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SOLICITUD DE:
@ Patente de Invencién. [J Patente de Modelo de Utilidad.
[ capituloll. & Capitulo II.
Nombre: THE ADMINISTRATORS OF THE
TULANE EDUCATIONAL FUND
iedad constituida y existente bajo las
SOLICITANTE | © :
1) layes del Estado de Louisiana, Estados IDENTIFICACION
Direccion: 1430 Tulane A CC. = NIT L
n. ulane Avenue,
New Orleans, C.E. O Otro O
Louisiana 70112-2898 Cual
Estados Unidos de América .
Ndmero
Domicllio: New Orleans
Loulsiana 70112-2699
Estados Unkios de América
Nombre: EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
\ Direccién: - ;‘::n'em 4", No. 72-35 c.C. NIT O
Teléfono: 7 38 11
REPRESENTANTE |- 211 88 50 ce. [ oro [
APODERADO . i clien . Cual __
) Domicilio: Bogota, Colombia. Nimero 438.019 T.P 31,929
1. Robert F. GARRY '
@ 2114 Pine Street, 2 m‘sz‘,’i:ﬁ;:
New Orleans Mandsville !
INVENTOR (ES) gs“h]:""':f!g"' o América Louisiana 70448,
(72) 08 Unicos de Estados Unidos de América

PCT (86)
G Solicitud Internacional No. PCT/US2004/036578 Fecha: 3 de noviembre de 2004
Publicacién Intemacional No. WO 2005/044982 A2 Fecha: 19 de mayo de 2005

Titulo (54)
METODO PARA PREVENIR LA FUSION VIRUS-CELULA AL INHIBIR LA FUNCI N
DE LA REGION DE INICIACION DE FUSION EN VIRUS ARN QUE TIENEN
PROTEINAS DE CUBIERTA FUSOGENICA DE MEMBRANA CLASE |

@ Clasificacién Internaclonal (§1) C12N

Prioridad | (33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Ndmero de Solicitud
siB No[l us 4 de noviembre de 2003 60/517.181

@ Comprobante de pago N .: _ 06— 38,522 Fecha: 22 de mayo de 2006
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 463.000.00.
Comprobante de pago par reivindicacién de prioridad.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud intemacional. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)
Traduccién de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso,

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacion de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.
De ser el caso, certificado de depésito del material bioldgico.

Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el
extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

@i OO OO0O0O &

FIGURA CARACTERISTICA

Bxapix Lasm SARS Bel Infintax Slcasies -
vim @l ocomeninell a0l  viw BAZ vim 1 RIvIT

©

Solicito la concesién de la patente,

NOMBRE.: EMILIO FERRER
FIRMA : 4_._,&— Z,e.._.._._,__

C.C. 438.018 de Usaquén T.P. 31.929

JDF
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [X] Publicacién Intemacional WO 2005/044992 A2
2. XExtracto de publicacién.



CAVELIER -
AL. *ADOS
vl SISKI
CARRERA & N 72-35
BOGOTA, 8 - COLOMBIA

For patents, utility models, industrial
trademarks, commercial names, trade

REPRESENTACION Y PODER

L4

slogans.

Para pnlzntu, modelos de wutilidad,
industrialess, marcas de fébrica,
comexciales, enseilas, lemas comerciales.
REPRESENTATION AND 4183¢
POWER OF ATTORNEY E-x¥.4

1 (we), the undersigned /Yo (nosotros), abajo firmado (s)
ADMINISTRATORS OF THE TULANE EDUCATIONAL FUND

of/domicllindo (s)en_ 1430 Tulane Ave,, New

Orleans, Louisfana 70112, United States of America,

hereby ratify the patent application No.99,072,002 filed by EMILIO FERRERO on November 16,1999 anc

%l‘;l resente nombramos a EMILIO FERREROQ, lBI. 31929;
ZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
tpa, 23555 y GERMAN tpa. 532, domielliados en In
arrera 4* N® 72-35, Bogotd, Colombia, en obedecimiento a lo
dispuesto en el 19 del Articulo 543 del Cédigo de
Comerclo, el primero como principal y los demés como
suplentes, en su orden, como mis (nuestros) representantes en
o9 los asuntos de propieded industrial con facultad para
reclblr notificaciones 'y nombrar a rados judiciales o
extrajudiciaies. El primer representante suplente reemplazari al
principal en ciso de ausencia ¢ impedimento temporal o

‘:ﬂnmw de aquél La misma regla se aplicark cuando el

gurdo represgntante suplente haya de reemplazar a] primero,
o ¢l tercero. al segundo. En s casos, ¢! representante
principal, o el eTo, 0 segundo suplente, en su caso, o ambas,
declararin su- Iitenclén de no ‘ejercer In representacién
mediante declaraclén autenticada por Notario Piblico en
Colombla, o por Notario u otro: Funcionario Piblico, o Cénsul

- de Colombia, €n’el .extranjero; y sl se tratare de impedimento,

con el certifieado respectivo. Si de los nombrados faltare
definitivamente, ¢l siguiente tomarh su 1 . Cuando cesare la
ausencia 0 impedimento, del reprasentanté principal, o de su
primero ‘o segundo suplentes, en su caso, podrin ¢jercer la

representacién, en su orden, uno u otrps segin el caso, .
asumiéndola’ por ¢l solo hecho de ejerceria, cesando en ese -
* momento el ejercicio de la re ;

sentacién por el primero,
segundo o tercer suplente en su caso.

Ademés, confiero (conferimos) er a los a 03 arriba
nombrados, obtener Ia probecclén de ml (nuestira)
propledad @:ﬂd contra la competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (amoa) a low dichos apoderaclos para que me
(nos) representen ante cualesqulera entidedes o personas,
ejerzan © no jurlsdiccién, e Imente ante las de] orden
adminlstrative, contengl trativo y judicial, aaf como
los tribunales de arbitramento, en todo lo concerniente a loa
igulentes asuntos: a) Obtenclén de patentes de invenclén,

elos de utllidad y disefios lndultrl..lpa; ¢l regiatro de marcas
de fiibrica, colectivas, defenatvas, de serviclo, lemas comerciales,
nombres tomerciales, ensefins, varledades . vegetnles y
denominaciones de n; su renovaclén, traspaso, camblo de

in due compliance with the terms of p:n?n h 1st. of article 543
of the Commerclal Code, do hareby sppoint EMILIO FERRERO,

tpa. 31929: GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA
E PAEZ, tpa. 13555 and CAVELIER, tpe. 832,
domlclled at Elmn 4% N® 72.35, Boi:’ Colombia, the first as
principal and the others as alternates, In the order of thelr

appointment, as our representatives for all indusirial property
matters with faculty to receilve notifications and to appoint
attorneys in and out of Court. The firat alternate shall replace
the principal In casa of his absence or of temporal or deflnitive
impediment. The same rule will a.ppl when the second
alternate representative ls to replace the first one, or when the
third {s to u{lm the first or second alternates in their turn, or
both of them, second. In such cases, the principsl
representative, or the first or second alternates in their turn, or
both of them, shall state their Intention not to act as
representitives through a declaration given before a Notary
Publlec in Colombia, or before a l\‘lo or another Public Officlal
or a Colombian Consul abroad; and in case of Impedimaent, the
appropriate certificate shall suffice. If any of the appointees
were to be definltely absent, the following alternate shall take
his piace. When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or sacond alternate in their turn
ceases, the representation can be taken again In their sequence,
by the principal, the first or second alternate depending on cuse,
and the mere fact or its exercise will suffice. The exerclse of the
representation by the first, second or third alternates in their
turn shall end at such time.

In addition, we grant a Power of Attorney In favor of the
above-numaed attorneys-at-law so that they may obtain the
protection of my {our) industrial property and againat the
unfair eompetition, for which g:rpon Ighurluthorin the said
attorneys to represent mae (us) before any authorities or persons,
with or without jurisdiction, speclally those administrative,
administrative contentious and judicial, as well as- before
Arbitration Court, in all matters conumlnme follawing: )
Obtainment of patents, utility models and ustrial deslgns;
the registration of trademarks, collective, defensive and service
marks, slo commercial nanws, trade emblems, vegetal
varietles and denominations of origin; its renewal, assignment,

nombre o domicilo, cancelacién voluntarin; y el registro de c of. name or domidle, volu cancellation; and the
licencias de uso de esos derechos; b) Las actiones de registration of licenses-of;use:of the: ghta;<b) Actions of
competencla desleal, proteccién del consumidor, oposiclones u u:ﬁ':ir comiptltlo:& pootectigntth HRF AL Snboslitions or
observaciones, cancelaclén administrativa y judl nulidad, observations, adoyifSINe WSECHISHS Caliceintion, nullity
medidas cautelares, concesidn de licencias, la tutela, la infringement, graAting ne gl vaactioh for writ
proteccion de secretos industriales, y en general los juicios mandamus, the ptétectiannfiradeiFE Nt linigeneral the
civiles, penales, administrativas o contencioso-administrativos civil, penal, and nq,mtm i ’ ose rights;
relaclonados con estoa derechos; acciones y procesos que actions and suits Rititized QaF-SFEgainstytne (us). i‘.":d‘
promovamos © se nos promuevan Y ue en todos that in all the abo "-'“'puﬂon-t . fybshtyr‘l:; is Power of
asuntos arriba determinados, puedan sustituir este mandato, Attorney, mmﬁhﬁoz"ﬁ@lﬁhi%ﬂ’g weSfactdidf the case,
translgir, conclliar, admitir los hechos del proceso, desistir, desiat, cancel, rﬁi‘ Pealii tcnd s ikt done by’
cancelar, reciblr, renunciar, y ratificar los actos de agentes representatives wit . ;

oficiosos. i R acou v poenl —up robaHD oRITT

Glven and signed this/Dado y firmado hoy H' /7- fi . ‘

In/an ;4294,)_@&._544}5 + LJ"

gl T A /75

CAVELIER ABOGALOS
WPPODERE-181 {(MINUTA N"12.1.12.6 USA)



CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)

A lou&dlu del mes M« 19 79

ante mi, Notario Piiblico de

comparecié(eron) personalmente 2 (o, Fig [t ) cae

NOTAR'AL CERTIFICATE (INDIVI ™ Uiz, °

On this /- day orda_maa:‘__ 19
before me, a Notary Public of

pemonally nppnnd ( Zﬂ[_t Z '[E ot 4’41

a qulen(n) doy fe de conocer y me consta que es(son) la(s)
persona(s) firmants(s) del documento que precede, y quien(es)

tiene{n) capacided legal parm otorgarlo.

CERTIFICADO NCTARIAL (SOCIEDAD)

Hoy,ﬂ_dc ‘/ba WM lye se19 59

comparecid(eron) ante mi

Carzla. 1 Trchmarm

to me known, and known to me to be the pemon(s) who

executed that foregoing document, and who has(have) legal

caparity to exe te |L [2
_Notario Pdblico — Notary Public Q M

2 ootds-
NQTARIAL C‘ER'I'IFICATE (CORPORATION)

Onthu_ﬂ_d-yog!l QQ v NE& _ 5'_7__

a quien(es) conozco personalmente y que ﬂrmn(n) este documen
toqen representacién de la &:mlminchr .

wha(m) | know parsonally and who(m) signed this document as
nprumtnﬁve(lnf the Corpnnl'ln'n/ Company

denominada ADMINISTRATORS OF THE TULANE named ADMINISTRATORS OF THE TULANE .
EDUCATIONAL FUND EDUCATIONAL FUND
Certifico: lCcrHIy'

1. Que he visto loa sigulentes documentos:* p.umeJ-L
“Jowt Adminisbakmfeslsdo 76 Tuuio o>
Y rmodiFicado (A evsier 3'%3!1600-
199, Ackr o 43 de laSessim

2. Que dichos documentos prusban lo siguiente: da ! ?s"f

ADMINISTRATORS OF THE TULANE
21.Que _EDUCATIONAL FUND

s una Socledad/Compasia legalmente constitulda y existente

de acuerdo con las leyes de
Estados Unidos g_e,

1. Tlut 1 have the follow! %fn {

(f and )rme«d 'h:- ealgar 2}
se c-"kul— nﬁnﬂ the MS“MM- ‘(LW{

2 That the above documents duly prove the followi
ADMINISTRATORS OF

2.). That
ia o Corpomation/Company legally constihited

in accordance with the laws of _the State
United States of America.

23. Que el objeto u ob 0 ‘- 8 8
poder estin co l:;':q- del
mnclomdaSoclnd?ldldn pafa: . sl

2.4 Que el(los) Sr.ﬁrn.) 1

2.2. That the domicile of sald Corpomation/Company is ’

1430 TuEage avgn New gr-leamiE Louisiana

2.3. That the of purposes for which the present Power

of Attomey nted are comprised within the corporation

E:rpous set forth in the charter of the mentioned
rporation/Company.

2.4. That-ieriiviuseres) L . FIS M~

" estii(n) autorlzado(s) para otorgar el presente Poder.

Ciudad VW Orheans
Estado {oul £l clmoen

is(emn) autharized to grant the present Power of Attorney.
City Ur; W DrRiLEAMS
State Lo o IS 1404

y of‘)ﬁ’- 19%5

Hoy (> Dons de19 9%

%ﬂk) P

Notarlo Piiblico — Notary Publlc/

* Los documentos deben identificarse con fecha y origen.

* Documents must be dentified with date and origin.
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As

L DALE N. ATKINS, Clack of the Civil District Coont for the Parish of Odiesns, Stato
Lovislans, the same being & Court of Record, having probete Jurisdiction, DO HEREBY
thm

\ NANCY W. JACKSON

? \‘v 15 s subscribed © hmdMWUMtdh
‘ thoroon written, was at the time of taking sach pooof, acknow)-

pdpiiet or affidavit a Notary Public within and for sald Parish, residing in said Parish, duly
ppditd, commissined and swor, and inthorized by the lews of mid Siis o sdmiciser

gﬂ.

foll fhith and crodit aro snd cught 1o be given to his official acts; and

the sigoature to huldnnlmﬂﬁnhvlﬂﬂﬂb—

posited in this office by such person sud verily belleve that the signatiye 1o the attached

i certificate s his genuine signature, and the persop signing such cestificate is aot required
by law 10 fiie in this office an impression of his officia]l seal

—d
% a::g# IN TESTIMONY WHEREOF, I have horounto sct my hand and affixed the seal of said
3, 5 Cowt st the Clty of Now Oricans in mid Parish and St cn the
=) N 3rd December ;0 99
HEN-TNS S
NN Bl O (i
= :(\:‘;“E £ Clork.
3 - N B
2 =%

AL s A
H COMO NDTARLO AEXTO Wt CIREULA
B BDE BOSOTA, NAGO :ﬂu'unau_ [
FOTOCOPIA CUTNCIDE GUA ki BHUNALT
OUS NE TENIDD A La VvaTa

1
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Pagina 1 de 3
TRADUCCION OFICIAL N° 090300 al espafiol de un documento escrito

en inglés, preparada por Jaime Armando Garavito Burgos,
Traductor Oficial debidamente reconocido por el Ministerio de
Relaciones Exteriores y aprobado por el Ministerio de Justicia

de la Repilblica de Colombia mediante Resolucién N° 034 de enero

11 de 1983

—— e e R AR D SR R em em o  Sm EE RN EE R R EE A B WD i e mm wm YR SN Am AE g M A S AR R AN AN N BN M S mm Em R R T O w wm o

Documento escrito en inglés y espaficl por medio del cual
ADMINIBTRATORS OF THE TULANE EDUCATIONAL FUND, ratifica 1la
Solicitud de Patente N° 99.072.002 presentada por el doctor
Emilio Ferrero el 16 de noviembre de 1999 y otorga poder a favor
EMILIO FERRERO, GONZALO PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ y GERMAN
CAVELIER. Dado y firmado el 17 de noviembre de 1999 en New

Orleans, Louisiana, Estados Unidos de América (firmado) Carla H.

Fishman

- B OER SR S S mm mm e o R ER R S SN EP N SR SN WE R EE En ED MmN Er MR S D G Mm M M M Mr EE Rm RN MM R R Em oy W BN AN WS NP WD WP ED BN S o o

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) en inglés y en espaifiol
referente a la existencia legal de la sociedad ADMINISTRATORS OF

THEE TULANE !DUCATiQNAL FUND y su representante autorizado Carla

Emnmnnmmn-srmaum“-
COHO HCTARIQ BAXTE (), SIRCLLO
H. Pishman, expedida el 17 de noviemb- P -

Orleans, Louisiana, Estados Unidos de Améfi

(firmado) Nancy W. Jackson, Notario PGB 'ﬁ- éii@piréce‘-@é

.mm IIMWEL BUTERO BIDIHA
NUTARIO

o]

notarial en relieve)

o S SR EE ER SR M mr e e e mm MR o U GF P GF G SR R R EE EE An Em R GE S N S SR R RE M N ME WD Em EE Rm RE RN RN Am YR G S SE G e e mm mm mw mr E e mm EE

Estado de Louisiana
Corte Civil Distrital
Parroquia de Orleans

Yo, DALE N. ATKINS, Escribano de la Corte Civil Distrital para

la Parrogquia de Orleans, Estado de Louisiana, siendo la misma
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una Corte de Registro, con jurisdiccidén en materia de

sucesiones, POR MEDIO DEL PRESENTE CERTIFICO que

NANCY W. JACKSON

quien suscribe el certificado de prueba, reconocimiento o
declaracidén juramentada del instrumento anexo, era en el momento
de recibir dicha prueba, reconocimiento o declaracién
juramentada, un Notario Plblico dentro de dicha Parroquia y para
la misma, residente en ella, debidamente nombrado, comisionado,
juramentado y autorizadce por las leyes del mencionado estado
para tomar juramentos y para recibir las pruebas de escrituras
O traspasos de tierras y bienes inmuebles en dicho estado y
demds instrumentos que deban registrarse en el mismo, asi como
para certificarlos. Que se da y debe darse plena fe y crédito a
sus actos oficlales. Certifico ademds que he comparado la firma
en el certificado original con la firma depositada en esta
oficina por dicha persona y realmente creo que la firma en el
certificado anexo es su firma auténtica. Certifico también que

la ley no ordena que la persona que firma dicho certificado

ATKINS, Escribano.

N°® 006. EL CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA en Nueva Orleans,
Loulsiana, Estados Unidos de América, certifica las funciones y
firma de Nancy W. Jackson, el 16 de diciembre de 1999. Pagado

impuesto de timbre y derechos consulares. (firmado) MARIA INES

RO
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PANTOJA, CSnsul General

EL MINISTERIO DE RELACIONES EXTERIORES en Santa Fe de Bogoté

D.C., certifica la firma y las funciocnes de In&s Pantoja, el 01
de marzo del 2000. N® 128470. (firmado) Jefe de Legalizaciones

Es traduccién fiel y completa de la cual se deja copia en los

archivos de esta oficina para su confrontacién y a la cual me

remito.
ZIME A, GARW'TO B

IA‘M ouctoR & mignPRite nn:::'
Santa Fe de Bogotd, D.C., marzo 09 del 2000 o 024 d0 laere W ‘-.nelh
miNIaTERIC ox JUS
COLO: 11876-801-001-9
WPCl1876 - ID # S
,l_': r
=5 =
SEE B
m S
i — 4 53
= od 2 {
g28 g
. LTRSS BT TSP TY “:.-"E =
E CONO NOTAMG AEXTO ML, cmcuu.a% LT =
D€ BOGML, HACO COMITAR DLE LA r— m
' FOTOGUPIA COIKE DT SO« KL ORQIN
QUI'I'ETIIIIMII.lVI&fﬁ v & ﬂ
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WO 2005/0.44992

-1.

METHOD OF PREVENTING VIRUS:CELL FUSION BY INHIBITING THE
FUNCTION OF THE FUSION INITIATION REGION IN RNA VIRUSES HAVING
CLASS I MEMBRANE FUSOGENIC ENVELOPE PROTEINS

TITLE
pesr;  This application claims the benefit of United Stetes Provisional Application Serial
Number 60/517,181, filed November 4, 2003, which is herein incorporated by reference.
FIELD OF THE INVENTION

peay The present invention relates to a method of preventing or inhibiting viral infection of a

- cell and/or fasion between the envelope of a virus mdthemmbnnesofncell‘.lnrgetedbyﬂm

virus (thereby preventing delivery of the viral genome info the cell cytoplasm, a step required for
viral infection), The present invention provides methods for identifying a fusion initiation
region, or FIR, of the viruses. The present invention provides for a method of identifying the
FIR in these virses. The present invention further provides for methods of prevénting infection -
by a Type I virus by interfering with its FIR. ' '

INTRODUCTION
pexst  All viruses must bind to end invade their target cells to replicate. For enveloped animal
viruses, including RNA viruses having Class I membrane fusion proteins (Type I viruses), the
process involves (a) binding of the virion to the target cell, (b) fusion of the envelope of the virus
with the plasma membrane or an internal cellular membrane, (c) destabilisstion of the viral
envelope and cellular membrane at the fused area to create a fusion pore, (d) transfer of the viral
RNA through the pore, and (¢) modification of cellvlar fimction by the viral RNA.
19084 F\;ﬁonofthcvkﬂmmbtmmdﬂnceumvdope,sups(b)md(c)nbove.ismndined
by the interaction of a viral transmembrane glycoprotein (fusion protein) with surfice proteins
and membranes of the target cell. These imteractions cause conformational changes in the fusion
protein that result in the insertion of a viral fusion peptide into the taget cell membranc. This
insertion is followed by further conformational changes within the fusion protein that bring the
virel envelope and cell membranes into close proximity and results in the fusion of the two
membrane bilayers.
oos] A virus is unsble to spread and propagate within its host if this fusion process is
disrupted. Intentiopal disruption of this fusion process can be achieved by directing peptides and
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pepﬁdenﬁnﬁcshmnologuusmﬁ:ﬁmpmt&insaqumoes, antibodies that recognize the fusion
protein, and other factors that act against the fusion protein.
BACKGROUND OF THE INVENTION

Styuctural Simflarities among RNA Virus Class I Fusion Proteins.

eos] Hemagglutinin 2 (HA2) of influenza virus, an orthomyxovirus, is the prototypic RNA
viras Class I fusion protein and contains an amino terminal hydrophobic domain, referred to as
the fusjon peptide, that is exposed during cleavage of the hemnagglutinin precursor protein. The
membrane fusion proteins of RNA viruses from several diverse families, including arenaviruses,
coronaviruses, filoviruses, o_rﬂ:omyxovimes. paramyxoviruses, snd retroviruses, share several
common structural features with HA2 and have been referred to as Class I viral fusion proteins.
Tt has been observed that the fusion protein of HIV-1, the transmembrsne glycoprotein and other
retyoviral trangmembrane proteins, like those of orthomyxoviruses and paramyxoviruses, possess
a hydrophobic fusion peptide domain exposed during cleavage of a precursor (gp160) (Gellaher,
1987; Gonzalez-Scarano et al., 1987). Based on these similaritics and computer algorithms that
predict protein configurations, it has been suggested (Gallaher et al., 1989) that the external
portion (ectodomain, amino terminus) of HIV-1 transmembrane protein and the transmembreane
proteins of other retroviruses, all could fit the scaffold of HA2 structure as detenmined by x-ray
crystallography (Wilson, Skehel, and Wiley, 1981).

meen Based on these observations, it was predicted that retroviml trankmembrane proteins
contain several structural features in addition to the fusion peptide in commmon with the known
structure of HA2, including an extended amino texminal helix (N-belix, usnally a “heptad repeat”
or “leucine zipper™), a carboxyl teominal helix (C-helix), and an aromatic motif proximal to the
transmembrane domain. The presence of at least four out of these five domains defines a viral
envelope protein as a Class I fusion protein. This retroviral transmembrane protein model was
subsequently confirmed by structural determinations and mutational analyses (Chan et al., 1997;
Kowalski ef al., 1991; Weissenhom e al., 1997). Common structural motifs are present not only
in orthomyxovirus and retrovirus fugion proteins, but also in those of paramyxoviruses,
filovirusee (such as Ebola virus, EboV) (Gallaher, 1996) and arenaviruses (Gallaher, DiSimone,
and Buchmeier, 2001). The Gallaher structural model of the EboV fusion protein (GP2) has alzo
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been confirmed by x-ray crystallogeaphic methods (Malashkevich et al., 1999; Weissenhorn et
al., 1998).

mees) Figure 1 shows the five, previously-described, domains of the fusion proteins of the six
femilies of Type 1 viruses. The fosion proteins originate in a8 hydrophobic fusion peptide,
terminate in an anchor peptide, and incorporate an extended amino terminal alpha-helix (N-helix,
usually a “heptad repeat” or “lencine zipper”), 2 catboxyl terminal alpha-helix (C-helix) (Carr
and Kim, 1993; Suarez et al., 2000; Wilson, Skehel, and Wiley, 1981), and sometimes an
. aromatic motif proximal to the virion envelope. Also shown is the sixth domain, the fusion
initiation region (FIR), discovered by the present inventors.

Fusion Inhibition in Type I Viruses

moes] Previous attempts by the present inventors (Gmy)andoﬂmtodengnpepﬁdu and
pepudennnncl, antibodies, and other factors thet inhibit fusion in Type I viruses have focused
on the fusion peptide, the N-helix, and the C-helix of the fusion proteins. In the case of fosion
peptides, analogs of the orthomyxoviruses snd paramyxoviruses (Richardsom, Scheid, and
Choppin, 1980) and HIV-1 fusion peptide domsins (Gallaher ez al., 1992; Owens ef al., 1990;
Silburn et al., 1998) have been found to block viral infection, presumably by forming inactive
heteroaggregates. Peptides corresponding to portions of the N-helix and C-helix have also been
found to be effective in inhibiting viral infection both in vitro and in vivo. For example, a 17-
amino-acid peptide corresponding to the carboxy-terminal portion of the N-helix of the HIV-1
fosion protein, defined as the CS3 region, blocked HIV infection (Qureshi ef al., 1990). n
addition, other N-helix and C-helix inhibitory peptides were developed based on the fusion
protein structural model (Wild, Greenwell, and Matthews, 1993; Wild ef al., 1992), including the
C-helix anti-HIV-1 peptidic drug DP178 (T-20 or FUZEON®). DP178 overiaps the C-helix and
the aromatic anchor-proximal domsain end inhibits HIV-1 virion:cell fusion &t very low
concentrations (50% inhibition et 1.7 nM) achievable in vive following injection. In a clinical
trial, 100 mg/day of DP178 caused an approximately 100-fold reduction in plasma HIV-1 load of
infected individuals (Kilby ef al., 1998). This result has greatly motivated the search for other
HIvV-1 inhihitory_ peptides based on transmembrane protein structoye (Pozniak, 2001; Sodroski,
1999). Peptidic inhibitors of paramyxoviruses have alto been shown to inhibit viral replication
(Lembext et al., 1996; Young et al., 1999). Studies by Watanabe and cowarkers suggest that a
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similar approach of targeting the N-helix and the C-helix of EboV GP2 may also lead to useful
inhibitors (Watanabe et al., 2000). Neutralizing antibodies directed against portions of the
fusion protein domains have also been shown to inhibit virion:cell fusion.

Observations in HIV-1
o) A great deal of study has been devoted to fusion inhibition in human immmodeficiency
virus HIV-1, one of the Type I RNA viruses. Bolognesi et al. (5,464,933) and the present
inventors (Garry, USPN 5,567,805) teach that HIV-mediated cell killing can be inhibited by
introducing peptides that bind to portions of the transmembrane fusion protein of the HIV-1
virion. The Bolognesi DP178 binding region, labeled FUZEON® in Figure 7, lies primarily on
the C-helix and is outside what is described in the present application the fusion initiation region
(FIR). Bolognesi demonstrates inhibition but teaches no method of inhibition. The present
inventors (Garry) previously demonstrated inhibition at the CS3 region of HIV-1 TM, labeled
CS3 in Figure 7, but identified no method of inhibition, suggesting only that CS3:CS3-receptor
interaction is inhibited. The unexpected discovery of the FIR by the present inventors (es
currently described herein) and the fact that the CS3 sequences lie within the FIR indicates that
the CS3:CS3-receptor binding described in USPN 5,567,805 is in fact binding that occum
between the CS3 portion of the FIR and porstions of the cell membrane for which the CS3 portion
of the FIR has an affinity. In addition, although Melikyan, Watanabe, Bewley, and others have
described fusion inhibition with introduced peptides, they have not explained the mechanisms
through which the inhibition occors. Correspondingly, the location of the FUZEON® peptide is
distant from the FIR, which strongly suggests that other elements of the fusion process operate in
the FUZEON® region.
o] In view of the foregoing, it is clear that there exists a need in the art for a more effective
means for identifying those regions of viruses that are involved in the infection process and for
compositions effective for preventing or inhibiting viral infection. The invention described and
disclosed herein provides an effective solution to these needs.

SUMMARY OF THE INVENTION

pnz Various embodiments of the instant invention provide for methods of identifying

- “factors” (compounds) capable of inhibiting membrane fusion between viruses and their host
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cells and, thereby, preventing or inhibiting infection of the hoet cell by the virus. Aspects of this
embodiment of the invention provide for methods of identifying these inhibitory “factors™ where
the method comprises the steps of (a) identifying a virus having an envelope fusion protein
having two, or more, extended alpha helices, a fosion peptide, and a fusion initistion region
(FIR); (b) preparing a “terget” wherein the target comprises the amino acid sequence of the FIR,
{c) exposing the “target” to ome or more test compounds, and (d) identifying those test
compounds that physicelly interact with the “target”. For example, physical interaction can be
detected using a “target” bound to a solid substrate end a flucrescently or madioactively labeled
test compound in a standard binding assay. Target and test compounds having dissociation
coefficients (K,) in the micromolar range or lower (ie. < sbout 9 X 10°%) are considared to be
positively interacting. '

oeis) Other aspects of the instent invention provide for compositions compriging an isolated .
pepﬁdchnvingﬂleaminoaddg_equmceofavinlfmioniniﬁaﬁonmgion(FIR)orlfuncﬁoml
segment of the FIR or having an amino acid sequence which is enalogous to the sequence of a
FIR or a functional segment of a FIR. As used herein, an snslogous amino acid or peptide
sequence is a sequence containing a majority of identical or chemically similar amino acids in -
the same order as a primary sequence. Such chemical gimilarities are well known to those
gkilled in the art.

maiq) Other aspects of this embodiment of the invention provide for isolated, typically
substantially purified, peptides or peptide anslogs that arc capable of preventing or inhibiting
viral infection of a host cell and/or inhibiting membrane fusion of a viros with a host cell, where
the virus comprises a membrane fusion protein having two (extended) alpha helices, a fusion
peptide and a FIR. _

mexs) Additional embodiments of the instant invention provide for methods of treating or
preventing viral infection by administering to a patient one or more of the compounds identified
by the methods deacribed herein as capable of inhibiting virel infection. In various aspects of
this embodiment of the invention the compounds administered are peptides or peptide analogs
comprising all or a functional scgment of a viral FIR sequence. In amy aspect of this
embodiment of the invention the administered compound is antigenic and is administered in an
amount sufficient to eliciting an immune response.
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pozg)  Other embodiments of the instant invention provide for a “molecular factor™, such as a
plasmid, recombinant virus, or other substance which enables or stimulates a cell or organism to
produce a peptide or peptide analog that is capable of preventing or inhibiting a viral infection of
that cell or organism. In any aspect of this embodiment the “molecular factor” is capable of
preventing or inhibiting & viral infection when administered to a patient.

ooy  Another embodiments of the instant invention provide for smtibodies capable of
inhibiting' the virus:cell membrane fusion of a virus having a fusion protein comprising two,
extended alpha-helices, a fusion peptide and 2 FIR. In any aspect of this embodiment of the
invention the antibodies are capable of binding specifically to amino acid sequences comprising
the FIR sequence, or fragments thereof of sufficient size to allow antibody recognition. Various
aspects of this embodiment of the invention provide for methods of producing the antibodies. In
certein aspects of this embodiment, the method for producing antibodies comprises: (a)
providing as the antigen a peptide comprising a viral initiation region (FIR) or an sntigenic
fragment of the FIR; (b) introducing the antigen in to an animal 8o as to elicit an immune
response; (c) collecting antibodies from the animal; and optionally, (d) purifying the collected
antibodies- to identify that fraction of the collected antibodies having a high specificity for the
antigen.

poasy  Other embodiments of the current invention provide methods of treating patients, which
methods comprise administering to the patieat antibodics that specifically recognize and bind to
peptides compriging a FIR region from a virus or comprising a functional fragment of such a FIR
region where the fimctional fragment is of sufficient size to allow its specific recognition by an
antibody (that is, it is an antigenic fragment).

mas)  Other embodiments of the instant invention provide for methods of producing antibodies
specific for FIR or functional fragments thereof.

ILLUSTRATIVE EMBODIMENTS OF THE INVENTION
The Sixth Domain of RNA Viruses Having Class I Membrane Fusion Proteins
woz0) The arenaviruses, coronaviruees, filoviruses, orthomyxoviruses, paramyxoviryses, and
tetroviruses are the six families of RNA viruses currently identified that have Class I membrane
fusion envelope proteins. The fusion proteins of these Type I viruses have previously been
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ghown by the present inventors (Garry) and others to incorporate five conserved motifs, or
domains (Carr and Kim, 1993; Gallaher et al., 1989; Suarez et al., 2000; Wilson, Skehel, and
Wiley, 1981). These domains comprise a fusion peptide, an N-helix, a C-helix, and an aromatic
motif, all of which are ectodomains, and an anchor peptide, which is an endodomain.

mz1) Using computational analyses, secondery structure models, interfacial hydrophobicity
calcnlations and other techniques, the present inventors have made the surprising discovery of a
highly conserved sixth domain that is present in the fusion proteins of a wide varicty of viruses
(this sixth domain is described herein). The viruses possessing this domiin include, but are not
necessarily limited to the six classes of RNA viruses listed above. To emphasize the critical
fanction of this newly identified domain, which is an ectodomsain, the domain is referred to
herein as the fusion initiation gegion (FIR) of the viruses.

puz; Various embodiments of the instant invention provide methods of identifying the FIR in .
srenavirus, coronavirus, filovirus, orthomyxovirus, paramyxovirus, and retrovirus families of
viruses. Aluopmv:dednremeﬂ:odsofdntmmngwhethcrtheﬂkuptumtmoﬂm-known
virus families or in any newly discovered virus families.

mezs)  As used herein the term “extended” alpha helix refess to an alpha helix having more than
four “alpha helix txms” (specifically, more than 14 amino acids).

meaqq Other embodiments provide for “factors” that the inventors have unexpectedly found are
effective for preventing or inhibiting viral infection and/or virus:cell fusion,

toozs;  As used herein the term “factors” includes, but is not limited to isolated. peptides or
functional peptide segments (or peptide analogs thereof) of the newly described fusion initiation
region (FIR) domains, peptide mimics (“peptide mimic™ refers to any compound or substance
that conld serve as a substitute for a peptide interacting with the FIR, that is eny compound that
mimics the properties of a functional sogment of the FIR), antibodies specific for functional FIR
domeins (ec.g. idiotypic or anti-idiotypic antibodies) and other molecular oompounds that
interfere with virus:cell binding and/or fusion.

waze; As used herein the term “functional segment” or “functional fragment” of a fusion
initiation region (FIR) refers to a fragment cepable of inhibiting virus:cell fusion, inhibiting viral
infectivity, capable of eliciting an antibody capable of recognizing and specifically binding to the
FIR end/or interfering with FIR-mediated cell infection.
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pen  As used herein, a “peptide analog™ or “modified peptide” is preferably defined as a FIR
peptide modified to contain an amino group, an acetyl group, a hydrophobic group (for example
carbobenzoxyl, dangyl, or t-butyloxycarbonyl) or a macromoleculer catrier group (for example -
lipid conjugate, polyethylene glycol, a carbohydrate or a protein) at the amino terminus. An
additional class of FIR peptide snalogs contains a carboxyl group, an amido group, a
hydiophobic group or a macromolecular carrier group at the carboxy! terminus. Other peptide
analogs are defined as FIR peptides wherein at least one bond linking adjacent amino acids
resides is & non-peptide bond (for example an imido, ester, hydrazine, semicarbazoide or azo
bond), a peptide wherein at least one amino acid residue is in a D-isomer configurations or a
peptide in which the order of the amino acids is inverted. Additional peptide analogs are FIR
peptides compromieing at least one amino acid substitution wherein a first amino acid residoe is
substituted for a second, different amino acid residus (the amino acid substitution can be a
conserved substitution or a non-conserved substitution). As used herein, such peptide enalogs
may comprise snalogous amino acid sequences in which the analogous sequences contsin a
majority of identical or chemically similar amino acids in the same order as the primary
sequences.

s  As used herein, the term “fusion initiation region” (FIR) generaily refers to a region of a
viral fugion protein involved in the initial step or steps of viral infection and/or fusion with a host
cell,

pas;  As used herein the term “peptide mimic” includes, but is not limited to orgamic
compounds or other chemicals that mimic the structure or function of the FIR peptide. Examples
of peptide mimics include, but are not limited to organic compounds comprising the functional
side-groups of an amino acid or peptide, but lacking the carbon/nitrogen backbone or peptide
bonds. Peptide mimic also refers to compounds that mimic the action of these functional side-
groups with other moieties.

pos Other molecules, such as idiotype or anti-idiotype amtibodies or proteins selected via
phage display methods, that bind to the peptides, peptide analogs or peptide mimics described in
the present application may also function as inhibitors of viral infection and/or virus:cell fusion.
Also contemplated by the instant invention are plesmids, or recombinant viruses, or other
molecules or compounds that epable or stimulate the patient to produce an anslog of the
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inhibitory compounds. For example, a recombinant protein, produced in an engineered bacterial,
fungal, or mammaslian cell, can be used to produce an immimogenic analog of the FIR of a viral
fosiop protein. Similarly, an anti-idiotypic response could be induced in the individual by using
an engineered protein comprising a sequence corresponding to the binding site of a FIR-specific
sntibody.

s As used herein the term “fusion peptide” prefembly refers to & hydrophobic sequence at
or near the amino terminus of a clags I viral fusion protein (see, Gallaher et al., 1987; 1992).
@eaz] As used herein the term “substantially purified” peptide or peptide enalog preferably
refers to a peptide or peptide analog that is greater then about 80% pure. More preferably,
“substantially purified” refers to a peptide or peptide analog that is greater than about 90% or
greater than about 95% pure. Most preferably it refers to a peptide or peptide anslog that is-
greater than 96%, 97%, 98%, or 99% pure. Functionally, “substantially purified” means that it is .
free from contaminants to a degree that that makes it suitable for the purposes provided herein.
Methods for assessing purity are well known to those of skill in the art. Suitable methods
includs, but are not limited to gas chromatography (GC) linked mass spectrophotometry, high
performance liquid chromatography (HPLC) analysis, and functional assays in cell culture
systems that, inter alia, assess cytotoxicity.

pos  As used herein the term “stable analog™ refers to a peptide that has a pharmacologically
active half-life in biclogical systems. Biological half-lives of greater than 60 minutes are
contemplated.

foes4]  As used herein the term “peptide derivative” refers to a peptide that has substituted amino
acids different from those in the FIR sequence of a viral fusion protein. Wherein the
substitutions do not render the peptide useless for the instent invention.

mes)  According to varicus aspects of the present embodiment of the invention the peptides,
peptide analogs, peptide mimics, and other factors may be produced by any means known in the
art, including, but not limited to, chemical synthesis, recombinant DNA methods and
combinations thereof.

pue The present invention provides methods for identifying the FIR of Type I, and other,
viruses and for treating or preventing infection by these viruses. One possible mechanism by
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which the current invention may to prevent and/or inhibit infection is by interfering with the FIR
mediated virus:cell fogion.

BRIEF DESCRIFTION OF THE FIGURES
sy Figure 1 shows the domains of the fusion proteing of one member of each of these six
viral families (pamely, arenaviruses, coronaviruses, filoviroses, orthomyxoviruses,
paramyxoviruses, end retroviruses). The circles in Figure 1 show the approximate location of the
FIR in each virus illustrated.
pnsy Figures 2 through 7 show the emino acid sequemces of these fusion proteins
(corresponding to SEQ ID NOs 16-21, respectively) and a schematic representation of their
ectopic structure, Specifically shown are the five previously-described domains are the fusion
peptide, ie., the N-helix, the C-helix, the aromatic motif Gf present), and the anchor peptide.
The newly-discovered sixth domaein, the fusion initiation region, or FIR is also identified. Each
FIR is indicated by a polygon in Figures 2 through 7.
poss]  The circled area behind tha fusion proteins in each of Figures 2—7 represents the primary
virus:cell binding protein (VCBP) of the virus. The VCBP usually interacts with the portion of
the fusion protein which is most distal from the viral membrane and is thus shown to be zo
positioned in the Fipures. Unlike the highly-conserved fusion protein, the VCBP of each virus
family is more divergent. 1t is usually the VCBP that dictates the host range of the virus and
determines which of the host’s cefl types arc targeted for infection. The VCBP acts in this
capscity by recognizing and binding with specific cell surface proteins. The binding of the
VCBP to the targeted cell proteins occurs prior to and is typically a prerequisite for viras:cell
fusion. . '
po4s) Figure 8: Inhibition of coronavirus infectivity by fusion imitiation region peptides.
Between 50 and 100 PFU of mouse hepatitis virus strain A59 or SARS coronavirus strein Urbeani
were pre-incubated with or without the indicated peptides (~100uM) in serum-free DMEM for 1

" h. Cells were then exposed to peptide-treated inoculum or a vehicle control (no peptide). After

1 h adsorption, the inoculum was removed, cells were washed twice with 1X phosphate buffered
saline, and the cells were overlaid with DMEM contrining 10% FBS and 0.5% agarose. Forty-
eight hours after infection, infected monolayers were fixed and stained with crystal violet to
determine plagque numbers.
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meqy Figure 9: Inhibition of Lassa virus infectivity by fusion initiation region peptides.
Between 50 and 100 PFU Lassa virus was pre-incubated with or without the indicated peptides
(~100aM) in seyom-free BME for 1 b. Cells were then exposed to the peptide-treated inocnlum
ar vehicle control (no peptide). After 1 h adsorption, the inoculum was removed, cells were
washed twice with 1X phosphate buffered saline, and the cells were overlaid with BME
containing 5% FBS, 10 mM HEPES and 0.5% agarose. Four days after infection a second
overlay containing 5% neutral red was applied, and plaques were counted 24 h later.

mee)  The six families of RNA viruses now known to have Class 1 membrane fosion proteins
(Type I viruses) and representative members of each family are as follows:

Arenaviruses Lassa Virus Yes
Lymphocytic Choriomeningitis Virus (LCMV) Nao
Junin Virus ) No
Machapo Virus No
Guanarito Virus No
Sabia Virus - No
Coronaviruses Severe Acuts Respiratory Syndroms (SARS) Virus Yes
Mirine Hepatitis Virus (MHV) No
Bovine Coronavirus No
Canine Coronavirus No-
Feline Infectious Peritonitis Virus No
Filoviruses Ebola Virug Yes
Marburg Virus No
Orthomyxoviruses  Influenza A Virus Yes
Influenza B Virus No
Infiuenza C Vires No
Paramyxoviruses Measles Virus Yes
Mumps Virus No
Canine Distemnper Virus No
Newcastle Disease Virus No
Retroviruses Humsn homnodeficiency Virus 1 (HIV-1) Yes
Human Jmmunodeficiency Virus 2 (HIV-2) No
Homan T-cell Lymphotrophic Virus 1 (HTLV-1) No
Human T-cell Lymphotrophic Virus 2 (HTLV-2) No
Human Intracisternal A-type Particle 1 (HIAP-1) No

Human Intracisternal A-type Particle 2 (HIAP-2) No
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The viruses shown in the Figures are as follows:

Figure 4 Filoviruses Ebola Virus GP2
Figure 5 Orthomyxoviruses Influenza A Virus HA2
Figure 6 Paramyxoviruses Measles Virus F1
Figure 7 Retroviruses HIV-1 ™

Sequence Listing of Ilustrated Class T Membrane Fusion Proteins (Type I Viruses)

LASSA GP2 (Genbank Accession Number: A43492, amino acids 257-
490)

LIGT FTWTLSDSEG NETPGGYCLT RWMLIEAELK CFGNTAVARC
NEKHDEEFCD MLRLFDFNKQ AIRRLKTEAQ MSIQLINKAV NALINDQLIM
KNHLRDIMGI PYCNYSRYWY LNHTSTGKTS LPRCWLISNG SYLNETKFSD
DIEQQADNMI - TEMIQKEYID RQGKTPLGLV DLFVFSTSFY LISIFLHLVK
IPTHRHIVGK PCPKPHRLNH MGICSCGLYK QPGVPVRWKR (SEQ ID NO:16)

SARS S (Genbank Accession Number: AAQ9406, amino acids 864-1256)

WIF GAGAALQIPF AMOPMAYRFNG IGVTONVLYE NORQIANQFN
KATSQIQESL TTTSTALGKL QDVVNONAQA LNTLVRKQLSS NFGAISSVLN
DILSRLDKVE AEVQIDRLIT GRIQSLOTYV TQOLIRAAEI RASANLAATK
MSECVLGQSK RVDFCGKGYH LMSFPQAAPH GVVFLHVTYV PSQERNFTTA
PATCHEGKAY FPREGVFVFN GTSWFITQRN FFSPQIITTD NTFVSGNCDV
VIGITNNTVY DPLQPELDSF KEELDKYFEKN HTSPDVDLGD ISGINASVVN
IQKEIDRLNE VARNLNESLI DLQELGKYEQ YIRWPWYVWL GFIAGLIAIV
MVTILLCCMT SCCSCLERGAC SCGSCCKFDE DDSEFVLRGV KLHYT (SEQ ID NO:17)

EBOLA GP2 (Genbank Accession Number: AAM76034, amino acids 502- ‘
676)

EATVNAQPK CNPNLHYWTT QDEGAAIGLA WIPYFGPAAE GIYTEGLMHN
QDGLICGLRQ LANETTQALQ LFLRATTELR TFSILNRKAI DFLLQRWGGT
CHILGFDCCI EFHDWTENIT DKIDQIIHDF VDKTLPDQGD NDNWWTGWRQ
WIPAGIGVTG VIIAVIALFC ICKFVF (SEQ ID NO:18)
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INFLUENZA HA2 (Genbank Accession Number: P03437, amino ac:".d
346-5668) )

GLFGA IAGFIENGWE GIIDGWYGFR EQNSEGTACA ADLEKSTQART
DOQINGKLNRV IEKTNEKFH(Q IEKEFSEVEG RIQDLEKYVE DTRKIDLWSYN
AELLVALENQ HTIDLITDSEM NKLFERKTRRQ LRENAEEMGN GCFKIYHRKCD
MACIESIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG VELKSGYRDW RCNICI (SEQ ID
NO:19)

MEASLES Fl1 (Genbank Accession Number: VGNZMV, amino acids 116-
553).

FAGVV LAGAALGVAT AAQITAGTIAL HQSMLNSQAT DNLRASLETT
NQATEATRQA GOEMILAVOG VQDYINNELI PSMNQLSCDL IGQOKLGLKLL
RYYTEILSLF GPSLRDPISA EISIQALSYA LGGDINKVLE KLGYSGGDLL
GILESRGIKA RITHVDTESY FIVLSIAVPT LSEIKGVIVH RLEGVSYNIG
SQEWYTTVPK YVATQGYLIS NFDESSCTFM PEGTVCSONA LYPMSPLIQE
CLRGSTKSCA RTLVSGSFGN RFILSQGNLI ANCASILCKC YTTGTIINQD
PDKILTYIAA DHCPVVEVNG VIIQVGSRRY PDAVYLHRID LGPPISLERL
DVGTNLGNAI AKLEDAKELL ESSDQILRSM KGLSSTSIVY ILIAVCLGGL
IGIPALICCC RGRCNKEGEQ VGMSRPGLKP DLTGTSKSYV RSIL: (SEQ ID NO:20)

HIV T™M (Gembank Accession Number: AAB50262, amino acids 512-710)

AVGIGALFL GFLGAAGSTM GAASMTLTVQ ARQLLSGIVQ QONNLLRATE
AQHLLQLTV WITKQIQART LAVERYLEXDQ QLLGIWGCSG KLICTTAVPW
NASWSENKSLE QIWNHTTWME WDREINNYTS LIHSLIEESQ NQQERNEQEL:

LELDRWASTIW NWFNITNWLW YIKLFIMIVG -GLVGLRIVFA VLSIVNRVRQ (SEQ ID
NO:21)

Method of Identifying the FIR

pets)  Certain embodiments of the inveation comprise a method of identifying within the fugion
proteins of viruses a conserved motif. The conserved motif of the FIR regions from different
viruges will have similar strocture and fonction. Additionally, the FIR regions of related viruses
may, but will not necessarily, have highly similar primary amino acid sequences. The cument
invention provides means for identifying these regions, either with or without relying on their
identity/similarity to known sequences.

mos  Other embodiments of the present invention provide for methods useful for preventing or
inhibiting viral infection andfor virus:cell fusion using peptides, peptide mimics, antibodies or
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other factors that are targeted to the specific vims' FIR and interfere with the function of that
FIR.

moss; The FIR is typically between 50 and 100 amino acids in length, although it may be longer
in some viruses. Various aspects of the current embodiments provide methods for identifying
the FIR of a viral fusion protein wherein the methods comprises the following steps:

(1) The sequence of the fusion protei is first fitted to the BIV transmembrane fusion
protein scaffold, which comprises the N-helix, the C-helix, and other previously-described
domains, in order to identify the N-belix and the C-helix in the subject fusion protein. This
fitting process is facilitated by searching the primary amino acid sequence of the protein for two
or more cysiines that have a propensity to form at least one covalently bonded loop, which will
be present in most but not all of these sequences. The N-helix can then be identified in the -
region preceding this cysteine loop by examining the region for charged amino acids and other
amino acids that have the propensity to form an alpha helix (e.g., glutamine (Q), alanine (A),
tryptophane (W), lysine (K) and leucine (L))

(2) The amino terminus of the FIR is then identified on the N-helix. This terminus will
usually lie within the final 10 to 20 amino acids of the N-helix and will have a core typically
comprising three or four hydrophobic amino acids (such as leucine (L) or alamine (A)), a
positively-charged amino acid (such as lysine (K) or arginine (R)), a negatively-charged amino
acid (such as glutamate (E)), and an aromatic amino acid (such as tyrosine (Y)).

(3) The carboxy terminus of the FIR is then identified. In the case of all of the families
except the coronaviruses and paramyxoviruses, this terminus is the carboxy-terminas of the first
peptide sequence with positive interfacial-hydrophobicity that is found beyond the N-helix. This
terminus is usually located beyond the cysteine loop, if the loop is present, and sometimes
overlaps the C-helix or is positioned on the C-helix. The positive interfacial-hydrophobicity
sequences have a high percentage of aromatic amino acids (such as tryptophane (W),
phenylalanine (F), and tyrosine (Y)) and small hydrophobic amino acids (such as glycine (G)).
The degree of interfacial hydrophobicity of these sequences can be determined by using the
Wimley-White interfacial hydrophobicity scale, preferably with a computer program such as the
MPEX program that incorporates this scale. (“Interfacial hydrophobicity” is a measure of a
peptide’s ability to transfer from an aqueous solution to the membrane bilayer interface and is
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based on the experimentally determined Wimley-White whole-residue hydrophobicity scale
(Jaysinghe, Hristova, and White, 2000). Computer programs using this acale can identify a
peptide sequence of a peptide chain having positive interfecial hydrophobicity scores and are
thesefore the most likely to associate with the surface of membranes.) See Example 1, as an
example of the application of this method to the identification of the FIR in the Ebola virus.
moesy  In the case of the coronaviruses, which have longer alpha helices and a generally larger
scale, and the. paramyxoviruses, in which the FIR is discontinucus because of a non-FIR
sequence insert, the carboxy terminus of the FIR is the carboxy-tecminus of the second peptide
sequence with positive interfacial-hydrophobicity that is found beyond the N-helix. The
sequence between the N-helix and C-helix in the F1 protein of paramyxoviruses is longer then
the interhelical sequences of other viruses with Class I viral fusion proteins. The F2 protain of
paramyxoviruses, which serves a receptor-binding function, is comrespondingly shorter. Upon .
inspection of computer models, it is obvions to those skilled in the et that the F1 protein
contains a sequence insert between the N-helix and C-helix. Consequently, the FIR of
paramyxoviruses contains two cysteine loops and two high-interfacial-hydrophobicity sequences
and is discontinuous because additional amino acids which are characteristic only of the
parsmyxoviruses and appear between the N-helix and the first high-interfacial-hydrophobicity
sequence are excluded from the FIR.
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FIR SEQUENCES
moe71  The sequence of the fusion protein and FIR for each of the six representative viruses
. shown in Figure 2 through Figure 7 is given in the respective Figure and in the Sequence Listing
. provided below (SEQ ID NO:16 to SEQ ID NO:21 provide the respective fusion proteins; and
SEQ ID NO:1 to SEQ NO:7 provide the respective FIR). Although therc is some minor
sequence variation among the sister viruses within each of these six families, the FIR in any
Type 1 viros can readily be identified using the representative sequence given in the appropriate
figure.

WY T T Y Y S T e

Methods of Inhibiting Fusion tn thess Viruses
roo4s) Other embodiments of the present invention provide methods of inhibiting viras:cell
fusion by interfering with the fumction of the FIR. Various aspects of these embodiments include

. a o at Bl B
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targeting the FIR with peptides, peptide mimics and other factors which may or may not be
amalogs of the FIR, in order to interfere with virus:cell fusion. In the vaxions aspects of this
embodiment of the present invention the peptides, peptide mimics, and peptide analogs are
between about 6 and 150 amino acid regidues long. More preferably, they are from about 8 to 50
residues long, even more preferably they are from about 8 to 40 amino acids in length or of such
length as is necessary to provide effective inhibition of viral infection. As used herein the term
“of such length as necessary to provide effective inhibition of the virus, preferably refers to 2
length sufficient to provide a 5-fold or greater reduction in viral infectivity, when used according
to the instant invention. Methods for quantifying reduction in viral infectivity are well known to
those of skill in the art. Por example, reductions in viral activity may be determined by plaque
reduction, binding inhibition, titer reduction assays, or by animal challenge studies.

mms1  FIR peptides, peptides of analogous sequences, or fragments or derivatives thereof,
contemplated a8 being part of the instant invention include, but are not limited to, those

comprising, a8 primary amino acid sequences, all or an efficacions part of one or more of the -

following:

LASSA :
X-LIMKNHLRDIMGIPYCNYSRYWYLNHTSTGKTLPRCWLI-Z (SEQ ID NO:1).

SARS
X-1IRAAFIRASANLAATEMSECVLGQSKRVDPCGKG YHLMSFPQAAPH

GVVFLHVTYVPSQERNFITAPAICHEGKA YFPREGVFVFNGTSWFITQRNFFS-Z (SEQ ID
NO:2)

EBOLA
X-LRTFSILNRKAIDFLLQRWGGTCHILGPDCCL-Z (SEQ ID NO:3)

INFLUENZA
X-IQDLEKYVEDTKIDLWS YNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLF-Z (SEQ ID NO:4)

»”
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MEASTES

X-LGLKLLRYYTEILSLFG-Z (SEQ ID NO:5)
X—WYTTVPKYVATQGYLENFDESSCIPWBGTVCSQNALYFMSPLLQB
CLRGSTESCARTLVSGSFGNRFILSQGNLIANCASILCKCYTTGTII-Z (SEQ ID NO:6)
(The “—" indicates ﬂm‘the Measles FIR is d'ucmtumm:a)

HIV _
X-LQARILAVERYLEDQQLLGIWGCSGELICTTAVPWNASWSNKSLE
QIWNI-IITW_MBWD-Z (SEQ ID NO:7)

Tn each of the foregoing sequences the “X™ and tlie “Z" respectively designate either the amino- *
or carboxy-terminus, respectively, of the peptide or an additional moiety, as described below.
moss)  Other peptides provided by the instant invention include those having the sequence of a
FIR region. Jn a preferred aspect of this embodimept the FIR region is from a virus belonging to
onc of the viral familics selected from the group consisting of arenaviruses, coronaviruses,
filoviroses, orﬂ:omyxowrm.panmyxowmes,mdm In a more preferred espect of
th:sembodlmmgtheFlRuﬂomawmnhctedﬁomtheg:wpcmsungofmanu.
Lymphocytic Choriomeningitis Virus (LCMYV), Jupin Virus, Machupo Virus, Guanarito Virus,
Sabia Virus, Severe Acute Respimtory Syndrome (SARS) Virus, Murine Hepatitis Virs (MEV),
Bovine Coronavirns, Canine Coronavirus, Feline Infections Pezitonitis Virus, Ebola Virus,
Marburg Virus, Influenza A Virus, Influenza B Virus, Influenza C Virus, Measles Virus,
Mumps Viras, Canine Distemper Virus, Newcastle Disease Virus, Human Immunodeficiency
Virus 1 (HIV-1), Human Jmmunodeficiency Virus 2 (HIV-2), Huiman T-cell Lymphotrophic
Vires 1 (HTLV-1), Humsan T-cell Lymphotrophic Virus 2 (HTL'V-2), Human Intracisternal A-
type Patticle 1 (HIAP-1), and Humen Intracistemnsal A-type Particle 2 (HIAP-2).

posy  Other aspects of this ernbodiment of the invention provide for sequences comprising a
functional fragment of & FIR sequence or sequences analogous thereto, particularly from a virus
belonging to one of the viral families selected from the group consisting of arenaviruses,

coronaviruses, filoviruses, orthomyxoviruses, paramyxoviruses, and retroviruses (with the



R I

" ST Mgy -t
e e ey RS i —— = ————

-
R

w4 g, =y o

s et W e A

S g wews m AR E

— p——— - —— -

e i S S

C e ey e wones . ow s

/.r
. 7
WO 2005/044992 PCT/US2004/036578 /'b
76

-18-

exception of the HIV-1 TM CS3 peptide previously described by the present inventors (Garry)
and depicted in Figare 7). In another preferred aspect of this embodiment, the peptide comprises
a functional fragment (except the HIV-1 TM CS3 fragment) or a sequence amalogons to a
functional fragment from a virus selected from the group consisting of Lassa Virus, Lymphocytic
Choriomeningitis Virus (LCMV), Junin Virus, Machupo Virus, Quanarito Virus, Sabia Virus,
Severe Acute Regpiratory Syndrome (SARS) Virus, Murine Hepatitis Virus (MHV), Bovine
Coronavirus, Canine Coronavirus, Peline Infections Peritonitis Virus, Ebola Vims, Mearburg
Virus, Influenza A Virus, Influenza B Virus, Influenza C Virus, Measles Virus, Mumps Virus,
Canine Distemper Virus, Newcastle Disease Virus, Human Immunodeficiency Virus 1 (HIV-1),
Human Immuonodeficiency Virus 2 (HIV-2), Human T-cell Lymphotrophic Virus 1 (HTLV-1),
Human T-cell Lymphotrophic Virus 2 (HTLV-2), Human Intracisternal A-type Particle 1 (HIAP-
1), and Human Intracisternal A-type Particle 2 (HIAP-2).

pes2] As noted above the instant invention also contemplates derivatives of the FIR peptides
described above and snslogocs sequences thersto. These derivative peptidea may comprise
altered sequences in which fuonctionally equivalent amino acid residnes are substituted for
reaidues within the sequence resulting in a silent change. For example, one or more amino acid .
residues within the sequence can be substitzted for by another amino acid of a similar polarity
that acts as a functional equivalent, resulting in a silent alteration (e.g. substitution of leucine for
isoleucine). Substitutes for an amino acid within the sequence may be selected from other
members of the class to which the amino acid belongs. For example, the nonpolar (hydrophobic)
amino acids include alanine, lencine, isoleucine, valine, proline, phenylalanine, tryptophan and
methionine. The polar peutral amino acids include glycine, setine, threonine, cysteine, tyrosine,
asparagine, and gintamine. The positively charged (basic) amino acids include arginine, lysine
and histidine. The negatively charged (acidic) amino acids include aspartic acid and glutamic
scid. By way of further example, and not by way of limitation, such peptides may also comprise
D-amino acids, and/or the may comprise an inefficient carrier protein, or no carrier protein at all.
[oes3] FIRpepﬁdcsmaycompﬁseﬁepﬁduinwhich“X"wmpﬁmananﬁnogroup.anacetyl
group, a hydrophobic group or 2 macromolecular carrier group; and/or “Z” comprises a carboxyl
group, &n amido group a hydrophobic group or a macromolecular carrier group. Various aspects
of the instant invention are drawn to peptides wherein the “X™ moiety may also be selected from



f e ————F . ™"

WO 2005044992 PCT/US2004/036578

724

-19-

the group comprising: a hydrophobic moiety, a carbobenzoxyl moicty, dansyl moiety, or a
t-butyloxycarbonyl moiety. In any of the peptides of the instant invention the “Z” mojcty may
be selected from the group comprising: a hydrophobic maiety, a t-butyloxycarbonyl moiety.
pese)  In other aspects of this embodiment of the invention the “X™ moiety may comprise a
macromolecular camrier group. Such macromolecular carrier group may be selected from the
group comprising, but not limited to: a lipid conjugate, a polyethylene glycol moiety, or a
carbohydrate moiety. Similarly the “Z” may also comprise a macromolecular carrier group;
wherein said macromolecular carrier is selected from the group comprising, but not limited to: a
lipid conjugate, polyethylene glycol moiety, or a carbohydrate moiety.

poss]  Various embodiments of this aspect of the invention also contemplate peptides whercin
one or mare of the molecular bonds linking adjacent amino acid residnes is 8 non-peptide bond. .
Such non-peptide bonds includs, but are not limited to: imido, ester, hydrazine, semicarbazoide
and azo bonds. )

mess) - Yet other aspects of the instent invention provide for peptides wherein the peptide
comprises one or more amino acid regidues that is/are in 8 D-isomer amino acid.

mos71  Other aspects of the instant invention provide for peptides comprising one or more amino
acid substitution wherein a first amino acid residue is substituted for a second, different amino
acid residue, in the sequences provided above (or a functional segment thereof). In various
aspects of this embodiment, the amino acid substitution is a conservative substition, In other
aspects of this embodiment the amino acid substitution is'a non-conservative substitution. Yet
other aspects of this embodiment of the invention provide for peptides as described above except
that one or more amino acid residues have been deleted.

jwsw) In various preferred aspects of the instant embodiments the FIR peptides comprise at
least three contiguous residues of a FIR. Moro preferably the FIR peptide comprises at least 8
contiguous residues of a FIR. As used herein the term “FIR inhibitory peptide(s)” preferably
refers to a peptide or peptides having the sequence of 2 FIR (or functional segment thereof) and
to such FIR peptides or functional segments in which one or more amino acids is/are substituted
for by functionally equivalent or chemically similar amino acids (see infra). It also refers to
derivatives of these peptides, including but not limited to, benzylated derivatives, glycosylated
derivatives, and peptides that include enantiomers of naturslly occurring amino acids. In a
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prefexred aspect of this embodiment the peptide is selected from those having the sequence of
eny of SEQ ID NOs 1-7, 8-15, 22-25, and 30. In particulerly preferred aspects of this

. embodiment the peptide has a sequence selected from the group consisting of SEQ ID NOs 22-

25 and 30.

mess; In yet other aspects of this embodiment of the invention, the FIR peptides may be linked
10 a camier molecule such as a protein, including but not limited to, human serum albumin
(HSA).

ee) Furthermore, the instant invention contemplates molecules comprising any combination
of the X and Z moieties and/or other peptide modifications described above.

ea) Peptides acconding to the instant invention may be produced from naturally occurring or
recombinant viral proteins. They may also be produced using standerd recombinant DNA
techniques (e.g. the expression of peptide by a microorganism that contains recombinant nucleic:
acid molecule encoding the desired peptide, cxpressed vnder the control of a suitable
tramscriptional promoter, and the harvesting of desired peptide from said microorganiem). In a-
preferred aspect of the invention, any of the peptides of the invention may be prepared using any
chemical synthesis methodology known in the art including, but not limited to, Merxifield solid-.
phase synthesis (Clark-Lewis et al., 1986, Science 231:134-139).

[9062) Embod:mcntsofthe:mhntmvenﬂonalsopmwdefm-oﬂucompomdluwfulfm
treating or preventing infection of a cell by a virus. These include antibodies (or active segments
thereof, mesning portions of antibodiea capable of specifically recognizing & FIR region or a
functional segment thercof) and other molecules. Certain aspects of this embodiment of the
invention provide for antibodies that specifically recognize & FIR, or antigenic fragment thereof
and/or are capable of interfering with virus:cell interaction sufficiently to prevent or reduce
infection of the cell by the virus, Antibodies accarding to these embodiments of the invention
may be monoclonal or polyclonal.

o) Verious embodiments of the invention provide for methods of producing antibodics
capeble of specifically recognizing a FIR and/or preventing or reducing infection of the cell by
the virus. General methods for producing antibodies are well known to those of skill in the art.
Methods for producing antibodies according to the instant invention comprise the steps of (i)
providing an antigen comprising a FIR or an antigenic fragment thereof (such antigen may be an
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ummodified peptide, a peptide mimic, a peptide analog, or a peptide derivative); (ii) exposing the
immume system of an amimsl to the antigen so as to induce an immune response; (iii) collecting
antibodies from the animal and identifying those antibodies that either specifically recognize a
FIR (or fonctional segment thereof) and/or are capable of inhibiting or reducing virus:cell
infection in a dose responsive manner in assays that measure viral infectivity.

moss) - Other embodiment of the instant invention provide for methods of identifying compounds
capable of preventing or inhibiting infection by a virus comprising a FIR or that are useful as
drug leads for the development of drugs for preventing or inhibiting viral infection. Such
methods comprise the steps of: (i) identifying a virug having at least one membrane fugion
protein comprising a fusion initiation region that is requisite for virs:cell fusion; (ii) preparing a
target, where the target comprises the amino acid sequence of a FIR, or a functional segment of a
FIR, (iii) screening a plurality of compounds to identify at least one compound that hinds to the :
target, thereby identifying a target-binding compound; (iv) screening at least one target-binding
compound to identify a target-binding compound that is capable of specifically preventing or
reducing viral infection by the virus from which the target was obtained or that us useful as a
drug lead for the development of a drug for specifically preventing or reducing infection by such
a virus. As used herein the phrase “specifically preventing or reducing viral infection” means
that the compound specifically prevents infection by the target virus, without any substantial
effect on an unrelated virus. For exemple, if a compound that specifically prevented infection by
the SARS virus would not prevent infection by the HIV-1 virus.

oess] As used herwin the compounds (e.g. drugs or drug leads) identified by the methods
described above may be of any type, by way of non-e.xclusive_list they may be any peptide (or
derivative, analog, or mimic thereof) this includes short peptides as are typically employed in
phage display Libraries, any antibody or active fragment thereof (i.e. any fragment, such as an Fy,
that is capable of specifically recognizing the target) or any other orgenic or inorganic molecule.

s} In any embodiment of the instant invention the FIR may be from any virus having a
membrane fusion protein comprising at least extended two alpha-helices, a fusion peptide, and a
fusion initiation region. Preferably, the virus is selected from a virus family, wherein the virus
family is selected from the group consisting of: arenaviruses, coronaviruses, filoviruses,
orthomyxoviruses, paramyxoviruses, snd retroviruses. More preferably, the virus is selected
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from the group consisting of: Lassa virus, SARS (severe acute respiratory syndrome) virus,
Ebola virus, influenza virus, measles virus, and HIV-1 (human immmodeficiency virus type 1).
meén According to various aspects of the instant invention, the peptides and/or factors of the
instent invention useful for treating or preventing viral infection of a cell can target the amino
acids surrounding and within the FIR cysteine loop, the distal portion of the FIR N-helix, any of
the interfacial hydrophobicity regions of the FIR, other areas of the FIR, or eny combination of
thereof. These factors, antibodies, peptides or peptide analogs (collectively compounds) mey be
used individually; alternatively they may be nsed in combinations of two or more to prevent or
inhibit infection of the cell by the virus. The methods of preventing or inhibiting viral infection
of the cell by interfering with the function of the FIR provided by the instant invention also
includetllaeuse of neutralizing antibodies, produced exogenously or endogenously, against all or
portions of the FIR. The purpose of such use is to interfere with the function of the FIR, thereby -
inhibiting viral infection of the cell and/or virus:cell membrane fusion.
oessy Other embodiments of the instant invention ptovxdo for compositions, including -
pharmaceutical compogitions, comprising any and all of the compounds, peptides (including -
analogs, derivatives, and mimics thereof), antibodies, or any other molecule of the instant
inveation or identified by the methods of instant invention. This includes, but is not limited to,
compositions containing any molecule that comprigses, consists essentially of, or consists of a
FIR, cor a functional segment of a FIR. It further includes, but is not limited to compositions
comprising any compound that specifically recognizes, binds to, or interferes with the function
of a viral FIR. As used herein, the phrass “interfering with the function of the FIR” means that a
compound interacts with the FIR or with the cellular protein that serves as the receptor that
recognizes the FIR so as to prevent or reduce infection of the cell by the virus. Additionally, it is
contemplated that the compositions may comprise either one of the molecules described or
mixtures of two or more of the molecules.

woes) Further embodiments of the instant invention provide for methods of treating or
preventing infection of a cell by a virus (where the virus comprises a FIR) using any of the
compounds of the instant invention and/or any compound identified by any of the methods of the
instant invention. -Verious aspects of this embodiment of the invention provide for administering
an effective amount of any of the pharmaceutical compositions described herein to a patient
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suspected of being exposed to a virus (or having potential for being exposed to a virus) wherein
: the virus comprises a FIR. In various aspects of the invention the pharmaceutical composition

comprises an antibody that specifically recognizes and binds to a FIR (or functional segment of a
- FIR) or a fragment of such antibody that specifically recognizes and binds to a FIR, or functional
segment of a FIR. '
pere)  Still other aspects of this embodiment of the inveation provide for methods that comprise
administering to a patient an effective amount of a compogition comprising at least one
recombinant DNA or RNA molecule; where the RNA or DNA encodes a FIR (or fonctional
: segment thereof) or a molecule capable of specifically binding to a FIR or a cellular receptor that
b recognizes a FIR 80 as to prevent or rednce infection by the virus. In a preferred aspect of this
E-:. embodiment the recombinant RNA or DNA molecule and ar pharmaceutical composition further

comprises the clements necessary to allow the protein encoded by the RNA or DNA molecule to -

l be expressed in & human cell. By way of non-excluzive example, in certain aspects of this -
) embodiment of th faveion th rcombingnt RNA.or DNA molcul i prt of a recombinant
plasmid or a recombinant virus.

| EXAMPLES
: Exnmple 1: Identification of the FIR in Ebola virus

i pem1  The method to identify the FIR of Class I viral fosion proteins can be illustrated by two
' examples. The first example is identification of the FIR in the minimal class I fusion protein
" glycoprotein 2 (GP2) of Ebola virus, a filovirus. The boundaries of the N-helix and the C-helix
of Ebola virus GP2 have been determined by x-ray crystallographic methods (Malashkevich et
al., 1999). The terminal amino acids of the N-helix contain the sequence ILNRKAIDF (SEQ ID
; : NO:8) that fits the consensus of a core comprising three ot four hydrophobic amino acids, a
- positively-charged amino acid, a negatively-charged emino acid, and an aromatic amino acid.

b - Between these two helices are two cysteines in the sequence CHILGPDC (SEQ ID NO:9).
Defining the ends of the Ebola virus GP2 FIR is the sequence FLLQRWGGTCHILGPDCCI

'(SEQ ID NO:10), which has a Wimley-White interfacial hydrophobicity score of 2.59 as

determined by the MPEX program (Jayzinghe et al, 2002). Thus, the FIR of Bbola virus GP2
extends from amino acids 579 to 610.

. ———egpwe - =
- —
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Example 2: Identification of the FIR in measles virus

21 The second example is a complex class I fusion protein, the F1 protein of measles virs,
a paramyxovirus. ‘The N- and C- helices of measles virus F1 can be identified by exsmining the
primary sequence for amino acids with the propensity to forn helices. Alignment of the primary
sequence of measgles virus F1 with the primary amino acid sequence of the Fl protein of another
paramyxovirus, Newcastle disease virus F1, can also aid in the identification of the helix
boundaries. The structure of the Newcastle disease virus F1 protein has been determined by x-
ray crystallographic methods (Chen et al., 2001). The boundaries of the N- end C- helices can
thus be predicted to be amino acids 131 - 217 and 455-491 respectively. In contrast to Ebola
virus GP2 and most other viral class I fusion protejns, the primary sequence between the N- and
C- helices in the measies virus is longer than 100 amino acids.- The FIR region of measles virus
F1 contains an insertion which, upon inspection of computer models, is obvious to those ekilled -
in the art, and thus the FIR structure is formed by a secondary arrangement that brings together -
two parts of the primary sequence. The inserted sequence forms a loop external to the FIR. The -
terminal amino acids of the N-helix contain the sequence LKIIRYYTE (SEQ ID NO:11) which
fits the consensus of a core comprising three or four hydrophobic amino acids, a positively-
charged amino acid, a negatively-cherged amino acid, and an aromatic amino acid. There are
eight cysteine residues in measles virus F1 between the N- and C- helices. On the basis of the
alignment with Newcastle disease virus F1 it can be determined that the- first two cysteines and
the second two cysteines form disulfide-linked loops. The first pair of cysteines in the sequence,
CIFMPEGTVC (SEQ ID NO:12), is part of the FIR becanse it is bounded by a sequence
WYTTVPKYVATQGYLISNF (SEQ ID NO:13) with a  Wimley-White interfacial
hydrophobitity score of 3.36, as determined by the MPEX program. The second pair of
cyateines in the sequence, CLRGSTKSC (SEQ ID NO:14), is also part of the FIR because it is
adjacent to a sequence TLVSGSFGNRFILSQGNLIANCASILCKCYTTGTI (SEQ ID NO:15)
with a Wimley-White interfacial hydrophobicity score of 2.54, as determined by the MPEX
program. Thus, the FIR of measles virus F1 extends from amino acids 205 to 407, with amino
acids 221 to 314 representing an insertion that does not participate in FIR function.
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e Severs acuto respiratory syndrome (SARS) is a newly recognized illness that spread from
southern China in late 2002/early 2003 to several countries in Asia, Burope and North America
(Guan et al., 2004). SARS usually begins with a fever greater than 38°C. Initial symptoms can
also inclode headache, malaise and mild respiratory symptoms. Within two days to a week,
SARS patients may develop a dry cough and have trouble breathing. Patients in more advanced
mgmofSARSdewbpeithn-pneumuniaormpintorydisgusynd:me. In the initial
outbreak therc were 8098 cases worldwide, with an overall mortality of 9.6%. A previously
uarecognized coronavirus (CoV) has been demonstrated to be the cause of the new discase
(Poutanen et al., 2003; Peiris er al., 2003; Drosten ef al, 2003; Rota et al., 2003; Mara ef al.,
2003). Public health interventions, such as surveillance, travel restrictions and quarsntines, °
contained the original spread of SARS CoV in 2003 and again appear to have stopped the spread -
of SARS after the appearance of a few new cases in 2004. It is unknown, however, whether
these draconisn containment measures can be sustained with each appearance of the SARS CoV
in humans. Furthermore, the potential of this new and sometimes lethal CoV as a bio-terrorism .
threat is obvious. '

o4}  Coronaviruses are large positive-stranded RNA viruses typically with a broad host range.
HknoﬂllermvdopedvimConrmrgatueﬂlbyfuﬁonbuwﬁeviralmdoeﬂuhr
membranes, a process mediated by the viral spike (S) protein. CoV S proteins, characterized to
date, appear to consist of two non-oovale;ﬂy associated subunits, S1 and S2. Using
computational analysis, Garry and Gallaher (2003) first proposed that the portion of the SARS-
CoV S protein comresponding to the S2 subunit fit the prototypical model of a class I viral fusion
protein based on the presence of two predicted alpha helical regions st the N- end C-terminal
regions of S2 (N-helix, C-helix) and an aromatic amino acid-rich region just prior to the
transmembrane anchor domain.

Materials And Methods
07y L2 cells or Vero E6 cells were maintained as monolayers in complete Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) containing 0.15% HCOj;" supplemented with 10% fetal
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bovine serum (FBS), penicillin G (100 U/ml), streptomycin (100 mg/ml), and 2mM L-glutemine
at 37°C in & 5% CO incubator. Mouse hepatitis virus (MEV) strain A59 or SARS CoV strain
Urbani or HK was propsgated on L2 cells. For plaque assays, 1.2 cells or Vero E6 cells were
seeded at a density of 1x10% cells in each well of a 6-well plate. Fifty to 100-plaque forming
units (pfu.) of MHV or SARS CoV were pre-incubated with or without approximately
100pg/ml of peptide in serum-free DMEM for 1 h. Cells were then infected with peptide-treated
inoculum or vehicle control inoculum. After 1 h adsorption, the inoculum was removed, cells
were washed twice with 1X phosphate buffered saline, and the cells were overlaid with 10%
" FBS/DMEM containing 0.5% SEAPLAQUE® agarose (Cambrex Bio Science Rockland, Inc.,
Rockland, ME). Monolayers were fixed with 3.7% formalin and stained with 1X crystal violet 2
days post-infection, and plaque numbers were determined by light microscopy.

Resuits And Discussion

po76] Synthetic peptides corresponding to the FIR' domsins of the MHV or SARS CoV S
protein were tested for their ability to inhibit infection by these coronaviruses. The ability to
inhibit formation of plaques in cell monolayers is the most stringent in vitro test of a potential
infection iphibitor drug. Two peptides (GNHILSLVQNAPYGLYFIHFSW, SEQ IDS NO:22
and GYFVQDDGEWEFIGSSYYY, SEQ ID NO:23) from the MEV FIR can inhibit plaque
formation by MHYV, though the first MHV FIR peptide is more efficient (see Fig. 8A). Two
peptides from the FIR of SARS, CoV (GYHLMSFPQAAPHGVVFLHVTY, SEQ ID NO:24 and
GVFVENGTSWFITQRNFFS, SEQ ID NO:25) inhibited plaque formation by this coronavirus
(see Fig. 8B). There was also 2 significant reduction (~50%) in the average diameter of the
residual plaques. These results suggest that this peptide inhibits both entry and spread of MHV.
Similar results with these inhibitory peptides were obtained in independent experiments, with
50% plaque inhibition observed at concentrations of <5 M. These results are unlikely to be
explained by non-epecific cytotoxic effects of the peptides. Except for the plaques, cells in the
monolayers were intact and viable. The low number of plaques grew were similer in size to
control plaques. Peptides from other regions also inhibited infection by these viruses, but to a
lesser extent than the most active FIR peptides (Fig. 8). For example, peptides from the fusion
peptide region and the carboxyl terminal helix (C-helix) of the MHV S and SARS CoV S
provided some inhibition (MHV S fugion peptide = MFPPWSAAAGVPFSLSVQY, SEQ ID
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NO:26; MHV S C-helix = QDAIKKILNESYINLKEVGTYEMYVEW, SEQ ID NO:27; SARS
CoV S fosion peptide = MYKTPTLKYFGGFNFSQIL, SEQ ID NO:28; SARS CoV S C-helix =
AACEVAKNLNESLIDLQELGKYEQYIKW, SEQ ID NO:29. Inhibitory activities in the uM
range were recently reported with coronsvirus C-helix peptides by Bosch et al., (2003) and
others (Bosch et al., 2004; Lui et al., 2004; Yuan et al., 2004; Zhu et al., 2004). However, no
FIR coronavirus inhibitory peptides have been reported. Nevertheless, in view of the current
invention, the cited references collectively, provide support for the tremendous advantages of the
currently disclosed and claimed inventions. That is, these references are conaistent with the
inventors’ assertion thet the methods of the present invention can be advantageously uvsed to
identify synthetic peptides that inhibit fosion/infectivity by members of the Coronaviridae
family.

Example 4: on n eptides

Background

morny  Lassa fever is an often-fatal hemomrhagic illness named for the town in the Yedseram
River valley of Nigeria in which the first described cases occurred in 1969 (Buckley and Casals,
1970). Parts of Guinea, Sierra Leone, Nigeria, and Liberia are endemic for the etiologic agent, -
Lassa virus (LasV). The public health impact of LasV in endemic areas is immense. The
Centers for Diseases Control, and Prevention (CDC) have eatimated that there are 100,000-
300,000 cases of Lassa per year in West Africa and 5,000 deaths. In some parts of Sierra Leone,
10-15% of all paticnts admitted to hospitals have Lassa fever. Case fatality rates for Lassa fever
are typically 15% to 20%, althongh in epidemics overall mortality can be as high as 45%. The
mortality rate for women in the last month of pregnancy is always high, ~00%, and LasV
infection causes high rates of fetal death at all stages of gestation. Mortality rates for Lassa
appear to be higher in non-Africans, which is of concern because Lassa is the most commonly
exported hemorthagic fever. Because of the high case fatality rate and the ability to spread
cagily by human-human contact, LasV is classified es a Biosafety Level 4 and NIAID
Biodefense category A agent.

wors) LasV is a member of the Arenaviridae family. The genome of arenaviruses consists of
two segments of single-stranded, ambisense RNA. When viewed by transmission electron
microscopy, the enveloped spherical virions (diameter: 110-130 nm) show grainy particles that
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are ribosomes acquired from the host cells (Murphy and Whitfield, 1975). Hence, the use for the
family name of the Latin "arena,” which means "sandy.” In addition to LasV, other arenaviruses
thet cause illness in humans include Junin virus (Argentine hemorrhagic fever), Machupo virus
(Balivian hemorhagic fever), Guanarito virus (Venezuelan hemorrhagic fever) and Sabié virus
(Brazilian hemorrhagic fever). Arepaviruses are zoonotic; cach virus is associated with a
specific species of rodent (Bowen, Peters, and Nichol, 1997). The reservoir of LasV is the
"multimammate rat” of the genus Mastomys (Monath ef al., 1974). The wide distribution of
Mastomys in Africa makes eradication of this rodent reservoir impractical and ecologically
undesirable.

mm Signs and symptoms of Lassa fever, which occur 1-3 weeks after virus exposure, are
highly variable, but can include fever, retrosternal, back or abdominal pain, sore throst, cough,
vomiting, diarrhes, conjunctival injection, and facial swelling. LasV infects endothelial cells,
resplting in increased capillary permeability, diminished effective circulating volume, shock, and
multi-organ system failure. Frank bleeding, usual mncosal (gums, etc.), occurs in less than a
third of cases, but confers a poor prognosis. Neurological problems have also been described,
inchiding hearing loss, tremors, and encephalitis. Patients who survive begin to defervesce 2-3
weeks after onset of the disease. The most common complication of Lassa fever is deafness.
Temporary or permanent unilateral or bilateral deafness occurs in ~30% of Lassa fever patients
during convalescence, and is not associated with the severity of the acute diseage. The antiviral
drug ribavixin is effective in the treatment of Lassa fever, but only if administered early (up to aix
days) in the course of illness (Johnson et al., 1987; McCormick et-al., 1986). It is unknown
whether ribavirin is effective against other arenaviruses, such as Junin, Machupo, Guanarito or
Sabif viruses. No LasV vaccine is currently available.

Materials And Methods

mose;  Vero cells were maintained as monolayers in Basal Medium Eagle (BME) contsaining
10 mM HEPES and 5% FBS. Lassa virus (Josiah strain) was propagated on Vero cells. For
plague assays, Vero cells were seeded at a density of 1x10° cells in cach well of a 6-well plate.
Fifty to 100 p.f.u. of LasV were pre-incubated with or without peptide in serum-free BME for 1
h. Cells were then infected with peptide-treated inoculum or vehicle control inoculum. After 1 h
adsorption, the inoculum was removed, cells were washed twice with 1X phosphate buffered
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saline, and the cells were overeid with 2 ml of 0.5% agarose in BME containing 10 mM HEPES
znd 5% FBS, and incubated for 4 days. A second overlay containing 5% neutral red was applied,
and plaques were counted 24 b later.

Results And Discuasion

may  Synthetic peptides corresponding to the FIR domains of LasV glycoprotein 2 (GP2) were
tested for their ebility to inhibit infecion by this aremavirus. A peptide
(NYSKYWYLNHTTTGR, SEQ ID NO:30) emalogous to . the sequence
NYSRYWYLNHTSTGK from SEQ ID NO:1 (LASSA FIR) can inhibit plague formation by
LasV (Fig. 9). A peptide snalogous to another GP2 region, the fusion peptide,
(GTFTWTLSDSEGKDTPGGY, SEQ ID NO:31) also inhibited infection by LasV, but to a
lesser extent (Fig. 9). No arenavirus inhibitory peptides have been reported. Collectively, these
results suggest that our approaches can identify synthetic poptides that inhibit fusion/infectivity
by members of the Arenaviridae. These results, in combination with our results with coronavirus
FIR inhibitory peptides, establish proof of the principle that FIR regions peptides can function as
viral inhibitors
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CLAIMS:
; 1. A method of identifying a compound capable of preventing or inhibiting viral infection of

Ol a host cell, the method comprising: :
: (8)  preparing a target comprising the amino acid sequence of a virl fusion initimion
region (FIR), wherein the FIR is from a virus having 2 membrane fusion protein
compriging: (i) at Jeast two extended alpha helices, (if) a fusion peptide, and (iii)

a fusion initiation region;
(b)  screening a plurality of compounds to identify at least ons compound that binds to
; the target, a target-binding compound;
! (c)  screenming at least one target-binding compound to identify a target-binding
!_ . compound capable of preventing or inhibiting viral infection of & host cell by a

virus with a fusion protein comprising the FIR.

Tho method of claim 1 further comprising identifying a virus having a membrane fusion
protein comprising: two or more alpha helices, a fusion peptide, and & fusion initiation
region (FIR).

| 2]

- ————

3. The method of claim 1 wherein the target is a peptide analog, a peptide derivative, or a
peptids mimic.

P

; : 4. The method of claim 1 wherein the compound is an antibody or functional fragment
' thereof.

5. The method of claim 1 wherein the virus is from a family of viruses selected from the
group consisting of arenaviruses, coronaviruses, filoviruses, orthomyxovituses,
paramyxoviruses, and retroviruses.

et ol ]

6. The method of claim 1 wherein the virus is selected from the group consisting of Lassa
Virus, Lymphocytic Choriomeningitis Virus (LCMYV), Junin Virus, Machupo Virus,
Guanarito Virus, Sabia Virus, Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) Virus,
Murine Hepatitis Virus (MHV), Bovine Coronavirus, Canine Coronavirus, Feline
Infectious Peritonitis Virus, Ebola Virus, Marburg Virusg, Influenza A Virus, Influenza B

pre— - =
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Virus, Infloenza C Virus, Measles Virus, Mumps Virus, Canine Distemper Virus,
Newcastle Disease Virus, Humsn Immunodeficiency Virus 1 (HIV-1), Human
Immunodeficiency Virus 2 (HIV-2), Human T-cell Lymphotrophic Virus 1 (HTLV-1),
Humen T-cell Lymphotrophic Virus 2 (HTLV-2), Human Intracisternal A-type Particle 1
(HIAP-1), and Human Intracisternal A-type Particle 2 (HIAP-2).

(a) an amino acid sequence or analogous sequence thercto of a viral fusion initiation
region (FIR); or

(b) & functional segment of a FIR or analogous sequence thereto from a virus belonging
to one of the group of virus families consisting of arenaviruses coronaviruses, filoviruses,
orthomyxoviruses, paramyxoviruses, and retroviruses, wherein the functional segment
does not include HIV-1 TM CS3.

‘The peptide of claim 7 compﬂﬁngmanﬂnoacidseqﬁmeemmﬂogmuseq\methm
of a viral fusion initiation region from a virus in a virus family selected from the group of
virus families consisting of arcnaviruses, coronaviruses, filoviruses, orthomyxoviruses,
pammyxoviruses, and retrovimses.

The peptide of claim 7 wherein the FIR is from a virus selected from the group consisting
of Lassa Virus, Lymphocytic Choriomeningitis Virue (LCMV), Junin Virus, Machupo
Virus, Guanarito Viros, Sabia Virus, Severe Acute Respimatory Syndrome (SARS) Virus,
Murine Hepatitis Virus (MHV), Bovine Coronavirus, Cenine Coronavirus, Feline
Infectious Peritonitis Virus, Fbola Virus, Marburg Virus, Influenza A Virus, Influenza B
Virus, Influenza C Virus, Measles Virus, Mumps Virus, Csnine Distemper Virus,
Newcastle Disease Virus, Human Immumodeficiency Viros 1 (HIV-1), Human
Immunodeficiency Virus 2 (HIV-2), Human T-cell Lymphotrophic Virus 1 (HTLV-1),
Humen T-cell Lymphotrophic Virus 2 (HHTLV-2), Human Intracisternal A-type Particle 1
(HIAP-1), and Human Intracisternal A-type Particle 2 (HIAP-2) or the functional FIR
fragment is from the a virus selected from the group consisting of Lassa Virus,
Lymphocytic Choriomeningitis Virus (LCMYV), Junin Virus, Machupo Virus, Guanarito
Vims, Sabia Virus, Severe Acute Respiratory Syndrome (SARS) Virus, Murine Hepatitis
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Virus (MHV), Bovine Coronavirus, Canine Coronavirus, Feline Infections Peritonitis
Virus, Ebola Virus, Marburg Virus, Influenza A Virus, Influenza B Virus, Influenza C
Virus, Meaales Virus, Mumps Virus, Canine Distemper Virus, Newcastle Discase Virus,
Homan ¥mmunodeficiency Virus 1 (HIV-1), Human Immunodeficiency Virus 2 (HIV-2),
Humsn T-cell Lymphotrophic Virus 1 (HTLV-1), Human T-cell Lymphotrophic Viras 2
(HTLV-2), Human Intracisternal A-type Particle 1 (HIAP-1), and Hinnan Intracistemal
A-type Particle 2 (HIAP-2).

The peptide of claim 7 having a sequence selected from the group consisting of SEQ ID
NOs 1-7, 8-15, 22-25 and 30.

‘The peptide of claim 7 having a sequence selected from the group consisting of SEQ ID
NO: 22-25 and 30.

The peptide of claim 7 having a sequence selected from the group consisting of SEQ ID
NOs 1-7 or a functionsl segment of any one of SEQ ID NOs 1-7.

A method of treating or preventing a viral infection compriging administering to a patient
a compound identified by any of the methods of claims 1 to 6.

A method of treating or preventing a viral infection comprising administering to a patient
a peptide of any of claims 7 to 12.

A method of treating or preveating a viral infection comprizing administering to a patient
an effective amount of a composition comprising of a recombinant DNA molecule that
enables or stimulates the patient to produce the peptide of eny of claims 7 to 12.

A method of treating or preventing a viral infection comprising administering to a patient
an effective amount of antibody that binds specifically to a fusion initiation region.

An isolated antibody identified by the method of claim 1.

An antibody according to claim 17 capable of inhibiting membrane fugion of a virus
having membrane fusion proteins comprising at least two extended alpha-helices and a



A —————— =

- ———

P A A e e e s T

WO 2005/044992 PCT/US2004036578

19.

21.

e
NS

-38-

fusion peptide, wherein these proteins comprise a fusion initiation region (FIR) requisite
for cell fusion, wherein the antibody binds to amino acid sequences within the FIR.

An isolated nucleic acid sequence capable of encoding & polypeptide having the sequence
of a viral FIR or & sequence analogous thereto from a virus belonging to family of viruses
selected from the group conmsisting of arcpaviruses, coronaviruses, filoviruses,
orthomyxoviruses, paramyxoviruses, and retroviruses.

A method of producing an antibody compriging:
(a) providing an antigen capable of eliciting an antibody that specifically recognizes
@) a viral fusion initiation region (FIR), or
(i) an antigenic fagment of a FIR from a virus belonging to one of the group
of virus families consisting of arenaviruses, coronaviruses, filoviruses,
orthomyxoviruses, paramyxoviruses, and retroviruses, wherein the
fragment does not include HIV-1 TM CS3;
(b) introducing said antigen into an animal so as to elicit an immune response thereto;
(c) collecting antibodies from said animal; and
(@  identifying those antibodies that specifically recognize a FIR or antigenic
fragment thereof.

The method of claim 20 wherein the antigen consists of an amino acid sequence or
analogous sequence thereto of a viral fusion initiation region (FIR) from & virus in a virus
family selected from the group of virus families consisting of arenaviruses,
coronaviruses, filovirhses, orthomyxoviruses, paramyxoviruses, and retrovirnses.

The method of claim 20 wherein the antigen comprises a peptide analog; a peptide
derivative; or a peptide mimic of a fusion initiation region (or antigenic fragment
thereof).

The method of claim 20 wherein the antigen comprises an isolated virus or an envelope
fusion protein from an isolated virus.
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A method of identifying a viral fusion initiation region (FIR) in a viral fusion protein

sequence, the method comprising;

(a) fitting the viral fosion protein sequence to the HIV transmembrane fusion protein
" scaffold

(®)  identifying the FIRs amino terminus; and

() Identifying the FIR's carboxy terminus

The method of claim 24 wherein the viral FIR from a virus belonging to family of viruses
selected from the growp consisting of arcnaviruses, coronaviruses, filovimses,
arthomyxoviruses, paramyxoviruses, and retroviruses.
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<110>

<120>

<130>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

113
SEQUENCE LISTING

Garry. Jr.. Robert F.
¥Wilson, Russell B.

PCT/US2004/036578

METHOD OF PREVENTING VIRUS:CELL FUSION BY INHIBITING THE FUNCTION
OF THE FUSION INITIATION ‘REGION IN RNA VIRUSES HAVING CLASS I

MEMBRANE FUSOGENIC ENVELOPE PROTEINS
12920.0013.00PC00

U8 60/517,181
2003-11-04

31

PatentIn version 3.3
1

39

PRT

Artificial Sequence
synthetic peptide

1

Leu Ile Met Lys Asn His Leu Arg Asp Ile Met Gly Ile Pro Tyr Cys

1l

5 10

Asn Tyr Ser Arg Tyr Trp Tyr Leu Asn His Thr Ser Thr Gly Lys Thr

20 25

Leu Pro Arg Cys Trp Leu Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35

2

100

PRT

Artificial Sequence

Synthetic peptide
2

30

Iren Ile Arg Ala Ala Glu Ile Arg Ala Ser Ala Asn Leu Als Ala Thr

1

5 10

Lyas Met Ser Glu Cys Val Leu Gly Glu Ser Lys Axy Val Asp Fhe Cym

20 25

30

Gly Lys Gly Tyr His Leu Met Ser Phe Pro Gln Als Ala Pro Hias Gly

as 40

Val Vval Phe Leu His Val Thr Tyr Val Pro Ser Gln Glu Arg Asn Phe

50

55

Thr Thr Ala Pro Ala Ile Cys His Glu Gly Lys Ala Tyr Phe Pro Arg

65

70 75

a0

51
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213

Glu Gly Val FPhe Val Phe Asn Gly Thr Bgr Trp Fhe Ile Thr g;n Arg
85 9

Asn Phe Fhe Ser
100

<210> 3

<i1l> 32

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 3

Leu Arg Thr Phe Ser Ile Leu Asn Arg Lys Ala Ile Asp Phe Leu Leu
1 5 10 15

Glo Arg Trp Gly Gly Thr Cys His Ile Leu Gly Pro Asp Cys Cys Ils
20 25 30

<210> 4

<211> 43

<212> PRT

<213> Artificial Sequance

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 4

Ile Gln Asp. Leu Glu Lys Tyr Val Glu Asp Thr Lys Ile Asp Leu Trp
l 5 10 15

Ser Tyr Asn Ala Glu Leu Lsu Val Ala Leu Glu Asn Gln His Thr Ile
20 25 30

Asp Leu Thr Asp Ber Glu Met Asn Lys Leu Phe
as 40

<210> 5

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Bequence

<220>
<223> Bynthetic peptids

<400> 5

Leu Gly Leu Lys Leu Leu Arg Tyr Tyr Thr Glu Ile Leu Ser Leu Phe
1 5 10 15

Gly

- «<210> 6

<211> 94
<212> PRT
<213> Artificial Seguence

<220>
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<223> Synthetic peptide 64
<400> 6§

Trp Tyr Thr Thr Val Pro Lys Tyr Val Ala Thr Gln Gly Tyr Leu Ila
1 5 10 15

Ser Asn Fha Asp Glu Sar fer Cys Thr Phe Met Pro Glu Gly Thr Val

20 25 3o
Cys Ser Gln Asn Ala Leu Tyr Pro Met Ser Pro Leu Leu Gln Glu Cys
a5 40 45

Leu Arg Gly Ser Thr Lys Ser Cys Ala Arg Thr Leu Val Sar Gly Ser

50 55 60
Phe Gly Asn Arg Fhe Ile Leu Ser Gln Gly Asn Leu Ile Ala Asn Cys
65 70 75 BO
Ala Ser Ile Leu Cys Lys Cys Tyr Thr Thr Gly Thr Ile Ile

a5 80
<210> 7
<211> 357
<212> PRT
<213> Artificial Sequenca
<220>
<223> Synthetic peptida
<400> 7
Leu Gln Ala Arg Ile Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gla Gln
1 5 10 15
Leu Leu Gly Ile Trp Gly Cys SBer Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr Ala
20 25 30
Val Pxo Txp Asn Ala Ser Trp Ser Asn Lys Ser Leu Glu Gln Ile Trp
35 40 45

Asn His Thr Thr Trp Met Glu Trp Asap

50 55
<210> B
<211> 9
<212> PRT
<213> Artificial Sagquence
<230>
<223> Bynthetic peptide
<400> B
Ile Leu Asn Arg Lys Ala Ile Asp Phe
1 5
<21D0> 9
<211> 8
<212> PRT

<213> Artificial Ssgquence

<220>
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«223> Bynthetic peptide
<400> 9

Cys His Ile Leu Gly Pro Asp Cys
1 5

<210> 10

<211> 19

«<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Bynthetic peptide

<400> 10

Phe Lesu Leu Gln Arg Txp Gly Gly Thr Cys Hip Ile Leu Gly Pro Asp
1 ) 5 10 15

Cys Cys Ile

«<210> 11

<211> 9

<312> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<123> Bynthetic peptida

<400> 11

.Irsu Lys I»sau Isu: Arg Tyr Tyr Thr Glu
1 5

<210> 12

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic peptidas

<400> 12

Cys Thr Phe Met Pro Glu Gly Thr Val Cys
1 -] 10

<210> 13

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
«<223> Bynthetic paptide

<400> 13

Trp Tyr Thr Thr Val Pro Lys Tyr Val Ala Thr Glan Gly Tyr Leu Xle
1 5 10 1s

Ser Asn Pha
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<210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Seguence

<220> °
<223> Synthetic peptide

<400> 14

Cys Leu Arg Gly Ser Thr Lys Ser Cys
1 5

«<210> 15

<211> 36

«<212> PRT

«213> Artificial Bequence

220>
<223> Synthetic peptide

<400> 15

Thr Leu Val Sar Gly Ser Phe Gly Asn Axrg Phe Ile Leu Ser Gln Gly
1 5 10 15

Asn Leu Ila Ala Asn Cys Ala Ser Ile Leu Cys Lys Cys Tyr Thr Thr
20 25 30

Gly Thr Ile Ile
a5

<210> 16

<21l1l> 234

«<212> PRT

«<213> LASSA VIRUS

<400> 16

Leu Leu Gly Thr Phe Thr Txrp Thr Leu Bar Asp Ser Glu Gly Asn Glu
1 5 10 15

Thr Pro Gly Gly Tyr Cys Leu Thr Arg Trp Met Leu Ile Glu Ala Glu
20 a5 30

Leu Lys Cys Phe Gly Asn Thr Ala Val Alm Lys Cys Asn Glu Lys His
as 40 45

Asp Glu Glu Phe Cys Asp Met Leu Arg Leu Phe Asp Fhe Asn Lys Gln
50 55 60

Ala Ile Arg Arg Leu Lys Thr Glu Ala Gln Met Ser Ile €ln Leu Ila
65 70 75 ag

Asn Lys Ala Val Asn Ala Leu Ile Asn Asp Gln Leu Xle Met Lys Asn
85 90 95

Hia Leu Arg Asp Ile Mat Gly Ile Pro Tyr Cys Asn Tyr Ser Arg Tyr
100 105 110

Trp Tyx Leu Asn His Thr Bar Thr Gly Lys Thr Ser Leu Pro Arg Cys
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115 120 125 6@

Trp Leu Ile Ser Asn Gly Ser Tyr Leu Asn Glu Thr Lys Phe Ser Asp
130 135 140

Asp Ile Glu Gln Gln Ala Asp Asn Mat Ile Thr Glu Met Leu Gln Lys
145 150 155 160

Glu Tyr Ile Asp Arg Glan Gly Lys Thr Pro Leu Gly Leu Val Asp Leu
165 170 175

Phe Val Fhe Ser Thr Ser FPhe Tyr Leu Ile Ser Ile Phe Leu His Leu
180 185 190

Val Lys Ile Pro Thr His Arg His Ile Val Gly Lys Pro Cys Pro Lys .
195 200 . 205

Pro His Arg Leu Asn His Met Gly Ile Cys Ser Cys Gly Leu Tyr Lys
210 215 220

Gln Pro Gly Val Pro Val Ary Trp Lys Arg
225 230

<210> 17

<211> 2388

<3212> PRT

<213> SARS VIRUS

<400> 17

Trp Thr Phe Gly Ale Gly Ala Ala Leu Gln Ile Pro Phs Ala Mat Gln
1 5 . 10 15

Met Ala Tyr Arg Phe Aan Gly Ils Gly Val Thr Gln Asn Val Leu Tyx
20 a5 a0

Glu Asn Qln Lys Gln Ile Ala Asn Gln Fhe Asn Lys Ala Ile Ser Gln
k1 40 45

Ile Gln Glu Ser Leu Thr Thr Thr Ser Thr Ala Leu Gly Lys Leu Gln
50 55 60

.hspVa]:anhsnGlnmunslnnalmhsnThrLauValI.y-@ln
65 70 75 80 '

Leu Ser Ser Asn Phe Gly Ala Ile Ser Ser Val Leu Asn Asp Ile Leu
85 950 95

Ser Arg Leu Asp Lys Val Glu Ala Glu Val Gln Ile Asp Arg Leu Ile
100 105 110

Thr Gly Arg Leu Gln 8er Leu Gln Thr Tyr Val Thr Gln Gln Leu Ile
115 120 125

Arg Ala Ala Glu Ile Arg Ala Ser Ala Asn Leu Ala Ala Thr Lys Mat
130 135 140

Ser Glu Cys Val Leu Gly Gln Ser Lys Arg Val Asp Phe Cys Gly Lym
145 150 155 160

Gly Tyr His Leu Mat Sex Phe Pro Gln Als Ala Pro Hias Gly Val Vval
165 170 175
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Phe Leu Hig Val Thr Tyr Val Pro Ser Gln Glu Arg Asn Phe Thr Thr
180 185 180

Ala Pro Ala Ile Cys RHis Glu Gly Lys Ala Tyr Phe Pro Axrg Glu Gly
: 195 200 205

val Phe val Pha Asn Gly Thr Ser Trp Phe Ile Thr Gln Arg Amm Phe
210 215 220

Phe Ser Pro Gln Ile Ile Thr Thr Asp Asn Thr Phe Val Ser Gly Asn
225 230 235 240

Cys Asp Val Val Ile Gly Ile Ile Asn Asn Thr Val Tyr Asp Pro Leu
245 250 255

Gln Pro Glu Leu Asp Ser Phe Lys Glu Glu Leu Asp Lys Tyr Phe Lys
260 265 270

Asn His Thr Sar Pro Asp Val Asp Leu Gly Asp Ile Ser Gly Ile Asn
275 280 285

Ala Ser Val Val Asn Ile Gln Lys Glu Ile Asp Arg Leu Asn Glu Val
250 295 300

Ala Lys Asn Leu Asn Glu Ser Leu Ile Asp Leu Gln Glu Len Gly Lys
305 1o 315 320

Tyr Glu Gln Tyr Ile Lys Trp Pro Trp Tyr Val Trp Leu Gly Phe Ile
325 330 335

Ala Gly Leu Ile Ala Ile Val Met Val Thr Ile Lau Leu Cys Cys Met
340 345 ' 350

Thr Ser Cys Cys Ser Cys Leu Lya Gly Ala Cys Ser Cys Gly Ser Cym
355 : 360 365

Cys Lys Fhe Asp Glu Asp Asp Ser Glu Pro Val Leu Lys Gly Val Lys
) 375 k1))

Leu His Tyr Thr
ass

<210> 18

211> 175

<212> PRT

<213> EBOLA VIRUS

«<400> 18

Glu Ala Ile Val Asn Ala Gln Pro Lys Cys Asn Pro Asn Leu His Tyxr
1 S 10 15

Trp Thr Thr Gln Asp Glu Gly Ala Ala Ile Gly Leu Ala Trp Ile Pro
20 25 30

Tyr Phe Gly Pro Ala Ala Glu Gly Ile Tyr Thr Glu Gly Leu Met His
as 40 45

Asn Gln Asp Gly Leu Ile Cys Gly Leu Arg Gln Leu Ala Asn Glu Thr
50 55 60

Thr Gln Ala Leu Gln Leu Pha Leu Aryg Ala Thr Thr Glu Leu Arg Thr
65 70 75 80

gL

62
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Pha Ser Ile Leu Asn Arg Lys
85

Gly Gly Thr Cys His Ile Leu
100

Asp Trp Thr Lys Asn Ile Thr
115

Phe val Asp Lys Thr Leu Pro
130 135

Thr Gly Trp Arg Gln Trp Ile
145 150

Ile Ile Ala Val Ile Ala Leu
165

<210> 19

<211> 191

<212> PRT

<213> INFLURNZA VIRUS
<400> 19

Gly Lreu Phe Gly Ala Ile Ala
s 5

Mat XIle Asp Gly Trp Tyxr Gly
20

Gly Gln Ala Ala Asp Leu Lys
as

Asn Gly Lys Leu Asn Arg Val
50 55

Gln Ile Glu Lys Glu Phe Ser
65 70

Glu Lys Tyr Val Glu Asp Thr
B5

@lu Leu L=u Val Ala I=u Glu
100

Sar Glu Met Asn Lys Leu Phe
115

Asn1 Ala Glu Glu Mat Gly Asn
130 . 135

Asp Asn Ala Cys Ile Glu Ser
145 150

Val Tyr Arg Asp Glu Ala Leu
165

Glu Leu Lys Ser Gly Tyr Lys
180

<210> 20

”

PCT/US2004/036578 g

8/13

Ala Ile Asp Phe Leu Leu Gln Arg Trp
90 95

Gly Pro Asp Cya Cys Ile Glu Fro Hils
105 110

Asp Lys Ile Asp Gln Ile Ile His Asp
120 125

ASp Gln Gly Asp Asn Asp Asn Trp Trp
140

Pro Ala Gly Ile Gly Val Thr Gly Val
155 160

Phe Cys Ile Cys Lys Fhe Val Fhe
170 175

Gly Phe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly
10 15

Phe Arg His Gln Asn Ser Glu Gly Thr
25 30

Ser Thr Gln Ala Ala Ile Asp Gln Ile
40 45

Ile Glu Lye Thr Asn Glu Lyw Pha His
. 60

Glu val Glu Gly Arg Ile Gln Asp Leu
75 80

Lys Ile Asp Leu Trp Ser Tyr Asn Ala
S0 55

Asn Gln His Thr Ile Asp Leu Thr Asp
105 110

Glu Lys Thr Arg Arg Gln Leu Arg Glu
120 125

Gly Cya Phe Lys Ile Tyr His Iwvs Cye
140

Ile Arg Asn Gly Thr Tyr Asp His Asp
155 160

Asn Agsn Arg Phe GIln Ile Lys Gly Val
170 175

Asp Trp Arg Cys Asn Ile Cys Ile
185 1%0

64
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9713
<211> 438 65

<212> PRT
<213> MEASLES VIRUS

<400> 20

Phe Ala Gly val Val Leu Ala Gly Ala Ala Leu Gly Val Ala Thr Ala
1 5 i0 15

Ala Gln Tle Thr Ala Gly Ile Ala leu His Gln Ser Mat Leu Asm Ser
20 25 30

@ln Ala Ile Asp Asn Leu Arg Ala Ser Leu Glu Thr Thr Asn Gln Ala
. as 40 45

Ile Glu Ala Ile Arg Gln Ala Gly Gln Glu Met Ile Leu Ala Val Gln
50 55 &0

Gly’'val Giln Asp Tyr Ile Asn Asn Glu Ieu Ile Fro Ser Met Asn Gln
&5 70 75 80

Leu Ser Cys Arp Leu Ile Gly Gln Lys ILeu Gly Leu Lys Leu Leu Arg
BS 90 95

Tyr Tyr Thr Glu Ile L.au Ser Leu Phe Gly Pro Ser Leu Arg Asp Pro
100 105 110

Ila Ser Ala Glu Ile Ser Ile Gln Ala Leu Ser Tyr Ala Leu Gly Gly
115 120 125

Asp Ile Asn Lys Val Leu Glu Lys Leu Gly Tyr Ser Gly Gly Asp Leu
130 135 140

Leu Gly Xle Leu Glu Sar Arg Gly Ila Lys Ala Arg Ilae Thr His Val
145 150 155 160

Asp Thr Glu Ser Tyr Phe Ile Val Leu Ser Ile Ala Tyr Pro Thr Leu
165 170 175

Ser Glu Xle Lys Gly Val Ile Val His Arg Leu Glu Gly Val SBer Tyr
180 185 190

Asn Ile Gly Ser Gln Glu Trp Tyr Thr Thr Val Pro Lys Tyr Val Ala
195 200 205

Thr Gln Gly Tyr Leu Ile Ber Asn Phe Asp Glu Ser Sex Cys Thr Phe
210 215 220

Met Pro Glu Gly Thr Val Cys Ser Gln Asn Ala Leu Tyr Pro Met Ser
225 230 . 235 240

Pro Leu Lau Gln Glu Cys Leu Arg Gly Ser Thr Lys Ser Cys Ala Arg
245 250 255

Thr Leu Val Ser Gly Ser Phe Gly Asn Arg Phe Ile Leu Ser Gln Gly
260 265 270

AsnLauIleAl‘l.a.l.anCysnla Ser Ile Leu Cys Lys Cys Tyr Thr Thr
275 280 485

Gly Thr Ile Ile Asn Gln Asp Pro Asp Lys Ile Leu Thr Tyr Ile Ala
290 295 300
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Ala Asp His Cys Pro Val Val Glu Val Asn Gly Val Thr Ile Gln Val
305 310 31s 320

Gly Ser Arg Arg Tyr Pro Asp Ala Val Tyr Leu His Arg Ile Asp Leu
325 330 3is

Gly Pro Pro Ile Ser Leu Glu Arg Leu Asp Val Gly Thr Asn Leu Gly
340 345 350

Asn Ala Ile Ala Lys Leu Glu Asp Ala Lys Glu Leu Leu Glu Ser Ber
355 360 365

Asp Gln Ile Leu Arg Ser Met Lys Gly Leu Ser Ser Thr Ber Ile Val
370 375 . 380

Tyr Ile Leu Ile Ala Val Cys Leu Gly Gly Leu Ile Gly Xle Pro Ala
3B5 3aso 395 400

Irau Ile Cys Cys Cys Arg Gly Arg Cys Asn Lys Lya Gly Glu Gln Val
405 410 415

Gly Mat Ser Axyg Pro Gly Leu Lys Pro Asp Leu Thr Gly Thr Ser Lywu
420 425 430

Ser Tyr Val Ary Ser Leu
435

.<210> 21
<231> 199
«<212> PRT
<213> HIV

<400> 21

Ala Val Gly Ile Gly Ala Leu Phe Leu Gly Fhe Leu Gly Ala Ala Gly
1 5 10 15

Ser Thr Met Gly Ala Ala Ser Met Thr Leu Thr Val Gln Ala Axg Gln
20 25 30

Leu Leu Ser Gly Ile Val Gln Gln Gln Asn Asn Lau Leu Arg Ala Ile
35 40 45

Glu Ala Gln GIn His Leu Leu Gln Leu Thr Val Trp Gly Ile Lys Gln
50 55 60

Leu Gln Ala Axg Ile Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gln Gln
65 70 75 + 80

Leu Leu Gly Ile Trp Gly Cye Ser Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr Ala
85 90 95

Val Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser Asn Lys Ser Leu Glu Gln Ile Trp
100 105 110

Asn His Thr Thr Trp Mat Glu Tzp Asp Arg Glu Ile Asn Asn Tyr Thr
115 120 125

Ser Leu Ile His Ser Leu Ile Glu Glu Ser Gln Asn Gln Gln Glu Lys
130 135 140

Asn Glu Gln Glu Leu Lau Glu Leu Asp Lys Trp Ala Ser Leu Trp Asn
145 150 155 160
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Trp rhe Asn Ile Thr Asn Trp Leu Trp Tyr Tle Lys Leu FPhe Ile Mst é:(
165 170 115

Ile Val Gly Gly Leu Val Gly Leu Axrg Ile Val Phe Ala Val Leu Ser
180 185 190

Ile Val Asn Arg Val Arg Glu
195

<210> 22

<211> 22

<212> PRT

<213> Artificial sequenca

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 22

Gly Asn His Ile Leu Ser Leu Val Gln Asn Ala Pro Tyr Gly Leu Tyr
1 5 10 15

Phe Ile His Phe Sexr Trp
20

<210> 23

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
«<223> Synthetic peptide

<400> 23

Gly'ryrl’he\ralelnnapn'spelyclu'rrpmPha'l‘h.rGlySerSer
1 5 10 15

Tyr Tyx Tyx

<210> 24

<211> 22

<212> PRT

<213> Artificial sequance

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 24

Gly Tyvr His Leu Met Ser Phe Pro Gln Ala-Ala Pro His Gly Val Val
1 5 10 15

Phe Leu His Val Thr Tyr
20

<210> 25

«<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial seguence
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<220> é$
<223> Synthetic psptide
<400> 25

Gly Val Phe Val Phe Asn Gly Thr Sexr Trp Phe Ile Thr Gln Arg Asn
1 5 10 15

Phe Phe Ser

<210> 26

<211> 19

«<212> PRT

<213> Axtificial seguence

<220>
<223> BSynthetic peptide

<400> 26

Met Phe Pro Pro Trp Ser Ala Ala Ala Gly Val Pro Pha Ser Leu Sear
1 5 10 15

Val Gln Tyrxr

<210> 27

<211> 26

<212> PRT

<213> Artificial sequence

r<220>
<223> Synthestic peptide

<400> 27

fln Asp Ala Ile Lys Lys Laeu Asn Glu Ser Tyr Ile Asn Leu Lys Glu
5 10 15

Val Gly Thr Tyr Glu Met Tyr Val Lys Trp
20 25

<210> 28

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 28

:nt Tyr Lys Thr Pro Thr Leu Lys Tyr Phe Gly Gly Phe Asn Pha Ser
5 10 15

Gln Ile Leun

<210> 29

<211> 28

<212> PRT

<213> Artificial sequence
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<220> bﬂ‘

<223> Synthetlic peptide

<400> 29

Ala Ala Cys Glu Val Ala Lys Asn Leu Asp Glu Sar Leu Ile Asp Leu
1 5 10 15

Gln Glu Leu Gly ILys Tyr Glu Gln Tyr Ile Lys Txrp
20 25

<210> 30

<211> 15

<212> PRT

<213> Artificial seguencs

<220>
<223> Synthetic péptide

<400> 30
Asn Tyr Ser Lys Tyr Trp Tyr Leu Asn His Thr Thr Thr Gly Ary
1 5 10 15

<210> 31

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial segquence

<220>
<223> §Synthatic peptide

<400> 31

Gly Thr Phe Thr Trp Thr Leu Ser Asp Ser Glu Gly Lys Asp Thr Pro
1 5 10 15

Gly Gly Tyr
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METODO PARA PREVENIR LA FUSION VIRUS-CELULA AL INHIBIR LA

FUNCION DE LA REGION DE INICIACION DE FUSION EN VIRUS ARN QUE
TIENEN PROTEINAS DE CUBIERTA FUSOGENICA DE MEMBRANA CLASE |

TiTULO

[0001]Esta Solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de los
Estados Unidos Serie Namero 60/517,181, presentada en noviembre 4, 2003, que

se incorpora aqui como referencia.

CAMPO DE LA INVENCION

[0002) La presente invencién se relaciona con un método para prevenir o
inhibir la infeccién viral de una célula y/o la fusidon entre la cubierta de un virus y
las membranas de una célula que son blanco del virus (previniendo de esta
manera el suministro del genoma viral dentro del citoplasma de la célula, una
etapa que se requiere para la infeccién viral). La presente invencién suministra
métodos para identificar una regién de iniciacién de fusién, o FIR, de los virus. La
presente invencién suminisira un método para identificar el FIR en estos virus. La
presente invencion suministra ademas los métodos para prevenir la infeccién de

un virus Tipo | al interferir con su FIR.

INTRODUCCION

[0003] Todos los virus deben unirse e invadir sus células blanco para
replicarse. Para los virus con cubierta de animales, que incluyen los virus ARN que

tienen proteinas de fusién de membrana clase | (virus Tipo |), el proceso involucra

%0
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(a) unir el viridn a la célula blanco (b) fusién de la cubierta del virus con la
membrana del plasma 0 una membrana celular intema (c) desestabilizacion de la
cubierta viral y de la membrana celular en el &rea fusionada para crear un poro de
fusién, (d) transferir el ARN viral a través del poro y (e} modificacién de la funcién

celular por el ARN viral.

[0004] La fusién de la membrana viral y de la cubierta de la célula, etapas
(b) y (c) anteriores estdn mediadas por la interaccion de una glicoproteina de
transmembrana viral (proteina de fusién) con proteinas y membranas de superficie
de la célula blanco. Estas interacciones originan cambios conformacionales en la
protelna de fusién que dan como resultado la insercidn del péptido de fusion viral
en la membrana de la célula blanco. Esta inserciébn es seguida por cambios
conformacionales adicionales dentro de la protelna de fusion que llevan la cubierta
viral y las membranas de la célula a una proximidad y que dan como resultado la

fusion de las dos bicapas de membrana.

[0005] Un virus es incapaz de esparcirse y propagarse dentro de su
huésped si este proceso de fusidn se interrumpe. La interrupcion intencional de
este proceso de fusion se puede lograr al dirigir los péptidos y el péptido que
semeja los homologos a las secuencias de proteina de fusién, anticuerpos que
reconocen la protelna de fusién, y otros factores que act(an contra la proteina de
fusion.
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ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Similitudes Estructurales entre la Proteinas de Fusién Clase | de los Virus

ARN.

[0006] La hemaglutinina 2 (HA2) del virus de la influenza, un ortomixovirus,
es una proteina de fusién clase | de un virus ARN prototipico y contiene un
dominio hidréfobo amino terminal, denominado como el péptido de fusién, que
estd expuesto durante el clivage de la proteina precursora hemaglutinina. Las
protelnas de fusién de la membrana de los virus ARN provenientes de varias
familias diversas, incluyen arenavirus, coronavirus, filovirus, ortomixovirus,
paramixovirus, y retrovirus, comparten varias caracteristicas estructurales
comunes con el HA2 y se han denominado como proteinas de fusion viral Clase |.
Se ha observado que la protelna de fusion del HIV-1, la glicoprotelna de
transmembrana y otras protelnas de transmembrana retrovirales, similares a
aquellas de los ortomixovirus y paramixovirus, poseen un dominio de péptido de
fusién hidréfobo expuesto durante el clivage de un precursor {(gp 160) (Gallaher,
1987; Gonzalez-Scarano et al., 1987). Con base en estas similitudes y los
algoritmos de computadora que predicen las configuraciones de la protelna, se ha
sugerido (Gallaher et al., 1889) que la porcion externa (ectodominio amino
terminal) de la proteina de transmembrana HIV-1 y las proteinas de
transmembrana de otros retrovirus, todos podrian ajustarse al andamiaje de la
estructura HA2 como se determiné mediante cristalografla de rayos x (Wilson,
Skehel, and Wiley, 1981).

[0007)] Con base en estas observaciones, se predijo que las proteinas de

transmembrana retroviral contienen varias caracteristicas estructurales ademas
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A2

del péptido de fusién en comin con la estructura conocida del HA2, que incluye
una hélice amino terminal extendida (hélice-N, usualmente un “repeticién heptad”
o “cremallera leucina®), una hélice carboxiloterminal (hélice-C), y un motivo
aroméatico préximo al dominio de transmembrana. La presencia de al menos cuatro
de estos cinco dominios define una proteina de cubierta viral como una proteina
de fusibn Clase |. El modelo de protelna de transmembrana retroviral fue
confimado subsecuentemente mediante las determinaciones estructurales y los
andlisis mutacionales (Chan ef al., 1997). Los motivos estructurales comunes
estan presentes no solamente en las proteinas de fusion de los ortomixovirus y los
retrovirus, sino también en aquellos de paramixovirus, filovirus (tal como el virus
del Ebola, Ebo V) (Gallaher, 1996) y arenavirus (Gallaher, DiSimone, y Buchmeier,
2001). El modelo estructural Gallaher de la proteina de fusibn Ebo V (GP2)
también ha sido confimado mediante los métodos cﬁstalogréﬁcos de rayos x
(Malashkevich et al., 1999), Weissenhom et al., 1998).

[0008] La figura 1 muestra los cinco dominios, previamente descritos, de las
proteinas de fusién de las seis familias de los virus Tipo |. Las protelnas de fusidn
se originan en un péptido de fusién hidréfobo, terminan en un péptido ancla, e
incorporan una alfa hélice amino terminal extendida (hélice N, usualmente una
“repeticion heptad® o “cremallera leucina®), una alfa hélice carboxilo terminal
(hélice C) (Carr and Kim, 1993; Suarez ef al., 2000; Wilson, Skehel, y Wiley,
1981), y algunas veces un motivo aromético prdximo a la cubierta del virién.
También se muestra en el sexto dominio, la regién de iniciacién de fusién (FIR),

descubierta por los presentes inventores.
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Inhibicién de Fuslén en los Virus Tipo |

[0009] Los intentos previos de los presentes inventores (Garry) y otros de
disefiar péptidos imitadores, anticuerpos, y otros factores que inhiben la fusién en
los virus Tipo | se han enfocado en el péptido de fusion, la hélice N, y la hélice C
de las protelnas de fusion. En el caso de los péptidos de fusién, analogos de los
orfomixovirus y paramixovirus {Richardson, Scheid, y Choppin, 1980) vy los
dominios de péptido de fusién del HIV-1 (Gallaher et al., 1992; Owens et al., 1990;
Sibum et al, 1998) se ha encontrado bloqueo en la infeccién viral,
presumiblemente al formar heteroagregados inactivos. Los péptidos que
comesponden a la porcién de la hélice N y la hélice C también se han encontrado
como efectivos para inhibir la infeccién viral tanto in vitro como in vivo. Por
ejemplo, un péptido de 17 aminoacidos que comesponde a la porcién carboxi
teminal de la hélice N de la proteina de fusién del HIV-1, definida como la regi6n
CS3, bloquea la infeccién HIV (Qureshi ef al., 1990). Ademas, otros péptidos
inhibidores de hélice N y hélice ¢ se desarrollaron con base en el modelo
estructural de la proteina de fusién (Wild, Greenwell, y Mattews, 1993; Wild ef al.,
1992), que incluye la droga peptidica anti-HIV-1 de hélice C DP178 (T-20 o
FUZEON®). El DP178 traslapa la hélice C y el dominio préximo a ancla aromético
e inhibe la fusién virion HIV-1: célula a concentraciones muy bajas (50% de la
inhibicién a 1.7 nM) lograble in vivo luego de inyeccién. En un ensayo clinico, 100
mg/ dia de DP178 originaron una reduccién de aproximadamente 100 veces en la
carga del HIV-1 en el plasma de individuos infectados (Kilby et al., 1998). Este
resultado ha motivado grandemente la investigacién de otros péptidos inhibidores
de HIV-1 con base en la estructura de proteina de transmembrana (Pozniak, 2001;
Sodroski, 1999). Los inhibidores peptidicos de los paramixovirus también han

mostrado que inhiben la replicacion viral (Lambert et al., 1996; Young ef al., 1999).
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Estudios de Watanabe y colegas sugieren que una aproximacién similar de tener
como blanco la hélice N y la hélice C de Ebo V GP2 también pude conducir a
inhibidores dtiles (Watanabe ot al., 2000) . Neutralizando los anticuerpos dirigidos
contra porciones de los dominios de protelna de fusién también ha mostrado que

inhibe la fusion virién:célula.

Observaciones en HIV-1

[0010] Muchos de los estudios se han dedicado a la inhibicién de la fusién
en virus de la inmunodeficiencia humana HIV-1, uno de los virus ARN Tipo |.
Bolognesi et al (5,464,933) y los presentes inventores (Garry, USPN 5,567,805)
ensefian que la muerte celular mediada por HIV se puede inhibir al introducir
péptidos que se unen a porciones de la protelna de fusién de transmembrana del
viribn HIV-1. La regién de unién DP178 Bolognesi, marcada FUZEON® en la
Figura 7, descansa primariamente sobre la hélice C y esta por fuera de lo que se
describe en la presente solicitud, ia regién de iniciacién de fusién (FIR). Bolognesi
demuestra inhibicion pero no ensefia un método de inhibicion. Los actuales
inventores (Garry) demostraron previamente la inhibiciébn de la region CS3 del
HIV-1 TM, marcado CS3 en la Figura 7, pero no identificaron un método de
inhibicién, sugiriendo solamente que la interaccién del receptor CS3:.CS3 se
inhibié. El descubrimiento inesperado del FIR por los presentes inventores (como
se describe normaimente aqul) y el hecho de que la secuencia SC3 descansan
dentro del FIR indican que la unién del receptor CS3:CS3 descrita en la USPN
5,567,805 es de hecho una unién que ocurre entre la porcion CS3 del FIR y las
porciones de la membrana de la célula para las cuales la porcion CS3 del FIR
tiene una afinidad. Ademés, aunque Melikyan, Watanabe, Bewley, y otros han

descrito la inhibicién de la fusién con péptidos introducidos, ellos no han explicado

S
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los mecanismos a través de los cuales ocurre la inhibicién. Correspondientemente,
la locacion del péptido FUZEON® es distante del FIR, lo que sugiere fuertemente

que otros elementos del proceso de fusién operan en la regién FUZEON®.

[0011] En vista de lo anterior, es claro que subsiste la necesidad en la
técnica de medios mas efectivos para identificar aquellas regiones de los virus que
estén involucrados en el proceso de infeccién y de composiciones efectivas para
prevenir o inhibir la infeccién viral. La invencién descrita y muestra aqul suministra

una solucion efectiva a estas necesidades.
RESUMEN DE LA INVENCION

[0012] varias modalidades dé la presente invencién suministran métodos
para identificar “factores™ (compuestos) capaces de inhibir la fusion de membrana
entre los virus y sus células huésped y, por lo tanto, evitar o inhibir la infeccién de
la célula huésped por el virus. Aspectos de ésta modalidad de la invencion
suministran métodos para identificar estos “factores® inhibidores donde el método
comprende la etapa de (a) identificar un virus que tiene una proteina de fusién de
cubierta que tiene 2, o mas, alfa hélices extendidas, un péptido de fusion, y una
region de iniciacion de fusion (FIR), (b) preparar un “blanco” en donde el blanco
comprende una secuencia de aminoacido del FIR, (¢) exponer el “blanco® a uno o
més compuestos de ensayo, (d) identificar aquellos compuestos de ensayo que
interactian fisicamente con el “blanco”. Por ejemplo, la interaccién fisica se puede
detectar utilizando un “"blanco” unido a un sustrato sélido y a un compuesto de
ensayo fluorescente o radiactivamente marcado en un ensayo de unién estAndar.

Los compuesto blanco y de ensayo que tienen coeficientes de disociacién (Kg) en
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el rango micromolecular q(infen'or (es decir < aproximadamente a 8 X10°) se

consideran como positivamente interactuantes.

[0013] Otros aspectos de la presente invencién suministran composiciones
que comprenden un péptido aislado que tiene una secuencia de aminoécido de
una regién de iniciacion de fusién viral (FIR) o un segmento funcional del FIR o
que tiene una secuencia de amino4cido que es analoga a la secuencia de un FIR
o0 un segmento funcional de. un FIR. Como se utiliza aquf, la secuencia de
aminoécido analogo o de péptido es una secuencia que contiene una mayoria de
aminoécidos idénticos o quimicamente similares en el mismo orden que la
secuencia primaria. Tales similitudes quimicas son bien conocidas por aquellos

expertos en la técnica.

[0014] Otros aspectos de esta modalidad de la invencién suministran péptidos
aislados, tipicamente sustancialmente purificados o anédlogos de péptidos que son
capaces de prevenir o inhibir la infeccién viral de una c¢élula huésped y/o inhibir la
fusibn de membrana de un virus con una célula huésped, donde el virus
comprende una proteina de fusibn de membrana que tiene dos hélices alfa

(extendidas), un péptido de fusioén y un FIR.

[0015] Las modalidades adicionales de la presente invencién suministran
métodos para tratar o prevenir la infeccién viral al administrar a un paciente uno o
méas de los compuestos identificados mediante los métodos descritos aqul
capaces de inhibir la infeccién viral. En varios aspectos de esta modalidad de la
invencién los compuestos administrados son péptidos o analogos de péptidos que
comprenden todos o un segmento funcional de una secuencia FIR. En cualquier

aspecto de esta modalidad de la invenciébn el compuesto administrado es

Y
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antigénico y administrado en una cantidad suficiente para elicitar una respuesta

inmune.

[0016] Otras modalidades de la presente invencién suministran un “factor
molecular”, tal como un plasmido, virus recombinante, u otra sustancia, que
posibilita o estimula una célula u organismo a producir un péptido analogo de
péptido que sea capaz de prevenir o inhibir una infeccién viral de esta célula u
organismo. En cualquier aspecto de esta modalidad el "factor molecular® es capaz

de prevenir o inhibir una infeccién viral cuando se administra a un paciente.

[0017] Otras modalidades de la presente invencién suministran anticuerpos
capaces de inhibir la fusién de membrana virus: célula de un virus que tiene una
protelna de fusién que comprende dos, hélices alfa extendidas, un péptido de
fusion y un FIR. En un aspecto de ésta modalidad de la invencion los anticuerpos
son capaces de unirse especificamente a secuencias de aminoacido que
comprenden la secuencia FIR, o fragmentos: de estas de tamafio suficiente para
permitir el reconocimiento del anticuerpo. Varios aspectos de esta modalidad en la
invencién suministran métodos para producir los anticuerpos. En ciertos aspectos
de esta modalidad, el método para producir los anticuerpos comprende: (a)
suministrar como el antlgéno un péptido que comprende una regién de iniciacién
viral (FIR) o un fragmento antigénico del FIR; (b) introducir el antigeno en un
animal con el fin de elicitar una respuesta inmune; (c) recolectar anticuerpos del
animal; y opcionalmente, (d) purificar los anticuerpos recolectados para identificar
esa fraccién de los anticuerpos recolectados que tienen una alta especificidad por

el antigeno.
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[0018] Otras modalidades de la presente invencion suministra métodos para
tratar pacientes, cuyos métodos comprenden administrar al paciente anticuerpos
que reconocen especificamente y se unen a péptidos que comprenden la regién
FIR proveniente de virus ¢ que comprenden un fragmento funcional de tal region
FIR donde el fragmento funcional es de suficiente tamafio para permitir su

reconocimiento especifico por un anticuerpo (esto es, un fragmento antigénico).

[0019] Otras modalidades de la presents invencién suministra métodos para

producir anticuerpos especificos para el FIR o fragmentos funcionales de este.
MODALIDADES ILUSTRATIVAS DE LA INVENCION

El Sexto Dominlo de los Virus ARN que tiene Proteinas de Fusiéon de

[0020] Los arenavirus, coronavirus, filovirus, ortomixovirus, paramixovirus, y
retrovirus son seis familias de virus ARN habitualmente identificadas que tienen
protelnas de cubierta de fusibn de membrana Clase 1. Las protelnas de fusién de
estos virus Tipo | han sido mostradas previamente por los presentes inventores
(Garry) y otros por incorporar cinco motivos conservados, o dominios (Carr and
Kim, 1993; Gallaher et al.,1989), Suarez et al., 2000; Wilson, Skehel, and Wiley,
1981). Estos dominios comprenden un péptido de fusion, una hélice N, una hélice
C, y un motivo aromético, todos los cuales son ectodominios, y un péptido ancla,

que es un endodominio.

[0021] Utiizando anélisis computacional, los modelos de estructura

secundaria, los calculos de hidrofobicidad interfacial y otras técnicas, los presentes
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inventores han hecho un descubrimiento sorprendente de un sexto dominio
altamentse conservado que esta presente en las protelnas de fusion de una amplia
variedad de virus (el sexto dominio se describe aqul). Los virus que posen este
dominio incluyen, pero no estdn necesariamente limitados a las seis clases de
virus ARN listados anteriormente. Para enfatizar la funcién critica de este dominio
recientemente identificado, que es un ectodominio, el dominio se denomina aqui

como regién de iniciacién de fusion (FIR) de los virus.

[0022] Varias modalidades de la presente invencidén suministran métodos
para identificar el FIR en las familias arenavirus, coronavirus, filovirus,
ortomixovirus, paramixovirus, y retrovirus de los virus. También se suministran
métodos para determinar si el FIR estd presente en otras familias de virus

conocidas o en cualquier familia de virus recientemente descubierta.

[0023] Como se utiliza aqui el tdrmino hélice alfa “"extendida® se refiere a
una hélice alfa que tiene méas de cuatro “vueltas de hélice alfa” (especificamente,

mas de 14 aminoacidos).

[0024]) Otras modalidades suministran “factores” que los inventores han
encontrado inesperadamente son efectivos para prevenir o inhibir la infeccién viral

y/o la fusién virus:célula.

[0025] Como se utiliza aqui el termino “factores” incluye, pero no esta
limitado a péptidos aislados 0 segmentos de péptido funcional (o anélogos de
péptido de estos) o Los dominios de region de iniciacién de fusién recientemente
descrita (FIR), (“péplidos semejantes® se refiere a cualquier compuesto o

sustancia que podrfa servir como un sustituto para un péptido que interactta con
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el FIR, que es cualquier compuesto que semeja las propiedades de un segmento
funcional de FIR), anticuerpos especilficos para los dominios FIR funcionales (por
ejemplo los anticuerpos idiotipicos o anti-idiotipicos) y otros compuestos

moleculares que interfieren con la unién y/o fusion virus:célula.

{0026] Como se utiliza aqui el término “segmento funcional® o “fragmento
funcional” de una regién de iniciacién de fusién (FIR), se refiere a un fragmento
capaz de inhibir la fusién virus:célula, inhibiendo la infectividad viral, capaz de
elicitar un anticuerpo capaz de reconocer una unién especifica al FIR y/o interferir

con la infeccion de célula mediada por FIR.

[0027] Como se utiliza aqul, un “analogo de péptido” o “péptido modificado”
es definido preferiblemente como un péptido FIR modificado que contiene un
grupo amino, un grupo acetilo, un grupo hidréfobo (por ejemplo carbobenzoxilo,
dansilo, o t-butiloxicarbonilo) o un grupo portador macromolecular {por ejemplo
conjugado lipido, polietilenglicol carbohidrato o proteina) en el terminal amino. Una
clase adicional de anélogo y de péptido FIR contiene un grupo carboxilo, un grupo
amido, un grupo hidréfobo o un grupo portador macromolecular en el terminal
carboxilo. Otros analogos de péptido se definen en los péptidos FIR en donde al
menos una unidn que enlaza residuos de aminoacidos adyacentes es una union
no péptido (por ejemplo una union imido, éster, hidracina, semicarbazoide o azo),
un péptido en donde al menos un residuo o aminoacido estd en una de las
configuraciones de isdbmero D o un péptido en el cual el orden de los amino4cidos
se invierte. Los analogos de péptido adicionales son péptidos FIR que
comprometen al menos una sustitucién de aminoacido en donde el primer residuo
de aminoécido esté sustituido por un segundo, diferente residuo de aminoécido (la

sustitucion de aminoacido puede se runa sustitucién conservada o una sustitucién
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no conservada). Como se utiliza aqul, tales andlogos de péptido pueden
comprender secuencias de aminoacido analogas en las cuales las secuencias
andlogas contienen una mayoria de aminoécidos idénticos o quimicamente

similares en el mismo orden que las secuencias primarias.

[0028] Como se utiliza aqul el término “regién de iniclacion de fusion® (FIR)
se refiere generalmente a un régimen de proteina de fusién viral involucrado en la

o etapas iniciales de la infeccién viral y/o la fusion con una célula huésped.

[0029] Como se utiliza aqui el termino “péptido semejante® incluye, pero no
esta limitado a compuestos orgénicos u otros quimicos que semejan la estructura
o funcion del péptido FIR. Ejemplos de péptidos semejantes incluyen, pero no
estan limitados a compuestos organicos que comprenden los grupos laterales
funcionales de un aminodcido o péptido, pero que les falta la estructura
carbono/nitrdgeno o las uniones péptido. Péptido semejante también se refiere a
compuestos que semejan la accién de estos grupos laterales funcionales con otras

porciones.

[0030] Otras moléculas, tales como los anticuerpos idiotipo o anti-idiotipo o las
protelnas seleccionadas por via de métodos que despliegan fago, que se unen a
los péptidos, andlogos de péptido o péptido semejantes descritos en la presente
solicitud también pueden funcionar como inhibidores de la infeccién viral y/o la
fusion virus:célula. También se contempla en la presente invencién plasmidos, o
virus recombinantes, u otras moléculas o compuestos que posibilitan o estimulan
al paciente a producir un anélogo de los compuestos inhibidores. Por ejemplo, una
protelna recombinante, producida en una bacteria, hongo, o célula de mamlfero

trabajada por ingenierla se puede utilizar para producir un andlogo inmunogénico
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del FIR de una proteina de fusion viral. De manera similar, una respuesta anti-
idiotipica se puede inducir en el individuo al utilizar protelnas trabajadas con

ingenierla que comprenden una secuencia que corresponde al sitio de unidn del

anticuerpo especifico de FIR.

[0031] Como se utiliza aqui el término “péptido de fusidon® se refiere
preferiblemente a una secuencia hidréfoba cerca del amino terminal de la proteina
de fusidn viral Clase | (ver Gallaher of al., 1987; 1992). Como se utiliza aqui el
término péptido “sustancialmente purificado” o analogo de péptido preferiblemente
se refiere a un péptido o analogo de péptido que es mayor aproximadamente de
80% de pureza. Mas preferiblemente, “sustancialmente purificado” se refiere a un
péptido andlogo de péptido que es mayor de aproximadamente 890% o mayor de
aproximadamente 95% de pureza. Mas preferiblemente este se refiere a un
péptido andlogo dipéptidko que es mayor de 96%, 97%, 98%, o 99% puro.
Funcionalmente, “sustancialmente purificado” significa que estd libre de
contaminantes a un grado que lo hace adecuado para el propésito suministrado
aqul. Los métodos para evaluar la pureza son bien conocidos por aquellos
expertos en la técnica. Los métodos adecuados incluyen, peto no estan limitados a
cromatografia de gas (GC) espectrometria de masa ligada, andlisis de
cromatografla liquida de alto desempefio (HPLC), y ensayos funcionales en

sistemas de cultivo de célula que, inter alia, evalian la citotoxicidad.

[0083] Como se utiliza aqul el término “anélogo estable® se refiere a un
péptido que tiene vida media activa en sistemas biol6gicos. Se contemplan vidas

medias biol6gicas mayores de 60 minutos.
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[0034] Como se utiliza aqul el término “derivado de péptido” se refiere a un
péptido que tiene aminoécidos sustituidos diferentes de aquellos en la secuencia
FIR de una proteina de fusién viral. En donde las sustituciones no hacen al péptido

inatil para la presente invencién.

[0035] De acuerdo con varios aspectos de la presente modalidad de la
invencion los péptidos, andlogos de péptido, péptido semejantes u otros factores
pueden ser producidos por cuaiquiera medios conocidos en la técnica, incluyendo,
pero no limitados a, sintesis quimica, métodos de ADN recombinantes y

combinaciones de éstos.

[0036] La presente invencién suministra métodos para identificar el FIR de
los virus Tipo |, y otros y para tratar o prevenir la infeccién por estos virus. Un
posible mecanismo que la presente invencién puede evitar y/o inhibir infecciones

al interferir con la fusién virus:célula mediada por FIR.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

[0037] La figura 1 muestra los dominios de las proteinas de fusién de un
miembro de cada una de las seis familias virales a saber arenavirus, coronavirus,
filovirus, ortomixovirus, paramixovirus, y retrovirus. Los clrculos de la figura 1

muestran un sitio ap'roximado del FIR en cada virus ilustrado.

[0038] Las figuras 2 a 7 muestran las secuencias de aminoécido de éstas
proteinas de fusion (que cormesponden a la SEQ ID NO: 16-21, respectivamente) y
una representacion esquemética de su estructura ectdpica. Se muestran

especificamente los cinco dominios previamente descritos que son los péptidos de
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fusion, es decir, la hélice N, la hélice C, el motivo aromético (esta presente), y el
péptido ancla. El sexto dominio recientemente descubierto, la regién de iniciacién
de fusion, o el FIR también se identifica. Cada FIR se indica por un poligono en las

figuras2a?.

[0039] El 4rea circulada detrds de las proteinas de fusion en cada una de
las figuras 2-7 representa la protelna de unién virus:célula primaria (VCBP) del
virus. El VCBP usualmente interactGa con la porcion de la proteina de fusién que
es la méas distante de la membrana viral y muestra asl que esta asi ubicada en las
figuras. A diferencia de la proteina de fusién altamente conservada, el VCBP de
cada familia de virus es més divergente. Este es usualmente ol VSBP que dicta el
rango de huésped del virus y determina cuales de los tipos de célula huésped son
blanco para infeccion. El VCBP achia en esta capacidad al reconocer y unirse con
proteinas de superficie células especificas. La unién del VCBP a las protelnas de
célula objetivo ocurre antes de y son tipicamente un pre requisito de la fusién

virus:célula.

[0040] Figura 8: Inhibicion de inefectividad de cpronavirus mediante
péptidos de region de iniciacion de fusion. Entre 50 y 100 PFU de sepas de virus
de hepatitis de ratén A59 o sepas coronavirus SARS Urbani fueron pre encubadas
con o sin los péptidos indicados (~100uM) en DMEM libre de suero durante 1 h,
Las células fueron entonces puestas a indculo tratado con péptido o un control de
vehlculo (no péptido). Después de una hora de adsorcién el indculo se removid,
las células se lavaron dos veces con solucion salina amortiguada con fosfato IX, y
las células se sobrepusieron con DMEM que contiene 10% de FBS y 0.5% de
agarosa. Cuarenta ocho horas después de la infeccion, las monocapas infectadas

se fijaron y tifieron con violeta cristal para determinar los nimeros de placa.
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[0041] La figura 9: inhibicion de la infectividad del virus Lassa mediante
péptidos con region de ini;:iacibn de fusién. Entre 50 y 100 PFU de virus Lassa se
preincubé con o sin los péptidos indicados (~100uM) en BME libre de suero
durante 1 h. Las células fueron entonces expuestas al control de indculo o
vehiculo tratado con péptido (sin péptido). Después de 1 h de adsorcién, se
removié el indculo, las células fueron lavadas dos veces con IX solucién salina
amortiguada con fosfato y las células se sobrepusieron con BME que contiene el
5% de FBS, 10 mM de HEPES y 0.5% de agarosa. Cuatro dias después de la
infeccién una segunda cubierta que contiene 5% de rojo neutro se aplico, y las

placas fueron contadas 24 horas mas tarde.
[0042] Las seis familias de virus ARN ahora conocidas por tener protelnas
de fusién de membrana Clase | (VIRUS Tipo 1) y los miembros representativos de

cada familia son como sigue:

Virus ARN Representativos que tienen Proteinas de Fusién de Membrana Clase |

(virus Tipo I)

Familia Virus Representante Mostrado en
las Figuras

Arenavirus Virus Lassa Si

Virus Linfositico Choriomeningitico (LCMV) No

Virus Junnin No
Virus Machupo No
Virus Guanarito No

Virus Sabia No
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Coronavirus Virus del Sindrome Respiratorio Agudo
Severo (SARS) St
Virus de Hepatitis Murino de (MHV) No
Coronavirus de Bovino No
Coronavirus de Canino No
Filovirus Virus del Ebola Si
Virus Marburg No
Ortomixovirus Virus de la Influenza A Si
Virus de la Influenza B No
Virus de la Influenza C No
Paramixovirus Virus del Sarampién Si
Virus de las Paperas No
Virus del Moquillo Canino No
Virus de la Enfermedad de Newcastle No
No
Retrovirus Virus de la iInmunodeficiencia Humana 1 (HIV-
1) Si

Virus de la Inmunodeficiencia Humana 2(HIV-
2) No
Virus Linfotrépico de Célula T humana
1(HTLV-1) No
Virus Linfotrépico de Célula T humana
(2HTLV-1) No
Particula Tipo A Intracistemal Humana 1
(HIAP-1) No
Particula Tipo A Intracistemal Humana 2

(HIAP-2) No
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Los virus mostrados en las Figuras son como sigue:

Virus ARN llustrados que tienen Protelnas de Fusién de Membrana Clase | (Virus

Tipo |)

Figura Familia Virus Mostrado Proteina mostrada

Figura 2 Arenavirus Lassa Virus GP2

Figura 3 Coronavirus Virus SARS S

Figura 4 Filovirus Virus de Ebola GP2

Figura 5 Ortomixovirus Virus de la HA2
Influenza A

Figura 6 Paramixovirus Virus del F1
Sarampién

Figura 7 Retrovirus HIV-1 ™

Lista de secuencia de las protelnas de fusidbn de Membrana Clase 1 llustrados

(Virus Tipo 1)

LASSA GP2 (Namero de Acceso al Genbank: A43492, aminoéacidos 257-490)

LLGT FTWTLSDSEG NETPGGYCLT RWMLIEAELK CFGNTAVAKC
NEKHDEEFCD MLRLFDFNK{Q) ATRRLKTBAQ MSIQLINKAV NALINDQLIM
KNHLRDIMGI PYCNYSRYWY INHTSTGKTS LPRCWLISNG SYLNETKFSD
DIEQQADNMI TEMLQKEYID RQGKTPLGLV DLFVFSTSFY LISIFLHLVK
IPTHRHIVGK PCPKPHRLNH MGICSCGLYK QPGVPVRWKR (SEQ ID NO:16)

SARS 8 (Namero Acceso Genbank: AAQ9406, aminoécidos 864-1256)
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WTF GAGAALQIPF AM(MAYRFNG IGVTQNVLYE NQEKQIANQFN
KAISQIQESL TTTSTALGKL QDVVNQNAQA LNTLVEQLSS NFGAISSVLN
DILSRLDRVE AEVQIDRLIT GRLQSLQTYV TQQLIRAAEI RASANLAATK
MSECVLGQSK RVDFCOKGYH LMSFPQAAPH GVVFLHVTYV PSQERNFTTA
PAICHEGKAY FPREGVFVFN GTSWFITQRN FFSPQIITTD NTFVSGNCDV
VIGIINNTVY DPLOPELDSF KEELDKYFKN HTSFDVDLGD ISGINASVVN
IQKEIDRLNE VARNLNESLI DLQELGKYEQ YIKWPWYVWL GFIAGLIATIV
MVTILLCCMT SCCSCLKGAC SCGSCCKFDE DDSEPVLRGV KLHYT (SEQ ID NO:17)

EBOLA GP2 (nimero de acceso al Genbank: AAM76034, aminoacidos 502-676)

EAIVNAQPK CNPNLHYWIT QDEGAAIGLA WIPYFGQPAAE GIYTEGLMHN
QDGLICGLRQ LANETTQALQ LFLRATTELR TFSILNRKAI DFLLORWGGT
CHILGPDCCI EPHDWTENIT DKIDQIIHDF VDKTLPDQGD NDNWWTGWRO
WIPAGIGVTG VIIAVIALFC ICKFVF (SEQ ID NO:18)

INFLUENZA HA2 (Nadmero Acceso Genbank: PO3437, aminoacidos 348-566)

GLFGA IAGFIENGWE GMIDGWYGFR HOMNSEGTGOA ADLKSTQAAI
DQINGKLNRV IEKTNEKFHQ IEKEFSEVEG RIQDLEKYVE DTKIDLWSYN
AFLLVALENQ HTIDLTDSEM NELFEKTRR(Q) LREMAEEMGN GCFKIYHKCD
NACIESIRNG TYDHDVYRDE ALNNRFQIKG VELKSGYKDW RCNICI (SEQ ID
NO:19)

SARAMPION F1 (Nimero Acceso Genbank: VGNZMV, aminoécidos 116-553)

FAGVV LAGAALGVAT AAQITAGIAL HQOSMINSQAT DNLRASLETT
NQAIEAIRQA GOEMILAVOG VQDYINNELI PSMNQLSCDL IGQKLGLKLL
RYYTEILELF GPSLRDPISA EISIQALSYA LGGDINKVLE RLGYSGGDLL
GILESRGIKA RITHVDTESY FIVLSIAYPT LSEIRGVIVH RLEGVSYNIG
SQEWYTTVPK YVATQGYLIS NFDESSCTFM PEGTVCSQNA LYPMSPLLQE
CLRGSTKSCA RTLVSGSFGN RFILSQGNLI ANCASILCKC YTTGTIINQD
PDKILTYIAA DHCPVVEVNG VTIQVGSRRY PDAVYLHRID LGPPISLERL
DVGTNLGNAY AKLEDAKELL ESSDQILRSM KGLSSTSIVY ILIAVCLGGL
IGIPALICCC RGRCNKKGEQ VGMSRPGLKP DLTGTSKSYV RSL (SEQ ID NO:20)

HIV TM (Ndmero Acceso Genbank: AAB50262, amino4cidos 864-1256)
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AVGIGALFL GFLGAAGSTM GAASMTLTVQ ARQLLSGIVQ QQNNLLRAIE
AQQHLLOLTV WGIKQLQARI LAVERYLKDQ QLLGIWGCSG KLICTTAVEW
NASWSNKSLE QIWNHTTWME WDREINNYTS LIHSLIEESQ NOQERNEQEL
LELDKWASLW NWFNITNWLW YIKLFIMIVG GLVGLRIVFA VLSIVNRVRQ (SEQ ID
ND:21)

Método para Identificar el FIR

[0043] Ciertas modalidades de la invencidbn comprenden un método para
identificar dentro de las proteinas de fusién de los virus un motivo conservado. El
motivo conservado de las regiones FIR provenientes de diferentes virus tendra
similar estructura y funcién. Adicionalmente, en regiones FIR de los virus
relacionados pueden, pero no necesariamente tendran respuestas de aminoécido
primaria altamente similares. La presente invencién suministra medios para
identificar estas regiones, con o sin confiar en su identidad/similitud con las

secuencias conocidas.

[0044] Otras modalidades de la presente invencién suministran métodos
utiles para prevenir o inhibir la infeccién viral y/o la fusién de virus:célula que utiliza
péptidos, semejantes, anticuerpos u otros factores que son blanco del FIR del

virus especifico e interfiere con la funcién idn del FIR.

[0045] El FIR tiene tipicamente entre 50 y 100 aminoédcidos de longitud,
aunque puede ser mayor en algunos virus. Varios aspectos de las modalidades
habituales suministran métodos para identificar el FIR de una proteina de fusién

viral en donde los métodos comprenden las siguientes etapas:

(1) la secuencia de la protelna de fusién se ajusta primero al andamiaje de

la protelna de fusion de transmembrana HIV, que comprende las hélices N, la
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hélice C, y otros dominios previamente descritos, con el fin de identificar las
hélices N y la hélice C en ia proteina de fusién objeto. Este proceso de ajuste se
facilita al buscar la secuencia de aminoacido primaria de la proteina para dos o
mas cistelnas que tiene la propensién a formar al menos un aro covalentemente
unido, que estara presente en la mayoria pero no en todas estas secuencias. La
hélice N puede ser entonces identificada en la regién que precede a este aro de
cistelna al examinar la regién para aminoacidos cargados y otros aminoacidos que
tienen la propensién de formar una hélice alfa (por ejemplo glutamina (Q), alanita,

(A), triptéfano (W), lisina (K) y leucina (L)).

(2) El terminal amino del FIR se identifica entonces sobre la hélice N. El
terminal déscansaré usualmente dentro de los 10 a 20 aminoacidos finales de la
hélice N y tendra un nicleo que comprende tipicamente 3 o 4 aminoacidos
hidréfobos (tales como leucina (L) o alanina (A)), un aminoacido positivamente
cargado (tal como lisina (K) o arginina (R), o un aminoacido cargado
negativamente (tal como glutamato (E), y un aminoacido aromatico, (tal como

tirosina (Y)).

(3) El carboxi terminal del FIR es entones identificado. En el caso de todas
las familias excepto los coronavirus y y paramixovirus, el terminal es el
carboxiterminal de la primer secuencia de péptido con hidrofobicidad interfacial
positiva que se encuentra mas alla de la hélice N. Este terminal estd usualmente
localizado mas alla del aro de cistelna, si el aro estd presente, y algunas veces
traslapa la hélice C o estd ubicada sobre la hélice C. Las secuencias de
hidrofobicidad interfacial positiva tienen un alto porcentaje de aminoacidos
aromaticos (tal como triptdéfano (W), fenilalanina (F), y tirosina (Y) y aminoacidos

hidréfobos pequefios (tal como glicina (G)). El grado de hidrofobicidad interfacial
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de esta secuencia se puede determinar al utilizar la escala de hidrofobicidad
interfacial Wimley-White, preferiblemente con un programa de computador actual
como el programa MPEX que incorpora esta escala. ("Hidrofobicidad Interfacial® es
una medida de la capacidad del péptido a transferirse desde la solucién acuosa a
la interfase bicapa de la membrana y esta basado en la escala de hidrofobicidad
de residuo completo Wimley-White experimentalmente determinada (Jaysinhe,
Hristova, y White, 2000). El programa de computadora que utiliza esta escala
puede identificar una secuencia de péptido de una cadena de péptido que tiene
calificaciones o niveles de hidrofobicidad interfacial positiva y estan por lo tanto
mas probablemente. asociados con la superficie de las membranas). Ver Ejemplo
1, como un ejemplo de la solicitud de este método a la identificacién del FIR en el

virus del Ebola.

[0046]) En el caso de los coronavirus, que tienen mayores hélices alfa y
generaimente mayores escalas, los paramixovirus, en los cuales el FIR es
discontinuo en razon de un inserto de secuencia no FIR, el terminal carboxi del
IFR es el terminal carboxi de la segunda secuencia de péptido con hidrofobicidad
interfacial positiva que se encuentra mas alla de la hélice N. La secuencia entre la
hélice N y la hélice C en la protelna F1 de los paramixovirus es mayor que las
secuencias interhélices de otros virus con las proteinas de fusion viral Clase 1. La
proteina F2 de los paramixovirus que sirve una funcién de unién de receptor, es
comespondiente méas corta. Luego de dispersion de los modelos de computadora,
es obvio para aquellos expertos en la técnica que la proteina F1 contiene un
inserto de secuencia entre la hélice N y la hélice C. consecuentemente, el FIR de
los paramixovirus contiene dos aros de cistelna y dos secuencias de
hidrofobicidad interfacial alta y es discontinua en razén a que los aminoacidos

adicionales que son caracteristicos solamente de los paramixovirus y aparecen
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cerca de la hélice N y la primer secuencia de hidrofobicidad interfacial alta estdn

excluidos del FIR.

SECUENCIAS FIR

[0047] La secuencia de la proteina de fusidon del FIR para cada uno de los
seis virus representantes mostrados en la figura 2 a la figura 7 es dada en la figura
respectiva y en la lista de secuencia suministrada adelante (SEQ ID NO:16 a SEQ
ID NO: 21 suministran las proteinas de fusién respectivas; y la SEQ ID NO:1 a la
SEQ ID NO:7 suministran la FIR respectiva). Aunque existe alguna variacién de
secuencia menor entre los virus hermanos de dentro de cada una de estas seis
familias, el FIR en cualquier virus Tipo 1 puede ser faciimente identificado

utilizando la secuencia representativa dada en la figura apropiada.

Métodos para Inhibir La Fusién en estos Virus

[0048] Otras modalidades de la presente invencién suministra métodos para
inhibir la fusién de virus:célula para interferir con la funcion del IFR. Varios
aspectos de estas modalidades incluyen tener como blanco el FIR con péptidos,
péptido semejante y otros factores que pueden o pueden no ser analogos al FIR,
con’ el fin de interferir con la fusién virus:célula. En los varios aspectos de esta
modalidad de la presente invencion los péptidos, péptidos semejantes, y analogos
de péptido tienen entre aproximadamente 6 y 150 residuos de aminoécido de
largo. Mas preferiblements, ellos tienen desde 8 a 50 residuos de largo, alin méas
preferiblemente ellos tienen desde aproximadamente 8 a 40 amino4cidos de largo
o de la longitud tal que sea necesaria para suministrar la inhibicién efactiva de la

infeccion viral. Como se utiliza aqul el tdrmino "de longitud tal que sea necesaria

a3
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para suministrar la inhibiciébn efectiva del virus, preferiblemente se refiere a
longitud suficiente para suministrar una reduccibn de 5 veces o mas la
inefectividad viral, cuando se utiliza de acuerdo con la presente invencién. Los
métodos para cuantificar la reduccién de la inefectividad viral son bien conocidos
por aquellos expertos en la técnica. Por ejemplo, las reducciones de la actividad
viral se pueden determinar mediante reduccién de placa, inhibicion de union,

ensayos de reduccién de titulo, 0 mediante estudios de infeccién en animales.

[0049] Los péptidos FIR, los péptidos de secuencia de andlogos, o
fragmentos o derivados de estos, contemplados como parte de la presents
invencién incluyen, pero no estin limitados a, aquellos que comprenden como
secuencia de aminoéacidos primarias, todas o una parte eficaz de uno o més de los

siguientes:

LASSA
X-LIMKNHLRDIMGIPYCNYSRYWYLNHTSTGKTLPRCWLI-Z(SEQ ID NO:1)

SARS
X-LIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLMSFPQAAPH
GVVFLHVTYVPSQERNFTTAPAICHEGKAYFPREGVFVFNGTSWFITQRNFFS-Z

(SEQ ID NO: 2)

EBOLA

X-LRTFSILNRKAIDFLLQRWGGTCHILGPDCCI-Z (SEQ ID NO:3)

INFLUENZA

X-IQDLEKYVEDTKIDLWSYNAELLVALENQHTIDLTDSEMNKLF-Z (SEQ ID NO:4)

>~
ak
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SARAMPION

X-LGLKLLRYYTEILSLFG-Z (SEQ ID NO:5)
X-WYTTVPKYVATQGYLISNFDESSCTFMPEGTVCSQNALYPMSPLLQE
CLRGSTKSCCARTLVSGSFGNRFILSQGNLIANCASILCKCYTTGI-Z (SEQ ID
NO:6)

(El "—" indica que el FIR del sarampién es discontinuo)

HV
X-LQARILAVERYLKDQQLLGIWGCSGKLICTTAVPWNASWSNKSLE
QIVNHTTWMEWD-Z (SEQ ID NO:7)

En cada una de las secuencias anteriores el “X° y el “Z" designa respectivamente
un terminal amino o carboxi-terminal, respectivamente, del péptido o una porcién

adicional, como se describe adelante.

[0050] Otros péptidos suministrados por la presente invencion incluyen
aquellos que tienen la secuencia de una region FIR. En un aspecto preferido de
esta modalidad la regién FIR va desde un virus que pertenece a una de las
familias virales seleccionadas del grupo que consiste de arenavirus, coronavirus,
filovirus, ortomixovirus, paramixovirus, y retrovirus. En un aspecto méas preferido
de esta modalidad, el FIR va desde un virus seleccionado del grupo que consiste
de Virus de Lassa, Virus linfocitico Coriomeningltico (LCMV), Virus Junin, Virus
Machupo, Virus Guanarito, Virus Sabia, Virus del Sindrome Respiratorio Agudo

Severo (SARS), Virus de la Hepatitis de Murino (MHV), Coronavirus de Bovino,
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Coronavirus de Canino, Virus de Peritonitis Infecciosa en Felino, VIRUS DEL
Ebola, Virus Marbug, Virus de la Influenza A, Virus de la Influenza B, Virus de la
Influenza C, Virus del Sarampién, Virus de las Paperas, Virus del Moquillo Canino,
Virus de la Enfermedad de Newcastle. Virus de la Inmunodeficiencia Humana 1
(HIV-1), Virus de la Inmunodeficiencia Humana 2 (HIV-2), Virus Linfotropico de
Célula T Humano 1 (HTLV-1), Virus Linfotropico de Células T Humano 2 (HTLV-2),
Particula Tipo A Intracistemal Humana 1 (HIAP-1), y Particula Tipo A Intracisternal
Humana 2 (HIAP-2).

[0051) Otros aspectos de esta modalidad de la invencidn suministran
secuencias que comprenden un fragmento funcional de una secuencia FIR o
analogos de secuencia a éstos, particularmente de un virus que pertenece a una d
las familias virales seleccionadas del grupo que consiste de arenavirus,
coronavirus, filovirus, ortomixovirus, paramixovirus, y retrovirus. (Con-la excepcién
del péptido HIV-1 TM CS3 previamente descrito por los presentes inventores
(Garry) y descritos en la Figura 7). En otro aspecto preferido de esta modalidad, el
péptido comprende un fragmento funcional (excepto el fragmento HIV-1 TM CS3)
0 unos analogos de secuer;cia a un fragmento funcional de un virus seleccionado
del grupo que consiste del Virus de Lassa, Virus linfocltico Coriomeningitico
(LCMV), Virus Junin, Virus Machupo, Virus Guanarito, Virus Sabia, Virus del
Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS), Virus de la Hepatitis de Murino
(MHV), Coronavirus de Bovino, Coronavirus de Canino, Virus de Peritonitis
Infecciosa en Felino, Virus de Ebola, Virus Marbug, Virus de la Influeza A, Virus de
la Influenza B, Virus de la Influenza C, Virus del Sarampion, Virus de las Paperas,
Virus del Moquillo Canino, Virus de la Enfermedad de Newcastle. Virus de la
Inmunodeficiencia Humana 1 (HIV-1), Virus de la Inmunodeficiencia Humana 2

(HIV-2), Virus Linfotrépico de Célula T Humano 1 (HTLV-1), Virus Linfotrépico de
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Células T Humano 2 (HTLV-2), Particula Tipo A Intracistemnal Humana 1 (HIAP-1),

Y Particula Tipo A Intracisternal Humana 2 (HIAP-2).

[0052] Como se anoté anteriormente la presente invencién también
contempla derivados de los péptidos FIR descritos anteriormente y secuencias
andlogas a estas. Estos péptidos derivados pueden comprender secuencias
alteradas en las cuales son sustituidos residuos aminoacidos funcionalmente
equivalentes por residuos dentro de la secuencia que resuftan en un cambio
silencioso. Por ejemplo, uno o mas residuos de aminoacido dentro de la secuencia
sa pueden sustituir por otro aminoacido de una polaridad similar que actia como
un equivalente funcional, que resulta en una alteraciéon silenciosa (por ejemplo
sustituciéon de medicina por isoleucina). Los sustitutos de un aminoécido dentro de
la secuencia se pueden seleccionar de otros miembros de la clase a los cuales
pertenece el amino &cido. Por ejemplo, los aminoécidos no polares (hidréfobo)
incluyen alanita, leucina, isoleucina, valina, prolina, fenilalanina, criptéfano y
metionina. Los aminoacidos neutros polares incluyen glicina, serina, treonina,
cisteina, tirosona, asparagina, y glutamina. Los aminodcidos cargados
positivamente (basico) incluyen arginina, lisina, y histidina. Los aminoécidos
cargados negativamente (acldico) incluyen &cido aspartico y acido glutamico. Por
via de ejemplo adicional, y no por via de limitacion, tales péptidos también pueden
comprender los aminoécidos D, y /o ellos pueden comprender una proteina

portadora-ineficiente, o una protelna no portadora de ninguna forma.

[0053] Los peptidos FIR pueden comprender péptidos en las cuales “X"
comprende un grupo amino, un grupo acetilo, un grupo hidréfobo, o un grupo
portador macromolecular, y/o *Z° comprende un grupo carboxilo, un grupo amido o

un grupo hidréfobo o un grupo portador macromolecular. Varios aspectos de la
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presente invencién son dibujados a los péptidos en donde la porcién “X" también
se puede seleccionar del grupo que comprende: una porcién hidréfoba, una
porcién carbobenzoxilo, una porcién dansilo, 0 una porcidén-butiloxicarbonilo. En
cualquiera de los péptidos de la presente invenciébn la porcibn “Z° se puede
seleccionar del grupo que comprende: una porcién hidnéfoba, una porcién t-

butiloxicarbonilo.

[0054] En otros aspectos de esta modalidad de la invencién la porcién “X"
puede comprender un grupo portador macromolecular. Tales grupos portadores
macromoleculares se pueden seleccionar del grupo que comprende, pero ho esta
limitado a: un conjugado de lipido, una porcién de polietilenglicol, 0 una porcién de
carbohidrato. De manera similar, el “Z" también puede comprender un grupo
portador macromolecular; en donde dicho portador macromolecular se selecciona
del grupo que comprende, pero no esta limitado a: un conjugado de lipido, una

porcién de polietilenglicol, o una porcién de carbohidrato.

[0055] Varias modalidades .de este aspecto de la invencién también
contemplan péptidos en donde uno o més de las uniones moleculares que enlazan
residuos de aminoécidos adyacentes es una unién no péptido. Tales uniones no
péptidas incluyen, pero no estin limitadas a: uniones imido, éster, hidracina,

semicarbozoide y azo.

[0056] Aln otros aspectos de la presente invencién suministran péptidos en
donde el péptido comprende uno o méas residuos de aminoacido que es/estin en

el aminoécido D-isémero.

o8
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[0057] Otros aspectos de la presente invencién suministran péptidos que
comprenden uno © mas sustituciones de aminoacido en donde el primer residuo
de aminoécido es sustituido por un segundo, diferente residuo de amino acido, en
la secuencia suministrada anteriormente (o un fragmento funcional de esta). En
varios aspectos de esta modalidad, la sustitucion de aminoacido es una sustitucién
conservadora. En otros aspectos de esta invencion la sustitucidn de aminoacido
es una sustitucién no conservadora. Alin otros aspectos de esta modalidad de la
invencion suministra péptidos como se dascribid anteriormente excepto que uno o

mas residuos de aminoécido han sido suprimidos.

[0058] En varios aspectos preferidos de las presentes modalidades los
péptidos FIR comprenden al menos tres residuos contiguos de un FIR. Mas
preferiblemente el péptido FIR comprende al menos 8 residuos contiguos de un
FIR. Como se utiliza aqui el término "péptido o péptidos inhibidores FIR" se refiere
preferiblemente a un péptido o péptidos que tienen la secuencia de un FIR (a un
segmento funcional de éste) y a tales péptidos FIR o segmentos funcionales en los
cuales uno o0 méas aminoacidos es/estan sustituidos por aminoacidos
funcionalmente equivalentes o quimicamente similares (ver infra). También se
refiere a derivados de estos péptidos, que incluyen pero no estan limitados a,
derivados benzilados, derivados glicosilados, y péptidos que incluyen
enantibmeros de aminoacidos de ocurrencia natural. En un aspecto preferido de
esta modalidad el péptido se selecciona de aquellos que tienen la secuencia de
cualquiera de la SEQ ID NOs 1-7, 8-15, 22-25, y 30. En aspectos particularmente
preferidos de esta modalidad el péptido tiene una secuencia seleccionada del

grupo que consiste de la SEQ ID NOs 22-25 y 30.
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[0059] En aln otros aspectos de esta modalidad de la invencion, en los
péptidos FIR se pueden enlazar a una molécula portadora tal como una proteina,

que incluye pero no esta limitado a, sero albimina humana (HSA).

[0080] Adicionalmente, la presente invencion contempla moléculas que
comprenden cualquier combinacién de las porciones X y Z y/o u otras

modificaciones de péptido descritas anteriormente.

[0061] Los péptidos de acuerdo con la presente invencion se pueden
producir de protelnas virales de ocurrencia natural o recombinantes. Ellas también
se pueden producir utilizando técnicas de ADN recombinante estandar (por
ejemplo la expresion del péptido por un microorganismo que contiene una
molécula de &acido nucleico recombinante que codifica el péptido deseado,
expresado bajo el control de un promotor transcripcional adecuado, y la cosecha
del péptido deseado de dicho micro organismo). En un aspecto preferido de la
invencién, cualquiera de los péptidos de la invencién se puede preparar utilizando
cualquier metodologia de sintesis quimica conocida en la técnica que incluye, pero
no estd limitada a, sintesis de fase sdlida Merrifield (Clark-Lewis et al., 1986,
Science 231:134-139).

[0062] Las modalidades de la presente invencién también suministra otros
compuestos Utiles para tratar o prevenir la infeccién de una célula por un virus.
Estos incluyen anticuerpos (o segmentos activos de estos, significando porciones
de los anticuerpos capaces de reconocer especificamente una regién FIR o un
segmento funcional de éste) y otras moléculas. Ciertos aspectos de esta
modalidad de la invenciébn suministran anticuerpos que reconocen

especlificamente un FIR, o un fragmento antigénico de éste y/o son capaces de
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interferir con la interaccién virus:célula suficiente para evitar o reducir la infeccion
de la célula por el virus. Los anticuerpos de acuerdo con estas modalidades de la

invencion pueden ser monoclonales o policlonales.

[0063] Varias modalidades de la invencion suministran métodos para
producir anticuerpos capaces de reconocer especificamente un FIR y/o prevenir o
reducir la infeccién de la célula por el virus. Los métodos generales para producir
anticuerpos son bien conocidos por aquellos expertos en la técnica. Los métodos
para producir anticuerpos de acuerdo con la presente invencion comprenden las
etapas de (i) suministrar un antigeno que comprende un FIR o un fragmento
antigeno de estos (tales antigenos pueden ser un péptido no modificado, un
péptido semejante, un anélogo dipéptido, o un derivado de péptido); (ii) exponer el
sisterma inmune de un animal al antigeno con el fin de inducir una respuesta
inmune; (iii) recolectar los anticuerpos del animal e identificar los anticuerpos o
reconocer especificamente un FIR (o un segmento funcional de este) y/o ser
capaz de inhibir o reducir la infecciér) virus:célula de una manera que responda a

dosis en ensayos que miden la infactibilidad viral.

[0064]} Otra modalidad de la presente invencién suministra métodos para
identificar compuestos capaces de prevenir o inhibir ia infeccién por un virus que
comprende un FIR o que son (tiles como drogas que conducen al desamollo de
drogas para prevenir o inhibir la infeccién viral. Tales métodos comprenden las
etapas de: (i) identificar un virus que tiene al menos una protelna de fusién de
membrana que comprende una regién de iniciacién de fusién que es requisito para
la fusién virus:célula; (ii) preparar un blanco, en donde el blanco comprende una
secuencia de aminoacido de un FIR o un segmento funcional de FIR; (iii)

seleccionar una pluralidad de compuestos para identificar al menos un compuesto
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que se une al blanco, identificando de esta manera un compuesto que se une al
blanco; (iv) seleccionar al menos un compuesio que se une al blanco para
identificar el compuesto que se une al blanco que es capaz de prevenir
especificamente o reducir la infeccién viral por el virus del cual fue obtenido el
blanco o que es (itil como un virus. Como se utiliza aqui la frase “prevenir o reducir
especificamente las infecciones virales®" significa que el compuesto previene
especificamente la infeccién por el virus blanco, sin ningan efecto sustancial o un
virus no relacionado. Por ejemplo, si un compuesto que especificamente previene

la infeccidn por el virus SARS no prevendria la infeccién por el virus HIV-1.

[0065] Como se utilizan aqui los compuestos (por ejemplo drogas o
derivados de drogas) identificados por los métodos descritos anteriormente
pueden ser de cualquier tipo, por via de una lista no exclusiva ellos pueden ser
cualquier péptido (o derivado, analogo, o semejante de este) este incluye péptidos
cortos como son tipicamente empleados en librarias de despliegue de fago,
cualquier anticuerpo o fragmento activo de este (es decir cualquier fragmento, tal
como un Fgp que es capaz de reconocer especificamente el blanco) o cualquier

otra molécula organica o inorganica.

[00686] En cualquier modalidad de la presente invencién el FIR puede ser
desde cualquier virus que tenga una protelna en fusion de membrana que
comprenda al menos dos hélices alfa extendidas, un péptido de fusién, y una
region de iniciacién de fusion. Preferiblemente, el virus se selecciona de una
familia de virus, en donde la familia de virus se selecciona del grupo que consiste
de: arenavirus, coronavirus, filovirus, ortomixovirus, paramixovirus, y retrovirus.
Mas preferiblemente, el virus se selecciona del grupo que consiste de: Virus

Lassa, virus SARS (sindrome respiratorio agudo severo) virus de Ebola, virus de la
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influenza, virus del sarampién, y HIV-1 (virus de la inmunodeficiencia Humana

Tipo 1).

[0067] De acuerdo con varios aspectos de la presente invencion, los
péptidos y/o los factores de la presente invencion (tiles para tratar o prevenir la
infeccion viral de una cé_lula pueden apuntar al blanco de los aminoacidos que
circundan y estan dentro del aro de cistelna FIR, la porcién distante de la hélice N
FIR, cualquiera de las regiones de hidrofobicidad interfacial de FIR, otras dreas del
IFR o cualquier combinacién de estos. Estos factores, anticuerpos, péptidos y
analogos de péptidos (colectivamente compuestos) puede ser utilizado
individualmente, altemativamente ellos se pueden utilizar en combinaciones de
dos o mas para evitar o inhibir la infeccién de la célula por el virus. Los métodos
para prevenir o inhibir la infeccién viral de la célula al interferir con la funcién de
FIR suministrada por la presente invencién también incluye el uso de anticuerpos
neutralizantes, producidos exégenamente o enddgenamente, contra todas las
pon'ciones de del FIR. El propésito de tal uso es interferir con la funcién del FIR,
inhibiendo de esta manera la infecciéon viral de la célula y/o la fusién de la

membrana virus:célula.

[o068] Otras modalidades de la presente invenciébn suministran
composiciones, que incluyen composiciones farmacéuticas, que comprenden
cualquiera y todos los compuestos, péptidos (que incluyen analogos, derivados, y
semejantes de estos), anticuerpos, o cualquier otra moléculas de la presente
invencion identificada por métodos de la presente invencién o identificada por
métodos de la presente invencidén. Estos incluyen, pero no estin limitados a
composiciones que contienen cualquier molécula que comprende, consiste

asencialmente de, o consiste de un FIR, o un segmento funcional de un FiR. Este
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incluye adicionalmente, pero no esta limitado a composiciones que comprenden
cualquier compuesto que reconoce aspecificamente, s& une a, o interfiere con la
funcién del FIR viral. De un FIR viral. Como se utiliza aqul, la frase “que interfiere
con la funcién del FIR"® significa que un compuesto interactia con el FIR o con la
proteina celular que sirve como recepiora que reconoce el FIR con el fin de
prevenir o reducir la infeccién de la célula por el virus. Adicionalmente, se
contempla que las composiciones pueden comprender una de las moléculas

descritas 0 mezclas de dos 0 mas de las moléculas.

[0069] Modalidades adicionales de la presente invencién suministran
métodos para tratar o prevenir infecciones de una célula por un virus {(donde el
virus comprende un FIR) que utiliza cualquiera de los compuestos de la presente
invencién y/o cualquier compuesto identificado por cualquiera de los métodos de la
presente invencidn. Varios aspectos de esta modalidad de la invencién
suministran una cantidad efectiva de cualquiera de las composiciones
farmacéuticas descritas aquf a un paciente que se saspecha esti expuesto a un
virus (o que tiene potencial de estar expuesto a un virus) en donde el virus
comprende un FIR. En varios aspectos de la invencidn la composicidn
farmacéutica comprende un anticuerpo que reconoce especificamente y se une a
un FIR (o a un segmento funcional de FIR) 0 a un fragmento de tal anticuerpo que

reconoce especificamente y se une a un FIR, o un segmento funcional de un FIR.

[0070] Aln otros aspectos de esta modalidad de la invencién suministran los
métodos que comprenden administrar a un paciente una cantidad efectiva de una
composicibn que comprende al menos una molécula de ADN o ARN
recombinante, donde el ARN o el ADN codifica un FIR (o segmento funcional as

este) o una molécula capaz de unirse especificamente a un FIR o un receptor

\OA(
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celular que reconoce un FIR con el fin de prevenir o reducir la infeccion por el
virus. En un aspecto preferido de esta modalidad la molécula de ARN o ADN
recombinante y la composicion farmacéutica comprende ademas los elementos
necesarios para permitie a la proteina codificada por la molécula de ARN o ADN
ser expresada en una célula humana. Por via de ejemplo no exclusivo, en ciertos
aspectos de esta modalidad de la invenciébn la molécula de ARN o ADN

recombinante es parte del plan medio recombinante o un virus recombinante.

EJEMPLOS

Ejemplo 1: Identificaclén del FIR en el virus del Ebola

[0071] El método para identificar el FIR de proteinas de fusion viral Clase |
se puede ilustrar por dos ejemplos. El primer ejemplo de identificacion del FIR en
la glicoproteina 2 de la protelna de fusién Clase 1 minima (GP2) del virus del
Ebola, un filovirus. Los limites de la hélice N y la hélice C del virus del Ebola GP2
se han determinado mediante métodos cristalograficos de rayos x (Malashkevich
et al., 1999). Los aminoacidos terminales de la hélice N contienen la secuencia
ILNRKAIDF (SEQ ID NO:8) que se ajusta al consenso de un ndacleo que
comprende 3 o 4 aminoacidos hidréfobos, un aminoacido cargado Positivamente,
un aminoécido cargado negativamente, un aminoécido aromatico. Entre estas dos
hélices estdn dos cistelnas en la secuencia CHILGPDC (SEQ ID NO:9).
Definiendo los extremos del virus de FIR del virus del Ebola GP2 esta la secuencia
FLLQRWGGTHCILGPDCCI (SEQ ID NO:10), que tiene una calificacién de
hidrofobicidad interfacial Wimley-White 2.59 determinada mediante el programa
MPEX (Jaysinghe et al, 2002). Asl, el FIR del virus del Ebola GP2 se extiende
desde loa aminoacidos 579 a 610.

PCT/US2004/036578 M
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EJEMPLO 2: Identiflcacién del FIR en virus de saramplén

[0072] El segundo ejemplo es una protelna de fusién Clase | compleja, la
proteina F1 del virus del sarampidn, un paramixovirus. Las hélices N y C del virus
del sarampién F1 se pueden identificar al examinar la secuencia primaria de los
aminoécidos con la propension de formar hélices. El alineamiento de la secuencia
primaria del virus del sarampién F1 con la secuencia de aminoacido primaria de la
proteina F1 de otro paramixovirus, el virus de la enfermedad de Newcastle F1,
también puede ayudar en la identificacion d los limites de la hélice. La estructura
de la protefna F1 del virus de |a enfermedad de Newcastle se ha determinado por
métodos cristalograficos de rayos x (Chen et al., 2001). Los limites de las hélices
N- y C- pueden ser asl predichos por los aminoacidos 131-217 y 455-491. Como
contraste al virus del Ebola GP2 y la mayoria de las otras proteinas de fusion
Clase | virales, la secuencia primaria entre las hélices N y C en el virus del
sarampién es mayor de 100 amino Acidos. La region FIR del virus del sarampion
F1 contiene una insercién la cual, luego de la inspeccién de los modelos en
computadora, es obvia para aquellos expertos en la técnica, y asl la estructura FIR
se forma por una disposiciébn secundaria que lleva juntas dos partes de la
secuencia primaria. La secuencia insertada forma un aro externo al FIR. Los
aminoacidos terminales de la hélice N contienen la secuencia LKLLRYYTE (SEQ
ID NO: 11) que se ajusta al consenso de un ndcleo que comprende 3 o 4
aminoacidos hidréfobos, un aminoacido cargado positivaments, un aminoécido
cargado negativamente, y un aminoécido aroméatico. Existen 8 residuos de cistelna
en el virus del sarampién F1 entre las hélices N- y C-. Sobre la base del
alineamiento con el virus de la enfermedad de Newcastie F1 se puede determinar

que las primeras dos cistelnas y las segundas dos cistelnas forman aros
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enlazados con disulfuro. El primer par de cistelnas en la secuencia CTFMPEGTVC
(SEQ ID NO: 12) es parte del FIR por que este se une por una secuencia
WYTTVPKYVATQGYLISNF (SEQ ID NO: 13) con la calificacién de hidrofobicidad
interfacial Wimley-White de 3.36, determinada mediante e programa MPEX. El
segundo par de cistelnas en la sacuencia, CLRGSTKSC (SEQ ID NO:14), también
es parte del FIR por que este es adyacente a una secuencia
TLVSGSFGNRFILSQGNLIANCASILCKCYTTGTIl (SEQ ID NO: 15) con una
hidrifobicidad interfacial Wimley-White de 2.54, determinada por el programa
MPEX. Asl, el FIR del virus del sarampién F1 se extiende desde los aminoacidos
205 a 407, representando los aminoéacidos 221 a 314 una insercibn que no

participa en la funcién FIR.

Ejemplo 3: Identiicaclén De los Péptidos Inhibidores de Fusién de

Coronavirus

Antecedente.

[0073] El sindrome respiratorio agudo severo (SARS) es una enfermedad
recientemente reconocida que se esparce desde el sudeste de la china al final del
2002 comienzos del 2003 a varios paises de Asla, Europa, y Norteamérica (Guan
et al., 2004). El SARS usualmente inicia con una fiebre mayor de 38°C. Los
sintomas iniciales también pueden incluir dolor de cabeza, malestar y sintomas
respiratorios medios. Entre los dlas y una semana, el pacients de SARS puede
desarrollar una tos seca y tener una respiracién dificultosa. Los pacientes en
etapas mas avanzadas de SARS desamollan neumonia o sindrome de dolor
respiratorio. En el foco inicial hubo 8098 casos en el mundo con una mortalidad

total de 9.6%. Un coronavirus previamente no reconocido (CoV) ha sido

lo"(
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demostrado como el causante de la nueva enfermedad {Poutanen et al., 2003;
Peiris et al., 2003; Drosten et al., 2003; Rota et al., 2003; Mara et al., 2003). Las
intervenciones en salud Plblica, tales como la supervisién, restricciones de los
viajes y cuarentenas, contuvieron la expansion original del SARS CoV en el 2003 y
de nuevo parece haberse detenido la expansion del SARS después de la aparicién
de nuevos pocos casos en el 2004. Es desconocido, sin embargo, si estas
medidas de contencion draconiana pueden ser sostenidas con cada aparicion del
SARS CoV en humanos. Adicionalmente, el potencial de este nuavo y algunas

vecss ol letal CoV como amenaza de bioterrarismo es obvio.

[0074] Los coronavirus son virus ARN de hebra positiva largos tipicamente
con un rango de huésped amplio. Como otros virus con cubierta, el CoV entra a
las células blanco mediante fusién entre las membranas viral y celular, un proceso
mediado por la proteina de clavo viral (S). Las proteinas CoV S caracterizadas
hasta la fecha, parecen consistir de dos sub unidades no covalentemente
asociadas, S1 y S$2. Utilizando andlisis computacional, Garry y Gallaher (2003)
primero propusieron que la porcidn de la proteina SARS-CoV S que corresponde a
la sub unidad S2 se ajusta al moldeo prototipico de la protelna de fusidn viral
Clase 1 con base en la presencia de dos regiones de hélice alfa predichas en las
regiones N- y C- terminales del S2 (hélice N, hélice C) y una regidn rica en

aminoacido aromatico justo antes del dominio del ancla de transmembrana.

Materiales y Métodos

[0075] Las células L2 o las células Vero E6 se mantuvieron en monocapas
en un medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) que contiene 0.15% de

HCOj3" suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS) penicilina G (100

PCT/US2004/036578 M

of
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U/mL), estreptomicina (100 mg/mL.), y 2mM L-glutamina a 37°C en una incubadora
con CO; al 5%. La cepa de virus de la hepatitis de ratén (MHV) a59 o la sepa
SARS CoV o HK se propagd6 a células L2. Para ensayos de placa, las células L2 o
las células Vero E6 se sembraron a una densidad de 1x10° células en cada pozo
de una placa de 6 pozos. De cincuenta a 100 placas que forman unidades (p.f.u)
del MHV o SARS CoV se preincubaron con o sin aproximadamente 100 ug/ml del
péptido en DMEM libre de suero durante 1 h., Las células fueron entonces
infactadas con indculo tratado con péptido o inéculo de control de vehiculo.
Después de 1 h de adsorcién, el in6culo se removid, las células fueron lavadas
dos veces con 1X de solucién salina amortiguada con fosfato, y las células fueron
sobrepuestas con 10% de FBS'/DMEM que contiene 0.5% de agarosa
SEAPLAQUE® (Cambrex Bio Science Rockland, Inc., Rockland, ME). Las
monocapas se fijaron con 3.7% de formalina y se tifieron con 1X bioleta cristal 2
dias post infeccién, y los nimeros de placa se determinaron mediante microscopia

de luz-

Resultados y Discusion

[0076] Los péptidos cientificos que comesponden a los dominios de la
protelna MHVo SARS CoV S fueron ensayados por su capacidad para inhibir la
infeccién de estos coronavirus. La capacidad para inhibir la formacién de placas
en monocapas de célula es el ensayo in vitro mas estricto de una droga inhibidora
de infeccion potencial. Dos péptidos (GNHILSLVQNAPYGLYFIHFSW, SEQ ID
NO: 22 y GYFVQDDGEWKFTGSSYYY, SEQ ID NO: 23) provenientes del FIR del
MHV pueden inhibir la formacién de placa mediante MHV, aunque el primer
péptido FIR del MHV es méas eficiente, (ver figura .8A). Dos péptidos provenientes
del FIR del SARS, CoV, (GYHLMSFPQAAPHGVVFLHVTY, SEQ ID NO: 24 y
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sintéticos que inhiban la fusién/infectividad de los miembros de la familia

Coronaviridae

Elemplo 4: Identificacién De Péptidos Inhibldores De Fusidn de Arenavirus.

Antecedentes

[0077] La fiebre de Lassa es una enfermedad hemorragica a menudo fatal
denominada por el pueblo del valle del Rlo Yedseram de Nigeria en el cual
ocurrieron los primeros casos descritos en 1968 (Buckley and Casals, 1970).
Partes de Guinea, Sierra Leona, Nigeria y Liberia son endémicas para el agente
etioldgico, el virus de Lassa, (LasV). El impacto sobre la salud pablica del LasV en
ireas endémicas es inmenso. Los centros para control de enfermedades, y
prevencién (CDC) han estimado que existen 100,000-300,000 casos de Lassa por
afio en Africa Occidental y 5,000 muertes. En algunas partes de Sierra Leona, 10-
15% de los pacientes admitidos en los hospitales tenlan fiebre de Lassa. La
proporcion de fatalidad de los casos para la fiebre de Lassa es tlpicamente del
15% al 20%, aunque la mortalidad total en epidemia puede ser tan alta como del
45%. La proporcién de la mortalidad para mujeres en el Gltimo mes de embarazo
es siempre alta, aproximadamente 90%, y la infeccibn LasV origina altas
proporciones de muerte fetal en todas las etapas de gestacion. La proporcién de
mortalidad para Lassa parece ser mayor en no Africanos, que es la preocupacion
por que en Lassa es la fisbre hemorragica mas cominmente exportada. En razon
de la alta proporcion de casos fatales y de la capacidad de esparcirse faciimente
en contacto humano-humano, el LasV es clasificado por nivel de Bioseguridad 4 y

como agente categoria A de Biodefensa NIAID.
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[0078] El LasV es un miembro de la familia Arenaviridae. El genoma de
arenavirus consiste de dos segmentos de ARN ambisentido de hebra simple.
Cuando se ve mediante microscopla electrénica de transmision, los virus esféricos
recubiertos (didmetro 110-130n m) muestran particulas de grano que son
ribosomas adquiridos de las células huésped (Murphy y Whitfield, 1975). De esta
manera, el uso del nombre de la familia en el Latin “arena®, que significa
“arenoso”.Ademés del LasV, ofros arenavirus que originan enfermedad en
humanos incluyen el virus Junin (fiebre hemorréagica Argentina), el virus Machupo
(fiebre hemorrdgica Boliviana), el virus Guanarito (fiebre hemorragica Venezolana)
y el virus Sabia (fiebre hemorrégica Brazilefia). Los arenavirus son zoondticos;
cada virus estd asociado con especies eépeciﬁcas de roedores (Bowen, Peter, y
Nichol, 1997). El reservorio del LasV es la “rata multimammate® del género
Mastomys (Monath et al., 1974). La amplia distribucion de mastomys en Africa
hace la emadicacién de este reservorio del roedor impractica y ecolégicamente

indeseable.

[0079] Los signos y sintomas de la fiebre del Lassa, que ocurre 1-3
semanas después de la exposicion al virus, son altamente variables, pero pueden
incluir fiebre, dolor en la espalda o abdominal en la parte posterior del extemon,
dolor de garganta, tos, vomito, diarrea, infeccion de la conjuntiva, @ hinchamiento
facial. E| LasV infectan las células endoteliales, dando como resultado una
permeabilidad capilar creciente, disminucién del volumen de circulacién efectivo,
shock, y falla sistémica multiorganica. El sangrado Frank, usualmente de la
mucosa (gomas etc.) ocurre en menos de un tercio de de los casos, pero le
confiere una pobre prognosis. Los problemas neurolégicos también han sido
descritos, incluyendo pérdida de audicién, tremores, y encefalitis. Los pacientes

que sobreviven inician la defervescencia 2-3 semanas después del ataque de la
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enfermedad. La mayoria de las complicaciones comunes de la fiebre de Lassa es
sordera. Sordera unilateral o bilateral temporal 0 permanente ocurre en ~30% de
los pacientes con fiebre de Lassa durante la convalecencia, y no esta asociada
con la severidad de la enfermedad aguda. La droga antiviral ribavirina es efectiva
en el tratamiento de fiebre de Lassa, pero solamente si se administra
tempranamente, (hasta a los 6 dias) en el curso de la enfermedad (Johnson, et al.,
1987; McCormuck et al., 1886) . Es desconocido si la ribavirina es efectiva contra
otros arenavirus, tales como los virus de Junin, Machupo, Guanarito, o Sabia.

Ninguna vacuna contra LasV esta actuaimente disponible.
Materiales y Métodos

[0080] Las células Veto fueron mantenidas en monocapas en Medio Basal
Eaglel (BME) que contiene 10 mM HEPES y 5% de FBS. El virus de Lassa (sepa
Josiah) se propagé sobre las células Vero. Para las placas de ensayo, las células
Vero fueron sembradas a una densidad de 1 x 10° células en cada pozo de placa
a 6 pozos. Cincuenta de 100 p.f.u. del LasV fueron pre incubadas con o sin
péptido en BME libre de suero durante 1 h. Las células fueron entonces infectadas
por indculo tratado con péptido o inégulo de control de vehiculo. Después de 1 h
de adsorcion, el indculo se removio, las células fueron lavadas 2 veces con 1X de
solucion salina amortiguada con fosfato, y las células fueron sobre puestas sobre
2 ml de agarosa al 0.5% en BME que contiene 10 mM de HEPES y 5% de FBS, e
incubadas durante 4 dlas. Una segunda sobre posicién que contiene 5% de rojo

neutro se aplico, y las placas fueron contadas 24 h después.
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Rasultados y Discusién

[0081] Loa péptidos sintéticos que comesponden al dominio FIR de la
glicoproteina de LasV 2 (GP2) fueron ensayados por su capacidad para inhibir la
infeccidn de este arenavirus. Un péptido (NYSKYWYLNHTTTGR), SEQ ID NO: 30
analogo a la secuencia NYSRYWYLNHTSTGK. SEQ ID NO: 1 (LASSA FIR)
puede inhibir la formacién de placa por el LasV (Figura 9). Un péptido analogo a la
ofra regién GP2, el péptido de fusién, (GTFTWTLSDSEGKDTPGGY, SEQ ID
NO:31) también inhibi6 la infeccién del LasV pero en una proporcién menbr (Fig
9). Ninguno de los péptidos inhibidores de arenavirus ha sido reportado.
Colectivamente, este resultado sugiere que nuestras aproximaciones pueden
identificar péptidos sintéticos que inhiben la fusién/infactibilidad de los miembros
del Arenaviridae. Estos resultados, en combinacidon con nuestros resultados con
péptidos inhibidores FIR de coronbavirus, establecen la prueba del principio de

que los péptidos de las regiones FIR pueden funcionar como inhibidores virales.
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(a)

(b)

{c)

REIVINDICACIONES

Un método para identificar un compuesto capaz de prevenir o inhibir la
infeccién viral de una célula huésped, el método comprende:

preparar un blanco que comprende una secuencia de aminoacido de
una regién de iniciacién de fusion viral (FIR), en donde el FIR es de un
virus que tiene una proteina de fusion de membrana que comprende:
(i) al menos dos hélices alfa extendida, (ii) un péptido de fusion, y (iii)
una region de iniciacién de fusion;

seleccionar una pluralidad de compuestos para identificar al menos un
compuesto que se une al blanco, un compuesto que se une al blanco;
seleccionar al menos un compuesto que se une a un blanco para
identificar un compuesto que se une a un blanco capaz de prevenir o
inhibir la infeccién viral de una célula huésped mediante un virus con

una protelina de fusién que comprende el FIR.

El método de la reivindicacién 1 que comprende ademas identificar un
virus que tiene una protelna de fusibn de membrana que comprende:
dos o mas hélices alfa, un péptido de fusion, y una region de iniciacion

de fusion (FIR).

El método de la reivindicacion 1 en donde el blanco es anédlogo de

péptido, un derivado de péptido, o un péptido semejante.

El método de la reivindicacibn 1 en donde el compuesto es un

anticuerpo o un fragmento funcional de este.

2
v
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5. El método de la reivindicacién 1 en donde el virus es de una familia de
virus seleccionado del grupo que consiste de arenavirus, coronavirus,

filovirus ortomixovirus, paramixovirus y retrovirus.

6. El método de la reivindicacién 1 en donde el virus se selecciona del
grupo que consiste de Virus de Lassa, Virus Linfocltico
Coriomeningitico (LCMV), Virus Junin, Virus Machupo, Virus Guanarito,
Virus Sabia, Virus del Sindrome respiratorio Agudo Severo (SARS),
Virus de la hepatitis de Murino (MHV), coronavirus de Bovino,
Coronavirus de Canino, Virus de Peritonitis Infecciosa de Felino, Virus
del Ebola, Virus de Marburg, Virus de la Influenza A. Virus de la
Influenza B, Virus de la Influenza C, Virus del Sarampién, Virus de las
Paperas, Virus del Moquillo Canino, Virus de la Enfermedad de
Newcastle, Virus de la Inmunodeficiencia Humana 1 (HIV-1), Virus de
la Inmunodeficiencia Humana 2 (HIV-2) , virus linfotrépico de célula T
Humano 1 (HTLV-1), Virus Linfotrépico de Célula T Humana 2 (HTLV-
2), particula tipo A Intracistemal Humana 1 (HIAP-1), y particula Tipo A

Intracistemal Humana 2 (HIAP-2).

7. Un péptido aislado que comprende:
(a) Una secuencia de aminoacido o una secuencia anéloga a este de
una region de iniciacion de fusion viral (FIR); o
(b) Un segmento funcional de un FIR o una secuencia analoga a
este de un virus que pertenece a uno de los grupos de las familias de
virus que consisten de arenavirus, coronavirus, filovirus, ortomixovirus,

paramixovirus, y retrovirus, en donde el segmento funcional no incluye

HIV*1 TM CS3.
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El péptido de la reivindicacibn 7 que comprende una secuencia de
aminodacido a una secuencia analoga a este de una region de iniciacion
de fusién viral de un virus en una familia de virus seleccionada del
grupo de las familias de virus que consisten de arenavirus, coronavirus,

filovirus, ortomixovirus, paramixovirus, y retrovirus.

El péptido de la reivindicacién 7 en donde el FIR es de un virus
seleccionado del grupo que consiste de Virus de Lassa, Virus
Linfocltico Coriomeningltico (LCMV), Virus Junin, Virus Machupo, Virus
Guanarito, Virus Sabia, Virus del Sindrome respiratorio Agudo Severo
(SARS), Virus de la hepatitis de Murino (MHV), coronavirus de Bovino,
Coronavirus de Canino, Virus de Peritonitis Infecciosa de Felino, Virus
del Ebola, Virus de Marburg, Virus de la Influenza A. Virus de la
Influenza B, Virus de la Influenza C, Virus del Sarampién, Virus de las
Paperas, Virus del Moquillo Canino, Virus de la Enfermedad de
Newcastle, Virus de la Inmunodeficiencia Humana 1 (HIV-1), Virus de
la Inmunodeficiencia Humana 2 (HIV-2) , virus linfotrépico de célula T
Humano 1 (HTLV-1), Virus linfotrépico de Célula T Humana 2 (HTLV-
2), particula Tipo A Intracistemal Humana 1 (HIAP-1), y particula Tipo
A Intracistemal Humana 2 (HIAP-2). o el fragmento FIR funcional es d
eun vims seleccionado del grupo que consiste de virus de Lassa, Virus
Linfocitico Coriomeningltico (LCMV), Virus Junin, Virus Machupo, Virus
Guanarito, Virus Sabia, Virus del Sindrome respiratorio Agudo Severo
(SARS), Virus de la hepatitis de Murino (MHV), coronavirus de Bovino,
Coronavirus de Canino, Virus de la Peritonitis Infecciosa de Felino,

Virus del Ebola, Virus de Marburg, Virus de la Influenza A. Virus de la
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10.

11.

12.

13.

14.

Influenza B, Virus de la Influenza C, Virus del Sarampién, Virus de las
Paperas, Virus del Moquillo Canino, Virus de la Enfermedad de
Newcastle, Virus de la Inmunodeficiencia Humana 1 (HIV-1), Virus de
la Inmunodeficiencia Humana 2 (HIV-2) , virus linfotrépico de célula T
Humano 1 (HTLV-1), Virus linfotrdpico de Célula T Humana 2 (HTLV-
2), particula Tipo A Intracisternal Humana 1 (HIAP-1), y particula Tipo
A Intracisternal Humana 2 (HIAP-2).

El péptido de la reivindicacién 7 que tiene una secuencia seleccionada

del grupo que consiste de la SEQ ID NOs: 1-7, 8-15, 22-25 y 30.

El péptido de la reivindicacién 7 que tiene una secuencia seleccionada

del grupo que consiste de la SEQ ID NO: 22-25 Y 30.

El péptido de la reivindicacién 7 que tiene una secuencia seleccionada
del grupo que consiste de la SEQ ID NOs: 1-7 o un segmento funcional

de una cualquiera de las SEQ ID NO: 1-7.

Un método para tratar o prevenir una infeccién viral que comprende
administrar a un paciente un compuesto identificado por cualquiera de

los métodos de las reivindicaciones 1 a 6.

Un método para tratar o prevenir una infeccién viral que comprende
administrar a un paciente un péptido de cualquiera de las

reivindicaciones 7 a 12.

12
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15. Un método para tratar o prevenir una infeccion viral que comprende
administrar a un paciente una cantidad efectiva de una composicion
que comprende una molécula de ADN recombinante que posibilita o
estimula al paciente para producir el péptido de cualquiera de las

reivindicaciones 7 a 12.

16. El método para tratar 0 prevenir una infeccién viral que comprende
administrar a un paciente una cantidad efectiva de anticuerpo que se

une especificamente a una regién de iniciacion de fusién.

17. Un anticuerpo aislado identificado mediante el método de la

reivindicacion 1.

18. Un anticuerpo de acuerdo a la reivindicacion 17 capaz de inhibir la
fusibn de membrana de un virus que tiene proteinas de fusion de
membrana que comprende al menos dos hélices alfa extendidas y un
péptido de fusién, en donde estas protelnas comprenden una regién de
iniciacién de fusién (FIR) requisito para fusién de célula, en donde el

anticuerpo se une a unas secuencias de aminoécidos dentro del FIR.

19. Una secuencia de &cido nucleico aislada capaz de codificar un
polipéptido que tiene ia secuencia de un FIR viral o una secuencia
andloga a esta de un virus que pertenece a la familia de los virus
seleccionados del grupo que consiste de arenavirus, coronavirus,

filovirus, ortomixovirus, paramixovirus, y retrovirus.

20. Un método para producir un anticuerpo que comprende:
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(a) suministrar un antigeno capaz de elicitar un anticuerpo que
reconoce especificamente |

(i) una regién de iniciacion de fusién viral (FIR), O

(i) un fragmento de antigeno de un FIR proveniente de un virus que
pertenece a uno de los grupos de las familias de virus que consisten de
arenavirus, coronavirus, filovirus, ortomixovirus, paramixovirus, y
retrovirus, en donde el fragmento no incluye HIV-1 TM CS3;

(b) Introducir dicho antigeno en un animal con el fin de elicitar una
respuesta inmune a esta.

(c) Recolectar anticuerpos de dicho animal

(d) Identificar aquellos anticuerpos que reconocen especificamente un FIR o

un fragmento antigénico de este.

21. El método de la reivindicacion 20 en donde el antigeno consiste de una
secuencia de aminoédcido o secuencia andloga a este de una region de
iniciacion de fusién viral (FIR) de un virus en una familia de virus
seleccionado del grupo de las familias de virus consisten de arenavirus,

coronavirus, filovirus, ortomoxovirus, paramixovirus, y retrovirus.

22. El método de la reivindicacién 20 en donde el antigeno comprende un
andlogo de péptido; un derivado de péptido; o un péptido semejante de

una regién de iniclacién de fusién (o un fragmento antigénico de éste).

23. El método de la reivindicacién 20 en donde el antigeno comprende un

virus aislado o una proteina de fusién de cubierta de un virus aislado.
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24. Un método para identificar una regién de iniciacién de fusién viral (FIR)

en una secuencia de proteina de fusidn viral, el método comprende;

(a) ajustar la secuencia de protelna de fusién viral andamiaje de proteina
de fusién de las membranas HIV
(b) identificar el terminal amino del FIR; y

(c) identificar el terminal carboxi del FIR.

25. El método de la reivindicacién 24 en donde el FIR viral de un virus que
pertenece a la familia de virus seleccionada del grupo que consiste de
arenavirus, coronavirus, filovirus, ortomixovirus, paramixovirus, y

retrovirus.
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SEQUENCE LISTING
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« 0 r 1

<110>» Garry. Jr., Robart F. \ g
Wilson, Russell B.

-y
[

v
i <120> METHOD OF PREVENTING VIRUS:CELL FUSION BY INHIBITING THE FUNCTION
ks OF THE FUSION INITIATICON ‘REGION IN RNA VIRUSES HAVING CLASS I
E:." MEMBRANE FUSOGENIC ENVELOPE PROTEINS
Fg <130> 12920.0013.00PC00

i %
fﬁ <150> US 60/517,181
$d <151> 2003-11-04
H A
ﬂg <160> 31
fi <170> PatentIn version 3.3
“ L]
Fi <210> 1
3 <211> 39
4 i <212> PRT
t_ «213> Artificial Sequence

:4 220>
LA <223> BSynthetic peptide
Fﬂ <400> 1
v
w4 Ieu Ile Mat Lys Asn His Leu Arg Asp Ile Met Gly Ile Pro Tyr Cys
Fﬂ 1 5 10 15 .
&
& Asn Tyr Ser Arg Tyr Trp Tyr Leu Asn His Thr Ser Thr Gly Lys Thr
E% 20 25 30
'S T.eu Pro Arg Cys Trp Leu Ile
Hj 35

3

'3 <210> 2

\ <211> 100

) <212> PRT

.-

<213> Artificial Segquence

<220>
<223> 8Synthetic peptide

<400> 2

Leu Ile Arg Rla Ala Glu Ile Arg Ala Ser Ala Asn Leu Ala Ala Thr
1 - 5 10 15

Lys Met Ser Glu Cys Val Leu Gly Gln Ser Lys Arg Val Asp Phe Cys
20 25 30

T TR "F-W':".'ﬂ"—"‘.?mm -
-it L.

dbmiale e N, o 1 G "M

Gly Lys Gly Tyr His Leu Met Ser Phe Pro Gln Ala Ala Pro His Gly
35 40 45

Val Val Fhe Leu His Val Thr Tyr Val Pro Ser Glm Glu Arg Asn Phe
50 55 60

Thr Thr Ala Pro Ala Ila Cys His Glu Gly Lya Ala Tyr Fhe Pro Arg
65 70 75 80
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Glu Gly Val Phe Val Phe Asn Gly Thr Ser Trp Phe Ile Thr Gln Arg

85 90 95 \A,\

ST YR
pER S LY

S DATeertoteke, L2

- 1,

Asn Pha Phe Ser
100

<210> 3

<211> 232

<212> PRT

<213>. Artificial Sequence

<220>
«223> ESynthetic peptide

<400> 3

TR T I LT " el ALY S SRy,

EL ™ T S VL P, 7T T L A

Leu Arg Thr Phe Ser Ile Leu Asn Arg Lys Ala Ile Asp Phe Leu Leu

iﬁ 1 5 10 15
ﬁ Gln Arg Trp Gly Gly Thr Cys His Ile Leu Gly Pro Asp Cys Cys Ila
2 20 25 30
‘n .
* <210> 4
<211> 43
<212> PRT

<213> Artificial Seguemce

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 4

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

Ser Tyr Asn Ala Glu Leu Leu Val Ala Leu Glu Asn Gln His Thr Ile
20 25 a0

ASp Leu Thr Asp Ser Glu Met Asn Lys Leu Phe
35 40

;

<210> 5

<211> 17

<212> PRT

<213> Artificial Seguence

FEIAY

DAl imuERRT PIABRTNL AT .

——
-

<220>
<223> Bynthetic peptide

<400> 5

Leu Gly Leu Lys Leu ILau Arg Tyr Tyr Thr Glu Ila Leu Ser Leu Fhe
1 5 10 15

f

H Gly

:

) ‘<210> 6
£

<211> 94
' <212> PFRT
. <213> Artificial Seguence

1 <220>
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<223> Synthetic peptide ’Z}
<400> 6 l&.

Trp Tyr Thr Thr Val Pro Lys Tyr Val Ala Thr Gln Gly Tyr Leu Ile
p 5 10 15

Ser Asn Phe Asp Glu Ser Ser Cys Thr Fhe Mat Pro Glu Gly Thr Val

20 25 30
Cys Sar Gln Asn Ala Leu Tyr Pro Mst Ser Pro Leu leu Gln Glu Cys
35 40 45

Leu Arg Gly Ser Thr Lys Sar Cys Ala Arg Thr Leu Val Ser Gly Ber

50 55 60
Phe Gly Asn Arg Fha Ile Leu Ser Gln Gly Asn Leu Ile Ala Asn Cys
65 70 75 BO
Ala Ser Ile Iseu Cys Lys Cys Tyr Thr Thr Gly Thr Ile Ile

BS 90
<210> 7
<211> 57
<212> PRT
«<213> Artificial Sequence
<220>
<223> Bynthetic peptide
<400> 7
Leu Gln Ala Arg Ile Lau Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gla Gln a
1 5 10 15
Leu Leu Gly Ile Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr Ala
20 25 30
Val Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser Asn Lys Ser Leu Glu Gln Ile TP
3s 40 45

Asn His Thr Thr Trp Met Glu Trp Asp

50 55
<210> B8
«<211> 9
<212> PRT
<213> Artificial Sequance
<220>
«<223> Synthetic peptide
<400> B
Ile Leu Asn Arg Lys Ala Ile Asp Phe
1 5
<210> 9
<211> 8
<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
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<223> Bynthetic peptide

<400> 9

Cys His Ile Leun Gly Pro Asp Cysm
1 5

<210> 10

<211> 19

«<2132> PRT

«<213>' Artificial Sequence

«<220>
<223> BSynthetic peptids

«<400> 10

Fhe Leu Leu Gln Arg Trp Gly Gly Thr Cys His Ile Leu Gly Pro Asp
1 . 5 10 15

Cys Cys Ile

<210> 11

<211> 9

«<212> PRT

<213> Artificial Sequenca

<230>
«<223> Bynthatic peptide

<400> 11

.Leu Lys Deu Leu Arg Tyr Tyr Thr Glu
5

k)

<210> 12

<211> 10

<212> PRT

<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 12

Cys Thr Phe Met Bro Glu Gly Thr Val Cya
1 5 10

<210> 13

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 13

Trp Tyr Thr Thr Val Pro Lys Tyr Val Ala Thr Gln Gly Tyr Leu Ile
1 5 10 15

Sexr Asn Phe
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<210> 14

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequemce

- <220> -
<223> Synthetic peptide

<400> 14

Cys Iru Arg Gly Ser Thr Lys Ser Cys
1 5

<210> 15

<211> 36

<212> PRT

<213>» Artificial Seguence

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 15

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

Asn Ieu Ile Ala Asn Cys Ala Ser Ile Lsu Cys Lys Cys Tyr Thr Thr
20 25 k{:}

Gly Thr Ile Ile
35

<210> 16

<211> 234

<212> PRT

<213> LASSA VIROS

e
!
4

<400> 16

Leu Leu Gly Thr Phe Thr Trp Thx Leu Ser Asp Ser Glu Gly Asa Glu
1 5 10 15

AT NP TR

T w "

Thr Pro Gly Gly Tyr Cys Leu Thr Arg Trp Met Leu Ile Glu Ala Glu
20 25 30

y L3
.

e = ¥ 9L PN

Leu Lys Cys Phe Gly Asn Thr Ala Val Ala Lys Cys Asn Glu Lye His
s 40 45

Asp Glu Glu Phe Cys Agsp Met Leu Arg Leu Phe Asp Phe Asn Lys Gln
50 55 60

Ala Ile Arg Arg Leu Lys Thr Glu Ala Gln Met Ser Ile Gln Leu Ile
&5 70 75 80

Y

L

B o

hen Lys Ala Val Asn Ala Leu Ile Asn Asp Gln Leu Ile Met Lys Asn
85 a0 95

His Leu Arg Asp Ile Met Gly Ile Pro Tyr Cys Asn Tyr Ser Arg Tyr
100 io5 110

Trp TyT Leu Asn Hig Thr Ser Thr Gly Lys Thr Ser Leu Pro Arg Cys
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115 120 125

Trp Leu Ile Ser Asn Gly Ser Tyr Leu Asn Glu Thr Lys Phe Ser Asp
130 135 140

Asp Ile Glu Gln Gln Ala Asp Asm Met Ile Thr Glu Met Leu Gln Lys
145 150 155 160

Glu Tyr Ile Asp Arg Gln Gly Lys Thr Pro Leu Gly Len Val Asp Lsu
165 170 175
]
Phe Val Phe Ser Thx Ser Phe Tyr Leu Ile Ser Ile Phe Leu His Leun
180 185 190

val Lys Ile Pro Thr His Arg Hls Ile Val Gly Lys Pro Cys Pro Lys
195 200 . 205

Pro His Arg Leu Asn His Met Gly Ile Cys Ser Cys Gly Leu Tyr Ly®s
210 215 220

Gln Pro Gly Val Pro Val Arg Trp Lys Arg
225 230

<210> 17

<211> 388

<212> PRT

«<213> SARS VIRUS

<400> 17

Trp Thr Fhe Gly Ala Gly Ala Ala Leu Gln Ile Pro Phe Ala Met Gln
1 5 . 10 15

Met Ala Tyr Arg Phe Asn Gly Ile Gly Val Thr Gln Aen Val Leu Tyr
20 25 30

Glu Asn Gln Lys Gln Ile Ala Asn Gln FPhe Asn Lys Ala Ile Ser Gln
35 40 45

Ile Gln Glu Ser Leu Thr Thr Thr Ser Thr Ala I.eu Gly Lys Leu Gln
50 55 60

Asp Val Val Asn Gln Asn Ala Gln Ala Leu Asn Thr Leu Val Lys Gln
65 70 75 80 '

Leu Ser Ser Asn Phe Gly Ala Ile Ser Ser Val Leu Asn Asp Ile Leu
85 90 95

Sexr Arg Leu Asp Lys Val Glu Ala Glu Val Gln Ile Asp Arg Leu Ile
- 100 105 1i0

Thr Gly Arg Leu Gln Ser Leu Gln Thr Tyr Val Thr Gln Gln Leu Ile
115 120 125

Arg Ala Ala Glu Ile Arg Ala Ser Ala Asn Leu Ala Ala Thr Lys Met
130 135 140

Ser Glu Cys Val Leu Gly Gln Ser Lys Arg Val Asp Phe Cys Gly Lys
145 150 155 160

Gly Tyr His Leu Met Ser Phe Pro Gln Ala Ala Pro His Gly Val Val
165 170 175

1B
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- The Leu His Val Thr Tyr Val Pro Ser Gln Glu Arg Asn Phe Thr Thr

Ei 180 185 190

& e
1l Ala Pro Ala Ile Cys His Glu Gly Lys Ala Tyr Phe Pro Arg Glu Gly

¥ : 195 200 205

val Fhe Val Phae Asn Gly Thr Ser Txp Pha Ile Thr Gln Arg Asn Phe

h 210 215 220

L1

;;.'-' Phe Ser Pro Gln Ile Ile Thr Thr Asp Asn Thr Fhe Val Ser Gly Asn
ju: 225 230 235 240

Asp Val val Ile Gly Ile Ile Asn Asn Thr Val Tyr Asp Pro Leu
245 250 255

..F.___.,.
3

Gln Pro Glu Leu Asp Ser Phe Lys Glu Glu Leu Asp Lys Tyr Phe Lys
260 265 270

Sl ale®

Asn His Thr Ser Pro Asp Val Asp Leu Gly Asp Ile Ser Gly Ile Asn
275 280 285

Ala Sar Val Vval Asn Ile Gln Lys Glu Ile Asp Arg Lesu Asn Glu Vval
290 295 300

Ala Lys Asn Leu Asm Glu Ber Leu Ile Asp Leu.Gln Glu Leu Gly Lys
305 b ) 315 320

o
e U F " PR

]

Glu Gln Tyr Ile Lys Trp Pro Trp Tyr Val Trp Leu Gly Phe Ile
325 330 335

Ala Gly Leu Ile Ala Ile Val Mat Val Thr Ile Leu Leu Cys Cys Met
340 345 . 350

Thr Ser Cys Cys Ser Cys Leu Lys Gly Ala Cys Sar Cys 6ly Ser Cys
355 360 365

Cys Lys Phe Asp Glu Asp Asp Ser Glu Pro Val Leu Lys Gly Val Lys
370 375 3go

Ireu His Tyr Thr
385

<210> 18

<211> 175

<212> PRT

<213> EBOLA VIRDS

<400> 18

Glu Ala Ile Val Asn Ala Gln Pro Lya Cys Asn Pro Asn Leu His Tyr
1 5 10 15

Trp Thr Thr Gln Asp Glu Gly Ala Ala Ile Gly Leu Ala Trp Ile Pro
20 25 30

Tyr Phe Gly Pro Ala Ala Glu Gly Ile Tyr Thr Glu Gly Leu Met His
35 40 45

Asn Gln Asp Gly Leu Ile Cys Gly Leu Arg Gln Leu Ala Asn Glu Thr
50 55 60

Thr Gln Ala Leu Glo Leu Phe Leu Arg Ala Thr Thr Glu Leu Arg Thr
65 70 75 80




WO 2005044992 PCT/US2004/036578 1;
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Phe Ser Ile Leu Asn Ary Lys Ala Ile Asp Phe Leu Leu Gln Arg Trp ﬁx
85 90 95 \A(
Gly Gly Thr Cys His Ile Leu Gly Pro Asp Cys Cys Ile Glu Prxo His
100 105 110

Ap TIp Thr Lys Asn Ile Thr Asp Ly’ Ile Asp Gln Ile Ile Hls Asp
115 120 125

Fhe V&l Asp Lys Thr Leu Pro Asp Gln Gly Asp Asn Asp Asn Trp Trp
130 135 140

Thr Gly Trp Arg Gln Trp Ile Pro Ala Gly Ile Gly Val Thr Gly Val
145 150 155 160

Ile Ile Ala Val Ile Ala L.en Phe Cys Ile Cys Lys Phe Val Phe
165 170 175

<210> 19

<211> 191

<212> PRT

<213> INFLUENZA VIRUS

<400> 19

Gly Lem Phe Gly Ala Ile Ala Gly FPhe Ile Glu Asn Gly Trp Glu Gly
1 5 10 15

Mat Ila Asp Gly Trp Tyr Gly Phe Arg His Gln Asn Ser Glu Gly Thr
20 25 30

Gly Gln Ala Ala Asp Leu Lys Ser Thr Gln Ala Ala Ile Asp Gln Ile
35 40 a5

Asn Gly Lys Leu Asn Arg Val Ile Glu Lys Thr Asn Glu Lys Phe His
50 55 .

Gln Ile Glu Lys Glu Phe Ser Glu Val Glu Gly Arg Ile Gln Asp Leu
65 70 75 80

Glu Lys Tyr Val Glu Asp Thr Lys Ile Asp Leu Trp Ser Tyx Asno Ala
B5 S0 95

Glu Leu Leu Val Ala Leu Glu Asn Gln His Thr Ile Asp Leu Thr Asp
100 105 110

Sar Glu Met Asn Lys Ieu Phe Glu Lys Thr Arg Arg Gln Leu Arg Glu
115 120 125
Asn Ala Glu Glu Met Gly Asn Gly Cys Pha Lys Ile Tyr His Lys Cys
130 . 135 140

Asp Asn Ala Cys Ile Glu Ser Ile Arg Asn Gly Thr Tyr Asp His Asp
145 150 155 160

Val Tyr Arg Asp Glu Ala Leu Aan Asn Arg Phe Gln Ile Lys Gly Val
165 174 175

Glu Leu Lys Ber Gly Tyr Lys Asp Trp Arg Cys Asn Ile Cys Ile
180 185 190

<210> 20
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<211> 438
<212> PRT
<213> MEASLES VIRUS

<400> 20

Phe Ala Gly val Val
1 5

Ala Gln Ile Thr Ala
% 20

Gln Ala Ile Asp Asn
. 35

Ile Glu Ala Ile Arg
50

Gly ' Val Gln ABp Tyr
65

Leu Ber Cys AsD Leu
85

Tvr Tyr Thr Glu Ile
100

Ile Ser Ala Glu Ile
115

Asp Ile Asn Lys Val
130

Leu Gly Ile Leu Glu
145

Asp Thr Glu Ser Tyx
165

Ser Glu Ile Lys Gly
180

Asn Ile Gly Ser Gln
185

Thr Gln Gly Tvyr Leu
210

Mat Pro Glu Gly Thr
225 -

Pro Leu Leu Gln Glu
245

Thr Ieu Val Ser Gly
260

Aan Leu Ile nlJ.a Aan
275

Leu Ala Gly

Gly Ila Ala

40

Gln Ala Gly
55

Ila Asn Asn
70

Ile Gly Gln
Leu Ser Leu

Ser Ile Gln
120

Leu Glu Lys
135

Ser Arg Gly
150

Pha Ile Val

Val Ile Val
Glu Trp Tyr
200

Ile Ser hAsn
215

Val Cys Ser
230 .

Cye Leu Arg

Ser Phe Gly

Cya Ala Ser
280

Gly Thr Ile Xle Asn Gln Asp Pro

290

295

913

Ala

Gln

Glu

105

Ala

Ile

His
185

Gln

Gly

265

Ile

Asp

Ala Leu
10

His Gln

Leu Glu

Glu Mat

Leu Ile
75

Leu Gly
[T)]

Gly Pro

L.eu Ser

Gly Tyr

Lys Ala
155

Ser Ile
170

Arg Leu
Thr Val
Asp Glu
ABn Ala

235

Ser Thr
250

Leu Cys

PCT/US2004/036578

Gly Val Ala Thr Ala
15

Ser Met Leu Asn Ser
a0

Thr Thr Asn Gln Ala
45

Ile Leu Ala Vval Gln
60

Pro Ser Met Asn Gln
80

I.eu Lys L.eu Leu Arg
95

.Ser Leu Arg Asp Pro

110

Tyr Ala Leu Gly Gly
125

Ser Gly Gly asp Leu
140

Arg Ila Thr Hia Val
160

Ala Tyr Pro Thr Leu
175

Glu Gly Val Ber Tyr
180

Pro Lys Tyr Val Ala
205

Ser Ser Cys Thr FPha
220

Leu Tyr Pro Met SBer
240

Lys Ser Cys Ala Arg
255

Ile Leu Sex Glan Gly
270

Lys Cys Tyr Thr Thr
285

Lys Ile Leu Thr Tyr Ile Ala

300
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Ala Asp His Cya
305

Gly BSer Arg Arg
Gly Pro Pro Ile

340

Asn Ala Ile Ala
¥ 35%

Asp Gln Tle Leu
a70

Tyr Ile Leu Ile
k1: 1

Leu Ile Cys Cys

Gly Met Ser Arg
420

Ser Tyr Val Arg
435

. <210> 21

<211> 199
<212> PRT
<213> HIV
<400> 21

Ala Val Gly Ile
1

Ser Thr Met Gly
20

Leu Leu Ser Gly
35

Glu Ala Gln Gln
50

Leu Gln Ala Arg
65

Leu lieu Gly Ile
Val Pro Trp Asn
100

Asn His Thr Thr
115

Ser Leu Ile His
130

Asn Glu Gln Glu
145

310

10/13
Pro val Val Glu Val Asn Gly Val Thr Ile Gln val

315

PCT/US2004/036578

320

Tyr Pro Asp hla Val Tyr Leu Hls Arg Ile Asp Leu

325

Ser Leu

Lys Leu

Arg Ber

Ala Val
aso

405

Pro Gly

Ser Leu

Gly Ala

Ala Ala

Ile Vval

His Leu

Ile Leu
70

Trp Gly
85
Ala Ser

Trp Met

Ser Leu

150

3o

335

Glu Arg Leu Asp Val Gly Thr Asn Leu Gly

345

Glu Asp Ala
360

Met Lys Gly
375

Cys leu Gly

Gly Arg Cys

Leu Lys Pro
425

Leu Phe Lau
Ser Met Thr
25

Gln Gln Gln
40

Leu Gin Leu
55

Ala Val Glu

Cys Ser Gly

Trp Ser Aan
105

Lys Glu Leu
Leu Ser Bar
380

Gly Leu Ile
395

Asn Lyw Lys
410

Asp Leu Thr

Gly Phe Len
10

Leu Thr vVal

Asn Asn Leu

Thr Val Trp
60

Arg Tyr Leu
75

Lys Leu Ile
90

Lya Ser Leu

Glu Trp Asp Arg Glu Ila

120

Ile Glu Glu
135

Glu Leu Asp

Ser Gln Asn
140

Lys Trp Ala
155

350

Leu Glu Ser Ber
365

Thr Ser Ile Val
Gly Ile Pro Ala
400

Gly Glu Gln val
415

Gly Thr Ser Lys
430

Gly Ala Ala Gly
15

Gln Ala Arg Gln
30

Leu Arg Ala Ile
45

Gly Ile Lys Gln
Lys Asp G1ln Gln
+80

Cys Thr Thr Ala
95

Glu Gln Ile Trp
110

Asn Asn Tyr Thr
125

Gln Gln Glu Lys

Ser Leu Trp Asn
160

A

a
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WO 2005/044992 PCT/US2004/036578
1113

Trp Phe Aan Ile Thr Asn Trp Leu Trp Tyr Ils Lys Leu Phe Ile Met Y{5(:)
165 170 175

Ile Val Gly Gly Leu Val Gly Leu Arg Ile Val Phe Ala Val Leu Ser
180 185 190

Ile Val Asn Arg Val Arg Gln
185

<210> 22

«<211> 22

<212> PRT

<213> Aartificial seqguence

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 22

Gly Asn His Ile Leu Ser l:eu Val Gln Asn Ala Pro Tyr Gly Leu Tyr
1 5 io 15

Phe XIle His Phe Ser Trp
20

<210> 23

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 23

Gly Tyr Pha Val Gln Asp ahp Gly Giu Trp Lys Phe Thr Gly Ser Ser
1 5 10 15

Tyr Tyr Tyr

<210> 24

<211> 22

<212> PRT

«213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetle peptide

<4d00> 24

gly Tyr His Leu Met Ser Phe Pro Gln Ala Ala Pro His Gly Val Val
5 10 15

Phe Leu Hig Val Thr Tyr
20

<210> 25

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial saquence
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<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 25

Gly Vval Phe Val Phe Asn Gly Thr Ser Trp Phe Ile Thr Gln Arg Asn
1 5 10 15

Phe Pha Ser

¥
<210> 26
<211> 19
<212> PRT
<313> Artificial sequence

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 26

Met Phe Pro Pro Trp Ser Ala Ala Ala Gly Val Pro Phe Ser Leu Ser
1 5 10 15

Val Gln Tyr

<210> 27

<211> 26

«<212> PRT

<213> Artificia) ssquence

- <220>
<223> §Synthetic peptide

<400> 27

Gln Asp Ala Ile Lys Lys Leu Aan Glu Ser Tyr Ile Asn Ieu Lys Glu
1 5 10 15

Val Gly Thr Tyr Glu Met Tyr Vel Lys Txp
20 25

<210> 28

<211> 19

«212> PRT

<213> Artificial seguence

<220>
<223> Synthetic peptide

<400> 28

Met Tyr Lys Thr Pro Thr Leu Lys Tyr Phe Gly Gly Phe Asn Phe Ser
1 5 10 15

Gln Ile Leu

<210> 29

<211> 28

<212> PRT

«<213> Artificial sequence
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1313

<220> \6”

«223> Synthatic peptide
<400> 285

Ala Ala Cys Glu Val Ala Lys Asn Leu Asn Glu Ser Leu Ile Asp Leu
1 5 1D 15

Gln Glu Leu Gly Lye Tyr Glu Gln Tyr Ila Lys Trp
20 25
2

<210> 30

<211> 15

«<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Synthatic péptide

<400> 30

Asn Tyr Ser Lys Tyxr Tzp Tyr Leu Asn His Thr Thr Thr Gly Arg
1 5 10 15

<210> 31

<211> 19

<212> PRT

<213> Artificial sequence

<220>

«223> Synthetic peptide

<400> 31

Gly Thr Phe Thr Txrp Thr Leu Ser Asp Ser Glu Gly Lys Asp Thr Pro
1 5 10 15

Gly Gly Tyr
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

. . DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
21 N° de solciud: (1) It C: CIaN
22) Fecha de soliciud: (T\)Scicitants(s) THE ADMINISTRATORS OF THE TULANE
EDUCATIONAL FUND
(30)Prioddad  (31) BO5171681  (32) OAM103  (33) US
(72) Ivenior(es)  ROBERT R. GARRY
WILSON RUSSELL
(74) Apoderado:  EMILIO FERRERO
(85 Fecha imits iniio fase nacional:  0A/0&/2008 (67) Publicadon mtemeciona
(88)  Datos relativos @ la prasentacin de la solicitud PCT Fecha: 18/05/2005
Fecha de presentacion de la soliciud:  03/11/2004 N° publicacion; WO 2005/044992 A2
No. de solicud PCT/US2004/038578

(54) Tiulo:  METODO PARA PREVENIR LA FUSION VIRUS-CELULA AL INHIBIR LA FUNCION DE LA REGION DE INICIACION DE
FUSION EN VIRUS ARN QUE TIENEN PROTEINAS DE CUBIERTA FUSOGENICA DE MEMBRANA CLASE |

Reivindicacidn{es):

1. Un meétodo para identificar un compuesto capaz de

prevenir o inhibir la infeccidn viral de una clula hudsped, el coronavirus, flovirus orfomixovirus, parambeavirus y
método comprande: retrovirus.

(a) preparar un blanco que comprende una
sacuencla de aminoécido de una region do
iniclacién de fusidn viral (FIR), en donde el
FIR es de un virus que tiene una proteina de
fusibn de membrana que comprende: {f) al
menoa dos héfices alfa extendida, (I} un
péptido de fusion, y () una regidn de
iniclacién de fusidn;

(b)  seleccionar una plurakidad de compuesios
para idenfificar al menos un compuesio que
8@ une al blanco, un compuesto que se une al
bianco;

© saleccionar al menos un compuesto que se
une a un blanco para kientificar un compuesto
que &8 une a un bianco capaz de prevenlr o
Inhibir |a infeccidn viral de una célula huésped
mediante un virus con una proteina de fusidn
que comprende el FIR.

2 El méodo de la reivindicacion 1 que
comprende ademas identificar un virus que
fiene una proteina de fusién de membrana
que comprends: dos ¢ méas héiices alfa, un
pépiido de fusidn, y una regidn de iniciacidn
de fusion (FIR).

3 El método de la relvindicacidn 1 en donde el
blanco es andlogo de péptido, un derivado de

6. El métndo de la reivindicacion 1 en donde el
virus se selecciona del grupo que consiste de
Vius de Lessa, Vius Linfocitico
Corlomeningltico (LCMV), Virus Junin, Virus
Machupo, Virus Guanarito, Virus Sabia, Virus
del Sindrome respimiorio Agude Severo
{SARS), Viue de la hepalitis da Murino
{MHV), coronavirus de Bovino, Coronavirus
de Canino, Virus de Peritonitis Infecciosa de
Felino, Virus del Ebola, Virus de Marburg,
Virus do |a Influenza A Virus de [a Influenza
B, Vius de la Influenza C, Virus del
Sarampién, Virus de las Paperas, Virus del
Moqullio Canino, Virus de la Enfermedad de
Newcastle, Vius de la Inmunodeficiencia
Humana 1 (HIV-1}, Vius de |a
Inmunodeficlencia Humana 2 (HIV-2) , virus
linfotrdpico de ¢élula T Humano 1 (HTLV-1),
Virus Linfotrdpico de Célula T Humana 2
(HTLV-2), particula fipo A Intracistemal
Humana 1 (HIAP-1), y particula Tipo A
Infracisiamal Humana 2 (HIAP-2).

1. Un péplido aisiado que comprende:
(a) Una sacuancia de aminoécido o una
sacuencia andloga & este de una regién de
Iniclacién de fusion viral {FIR); o

péptido, o un péplido semejante. (b}Un segmento funcional da un FIR o una
secuancia andloga a este de un vius que

4, El método de la reivindicacién 1 en donde el pertanece & uno de los grupos de las familias
compuesto es un anticuerpo o un fragmento de vius que consisien de arenavirus,
funcional de este, coronavirus, filovirus, ortombxovirus,

5. El método de la relvindicacién 1 en donde el
virus es de una familia de virus seleccionado
del grupo que consiste de arenavirus,

paramboovirus, y retroviius, en donde el
segmento funcional no incluye HIV*1 TM CS3.
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SUPERINTENDENCIA

Delegatura de Propiedad Industrial
Divisién de Nuevas Creaciones

REQUISITOS NECESARIOS PARA PRESENTACION Y AGILIZACION DEL

TRAMITE
_ USUARIO RADICADOR
PATENTE DE INVENCION ( )  MODELO DE UTILIDAD ( ) () ()
-Indicacién de que se solicitz la concesién de una pahnh./ / () - ().
-Datos de ldnntlﬂucl.b}dal solicitants o de la persons gus se
presenta |a sollcitud () ()
-Descripcion de la Invlnclﬁn/ ' () ()
-Dibujos de ser estos portlnlnm./ () { )
<Gomprobante de Pago de las tasas utabloddn/ () ()
COMPLETA  ( ) INCOMPLETA ( ) ) ()
DISENO INDUSTRIAL  { )
_-Indicacién de que se solicita el registro de Disefio Industrial. () ()
-Datos de identiicacion del solicktante o de 1a persona gue se
presenta la sollcltud. ' () ()
-Representacién grifica y I'otogliﬂcl del Disefiv Industrial o muutrl
del Materiai que Incorpora al dsefic. { ) ()
~Comprobante de Pago de |as tasas establecldas. () ()
COMPLETA  ( ) INCOMPLETA ( ) (1 - ()
ESQUEMADE TRAZADO ( )
-Indlcacién de que se sollcita el reglstro de Disefio Industrial. ‘ () ()
-Datos de ldentificaclén del solicitants o de la pareona que se
presenta la olicttud. (") ()
-Representacién gréfica del Esquema Trazado, . ) { }
Comprobants de Pago de las tsas establecidas. o) { )
1
COMPLETA () INCOMPLETA ( ) () ()

Firmia Responasble V[/w, /(/L/

Fecha: (\,/ )‘) "o Ob




REPUBLICA DE COLOMBIA \65\/
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Bogoté4,
2020

Doctor{a)

FERRERO EMILIO

Apoderado(a) y/o Representante de

THE ADMINISTRATORS OF THE TULANE EDUCATIOMAL FUMD

REFERENCIA Radicacién No. 6 52022
Solicitud internaciomal PCT/UB2004/036578
Fecha inicio fase naclonal 04/06/2006

Trimite 11
Evento 379
Actuacién 430
Oficlo No. Juuuéﬁaﬁ

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la DecisiSn 486 de la ComiaiSn de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patemtes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Cilrcular
Onica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica gue:

1. 81 fueres el caso, el solicitante debe adjuntar la traducciém de los anexcs del
reporte de examen preliminar intermacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La solicitud no contiene la copia del documento en que conata la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Decisién 486.

En cumplimiente de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisién 486, se le
requiere para gue dentro del término de dos meses siguientes a la fecha da
notificacién del presente oficico, camplete los requisitos anteriormente enunciadoa.
En casc de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
conglderari abandonada y perderi su prelacldn.

Notifiquese el pres
@), del capitulo quin

ficlio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
titulo primexro de la Circular Unica No.10 de 2001.

ALIX CARMEN. CESPEDES DE VERGEL
Jefe de la vipgi6én de Ruevas Creaciones

or requerimiento fue notificado por fijaciém en 1lista de

gicham " "‘ SEI u?

adpall



