado desapercibidas

en los estudios de mapeo de epitopos usando péptidos lineales.

Dada la situacién actual de la pandemia provocada por SARS-CoV-2 y el hecho de que el
virus continuara propagandose y evolucionarse en los préximos afios junto con la actual falta
de opciones de tratamiento especificas y eficaces, existe una gran necesidad de desarrollar
tratamientos tras la infeccion, medidas que prevengan la infeccidon, asi como pruebas
diagnodsticas para la deteccion fiable y sensible de la infeccion. Puesto que los coronavirus
evolucionan ademas de manera constante, tales medidas de tratamiento/preventivas deben
seleccionar como diana de manera ideal estructuras que se conservan entre diversas
especies de coronavirus asegurando que se proporciona eficacia contra mas de una

especie.

Sumario de la invencioén

Por tanto, la presente invencion se refiere a un polipéptido capaz de inhibir una infeccion de
células huésped por un coronavirus, preferiblemente un Betacoronavirus, lo mas
preferiblemente un virus SARS-CoV-2, en el que dicho polipéptido comprende tres hélices a
y en el que
(i) la hélice o 1 comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80%,
el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% idéntica a
SEQ ID NO.1,

(ii) la hélice a 2 comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80%,
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el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% idéntica a
SEQID NO.2,y

(i) la hélice a. 3 comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80%,
el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% idéntica a
SEQ ID NO.3.

En una realizacion, dichas tres hélices o forman un trimero antiparalelo de hélices v,
preferiblemente, dicho polipéptido es un polipéptido mimético de la regién de repeticion de
heptada 1 (HR1) de la subunidad S2 de la proteina de la espicula de SARS-CoV-2.

En una realizacién adicional del polipéptido de la presente invencién, al menos un
aminoacido en cada hélice a en las posiciones de secuencia “e” y/o “g” en las repeticiones
de heptada (tal como se muestra en la figura 1) se sustituye por lisina (K), arginina (R), acido
aspartico (D) o acido glutamico (E), preferiblemente lisina (K) o acido glutamico (E). En un
aspecto mas preferido, al menos dos de los aminoacidos se sustituyen en diferentes hélices

o en posiciones “e” y “g” cercanas en el espacio, de manera que sus cadenas laterales

pueden formar enlaces de hidrégeno o interacciones carga-carga mutuamente favorables.

En una realizacién adicional del polipéptido de la presente invencién

(i) la hélice o 1 comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.1: N1D,
Q13E, V38K, A45K y/o V63K o0 una combinacion de las mismas,

(i) la hélice o 2 comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.2: V11K,
S13E, A29R, A31E, V36E, Q38E, S50E, I56E y/o A63R o una combinacion de las
mismas,

(iii) la hélice o 3 comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.3: I18E,
A29K, A43K, V50E, G58R, L68E, D72Q y/o E75Q o una combinacion de las mismas.

En una realizacién adicional del polipéptido de la presente invencién
(i) la hélice o 1 comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.1: N1D,
Q13K, A31E, V38E, A45D, A59R y/o V63E o una combinacién de las mismas,

(i) la hélice o 2 comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
5
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aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.2: L6D,
V11E, S13K, A31K, V36E, Q38K, A43E, A45R, S50E, D51K, A63E y/o N68R o una
combinacion de las mismas,

(iii) la hélice o 2 comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.3; A11E,
A29K, Q36K, A43K, L68K o una combinacion de las mismas.

En aun una realizacién adicional de la presente invencién, al menos un residuo de glicina
(G) en al menos una de las tres hélices a, preferiblemente en dos, lo mas preferiblemente en
las tres hélices a se ha reemplazado por un aminoacido polar, preferiblemente una lisina (K),
arginina (R), treonina (T) o serina (S), la mas preferida lisina (K). En un aspecto preferido, el

al menos un residuo de glicina (G) esta ubicado en medio de la hélice a.

En una realizacién adicional del polipéptido de la presente invencién
(i) la hélice o 1 comprende ademas al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.1: G19K,
G33K, G58K o una combinacion de las mismas,
(i) la hélice a 2 comprende ademas al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.2: G16K,
G41T, G55K o0 una combinacioén de las mismas,
(iii) la hélice a. 3 comprende ademas al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.3; G19K,

G33K, G58S o una combinacion de las mismas.

En una realizacién preferida del polipéptido de la presente invencién
(i) la hélice a 1 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO .4, y
(i) la hélice o 2 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.5, y

(iii) la hélice a 3 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.6.

En otra realizacion preferida del polipéptido de la presente invencion
(i) la hélice o 1 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.7, y
(i) la hélice o 2 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.8, y

(iii) la hélice a 3 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.9.

En adn otra realizacion preferida del polipéptido de la presente invencion

(i) la hélice a 1 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.10, y
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(i) la hélice a. 2 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.11, y

(iii) la hélice a. 3 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.12.

En una realizacién adicional del polipéptido de la presente invencién, al menos un
aminoacido en cada hélice a en las posiciones de secuencia “a” y/o “d” en las repeticiones
de heptada (tal como se muestra en la figura 1) que hacen contactos internos con las hélices
o opuestas se sustituye por un aminoacido apolar, preferiblemente una leucina (L),
isoleucina (1), valina (V), fenilalanina (F) o alanina (A), particularmente preferida leucina (L) o

isoleucina (I).

En una realizacién adicional del polipéptido, la hélice o 1 y la hélice o 2 estan unidas a
través de un primer ligador y la hélice a 2 y la hélice o 3 estdn unidas a través de un
segundo ligador, y en el que los ligadores primero y/o segundo tienen una longitud de entre
3 a 6 aminoacidos, preferiblemente una longitud de 4 6 5 aminoacidos, lo mas preferido una

longitud de 4 aminoacidos.

En una realizacion preferida del polipéptido, los aminoacidos del ligador se seleccionan de
glicina (G), alanina (A), serina (S), acido aspartico (D), asparagina (N), lisina (K), arginina

(R), prolina (P) y acido glutdmico (E) o una combinacion de los mismos.

En una realizacién mas preferida, la composicién de aminoacidos del ligador que conecta la
hélice o 1 y la hélice a 2 se selecciona de las secuencias GEPA o GAPA, y el ligador que
conecta la hélice a 2 y la hélice a 3 se selecciona de las secuencias SGSG, SGDG, KGSG o
KGDG.

En una realizacion, el polipéptido de la presente invencion se caracteriza porque comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80%, el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el
85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el
96%, el 97%, el 98% o el 99% idéntica a SEQ ID NO.13.

En una realizacion preferida, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.14 o SEQ ID NO.15,
preferiblemente en el que el polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO.13, SEQ ID NO.14 o SEQ ID NO.15.

La presente invencion se refiere ademas a una composicion farmacéutica que comprende

los polipéptidos segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores que comprende
7
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ademas excipientes farmacéuticamente aceptables.

La presente invencién se refiere ademas a un polipéptido para su uso en el tratamiento o la
prevencion de una infeccidn por un coronavirus, preferiblemente un Betacoronavirus, lo mas
preferiblemente un virus SARS-CoV-2, caracterizado porque dicho polipéptido es un
polipéptido mimético de la region HR1 de la subunidad S2 de la proteina de la espicula de
dicho coronavirus, en el que el polipéptido comprende tres hélices alfa que forman un
trimero antiparalelo de hélices, en el que la hélice uno y la hélice dos estan unidas a través
de un primer ligador y la hélice dos y la hélice tres estan unidas a través de un segundo

ligador y en la que la hélice dos esta invertida.

En una realizacion, la invencién se refiere al polipéptido o la composicion farmacéutica tal
como se describe en el presente documento para su uso en el tratamiento o la prevencion
de una infeccion provocada por un coronavirus, preferiblemente un Betacoronavirus, lo mas

preferiblemente un virus SARS-CoV-2.

La presente invencion se refiere ademas al uso de los polipéptidos tal como se describen en
el presente documento para el diagndstico in vitro de una infeccién con un coronavirus,

preferiblemente un Betacoronavirus, lo mas preferiblemente un virus SARS-CoV-2.

La presente invencion se refiere ademas al uso de los polipéptidos tal como se describen en
el presente documento para la neutralizacién de una infeccidn por un coronavirus,

preferiblemente un Betacoronavirus, lo mas preferiblemente un virus SARS-CoV-2.

La presente invencion también se refiere a una vacuna que comprende los polipéptidos
segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para tratar o prevenir una infeccion
por un coronavirus, preferiblemente un Betacoronavirus, 1o mas preferiblemente un virus
SARS-CoV-2. En una realizacion preferida, los polipéptidos de la presente invencién pueden

combinarse con otros inmunogenos.

La presente invencion se refiere ademas a un método in vitro de deteccion de la presencia
de anticuerpos dirigidos contra la region HR1 de la subunidad S2 de la proteina de la
espicula de un coronavirus, preferiblemente un Betacoronavirus, lo mas preferiblemente un
virus SARS-CoV-2 en una muestra de prueba, en el que el método comprende poner en
contacto una muestra de prueba con los polipéptidos tal como se describen en el presente
documento y detectar la presencia de una sefial, en la que la presencia de la senal es

indicativa de la presencia de dichos anticuerpos en la muestra de prueba. En una realizacion
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preferida, los anticuerpos se seleccionan de 1gG, IgA y/o IgM.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1: Disefio de proteinas miméticas de HR1. A) Representacion en cinta de la
estructura cristalina de rayos X del haz de seis hélices formado por tres regiones HR1 (gris
claro) y tres regiones HR2 (gris oscuro) de proteina S2 de SARS-CoV-2 (ID de PDB 6LXT
[2]). B) Representacion en cinta que muestra la topologia de las cadenas de las proteinas
miméticas de CoVS-HR1. Las dos hélices paralelas estan en gris claro y los bucles y la
hélice antiparalela en gris oscuro. C) y D) Representaciéon esquematica de la topologia de
secuencias de las proteinas CoVS-HR1 que indica los aminoacidos obtenidos por ingenieria
en negrita para las variantes L3A (C) y L3B (D). Las lineas de trazos indican puentes salinos
0 enlaces de hidrogeno entre las cadenas laterales obtenidas por ingenieria. Los residuos
de glicina obtenidos por ingenieria en la variante L3C estan subrayados en D. Los
aminoacidos en posiciones de base “a’ y “d” en las repeticiones de heptada de la estructura
de hélice superenrollada estan indicadas en la parte superior de la primera secuencia
helicoidal. Las regiones “tartamudas (stutter)” corresponden a discontinuidades en las
repeticiones de heptada candnicas. E) Representacién de rueda de hélice de la estructura
de hélice superenrollada trimérica de la proteina L3B CoVS-HR1. La hélice superenrollada
se ha dividido en las tres regiones separadas por las regiones tartamudas para mayor
claridad. Las lineas de trazos indican las interacciones obtenidas por ingenieria mediante

sustituciones de aminoacidos, tal como se indica en el panel D.

Figura 2: Espectros de DC de UV lejano de las proteinas L3A, L3B y L3C CoVS-HR1
(figuras 2 A, B, C) en forma libre y en presencia del péptido V39E en razones molares
diferentes. Se registraron los espectros a 25°C en tampén fosfato de sodio 50 mM pH 7,4 a

una concentracion de proteina de 30 uM.

Figura 3: Tamafo molecular de las proteinas CoVS-HR1 medido mediante dispersién de luz.
A) Gréfico de Debye correspondiente a la luz dispersada en funcion de la concentraciéon en
masa de proteina. La ordenada en el origen corresponde a la inversa de la masa molar
promediada en peso, Mw de las particulas. Las masas teoricas de las proteinas
monomeéricas L3A, L3B y L3C son 26,4, 26,5 y 27,1 kDa respectivamente. B) Radios
hidrodinamicas aparentes de las proteinas medidos mediante dispersién de luz dinamica. El
radio hidrodinamico estimado con el programa HYDROPRO usando el modelo de disefo es
de 3,2 nm.
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Figura 4: Desnaturalizacién térmica de las proteinas CoVS-HR1 medida mediante DSC. Se
llevaron a cabo experimentos a pH 7,4 en tampén fosfato de sodio 50 mM. A) Comparacion
de los termogramas de DSC de las tres variantes de la proteina. B) Efecto de la adicion del

péptido V39E en razones molares diferentes.

Figura 5: Analisis de ITC de la unién del péptido V39E a las proteinas CoVS-HR1. Los
paneles superiores muestran los termogramas de ITC experimentales. Los paneles
inferiores muestran las isotermas de unién normalizadas ajustadas usando un modelo de

unién de n sitios idénticos e independientes.

Figura 6: Unién de las proteinas CoVS-HR1 a la proteina de la espicula trimérica
recombinante. A) Experimentos de ELISA con proteina de la espicula trimérica
recombinante inmovilizada con diferentes concentraciones de proteinas L3A, L3B y L3C
covS-HR1. CovNHR y covNHR-N-ddS corresponden a miméticos de HR1 de gp41 de VIH-1.
B) Los mismos experimentos que en el panel A pero en competencia con péptido V39,

afnadido en una razén péptido:proteina 2:1.

Figura 7: Inhibicién por las proteinas CoVS-HR1 de la infeccion por SARS-CoV2 en células
Vero 76.

Figura 8: Unién de anticuerpos presente en sueros de pacientes infectados 3 meses
después de la infeccion por SARS-CoV-2 a RBD o moléculas de CoVS-HR1. A) Union de
IgG a RBD, L3A, L3B y L3C. B) Union de IgA a RBD y L3C. La unién de anticuerpos en

sueros de donantes sanos para cada antigeno se marca con C.

Figura 9: Estructura cristalografica de CoVS-HR1-L3B en complejo con el péptido V39E
(cintas negras) superpuesta a la estructura cristalografica de la estructura posterior a la
fusién de 6HB de S2 (entrada del banco de datos de proteinas: 6LXT) (cintas grises). La
RMSD entre las dos estructuras es de 0,634 A. Se han delecionado dos regiones HR2 de

6LXT para mayor claridad.

Descripcién detallada

La presente invencion puede entenderse mas facilmente en referencia a la siguiente
descripcion detallada de las realizaciones preferidas de la invencion, y a los ejemplos

incluidos en la misma.

Tal como se describi® con mas detalle anteriormente existe una gran necesidad de
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desarrollar nuevos tratamientos posteriores a la infeccion, medidas que previenen la propia
infeccidn, asi como pruebas diagndsticas para la deteccion de la infeccién. Debido a que los
coronavirus evolucionan ademas de manera constante, tales medidas de
tratamiento/preventivas deben seleccionar como diana de manera ideal estructuras que se
conserven entre diversas especies de coronavirus asegurando que se proporciona eficacia

contra mas de una especie.

POLIPEPTIDOS DE LA PRESENTE INVENCION

Los inventores han mostrado en el presente documento el éxito del disefio y la produccién

de varias proteinas miméticas de la region HR 1 de la proteina de la espicula de un
coronavirus, especificamente SARS-CoV-2. Los inventores pudieron demostrar que tales
proteinas miméticas, denominadas de manera colectiva CoVS-HR1, adquieren de manera
espontanea la estructura a-helicoidal predicha, tal como se representa en la figural y la
figura 9 y se describe adicionalmente en el ejemplo 1 y el ejemplo 7. Ademas, estos
polipéptidos mostraron una estabilidad y cooperatividad estructural muy altas tal como se

detalla adicionalmente en el ejemplo 3 y se muestra en la figura 4.

Los polipéptidos se unen a péptidos sintéticos derivados de HR2 con muy alta afinidad
(figura 5) y también pueden unirse a la proteina S recombinante trimérica a través de su
regiéon HR2 (figura 6). Los tres polipéptidos de la presente invencién mostraron una fuerte
union a la proteina de la espicula y el nivel de unién detectada a una concentracion
subnanomolar de la proteina de la espicula estd en el orden L3C > L3B > L3A, pero se

satura muy rapidamente a una concentraciéon mayor.

Ademas, los inventores pudieron demostrar sorprendentemente que las variantes de
proteina con mayor estabilidad de la secuencia de haz helicoidal trimérico exhibié una

actividad inhibidora mas potente contra SARS-CoV-2 in vitro (figura 6 y ejemplo 5).

Tal como se muestra en el ejemplo 1, el polipéptido se modelé usando la estructura
cristalina de rayos X del haz de seis hélices formado por HR1 y HR2 en la estructura
posterior a la fusién de S2. Para modelar la estructura objetivo de un trimero antiparalelo de
hélices de HR1, se delecionaron las cadenas de HR2 del modelo y se volcé una de las
hélices de HR1, la hélice 2, se invirti6 su secuencia y luego se alined con la original
asegurando el empaquetamiento de hélice superenrollada de base correcto. Debido a la
orientacion antiparalela de la hélice invertida, los enlaces CA-CB de las cadenas laterales
tienen una orientacion espacial diferente en comparacion con los nativos y esto puede

perturbar el empaquetamiento de las cadenas laterales interhelicoidal en la estructura de
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hélice superenrollada. Para compensar esto, se realizo la alineacion tratando de superponer
los atomos de CB de las cadenas laterales del residuo de base. Luego, se eliminaron los

enfrentamientos de las cadenas laterales mediante minimizacién de energia.

Por tanto, la presente invencién se refiere a un polipéptido capaz de inhibir la infeccién de
células huésped por un coronavirus, preferiblemente un Betacoronavirus, lo mas
preferiblemente un virus SARS-CoV-2, en el que dicho polipéptido comprende tres hélices a
y en el que
(i) la hélice o 1 comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80%,
el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% idéntica a
SEQ ID NO.1,
(i) la hélice a 2 comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80%,
el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% idéntica a
SEQID NO.2,y
(i) la hélice a. 3 comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80%,
el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% idéntica a
SEQ ID NO.3.

SEQ ID NO. 1 se refiere a la secuencia de aminoacidos de tipo natural de la hélice o 1 de
HR1 de la subunidad S2 de la proteina de la espicula de SARS-CoV-2.

SEQ ID NO. 2 se refiere a la secuencia de aminoacidos de tipo natural inversa de la hélice a
2 de HR1 de la subunidad S2 de la proteina de la espicula de SARS-CoV-2.

SEQ ID NO. 3 se refiere a la secuencia de aminoacidos de tipo natural de la hélice o 3 de
HR1 de la subunidad S2 de la proteina de la espicula de SARS-CoV-2.

Todas las secuencias se enumeran en la seccion de ejemplos a continuacion en el presente

documento en la tabla 1.

En una realizacién, dichas tres hélices a forman un trimero antiparalelo de hélices y dicho
polipéptido es un polipéptido mimético de la region de repeticion de heptada 1 (HR1) de la
subunidad S2 de la proteina de la espicula de SARS-CoV-2.
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Para potenciar la estabilidad del haz trimérico antiparalelo y reducir la hidrofobicidad
expuesta, se reemplazaron varios residuos expuestos en la superficie en las posiciones e y
g de las repeticiones de heptada de la hélice superenrollada (véase la figura 1E) por
aminoacidos cargados o polares para obtener por ingenieria puentes salinos y enlaces de
hidrégeno apropiados entre la hélice antiparalela y las otras dos hélices. Se realizaron
mutaciones adicionales en posiciones expuestas a disolvente para aumentar el cambio
positivo neto. No se llevaron a cabo mutaciones para modificar el surco hidréfobo entre las
dos hélices de HR1 paralelas para conservar el potencial de union a HR2. Se obtuvieron por
ingenieria dos variantes denominadas L3A y L3B usando diferentes conjuntos de
sustituciones de aminoacidos mostradas en negrita en las figuras 1C y 1D como también se

resumen adicionalmente en la tabla 2 en el ejemplo 1.

En una realizacion del polipéptido de la presente invencion, al menos un aminoacido en
cada hélice a en las posiciones de secuencia “e” y/o “g” en las repeticiones de heptada se
sustituye por lisina (K), arginina (R), acido aspartico (D) o &cido glutamico (E),
preferiblemente lisina (K) o acido glutamico (E). En un aspecto mas preferido, al menos dos
de los aminoacidos se sustituyen en diferentes hélices a en las posiciones “e” y “g” cercanas
en el espacio, de manera que sus cadenas laterales pueden formar interacciones carga-

carga o enlaces de hidrégeno mutuamente favorables.

La estabilizacién adicional de la estructura de haz trimérico de hélice superenrollada puede
lograrse reemplazando aminodacidos polares enterrados en las posiciones de base “a” o “d”
en las repeticiones de heptada, tal como se demostraron previamente los inventores en una
publicacion reciente relacionada con un constructo muy similar basado en HR1 de gp41 de
VIH-1 [25].

Por tanto, en una realizacion adicional del polipéptido de la presente invencién, al menos un
aminoacido en cada hélice a en las posiciones de secuencia “a” y/o “d” en las repeticiones
de heptada (tal como se muestra en la figura 1) que hacen contactos internos con hélices a
opuestas se sustituye por un aminoacido apolar, preferiblemente leucina (L), isoleucina (I),

valina (V), fenilalanina (F) o alanina (A), la mas preferida leucina (L) o isoleucina (1).

En adn una realizacién adicional del polipéptido de la presente invencion
(i) la hélice o 1 comprende al menos una, al menos dos, al menos tres o al menos
cuatro de las siguientes sustituciones de aminoacidos basandose en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO.1: N1D, Q13E, V38K, A45K, y/o V63K o0 una
combinacion de las mismas,
13
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(i) la hélice o 2 comprende al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos
cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete o al menos ocho de las
siguientes sustituciones de aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos
de SEQ ID NO.2: V11K, S13E, A29R, A31E, V36E, Q38E, S50E, I156E y/o A63R o
una combinacion de las mismas,

(iii) la hélice a 2 comprende al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos
cuatro, al menos cinco, al menos seis o al menos siete, de las siguientes
sustituciones de aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO.3: M8E, A29K, A43K, V50E, G58R, L68E, D72Q y/o E75Q o una combinacion de

las mismas.

En una realizacién adicional del polipéptido de la presente invencién

(i) la hélice a 1 comprende al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos
cuatro, al menos cinco o al menos seis de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.1: N1D,
Q13K, A31E, V38E, A45D, A59R y/o V63E o una combinacién de las mismas,

(i) la hélice o 2 comprende al menos una, al menos dos, al menos tres, al menos
cuatro, al menos cinco, al menos seis, al menos siete, al menos ocho, al menos
nueve, al menos diez o al menos once de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.2: L6D,
V11E, S13K, A31K, V36E, Q38K, A43E, A45R, S50E, D51K, AG3E y/o N68R o una
combinacion de las mismas,

(iii) la hélice o 3 comprende al menos una, al menos dos, al menos tres o al menos
cuatro de las siguientes sustituciones de aminoacidos basandose en la secuencia de
aminoacidos de SEQ ID NO.3: A11E, A29K, Q36K, A43K, L68K o una combinacién

de las mismas.

En una realizacién preferida del polipéptido de la presente invencién

(i) la hélice o 1 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO .4, y
(i) la hélice o 2 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.5, y

(iii) la hélice a 3 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.6.

En otra realizacion preferida del polipéptido de la presente invencion

(i) la hélice a. 1 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.7, y
(i) la hélice o 2 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.8, y

(iii) la hélice a 3 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.9.
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En una tercera variante, denominada L3C, se mutaron residuos de glicina en medio de las
regiones a-helicoidales en aminoacidos que comprenden cadenas laterales polares para
aumentar la propensién por la hélice a. Los residuos de glicina en las hélices o 1 a 3 pueden
reemplazarse por aminoacidos polares, tales como lisina (K), arginina (R), treonina (T) o
serina (S). Estos aminoacidos estan expuestos a un disolvente en el modelo vy, al contrario

que la glicina, estabilizan la conformacién en hélice a.

Por tanto, en una realizacion adicional de la presente invencion al menos un residuo de
glicina (G) en al menos una de las tres hélices o, preferiblemente en dos, lo mas
preferiblemente en las tres hélices a se ha reemplazado por un aminoacido polar,
preferiblemente una lisina (K), arginina (R), treonina (T) o serina (S), la mas preferida lisina
(K). En un aspecto preferido, el al menos un residuo de glicina (G) esta ubicado en medio de
la hélice a. En una realizaciéon mas preferida, todos los residuos de glicina que estan
ubicados en medio de cada una de las hélices o se intercambian por aminoacidos polares,
tales como lisina (K), arginina (R), treonina (T) o serina (S). Tal como se usa en el presente

documento, en medio de la hélice a se refiere a los aminoacidos 16 a 58 de cada hélice.

En una realizacién adicional del polipéptido de la presente invencién
(i) la hélice o 1 comprende ademas al menos una o al menos dos de las siguientes
sustituciones de aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO.1: G19K, G33K, G58K o una combinacion de las mismas,
(i) la hélice o 2 comprende ademas al menos una o al menos dos de las siguientes
sustituciones de aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO.2: G16K, G41T, G55K o una combinacion de las mismas,
(iii) la hélice o 3 comprende ademas al menos una o al menos dos de las siguientes
sustituciones de aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO.3; G19K, G33K, G58S o una combinacion de las mismas.

En adn otra realizacion preferida del polipéptido de la presente invencion
(i) la hélice a 1 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.10, y
(i) la hélice a. 2 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.11, y

(iii) la hélice a. 3 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.12.

Se construyeron manualmente bucles de cuatro residuos para conectar cada par de

extremos terminales de hélices para crear una topologia de hélice-bucle-hélice-bucle-hélice
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(figura 1B). Se hallé que estos ligadores son importantes para mantener la topologia del
polipéptido y pueden contener de 3 a 6 aminoacidos, mas preferido una longitud de 4 a 5

aminoacidos, lo mas preferido de 4 aminoacidos.

Por tanto, en una realizacion adicional del polipéptido, la hélice a 1 y la hélice o 2 estan
unidas a través de un primer ligador y la hélice a 2 y la hélice a 3 estan unidas a través de
un segundo ligador, y en el que los ligadores primero y/o segundo tienen una longitud de
entre 3 y 6 aminoacidos, preferiblemente una longitud de 4 6 5 aminoacidos, lo mas
preferido una longitud de 4 aminoacidos para asegurar el plegado y la estabilidad correctos
de los polipéptidos En una realizacion preferida del polipéptido, los aminoacidos del ligador
se seleccionan de glicina (G), alanina (A), serina (S), acido aspartico (D), asparagina (N),
lisina (K), arginina (R), prolina (P) o acido glutamico (E). Estos aminoacidos pueden

combinarse en cualquier orden.

En una realizacion mas preferida de la presente invencion ambos ligadores primero y
segundo tienen una longitud de 4 aminoacidos. Las secuencias mas preferidas de los

ligadores de la presente invencidén se muestran en este caso a continuacion:

Ligador 1 Ligador 2

GEPA SGSG

GAPA KSGS
SGDG
KGDG

Las secuencias de aminoacidos completas de las tres variantes L3A, L3B y L3C que
contienen todas las mutaciones tal como se describen en el presente documento se
muestran en la tabla 4 del ejemplo 1. Tal como puede observarse en la tabla 4, las
secuencias de los tres polipéptidos son muy similares, mostrando las tres la uniéon asi como
la eficacia. Las secuencias de aminoacidos de L3A, L3B y L3C se representan ademas en la
lista de secuencias como SEQ ID NO.13 (L3C), SEQ ID NO.14 (L3B) y SEQ ID NO.15
(L3A).

En una realizacion, el polipéptido de la presente invencion se caracteriza porque comprende
una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80%, el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el
85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el 91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el
96%, el 97%, el 98% o el 99% idéntica a SEQ ID NO.13.
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En una realizacion preferida, el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.14 o SEQ ID NO.15,
preferiblemente en el que el polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID
NO.13, SEQ ID NO.14 o SEQ ID NO.15.

COMPOSICIONES FARMACEUTICAS

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende

los polipéptidos tal como se describe en el presente documento que comprende ademas

excipientes farmacéuticamente aceptables.

Los polipéptidos de la presente invencidn pueden usarse solos o en combinacién, o en
combinacion con otros agentes que tienen actividad inhibidora contra un coronavirus. Por
ejemplo, estos agentes pueden ser agentes que se ha informado que tienen actividad
inhibidora contra coronavirus o tienen efectos terapéuticos contra enfermedades por
coronavirus, tales como neumonia coronavirica, tal como favipiravir, nelfinavir, Arbidol,

lopinavir, ritonavir, fosfato de cloroquina, darunavir o remdesivir, etc.

La composicion puede incluir un portador adecuado, tal como un portador
farmacéuticamente aceptable. Una composicion de este tipo puede usarse para uso externo,
por ejemplo, como preparacion externa, una preparacion de frotis para uso externo, tal como
un gel para uso externo o una preparacion de infiltracion para uso externo. Tales
composiciones pueden recubrirse sobre articulos que deben inhibir virus, tales como, pero
sin limitarse a, mascarillas, toallas de papel, guantes, ropa, tal como ropa de proteccién, y
similares. Alternativamente, la composicion puede afadirse como principio activo a geles
hidroalcohdlicos para las manos, tales como gel hidroalcohdlico para las manos, gel de bafio
y similares. Tales composiciones pueden usarse para inhibir coronavirus in vitro para
prevenir y/o reducir infecciones virales. Tales composiciones pueden usarse para prevenir o

tratar infecciones o enfermedades por coronavirus provocadas por coronavirus en sujetos.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién pueden formularse en cualquier
forma de dosificacidon conocida, tal como comprimidos, capsulas, pastillas formadas por
goteo, aerosoles, pastillas, polvos, disoluciones, suspensiones, emulsiones, granulos,

liposomas, agentes transdérmicos, supositorios o inyecciones de polvo liofilizado.

Los polipéptidos de la presente invencion también pueden formularse usando un vector de
acido nucleico que codifica para los polipéptidos de la presente invencién. Por ejemplo, para

proteger contra una enfermedad por coronavirus, una respuesta inmunitaria puede resultar
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de la expresién de los polipéptidos en un huésped tras la administracién de un vector de

acido nucleico que codifica para el inmundgeno al huésped.

Las composiciones farmacéuticas pueden administrarse a un sujeto mediante diversos
métodos de administracién bien conocidos tales como por ejemplo mediante inyeccién,
incluyendo inyeccion subcutanea, intravenosa, intramuscular e intraperitoneal, mediante
administracion intracavitaria tal como por ejemplo transrectal, vaginal y sublingual,
administracion respiratoria tal como por ejemplo a través de las fosas nasales,

administracion mucosa o administracion topica.

USOS Y TRATAMIENTO

La presente invencion también se refiere a un polipéptido o una composicion farmacéutica

tal como se describe en el presente documento para su uso en el tratamiento de una
infeccidbn provocada por un coronavirus, preferiblemente un Betacoronavirus, 1o mas
preferido un virus SARS-CoV-2.

La capacidad de los polipéptidos de la presente invencién para inhibir la infeccion por SARS-
CoV-2 se sometié a prueba en un ensayo de inhibicién in vitro usando células Vero 76
infectadas con virus SARS-CoV-2 (véase el ejemplo 5). Sorprendentemente se pudo
demostrar que en presencia de los tres polipéptidos sometidos a prueba el nivel de infeccion
disminuye de una manera dependiente de la dosis (figura 7). La actividad inhibidora esta en
el orden L3C > L3B > L3A, de manera consistente con el orden en cuanto a la estabilidad
estructural de las proteinas, asi como con su capacidad para interactuar con HR2. Por tanto,
pudo demostrarse que mediante la interaccion con la region HR2 en la proteina de la
espicula de la subunidad S2, las proteinas miméticas de HR1 pueden bloquear la transicion

conformacional de S2 que promueve la fusién de membranas e infeccion.

En adn una realizacion adicional, se prevé el uso de los polipéptidos tal como se describe en
el presente documento para la inhibicion de infeccion por un coronavirus, preferiblemente un

Betacoronavirus, 1o mas preferido un virus SARS-CoV-2.

La presente invencién se refiere ademas a un polipéptido para su uso en el tratamiento o la
prevencion de una infeccidn por un coronavirus, preferiblemente un Betacoronavirus, lo mas
preferiblemente un virus SARS-CoV-2, caracterizado porque dicho polipéptido es un
polipéptido mimético de la region HR1 de la subunidad S2 de la proteina de la espicula de
dicho coronavirus, en el que el polipéptido comprende tres hélices alfa que forman un

trimero antiparalelo de hélices, en el que la hélice uno y la hélice dos estan unidas a través
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de un primer ligador y la hélice dos y la hélice tres estan unidas a través de un segundo

ligador y en el que la hélice dos esta invertida.

Notablemente, los inventores detectaron respuestas de los anticuerpos (IgG e IgA)
significativas contra las proteinas miméticas de HR1 en sueros de pacientes con COVID-19
tal como se detalla adicionalmente en el ejemplo 6. Para investigar si las proteinas
miméticas de HR1 pueden reproducir epitopos inmunogénicos de relevancia en la infeccion
por SARS-CoV-2, se sometié a prueba la reactividad de los sueros obtenidos tres meses
después la aparicion de COVID-19 cuando todos los pacientes habian desarrollado una
respuesta sostenida especifica para SARS-CoV-2 contra RBD (figura 8) y la proteina de la
nucleocapside. Se detectaron respuestas de la IgG significativas en los sueros de pacientes
con COVID-19 contra las tres variantes de proteina L3A, L3B y L3C en comparacion con los
controles, lo que indica la presencia de respuestas inmunitarias contra HR1. Estas
respuestas de los anticuerpos eran mucho mas débiles en los sueros de control de donantes
sanos. Ademas, las respuestas medias de la IgG se correlacionan de manera clara con la
estabilidad relativa de las proteinas, mostrando la proteina mas estable L3C la unién a
anticuerpo mas alta. A pesar de que la respuesta media de la IgG contra L3C era menor que
contra RBD, un porcentaje significativo de pacientes exhibié un alto nivel de anticuerpos
anti-L3C que es similar al contra RBD. Interesantemente, el nivel de respuesta de la IgG
contra anti-L3C no se correlacion6é con el de RBD, lo que sugiere un proceso distinto de
maduracién de células B especificas de antigeno para L3C y RBD. Ademas, las respuestas
de la IgA en los sueros contra L3C fueron significativamente mayores que contra RDB.
Estos resultados muestran de manera clara que las proteinas miméticas de HR1 son muy
antigénicas y, por tanto, imitan a epitopos de HR1 inmunogénicos relevantes en S2 que
provocan respuestas de los anticuerpos durante la evolucién de la enfermedad. Ademas, la
correlacion entre la respuesta de los anticuerpos y la estabilidad de las tres variantes

sugieren firmemente que estos epitopos son de naturaleza conformacional.

De nuevo, el nivel de unién de los anticuerpos se correlaciond con la estabilidad de la
estructura trimérica mimética de HR1, lo que sugiere que los epitopos detectados son
conformacionales. Estos resultados revelan que una estructura de haz helicoidal trimérico de
HR1 de S2 estabilizada 1) puede exhibir una fuerte actividad inhibidora contra SARS-CoV-2
y, por tanto, puede actuar como un nuevo agente terapéutico potencial, y 2) es antigénica y
puede ser de manera consecuente un inmundgeno alternativo e innovador para el desarrollo
de nuevas vacunas robustas contra SARS-CoV-2. Ademas, se ha demostrado que la unién

de los anticuerpos a la subunidad S2 neutraliza la infeccién por SARS-CoV-2 [20-24].
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Por tanto, en un aspecto adicional, la presente invencién se refiere al uso de los polipéptidos
tal como se describen en el presente documento para la fabricacion de una vacuna
adecuada para tratar o prevenir una infeccion por un coronavirus, preferiblemente un

Betacoronavirus, 1o mas preferiblemente un virus SARS-CoV-2.

Los inventores han demostrado la capacidad de los polipéptidos de la presente invencién
para detectar la presencia de anticuerpos en sueros de pacientes con COVID-19 mediante
ELISA a un nivel similar a los anticuerpos contra el dominio de unién al receptor, que hasta
ahora se considera la region mas inmunogénica. Notablemente, la respuesta de la IgA
detectada a los polipéptidos de la presente invencién fue incluso mayor que la respuesta al
RBD. Por tanto, los polipéptidos de la presente invencion pueden usarse ademas para la
deteccién de anticuerpos contra SARS-CoV-2 en sueros de pacientes de pacientes que han
tenido una respuesta inmunitaria contra el virus como resultado de una infeccion actual o

pasada.

Por tanto, la presente invencién también se refiere a un método in vitro de deteccion de la
presencia de anticuerpos dirigidos contra la regién HR1 de la subunidad S2 de la proteina
de la espicula de un coronavirus, preferiblemente un Betacoronavirus, lo mas
preferiblemente un virus SARS-CoV-2 en una muestra de prueba, en el que el método
comprende poner en contacto una muestra de prueba con los polipéptidos tal como se
describen en el presente documento y detectar la presencia de una sefial, en el que la
presencia de la sefial es indicativa de la presencia de dichos anticuerpos en la muestra de

prueba. En una realizacion preferida, los anticuerpos se seleccionan de 1gG, IgA y/o IgM.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Diseino y obtencidn por ingenieria de proteinas

Se llevo a cabo la modelizacion por ordenador usando SwissPDBviewer [26] y YASARA
structure [27]. Como molde, se uso la estructura cristalina de rayos X publicada del haz de
seis hélices formado por HR1 y HR2 en la estructura posterior a la fusion de S2 (figura 1A,
ID de PDB 6LXT [2]). Para modelar un trimero antiparalelo de hélices, se delecionaron las
cadenas de HR2 del modelo y se volcé una de las hélices de HR1 y se alined con la original.
Para conservar el empaquetamiento de hélice superenrollada de base correcto, también se
invirti la secuencia de aminoacidos de la hélice volcada. Debido a la orientacion
antiparalela de la hélice invertida, los enlaces CA-CB de las cadenas laterales tienen una
orientacion espacial diferente en comparacién con los nativos y esto puede perturbar el

empaquetamiento de cadenas laterales interhelicoidal en la estructura de hélice
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superenrollada. Para compensar esto, se realizé la alineaciéon tratando de superponer los
atomos de CB de las cadenas laterales del residuo de base. Luego, se eliminaron los
enfrentamientos de las cadenas laterales mediante minimizacion de energia. Se
construyeron de manera manual bucles de cuatro residuos para conectar cada par de
extremos terminales de hélices para crear una topologia de hélice-bucle-hélice-bucle-hélice
(figura 1B). Se selecciond la composicion de aminoacidos de los bucles usando el servidor
web RossetaDesign http://rosettadesign.med.unc.edu [28]. Para potenciar la estabilidad del
haz trimérico antiparalelo y reducir la hidrofobicidad expuesta, se reemplazaron varios
residuos expuestos en la superficie en las posiciones e y g de las repeticiones de heptada
de la hélice superenrollada por aminoacidos cargados o polares para obtener por ingenieria
puentes salinos y enlaces de hidroégeno apropiados entre la hélice antiparalela y las otras
dos hélices. Se realizaron mutaciones adicionales en las posiciones expuestas a disolvente
para aumentar el cambio positivo neto. No se llevaron a cabo mutaciones para modificar el
surco hidrofobo entre las dos hélices de HR1 paralelas para conservar el potencial de unién
a HR2. Se obtuvieron por ingenieria dos codigos de variantes denominados L3A y L3B
usando diferentes conjuntos de sustituciones de aminoacidos (figuras 1C y 1D). En un tercer
cédigo de variante denominado L3C, se mutaron los residuos de glicina en medio de las
regiones a-helicoidales en cadenas laterales polares para aumentar la propension por la
hélice a. Finalmente, se sometieron todos los modelos a minimizacion de energia. A
continuacion, en este caso, se muestran en las tablas 1-4 las secuencias de las tres hélices
o de HR1, hélices a 1, 2 y 3 de tipo natural, sus mutaciones asi como las secuencias de

longitud completa de las tres variantes L3A, L3B y L3C.

Tabla 1: Secuencias de aminoacidos de las tres hélices a, hélices o 1, 2 y 3 de HR1 de tipo

natural:

Numero Secuencia de aminoacidos

(descripcién)

SEQ ID NO.1 | NVLYENQKLI ANQFNSAIGK IQDSLSSTAS ALGKLQDVVN
(hélice o 1 de | ONAQALNTLYV KQLSSNFGAI SSVLNDILSRLDK

tipo natural)

SEQ ID NO.2 | KDLRSLIDNL VSSIAGFNSS LQKVLTNLAQ ANQNVVDQLK
(hélice o 2 de | GLASATSSLS DQIKGIASNF ONATILKQNEY LVN
tipo  natural

invertida)

SEQ ID NO.3 | NVLYENQKLI ANQFNSAIGK IQDSLSSTAS ALGKLQDVVN

(hélice o 3 de | ONAQALNTLYV KQLSSNFGAI SSVLNDILSR LDKVE
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tipo natural)

Tabla 2: Cambios de aminoacidos de las tres hélices a, hélices o 1, 2 y 3 tal como estan
presentes en L3A, L3B y L3C en comparacion con las tres hélices a de HR1 de tipo natural
(SEQ ID NO.1-3):

Hélices o de HR1 de tipo | L3A L3B L3C
natural (numeracién de
posiciones de aminoacidos
desde el extremo N-
terminal hasta el extremo
C-terminal)
hélice a 1
N1 N1D N1D N1D
Q13 Q13E Q13K Q13K
G19 - - G19K
A31 - A31E A31E
G33 - - G33K
V38 V38K V38E V38E
A45 A45K A45D A45D
G58 - - G58K
A59 - A59R A59R
V63 V63K V63E V63E
hélice a 2
L6 - LeD LeD
V11 V11K V11E V11E
S13 S13E S13K S13K
G16 - - G16K
A29 A29R - -
A31 A31E A31K A31K
V36 V36E V36E V36E
Q38 Q38E Q38K Q38K
G41 - - G41T
A43 - A43E A43E
A45 - A45R A45R
S50 S50E S50E S50E
D51 - D51K D51K
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G55 - - G55K
156 I56E - -
AB3 AB3R AG3E AB3E
N68 - N68R N68R
hélice a 3
A11 - A11E A11E
118 18E - -
G19 - - G19K
A29 A29K A29K A29K
G33 - - G33K
Q36 - Q36K Q36K
A43 A43K A43K A43K
V50 V50E - -
G58 G58R - G58S
L68 L68E L68K L68K
D72 D72Q - -
E75 E75Q - -

Tabla 3: Secuencias de aminoacidos de cada una de las tres hélices a, hélices a 1,2 y 3 de
las tres variantes L3A, L3B y L3C de CoVS-HR1; las posiciones en las que se realizaron

cambios de aminoacidos se muestran en negrita:

Numero Secuencia de aminoacidos

(descripcién)

SEQ ID NO.4 DVLYENQKLI ANEFNSAIGK IQDSLSSTAS ALGKLQDKVN
(hélice o 1 en | ONAQKLNTLV KQLSSNFGAI SSKLNDILSR LDK

L3A)

SEQIDNO.5 KDLRSLIDNL KSEIAGFNSS LQOKVLTNLRQ ENQNVEDELK
(hélice o 2 en | GLASATSSLE DQIKGEASNF QNRILKQNEY LVN

L3A)

SEQ ID NO.6 NVLYENQKLI ANQFNSAEGK IQDSLSSTKS ALGKLQDVVN
(hélice o 3 en | ONKQALNTLE KQLSSNFRAT SSVLNDIESRLQKVQ

L3A)

SEQIDNO.7 DVLYENQKLI ANKFNSAIGK IQDSLSSTAS ELGKLQDEVN
(hélice o 1 en | ONAQDLNTLV KQLSSNFGRI SSELNDILSRLDK

L3B)

SEQ ID NO.8 KDLRSDIDNL ESKIAGEFNSS LOKVLTNLAQ KNONVEDKLK

23



ES2950 765 Al

(hélice oa 2 en | GLESRTSSLE KQIKGIASNE ONEILKQREY LVN

L3B)

SEQ ID NO.9 NVLYENQKLI ENQFNSAIGK IQDSLSSTKS ALGKLKDVVN
(hélice oa 3 en | ONKOQALNTLV KQLSSNFGAI SSVLNDIKSR LDKVE

L3B)

SEQID NO.10 DVLYENQKLI ANKFEFNSAIKK IQDSLSSTAS ELKKLQDEVN
(hélice o 1 en | ONAQODLNTLV KQLSSNFKRI SSELNDILSRLDK

L3C)

SEQ ID NO.11 KDLRSDIDNL ESKIAKFENSS LQKVLTNLAQ KNONVEDKLK
(he’|ice o 2 en | TLESRTSSLE KQIKKIASNEF ONEILKQOREY LVN

L3C)

SEQID NO.12 NVLYENQKLI ENQFNSAIKK IQDSLSSTKS ALKKLKDVVN
(he’|ice a 3 en | ONKQALNTLV KQLSSNFSAI SSVLNDIKSR LDKVE

L3C)

Tabla 4: Secuencias de aminoacidos de las variantes L3C (SEQ ID NO.13), L3B (SEQ ID
NO.14) y L3A (SEQ ID NO.15) de CoVS-HR1; los cambios de aminoacidos realizados se

muestran en negrita.

Numero Secuencia de aminoacidos

(descripcién)

SEQ ID NO.13 | DVLYENQKLI ANKEFNSAIKK IQDSLSSTAS ELKKLQDEVN QNAQDLNTLV

(L3C) KQLSSNFKRI SSELNDILSR LDKGEPAKDL RSDIDNLESK IAKFNSSLQK
VLTNLAQKNQ NVEDKLKTLE SRTSSLEKQI KKIASNFQNE ILKQREILVN
KGSGNVLYEN QKLIENQFNS AIKKIQDSLS STKSALKKLK DVVNQNKQAL
NTLVKQLSSN FSAISSVLND IKSRLDKVE

SEQID NO.14 | DVLYENQKLI ANKEFNSAIGK IQDSLSSTAS ELGKLQDEVN QNAQDLNTLV

(L3B) KQLSSNFGRI SSELNDILSR LDKGEPAKDL RSDIDNLESK IAGFNSSLQK
VLTNLAQKNQ NVEDKLKGLE SRTSSLEKQI KGIASNFQNE ILKQREILVN
KGSGNVLYEN QKLIENQFNS AIGKIQDSLS STKSALGKLK DVVNQNKQAL
NTLVKQLSSN FGAISSVLND IKSRLDKVE

SEQ ID NO.15 | DVLYENQKLI ANEFNSAIGK IQDSLSSTAS ALGKLQDKVN QNAQKLNTLV

(L3A) KQLSSNFGAI SSKLNDILSR LDKGEPAKDL RSLIDNLKSE IAGFNSSLQK
VLTNLRQENQ NVEDELKGLA SATSSLEDQI KGEASNFQNR ILKQNEILVN
SGSGNVLYEN QKLIANQFNS AEGKIQDSLS STKSALGKLQ DVVNQNKQAL
NTLEKQLSSN FRAISSVLND IESRLQKVQ

24




10

15

20

25

30

35

ES2950 765 Al

Ejemplo 2: Produccién de proteinas vy péptidos de HR2

Se sintetizaron los ADN que codifican para las secuencias de proteinas y se clonaron en los
vectores de expresion pET303 de Thermo Fisher Scientific (Waltham, Massachusetts, MA,
EE.UU.). Las secuencias incluian una etiqueta de metionina N-terminal y una etiqueta de
histidina C-terminal con secuencia GGGGSHHHHHH. Las secuencias de proteina se
detallan en la tabla 1. Se transformaron bacterias E. coli (BL21(DE3)) con los plasmidos y se
cultivaron a 37°C en presencia de ampicilina 30 mg-ml™". Se indujo la expresién de proteinas
con IPTG 0,5 mM y se cultivaron las células durante la noche at 37°C. Se recogieron las
células por centrifugacion y se resuspendieron en tampoén de lisis (Tris/HCI 50 mM, NacCl
500 mM, EDTA 1 mM, B-mercaptoetanol) que contenia un céctel de inhibidores de proteasas
(Sigma-Aldrich). Luego se lisaron las células con tres ciclos de ultrasonicacién de 30 s en
hielo y se separaron las fracciones soluble e insoluble mediante ultracentrifugacién de 30
min a 4°C a 30000 rpm. Se purificaron las proteinas de la fraccion de sobrenadante
mediante cromatografia de afinidad por niquel. Se llevdé a cabo una segunda etapa de
purificacion mediante cromatografia de intercambio iénico en una columna HiTrap SP
Sepharose XL (Amersham GE Healthcare). Se evalué la pureza de las proteinas mediante
SDS-PAGE y se confirmd la identidad de cada proteina mediante espectrometria de masas.
Se adquirieron péptidos sintéticos derivados de la secuencia de HR2 de S2 de Genecust
(Luxemburgo), con una pureza >95%. Se marcaron de manera C-terminal los péptidos con
una secuencia de SGGY para otorgar absorcion UV a 280 nm. Se midieron las
concentraciones de proteinas y péptidos mediante mediciones de absorcion UV a 280 nm
con coeficientes de extinciéon calculados segun sus respectivas secuencias de aminoacidos

con el servidor ExPasy ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/).

Dicroismo circular (DC)

Se realizaron mediciones de DC con un espectropolarimetro Jasco J-715 (Tokio, Japdén)
equipado con un soporte de celda termostatizado. Se realizaron mediciones de los
espectros de DC de UV lejano (260-200 nm) con una cubeta de cuarzo con un paso 6ptico
de 1 mm. Se registraron los espectros a una velocidad de barrido de 100 nm/min, resolucion
de etapa de 1 nm, respuesta de 1 s y ancho de banda de 1 nm. El espectro resultante era
habitualmente el promedio de 5 barridos. Se corrigié cada espectro mediante la resta de la
linea base usando el espectro de blanco obtenido con el tampén y finalmente se normalizé
la sefial de DC a elipticidad molar ([0], en deg-dmol™'-cm?). Se monitoriz6 el desplegamiento
térmico midiendo la sefal de DC a 222 nm en funcién de la temperatura usando una

velocidad de barrido de 1°C min™".

Caracterizacion del tamario molecular

Se midieron los radios hidrodinamicos aparentes de las proteinas usando dispersiéon de luz
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dinamica (DLS) en un instrumento DynaPro MS-X DLS (Wyatt, Santa Barbara, CA). Se uso6
el software Dynamics v6 (Wyatt Technology Corporation, Santa Barbara, CA) en la recogida
y procesamiento de datos. Se midieron conjuntos de datos de DLS a 25°C con un numero
promedio de 50 adquisiciones y un tiempo de adquisicion de 10 s. Se midieron las
intensidades de dispersién estatica en un instrumento DynaPro MS-X DLS (Wyatt, Santa
Barbara, CA) o un instrumento Malvern uV (Malvern Panalytical, Malvern, R.U.) a 25°C, en
tampén fosfato de sodio 50 mM pH 7,4, a diferentes concentraciones de proteina en un
intervalo de 0,2-4,5 mg ml™". Se analizaron las intensidades usando el grafico de Debye tal

como se representa mediante la ecuacioén 1,

Kc/Ryy =1/M,, +2A,c, (1)

valida para particulas significativamente mas pequefias que la longitud de onda de la
radiacion incidente, en la que K es una constante Oéptica del instrumento, ¢ es la
concentracién en masa de particulas, Rgo es la razéon de Rayleigh de de intensidad luz
dispersada con respecto a incidente, Mw es la masa molar promediada en peso, A2 es el 2°
coeficiente virial que es representativo de la fuerza de la interaccion entre particulas. Mw

puede determinarse a partir de la ordenada en el origen del grafico.

Calorimetria diferencial de barrido

Se llevaron a cabo experimentos de DSC en un microcalorimetro MicroCal PEAQ-DSC
equipado con un inyector automatico (Malvern Panalytical, Malvern, R.U.). Se realizaron
barridos desde 5 hasta 130°C a una velocidad de barrido de 120°C-h™". Se llevaron a cabo
los experimentos en tampédn fosfato de sodio 50 mM pH 7,4 y tampdn glicina/HCI 50 mM pH
2,5. La concentracion de proteinas era normalmente de 30 uM. Se registraron las lineas de
base instrumentales antes de cada experimento con ambas celdas cargadas con tampon y
se restd de los termogramas experimentales de las muestras de proteina. Se llevaron a
cabo series de recalentamiento consecutivas para determinar la reversibilidad de la
desnaturalizacién térmica. Se calcul6 la capacidad calorifica molar parcial (Cp) a partir de
los termogramas de DSC experimentales usando el software Origin (OriginLab,
Northampton, MA).

Calorimetria isotérmica de titulacion

Se llevaron a cabo mediciones de ITC en un calorimetro Microcal VP-ITC (Malvern
Panalytical, Malvern, R.U.). Se sometieron a titulacion las proteinas con 25 inyecciones de 5
ul de disolucién de péptido a intervalos de 480 s. La concentracion de proteinas en la celda

era de alrededor de 10 uM, mientras que la concentracién de péptido en la jeringa era
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normalmente de 200-300 uM. Se llevaron a cabo los experimentos en tampén fosfato 50
mM (pH 7,4) a 25°C. Se corrigieron con linea de base los termogramas experimentales y se
integraron los picos para determinar los calores producidos por cada inyeccién de ligando.
Se estimaron los calores residuales debidos a la unién inespecifica o diluciéon de ligando a
partir de los picos finales de las titulaciones. Se normaliz6 cada calor por mol de ligando
inyectado. Se ajustaron las isotermas de unién resultantes usando un modelo de unién de
sitios independientes y equivalentes, lo que permitié la determinacién de la constante de

unién, Kb, la entalpia de unién, AHb, y la estequiometria de unién, n.

Ensayos de unioén a proteina S

Se determiné la capacidad de las proteinas CoVS-HR1 para unirse a proteinas de la
espicula (S) triméricas solubles mediante ELISA. En resumen, se recubrieron placas de
ELISA de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc) a 4°C durante la noche con proteina de la espicula
de SARS-CoV-2 trimérica recombinante (Abyntek Biopharma) en tampén bicarbonato 0,1 M
(pH 9,6). Después de la saturacién con BSA al 2%, Tween al 0,05% en PBS durante 1 h a
25°C, se anadieron moléculas de CoVS-HR1 (100 ul diluidos en disolucién de BSA al 1% y
Tween al 0,05%) a diferentes concentraciones y se incubaron durante 2 h a temperatura
ambiente. Como controles negativos, también se sometieron a prueba constructos de
proteinas derivados de secuencias de gp41 de VIH-1. En algunos experimentos de
competencia, se mezclaron moléculas de CoVS-HR1 con péptido V39E de HR2 a una razén
molar 1:2. Luego se lavé la placa cinco veces y se detecto la union de CoVS-HR1 con 100 pl
anticuerpo anti-etiqueta 6X His conjugado con peroxidasa del rabano (HRP) (Abcam) a una
dilucion 1/10000 incubada durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se reveld la unién
de anticuerpo con tampdn de sustrato de tetrametilbencidina (TMB), se paré la reaccion con
H.SOs 1 M y se leyd la densidad optica a 450 nm con un lector de placas de Molecular
Device equipado con el programa SoftMax Pro 6. Se midié la union del fondo en placas sin
proteina de la espicula y se restd de los datos. Se calculd el porcentaje de unién usando las
lecturas con pocillos recubiertos con proteina de la espicula marcada con His incubada con

tampdn PBS en vez de moléculas de CoVS-HR1 como control para la union del 100%.

Ensayos de inhibicidon del virus

Un dia antes de la infeccién, se sembraron células Vero 76 en una placa de 96 pocillos a
12500 células/pocillo. Se incubaron 50 ul de diluciones en serie de 4 veces de proteinas
CoVS-HR1 (concentradas 2 veces) con las células durante 30 min. Luego se infectaron las
células anadiendo 50 ul de cepa WT SARS-CoV-2 (genotipo UK D614G) a multiplicidades
de infeccion (MOI) de 80. Después de 2 dias, se fijan las células con metanol durante 20

min, se lavan con PBS y se tifien con anticuerpo anti-nucleocapside (Genetex GTX135357)
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a dilucién 1/200 en Permwash (B&D) durante 45 min a temperatura ambiente. Se revela el
Ac mediante incubacion con un Ac monoclonal de burro anti-lgG de conejo (Alexa 647;
A31573, Invitrogen) diluido a 1/200 en FCS al 5% en PBS durante 45 min a temperatura
ambiente. En paralelo, se detectaron las células totales mediante tincién con Sytox green
(S7020, Invitrogen). Se contaron las células totales (positivas para Sytox green) y las células
infectadas (positivas para nucleocapside) usando el citdbmetro con obtenciéon de imagenes
SpectraMax MiniMax (Molecular Devices LLC). Se registr6 el porcentaje de células
infectadas. Se definid la concentracion inhibidora del 50% (C150) como la concentracion de

proteina que conduce a una reduccion del 50% en el porcentaje de células infectadas.

Deteccion de respuestas de los anticuerpos en sueros de pacientes

Se determind la antigenicidad de CoVS-HR1 contra sueros de pacientes infectados
mediante ELISA. Se recogieron muestras de sueros 3 meses después de la recuperaciéon de
la infeccion por COVID-19. Como control, también se sometieron a ensayo sueros de
donantes sanos. Todos los pacientes y donantes sanos dieron su consentimiento informado
por escrito (aprobado por el Comité de Etica de COVID-HUS, referencia EC: 2020-34). Se
recubrieron placas de ELISA de 96 pocillos (Maxisorp, Nunc) a 4°C durante la noche con
moléculas de CoVS-HR1 en tampédn bicarbonato 0,1 M (pH 9,6). Después del bloqueo con
leche desnatada en polvo al 5% en PBS durante 1 h a 25°C, se anadieron sueros diluidos
1/1000 (100 upl diluidos en disolucion de BSA al 1% y Tween al 0,05%) y se incubaron
durante 30 min a temperatura ambiente. Luego se lavod la placa cinco veces y se detecto la
unién de CoVS-HR1 a IgG o IgA incubando durante 1 hora a temperatura ambiente con 100
ul anticuerpo de cabra anti-IgG humana o anti-lgA humana conjugado con peroxidasa del
rabano (HRP) (Abcam) a una dilucion de 1/5000, respectivamente. Luego se reveld la union
a 1gG o IgA con tampoén de sustrato de tetrametilbencidina (TMB), se paro la reacciéon con
H.SOs 1 M y se leyd la densidad optica a 450 nm con un lector de placas de Molecular
Device equipado con el programa SoftMax Pro 6. Se midié la union del fondo en placas sin
proteinas CoVS-HR1 y se restd de los datos. En paralelo, se usé RBD marcado con His
para detectar los anticuerpos anti-RBD presentes en los sueros de los pacientes. Se

analizaron los datos usando el software Origin (OriginLab, Northampton, MA).

Cristalografia de rayos X

Se cristalizdé conjuntamente la proteina CoVS-HR1 en complejo con el péptido V39E de
HR2. Para la cristalizacién, se preparé una mezcla concentrada de proteina-péptido
(aproximadamente 9 mg/ml) en tampon Tris/HCI 10 mM a una razén molar proteina:péptido
1:2. Se llevo a cabo la seleccion de las condiciones de cristalizacion usando el método de

difusién de vapor por gota sentada con el kit de seleccion de cristales “Structure Screen 1
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and 2 Eco Screen” de Molecular Dimensions (Suffolk, R.U.). Se equilibraron gotitas que
consistian en una mezcla de 2 yl de disolucién de complejo con 2 pl de disolucién de
depdsito a 298 K contra 200 ul de disolucion de depdsito. Se obtuvieron los mejores cristales
en HEPES sédico 0,1 M pH 7,5, PEG 4000 al 20% p/v, isopropanol al 10%.

Para la difraccion de rayos X, se sometieron a enfriamiento rapido los cristales en nitrégeno
liquido. Se recogieron conjuntos de datos a 100 K en el XALOC en el sincrotron ALBA
(Barcelona, Espafia). Se indexaron e integraron los datos de difraccion con el grupo de
aplicaciones AutoPROC. Se realizé el ajuste a escala de los datos usando el programa
Aimless del paquete CCP4. Se realizaron la disolucion y el refinamiento de las estructuras
usando el paquete PHENIX. Se realizé el ajuste de fases de reemplazo molecular usando
PHASER con las coordenadas de la estructura cristalografica del nucleo posterior a la fusiéon
de S2 (entrada de PDB 6LXT). Se realizé la construccion de modelos manuales usando
COOT. Se realizé el refinamiento usando phenix.refine en PHENIX. Se comprobé la calidad
de la estructura usando MOLPROBITY y PDB_REDO.

Ejemplo 3: Caracterizacion biofisica de proteinas miméticas de HR1 de cadena sencilla

Se produjeron de manera recombinante las proteinas CoVS-HR1 mediante sobreexpresion
en E. coli con altos rendimientos en la fraccion soluble y pudieron purificarse faciimente
mediante métodos cromatograficos convencionales de dos etapas. Todas las proteinas eran
muy solubles (210 mg ml™") en tampones convencionales. Las proteinas son muy oa-
helicoidales segun sus espectros de DC (figura 2), en buena concordancia con el modelo de

disefio (figura1).

El tamafo molecular en disolucion medido mediante dispersion de luz era consistente con
proteinas principalmente monomeéricas (figura 3), aunque L3A y L3B mostraron una ligera
tendencia a la autoasociacién. Sin embargo, L3C era completamente monomérica a todas

las concentraciones sometidas a prueba.

Las tres proteinas son muy estables contra la desnaturalizacion térmica, mostrando
temperaturas de fusion por encima de 80°C (figura 4A). L3B y L3C muestran picos de
desnaturalizacion mucho mas afilados que L3A, con mayores entalpias de desplegamiento,
lo que indica una estructura mas estable y cooperativa. Esto indica que la eleccion de
mutaciones era mas eficaz en la estabilizacién de la estructura de hélice superenrollada en
estas variantes. Entre ellas, L3C es mas termostable que L3B en aproximadamente 13°C,
como resultado de una mayor propension a-helicoidal de su secuencia producida por la

sustitucion de residuos de glicina.
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Se probd la unién de un péptido V39E derivado de HR2 mediante DC, DSC e ITC. La
adicion de péptido a las proteinas aumenté ligeramente la estructura de hélice o tal como se
observa en los espectros de DC (figura 2). En presencia del péptido, los picos de
desnaturalizaciéon en los termogramas de DSC mostraron un aumento de su area, como
resultado de la disociacion del péptido a alta temperatura (figura 4B). La titulacion de las
proteinas con los péptidos mediante ITC mostré una estequiometria de unién 1:1 y una
entalpia de unién considerablemente negativa (figura 5). El analisis de las isotermas de
unién proporciona constantes de disociacion en el intervalo nM bajo (tabla 5). Estos
resultados demuestran que las tres proteinas pueden interactuar con péptidos derivados de
HR2 con alta afinidad. Interesantemente, a pesar del hecho de que las afinidades de unién
son similares para las tres variantes de la proteina, la entalpia de unién disminuye en el
orden de las proteinas L3A > L3B > L3C vy, por tanto, existe una fuerte compensacion
entalpia-entropia. Esto sugiere que la formacidon de complejos HR1-HR2 implica un
ordenamiento y ajuste conformacionales considerables. Este ajuste conformacional tras la
union disminuye con el aumento en la estabilidad de la variante. Por consiguiente, la union
de HR2 a L3C implica los costes de entropia mas bajos como resultado de la estabilidad

intrinseca mas alta del surco de HR1.

Tabla 5: Parametros termodinamicos de unién de proteinas CoVS-HR1 y HR2
Péptido V39E medido mediante ITC.

Variante Kb K AHp, T-ASp AGp
de (10" M7) (nM) (kcal mol™) (kcal mol™) (kcal mol™)
proteina
L3A 3,2+0,3 31,3+0,3 | -12,30+0,05 | 22,53+0,10 | -10,24 + 0,05
L3B 3,19+ 31,3+0,24 -7,15+0,03 | 17,39+ 0,07 | -10,24 + 0,04
0,24
L3C 3,8+0,6 26,5+0,4 -3,42+0,03 | 13,76 £+ 0,13 | -10,34 £ 0,10

Ejemplo 4: Ensayos de unién de las tres variantes a la proteina de la espicula trimérica

recombinante mediante ELISA

Para investigar si las proteinas pueden interactuar con la regién diana HR2 en un contexto
mas similar a la proteina de la espicula nativa, se sometié a prueba la unién de las tres
variantes a la proteina de la espicula trimérica recombinante mediante ELISA (figura 6). Las
tres proteinas mostraron fuerte union a la proteina de la espicula mientras que dos proteinas
quiméricas pequenas que imitan a HR1 de gp41 [29] no mostraron ninguna unién

significativa. El nivel de uniéon detectada a una concentracién de proteina de la espicula
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subnanomolar estd en el orden L3C > L3B > L3A, pero se satura rapidamente a una
concentracién mayor. Los experimentos de competencia con péptido V39E demuestran que
la union es especifica a la regién HR2. Este resultado es consistente con la afinidad de
unién observada de las proteinas para el péptido V39E de HR2 y apoya de nuevo una

correlacion entre la estabilidad y la afinidad conformacionales.

Ejemplo 5: capacidad de las proteinas CoVS-HR1 para inhibir la infeccion por SARS-CoV-2

Se sometié a prueba la capacidad de las proteinas CoVS-HR1 para inhibir la infeccién por
SARS-CoV-2 en un ensayo de inhibicién in vitro usando células Vero 76 infectadas con virus
SARS-CoV-2 (genotipo UK D614G). En presencia de las proteinas CoVS-HR1 el nivel de
infeccion disminuye de una manera dependiente de la dosis (figura 7). Una vez mas, la
actividad inhibidora esta en el orden L3C > L3B > L3A, de manera consistente con el orden
en la estabilidad estructural de las proteinas, asi como con su capacidad para interactuar
con HR2. De manera colectiva, estos resultados sugieren que mediante la interaccion con la
region HR2 en la proteina de la espicula, las proteinas miméticas de HR1 pueden bloquear

la transicién conformacional de S2 que promueve la fusion de membranas e infeccién.

Ejemplo 6: Reactividad de sueros obtenidos tres meses después de la aparicion de COVID-
19

Para investigar si las proteinas miméticas de HR1 pueden reproducir epitopos

inmunogénicos de relevancia en la infeccién por SARS-CoV-2, se sometié a prueba la
reactividad de sueros obtenidos tres meses después de la apariciéon de COVID-19. En ese
momento, los pacientes desarrollaron una respuesta sostenida especifica para SARS-CoV-2
contra RBD (figura 8) y la proteina de la nucleocapside. Los sueros de paciente también
exhibieron una actividad neutralizante significativa. Se detectaron respuestas de los Ac
significativas en los sueros de pacientes con COVID-19 contras las tres variantes de
proteina en comparacién con los controles, lo que indica la presencia de respuestas
inmunitarias contra HR1. Estas respuestas de los anticuerpos eran mucho mas débiles en
los sueros de control de donantes sanos. Ademas, las respuestas medias de los Ac se
correlacionan de manera clara con la estabilidad relativa de las proteinas, mostrando la
proteina L3C mas estable la mayor unién a Ac. Aunque la respuesta media de los Ac contra
L3C era menor que contra RBD, un porcentaje significativo de pacientes exhibié un alto nivel
de Ac anti-L3C que es similar al contra RBD. Estos resultados indican de manera clara que
las proteinas miméticas de HR1 son antigénicas y, por tanto, imitan a epitopos de HR1
inmunogénicos relevantes en S2 que provocan respuestas de Ac durante la evolucion de la
enfermedad. Ademas, la correlacién entre la respuesta de Ac y la estabilidad de las tres

variantes sugieren firmemente que estos epitopos son de naturaleza conformacional.
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Ejemplo 7: Estructura de alta resolucion de la proteina CoVS-HR1-L3B en complejo con la

region HR2.
Para investigar la estructura de las proteinas y los detalles de la interfase de interaccion

entre las proteinas CoVS-HR1 y su diana HR2 se produjeron cristales de la proteina L3B en
complejo con el péptido V39E. Se recogieron conjuntos de datos de difracciéon de rayos X a
una resolucion de 2,0 A lo que permite la determinacién de la estructura (figura 9). La
estructura de la proteina L3B es muy similar al modelo disefiado. El péptido V39E también
adopta una conformacién a-helicoidal flanqueada por regiones extendidas en el complejo e
interacciones en la interfase proteina-péptido formada por la hélice a 1 y la hélice a 3 en
L3B y el péptido de HR2 son virtualmente idénticas a las observadas entre HR1 y HR2 en la
estructura de S2 posterior a la fusion. Estos datos confirman que las proteinas CoVS-HR1
imitan con precision a una estructura de HR2 completamente estable con una fuerte

capacidad para unirse a HR2 de una manera funcional.
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REIVINDICACIONES

Polipéptido capaz de inhibir una infeccién de células huésped por un coronavirus,
preferiblemente un Betacoronavirus, lo mas preferiblemente un virus SARS-CoV-2,
en el que dicho polipéptido comprende tres hélices a y en el que

(i) la hélice o 1 comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80%,
el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% idéntica a
SEQ ID NO.1,

(i) la hélice a 2 comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80%,
el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% idéntica a
SEQID NO.2,y

(i) la hélice a. 3 comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80%,
el 81%, el 82%, el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el
91%, el 92%, el 93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% idéntica a
SEQ ID NO.3.

Polipéptido segun la reivindicacién 1, en el que dichas tres hélices o forman un
trimero antiparalelo de hélices vy, preferiblemente, en el que dicho polipéptido es un
polipéptido mimético de la region de repeticion de heptada 1 (HR1) de la subunidad
S2 de la proteina de la espicula de SARS-CoV-2.

Polipéptido segun la reivindicacion 1 6 2, en el que al menos un aminoacido en cada
hélice a en las posiciones de secuencia “e” y/o “g” en las repeticiones de heptada se
sustituye por lisina (K), arginina (R), acido aspartico (D) o acido glutamico (E),

preferiblemente lisina (K) o acido glutamico (E).

Polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que

(i) la hélice o 1 comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.1: N1D,
Q13E, V38K, A45K, y/o V63K o0 una combinacion de las mismas,

(i) la hélice o 2 comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.2: V11K,
S13E, A29R, A31E, V36E, Q38E, S50E, I56E y/o A63R o una combinacion de las
mismas,

(iii) la hélice o 3 comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
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aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.3: I18E,
A29K, A43K, V50E, G58R, L68E, D72Q y/o E75Q o una combinacion de las mismas.

Polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que

(i) la hélice o 1 comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.1: N1D,
Q13K, A31E, V38E, A45D, A59R y/o V63E o una combinacién de las mismas,

(i) la hélice o 2 comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.2: L6D,
V11E, S13K, A31K, V36E, Q38K, A43E, A45R, S50E, D51K, A63E y/o N68R o una
combinacion de las mismas,

(iii) la hélice o 3 comprende al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.3; A11E,
A29K, Q36K, A43K, L68K o una combinacion de las mismas.

Polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que

(i) la hélice o 1 comprende ademas al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.1: G19K,
G33K, G58K o una combinacion de las mismas,

(i) la hélice a 2 comprende ademas al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.2: G16K,
G41T, G55K o una combinacién de las mismas,

(iii) la hélice a. 3 comprende ademas al menos una de las siguientes sustituciones de
aminoacidos basandose en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.3; G19K,

G33K, G58S o una combinacion de las mismas.

Polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que

(i) la hélice a. 1 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO .4, y
la hélice a 2 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.5, y

la hélice a 3 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.6; o

(i) la hélice a. 1 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.7, y
la hélice a 2 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.8, y

la hélice a 3 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.9; o

(iii) la hélice a 1 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.10, y
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la hélice a 2 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.11, y

la hélice a 3 consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.12.

Polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que la hélice a 1
y la hélice a 2 estan unidas a través de un primer ligador y la hélice a 2 y la hélice a
3 estan unidas a través de un segundo ligador y en el que los ligadores primero y/o
segundo tienen una longitud de entre 3 y 6 aminoacidos, preferiblemente 4 6 5
aminoacidos, lo mas preferido 4 aminoacidos; y preferiblemente, en el que los
aminoacidos del ligador se seleccionan de glicina (G), alanina (A), serina (S), acido
aspartico (D), asparagina (N), lisina (K), arginina (R), prolina (P) o acido glutamico (E)

0 una combinacioén de los mismos.

Polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, caracterizado porque
comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 80%, el 81%, el 82%,
el 83%, el 84%, el 85%, el 86%, el 87%, el 88%, el 89%, el 90%, el 91%, el 92%, el
93%, el 94%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98% o el 99% idéntica a SEQ ID NO.13.

Polipéptido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en el que el
polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO.13, SEQ ID NO.14 o SEQ ID NO.15, preferiblemente en el
que el polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO.13, SEQ
ID NO.14 0 SEQ ID NO.15.

Composicién farmacéutica que comprende los polipéptidos segun una cualquiera de
las  reivindicaciones anteriores que comprende ademas  excipientes

farmacéuticamente aceptables.

Polipéptido para su uso en el tratamiento o la prevencién de una infeccion por un
coronavirus, preferiblemente un Betacoronavirus, 10 mas preferiblemente un virus
SARS-CoV-2, caracterizado porque dicho polipéptido es un polipéptido mimético de
la region HR1 de la subunidad S2 de la proteina de la espicula de dicho coronavirus,
en el que el polipéptido comprende tres hélices alfa que forman un trimero
antiparalelo de hélices, en el que la hélice uno y la hélice dos estan unidas a través
de un primer ligador y la hélice dos y la hélice tres estan unidas a través de un

segundo ligador y en el que la hélice dos esta invertida.

Polipéptido o composicién farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones
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anteriores para su uso en el tratamiento o la prevencién de una infeccion provocada
por un coronavirus, preferiblemente un Betacoronavirus, lo mas preferiblemente un
virus SARS-CoV-2.

Uso de los polipéptidos segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 para la
neutralizacion de wuna infeccion por un coronavirus, preferiblemente un

Betacoronavirus, 1o mas preferiblemente un virus SARS-CoV-2.
Vacuna que comprende los polipéptidos segun una cualquiera de las reivindicaciones

anteriores para tratar o prevenir una infeccién por un coronavirus, preferiblemente un

Betacoronavirus, 1o mas preferiblemente un virus SARS-CoV-2.
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FIG.1 (cont.)
E
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FIG.5
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FIG.7
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