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DESCRIPCION
Composiciones para la estimulacién de resistencia inmunitaria innata de mamiferos a patogenos
Antecedentes de la invencién
I. Campo de la invencion

La presente invencion se refiere generalmente a los campos de la microbiologia, inmunologia y farmacoterapia
antimicrobiana. Mas particularmente, las composiciones de la invencion se refieren a la modulacién de inmunidad
innata en los pulmones de un individuo para el tratamiento o atenuacion de infeccién o invasion microbiana usando
composiciones de molécula pequefia.

Il. Antecedentes

La susceptibilidad de los pulmones a la infeccién surge de los requisitos arquitecténicos del intercambio de gases.
Para soportar la ventilacion, los seres humanos exponen continuamente 100 m? de area superficial de pulmon al
entorno externo. Los pulmones se exponen no solo al aire, sino también a las particulas, gotitas y patégenos que
estan suspensas dentro de él. A diferencia de las superficies cutaneas que estan envueltas en piel impermeable o el
tubo gastrointestinal con una gruesa manta adsorbente de moco, los pulmones presentan una gran superficie de
separacion medioambiental con una defensa de barrera minima. Se excluye una barrera mas sustancial por la
demanda de difusion gaseosa sin obstaculos.

A pesar de su vulnerabilidad estructural, los pulmones generalmente se defienden a si mismos satisfactoriamente
contra la infecciébn mediante una variedad de mecanismos mecanicos, humorales y celulares (Knowles et al., 2002;
Martin y Frevert, 2005; Rogan, et al., 2006; Travis, et al., 2001); (Mizgerd, 2008; Bals y Hiemstra, 2004; Bartlett et al.,
2008; Hiemstra, 2007; Hippenstiel et al., 2006; Schutte y McCray, 2002). La mayoria de los patégenos microbianos
inhalados dejan de penetrar en los alvéolos debido al impacto contra las paredes de las vias respiratorias, en las que
quedan atrapados por moco y luego se expulsan por el sistema escalador mucociliar (Knowles et al., 2002). Para
aquellos patégenos que escapan de este destino, la presencia constitutiva de péptidos antimicrobianos en el fluido
de revestimiento de las vias respiratorias limita su crecimiento (Rogan et al., 2006; Travis, et al., 2001). Los
macréfagos alveolares que residen en los espacios aéreos mas distales pueden ingerir estos organismos, limpiando
asi los pulmones de una posible infeccion.

Aunque frecuentemente se consideran barreras de intercambio de gas pasivas, las vias respiratorias y epitelios
alveolares complementan las defensas del pulmén basicas experimentando sorprendentes cambios estructurales y
funcionales locales cuando se encuentran estimulos patdégenos. En respuesta a inflamacion viral, fungica o alérgica,
las células secretoras de las vias respiratorias rapidamente aumentan su altura y llenan su citoplasma apical con
granulos secretores, un proceso llamado metaplasia inflamatoria (Evans et al., 2004; Williams et al., 2006). En
presencia de patdgenos, los epitelios alveolares activan sus sistemas plasmalemales y la maquinaria secretora,
cooperando asi los leucocitos en la proteccion del pulmén (Evans et al., 2005). Quizas, y lo que es mas importante,
las interacciones microbianas con receptores de reconocimiento de patrones epiteliales respiratorios producen
numerosos productos microbicidas que van a expresarse en el fluido de revestimiento de las vias respiratorias, que
incluye defensinas, catelicidinas, lisozima y especies reactivas de oxigeno (Rogan et al., 2006; Forteza et al., 2005;
Akinbi et al., 2000; Bals y Hiemstra, 2004; Bals y Hiemstra, 2006). Debe observarse que la neumonia (bacteriana o
viral) es la principal causa de muerte por infeccion en el mundo.

Existe la necesidad de métodos y composiciones adicionales para inhibir y/o tratar infecciones microbianas.
Resumen de la invencion

La presente invencion se define por las reivindicaciones. Proporciona composiciones que estimulan la resistencia
innata (resistencia innata estimulada (StIR)). También se desvelan métodos de uso de tales composiciones para
estimular la StIR. En ciertas realizaciones, la StIR es StIR del pulmdn. Un aspecto de la invencion proporciona una
mayor relacion terapéutica/toxicidad o indice. Realizaciones de la invencién incluyen composiciones y formulaciones
para la potenciacion de las defensas biolégicas del sujeto mamifero, por ejemplo, humanas, contra infeccion, por
ejemplo, la inmunidad del sujeto contra infeccién. En ciertos aspectos, las composiciones de la invencién se
depositan en una cantidad eficaz en los pulmones de un individuo. Aspectos de la invencidn proporcionan un
potenciamiento rapido y temporal o aumento de las defensas biol6gicas contra la infeccion microbiana. La
potenciaciéon de la inmunidad de un sujeto atenua las infecciones microbianas. La atenuacién puede ser inhibiendo,
tratando o previniendo la infeccién o crecimiento microbiano o supervivencia. Los aspectos de la invencion potencian
las defensas del pulmén y las vias respiratorias de un sujeto.

En ciertos aspectos de la divulgacién se contemplan métodos para tratar, inhibir o atenuar una infeccion microbiana
en un individuo que tiene o esta en riesgo de desarrollar una infeccion tal, métodos que comprenden administrar una
cantidad eficaz de una composicion de StIR que comprende uno o mas ligandos para uno o mas receptores innatos.
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Se han identificado varios receptores innatos que incluyen, pero no se limitan a, receptor similar a Toll (TLR),
receptores de lectina tipo C (CLR) y receptores similares al dominio de oligomerizacién de unién a nucleétidos
(receptores similares a Nod o NLR). Los TLR son una clase de proteinas que desempefian una funcién clave en el
sistema inmunitario innato. Son receptores no cataliticos que atraviesan una unica membrana que reconocen
moléculas estructuralmente conservadas derivadas de microbios. Una vez estos microbios estan presentes sobre o
en la piel o tubo intestinal, pulmén y mucosa genitourinaria, son reconocidos por TLR, que activan respuestas de
células inmunitarias. De forma interesante, muchos de estos agonistas de TLR no inducen una StIR significativa
cuando se administran solos. Normalmente, un individuo o sujeto que esta tratandose usando los métodos descritos
en el presente documento se ha expuesto a un microbio patégeno o esta en riesgo de tal exposicion.

Ciertas realizaciones de la divulgacién se refieren a composiciones que pueden administrarse a las vias respiratorias
que comprenden 1, 2, 3, 4 o mas agonistas de TLR, ademas de métodos que usan tales composiciones. Los
agonistas de TLR estan seleccionados de agonista de TLR2/1, TLR2/6, TLR3, TLR4, TLR5, TLR9 o TLRY7. En
ciertos aspectos, los agonistas de TLR estan seleccionados de agonista de TLR9 y TLR2/6. En otro aspecto, los
agonistas de TLR estan seleccionados de agonista de TLR5. En todavia otro aspecto, un agonista de TLR5 puede
usarse en combinacién con un agonista de TLR2/6, TLR4, TLR9 o TLRY7. En ciertos aspectos, un agonista de TLR9
puede usarse en combinacion con TLR2/6, TLR4, TLR5 o TLR7. En otro aspecto, un agonista de TLR2/6 puede
usarse en combinacién con un agonista de TLR4, TLR5, TLR9 o TLR7. En ciertos aspectos, un agonista de TLR4
puede usarse en combinacioén con un agonista de TLR2/6, TLR5, TLR9 o TLRY7. En otro aspecto, un agonista de
TLR7 puede usarse en combinacién con un agonista de TLR2/6, TLR4, TLR5 o TLR9. En todavia otro aspecto,
cualquiera de estas dobles combinaciones puede incluir un tercer o un cuarto o un quinto agonista de TLR
seleccionado de un agonista de TLR2/6, TLR4, TLR5, TLR9 o TLRY.

Ciertas realizaciones de la divulgacion se refieren a métodos para tratar, inhibir o atenuar una infecciéon microbiana
que comprende administrar una cantidad eficaz de un agonista de TLR9 y un agonista de TLR2/6 a un individuo que
ha estado o esta en riesgo de desarrollar o adquirir una infeccion microbiana. En ciertos aspectos, el agonista de
TLR2/6 es PAM2CSK4. En otro aspecto, el agonista de TLR9 es un oligodesoxinucleétido tipo C (ODN). ElI ODN tipo
C puede incluir, pero no se limita a, ODN2395 u ODNM362 u ODN10101 u otro ODN tipo C o analogo del mismo. En
ciertos aspectos, el sujeto se ha expuesto o esta en riesgo de exposicién a un microbio patdgeno. El microbio puede
ser un virus, una bacteria o un hongo.

En otros aspectos, el agonista de TLR9 y el agonista de TLR2/6 se administran en una formulacion nebulizada. El
agonista de TLR9 y/o el agonista de TLR2/6 pueden administrarse en una cantidad de aproximadamente 0,1, 1, 5,
10, 50 ug o mg/kg a aproximadamente 5, 10, 50, 100 pg o mg/kg del peso corporal del individuo, que incluye todos
los valores e intervalos intermedios.

Ciertas realizaciones se refieren a una composicion farmacéuticamente aceptable que comprende un agonista de
TLR9 y un agonista de TLR2/6, un agente antiinflamatorio y uno o mas excipientes farmacéuticos, en la que dicha
composicion es estéril y esencialmente libre de microbios patdgenos. En ciertos aspectos, el agonista de TLR2/6 es
PAM2CSK4. En otro aspecto, el agonista de TLR9 es un oligodesoxinucleétido tipo C (ODN). El ODN tipo C puede
incluir, pero no se limita a, ODN2395 u ODNM362 u ODN10101.

En ciertos aspectos, la composicion de StIR comprende un polipéptido de flagelina que comprende 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 6 22 aminoacidos consecutivos del péptido QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA (SEC ID
N°: 2), que se conoce como un agonista de TLR5, o un segmento o derivado del mismo. Un polipéptido de la
divulgacion también puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos el 70, 80 o el 90 %, que
incluye todos los valores e intervalos intermedios, idéntica a SEC ID N°: 2. En otros aspectos, la flagelina es un
polipéptido o péptido de flagelina sintetizado y/o purificado o aislado. El término “purificado” o “aislado” significa que
el componente se aislé o purificd previamente de otras proteinas o reactivos o subproductos de sintesis, y que el
componente es al menos aproximadamente el 95 % puro antes de formularse en la composicion. En ciertas
realizaciones, el componente purificado o aislado es aproximadamente o es al menos aproximadamente el 80, 95,
96, 97, 98, 99, 99,1, 99,2, 99,3, 994, 99,5 % o0 mas puro, o cualquier intervalo derivable en su interior. Un
componente purificado tal puede entonces mezclarse con otros componentes para formar una composicién como se
describe en el presente documento.

Una proteina flagelina recombinante o fragmento o segmento de la misma comprende 5, 10, 15, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 30, 35, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150, 200, 250, 300, 350 6 400 aminoacidos consecutivos,
que incluyen todos los valores e intervalos intermedios, de SEC ID N°: 2 u otros polipéptidos de flagelina. Estos
fragmentos o segmentos son al menos, como maximo, o aproximadamente el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 o
el 100 % idénticos a SEC ID N°: 2 u otros polipéptidos de flagelina. En ciertos aspectos, un polipéptido de flagelina o
segmento es al menos el 75 % idéntico a la secuencia de SEC ID N°: 2. En otro aspecto, el polipéptido de flagelina o
segmento es al menos el 80 % idéntico a la secuencia de SEC ID N°: 2. En otro aspecto, el polipéptido de flagelina o
segmento es al menos el 85 % idéntico a la secuencia de SEC ID N°: 2. En otro aspecto, el polipéptido de flagelina o
segmento es al menos el 90 % idéntico a la secuencia de SEC ID N°: 2. En otro aspecto, el polipéptido de flagelina o
segmento es al menos el 95 % idéntico a la secuencia de SEC ID N°: 2. Derivados o variantes de flagelina o sus
segmentos incluyen mutaciones de insercion, deleciéon y puntuales de SEC ID N° 2. Una mutaciéon de insercion
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particular es una proteina de fusion que comprende la secuencia de aminoacidos exoégena a flagelina en el extremo
carboxi o amino. Se conocen varias proteinas flagelina en la técnica e incluyen, pero no se limitan a, una flagelina
que tiene el numero de acceso BAB58984 (gi|14278896); YP_001330159 (gi|150402865); YP_001323483
(9i|150399716); CAA28975 (gi|1333716); CAA02137 (gi|1567895); CAA67105 (gi|1580779); AAR10473
(9i|38049688); CAR58992 (gi|197093531); YP_001217666 (gi|147675484); CAL12564 (gi|122089712); BAD14977
(9i|46093563); o CAD05707 (gi|16503200).

Las realizaciones de la invenciéon pueden administrarse por las vias respiratorias. Las composiciones para el uso de
la invencién incluyen la administracion de una composicién por inhalaciéon u otros métodos de administracion a las
vias respiratorias superiores y/o inferiores. En ciertos aspectos, la administracién es por inhalacién. En ciertos
aspectos, la composiciéon de StIR se administra en una formulacién nebulizada o aerosolizada. En otro aspecto, la
composicion esta aerosolizada o nebulizada o en una forma que puede ser inhalada por o instilarse en un sujeto. La
composicion puede administrarse por inhalacion o inspiraciéon. La composicion de StIR, que incluye agonista de TLR
individualmente o en agregado, puede administrarse en una cantidad de aproximadamente 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5,
10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 uyg o mg/kg a aproximadamente 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100, 125, 150, 200 pug o mg/kg de peso corporal del individuo. En otros aspectos, un sujeto puede administrarse con
aproximadamente 0,01, 0,05. 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100,
125, 150, 200 pg o mg de StIR o agonista de TLR individualmente o todos los agonistas de TLR totales. El sujeto
puede estar en riesgo de exposicibn a o exponerse a un virus, bacteria u hongo inhalado. Todavia otras
realizaciones de la divulgacién incluyen métodos en los que la composicién se administra antes; después; durante;
antes y después; antes y durante; durante y después; antes, después de y durante la exposicion o exposicion
sospechada o elevado riesgo de exposicion al organismo. El sujeto puede exponerse a un arma biolégica o a un
patégeno oportunista. En aspectos particulares, el sujeto estd inmunocomprometido, tal como un paciente con
cancer o un paciente con SIDA.

En otra realizaciébn mas, la presente divulgacién se refiere a una composicion farmacéuticamente aceptable que
comprende uno o mas agonistas de TLR; un agente antiinflamatorio; un agente antimicrobiano; y/o uno o mas
excipientes farmacéuticos. Normalmente, tales composiciones son estériles y esencialmente libres de microbios
patégenos.

En ciertos aspectos, el microbio patégeno o potencialmente patdégeno que esta tratandose o contra el cual se
protege es un virus, una bacteria y/o un hongo. En ciertos aspectos, un microbio es un virus. El virus puede ser de
las familias de virus Adenoviridae, Coronaviridae, Filoviridae, Flaviviridae, Hepadnaviridae, Herpesviridae,
Orthomyxoviridae, Paramyxovirinae, Pneumovirinae, Picornaviridae, Poxyiridae, Retroviridae o Togaviridae; y/o
paragripe, gripe, H5N1, Marburgo, Ebola, coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave, virus de la fiebre
amairilla, virus respiratorio sincitial humano, hantavirus o virus de la variolovacuna.

En todavia otro aspecto, el microbio patégeno o potencialmente patdgeno que esta tratandose o contra el cual se
protege es una bacteria. Una bacteria puede ser una bacteria intracelular, una Gram-positiva o una Gram-negativa.
En otro aspecto, la bacteria incluye, pero no se limita a, una bacteria Staphylococcus, Bacillus, Francisella o
Yersinia. En todavia otro aspecto, la bacteria es Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis,
Pseudomonas aeruginosa o Staphylococcus aureus. En ciertas realizaciones, una bacteria es Bacillus anthracis y/o
Staphylococcus aureus. En todavia otro aspecto, una bacteria es una bacteria resistente a farmacos, tal como una
Staphylococcus aureus resistente a multiples farmacos (MRSA). Bacilos Gram-negativos médicamente relevantes
representativos incluyen Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Legionella pneumophila, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Serratia marcescens, Helicobacter pilori,
Salmonella enteritidis y Salmonella typhi. Bacterias Gram-positivas representativas incluyen, pero no se limitan a,
Bacillus, Listeria, Staphylococcus, Streptococcus, Enterococcus, Actinobacteria y Clostridium mycoplasma que
carecen de paredes celulares y no pueden tefirse con Gram, que incluyen aquellas bacterias que se derivan de
tales formas.

En todavia otro aspecto, el microbio patégeno o potencialmente patégeno que esta tratandose o contra el cual se
protege es un hongo, tal como miembros de la familia Aspergillus, Candida, Cryptococus, Histoplasma, Coccidioides,
Blastomyces, Pneumocystis o Zygomyces. En todavia otras realizaciones, un hongo incluye, pero no se limita a,
Aspergillus fumigatus, Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis o
Pneumocystis carinii. La familia zigomicetos incluye Basidiobolales (Basidiobolaceae), Dimargaritales
(Dimargaritaceae), Endogonales (Endogonaceae), Entomophthorales (Ancylistaceae, Completoriaceae,
Entomophthoraceae, Meristacraceae, Neozygitaceae), Kickxellales (Kickxellaceae), Mortierellales (Mortierellaceae),
Mucorales y Zoopagales. La familia Aspergillus incluye, pero no se limita a, Aspergillus caesiellus, A. candidus, A.
carneus, A. clavatus, A. deflectus, A. flavus, A. fumigatus, A. glaucus, A. nidulans, A. niger, A. ochraceus, A. oryzae,
A. parasiticus, A. penicilloides, A. restrictus, A. sojae, A. sydowi, A. tamari, A. terreus, A. ustus, A. versicolor y
similares. La familia Candida incluye, pero no se limita a, Candida albicans, C. dubliniensis, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. kefyr, C. krusei, C. lusitaniae, C. milleri, C. oleophila, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. utilis y
similares.
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En ciertos aspectos, la bacteria patdbgena es una bacteria intracelular, una Gram-positiva o una Gram-negativa. En
ciertas realizaciones, la bacteria es una Streptococcus, Staphylococcus, Bacillus, Francisella o Yersinia. En todavia
otros aspectos, la bacteria es Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis, Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y/o Burkholderia cepacia.

Los términos “atenuar”, “inhibir”, “reducir” o “prevencion”, o cualquier variacion de estos términos, cuando se usan en
las reivindicaciones y/o la memoria descriptiva, incluyen cualquier disminuciéon medible o inhibicién completa para
lograr un resultado deseado, por ejemplo, reduccién en la carga o crecimiento de microbios tras la exposicion.

El uso de la palabra “un” o “una” cuando se usa conjuntamente con el término “que comprende” en las
reivindicaciones y/o la memoria descriptiva puede significar “uno”, pero también esta de acuerdo con el significado

de “uno o mas”, “al menos uno”, y “uno o mas de uno”.

Se contempla que cualquier realizacion tratada en el presente documento puede implementarse con respecto a
cualquier método o composiciones de la divulgacion, y viceversa. Ademas, pueden usarse composiciones Yy kits de
la divulgacion para lograr los métodos de la divulgacién.

En toda la presente solicitud, el término “aproximadamente” se usa para indicar que un valor incluye la desviacién
estandar del error para el dispositivo o método que se emplea para determinar el valor.

El uso del término “0” en las reivindicaciones se usa para significar “y/0”, a menos que se indique explicitamente
para referirse a alternativas solo o las alternativas son mutuamente excluyentes, aunque la divulgacion soporte una
definicion que se refiere a solo alternativas y “y/0.” En cierta lista que incluye y/o, 0, 0 y uno o mas de los miembros
enumerados pueden excluirse especificamente de la lista.

Como se usa en esta memoria descriptiva y reivindicacion (reivindicaciones), las palabras “que comprende” (y
cualquier forma de que comprende, tal como “comprenden” y “comprende”), “que tiene” (y cualquier forma de que
tiene, tal como “tienen” y “tiene”), “que incluye” (y cualquier forma de que incluye, tal como “incluye” y “incluyen”) o
“que contiene” (y cualquier forma de que contiene, tal como “contiene” y “contienen”) son incluyentes o de extremos
abiertos y no excluyen elementos adicionales no citados o etapas del método.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran evidentes de la siguiente descripcion
detallada. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcion detallada y los ejemplos especificos, aunque indican
realizaciones especificas de la invencion, se facilitan a modo de ilustracion solo, ya que diversos cambios y
modificaciones dentro del espiritu y alcance de la invencion seran evidentes para aquellos expertos en la materia de
esta descripcion detallada.

Descripcion de los dibujos

Los siguientes dibujos forman parte de la presente memoria descriptiva y estan incluidos para demostrar
adicionalmente ciertos aspectos de la presente invencién. La invencion puede entenderse mejor por referencia a uno
0 mas de estos dibujos en combinacion con la descripcion detallada de realizaciones especificas presentadas en el
presente documento.

FIG. 1. La endotoxina natural (un agonista de TLR4) induce algunas StIR. Se expusieron ratones Swiss-
Webster no mutados (10/grupo) a S. pneumoniae (5 x 10'® UFC/ml) 24 h después del tratamiento a lisado de
NTHI (“NTHi sup”), la concentracion de LPS estimada que estaba en el lisado de NTHi (“Endotoxina 1x”), diez
veces el LPS que se creia que estaba en el lisado (“Endotoxina 10x”) o sin tratamiento.

FIG. 2. El lipido A hexacilado sintético (agonista de TLR4) no induce StIR. Se trataron ratones Swiss-Webster
no mutados (8/grupo) con suspensiones de lipido A sintético o PBS 24 h antes de la exposicion a P.
aeruginosa.

FIG. 3. Se muestra un experimento representativo de ratones Swiss-Webster (8/grupo) tratados con alta o baja
dosis de imiquimod (agonista de TLR7) o PBS 24 h antes de la exposicion infecciosa a P. aeruginosa.

FIG. 4. Estimulacion de TLR9 solo induce proteccion minima. Ratones Swiss-Webster no mutados (8/grupo) se
trataron con PBS u ODN2395 24 h antes de la infeccidén con P. aeruginosa inhalado.

FIG. 5. El tratamiento de alta dosis con un agonista de TLR2/6 induce StIR. Se trataron ratones Swiss-Webster
no mutados con alta o baja dosis de Pam2CSK4 o PBS 24 h antes de la infeccion con P. aeruginosa.

FIG. 6. Una combinacion de agonistas de TLR induce mayor StIR que cualquiera solo. Ratones Swiss-Webster
no mutados se trataron con ODN2395 (20 pg/ml, 8 ratones), Pam2CSK4 (20 ug/ml, 8 ratones), ambos
agonistas (10 ratones), o PBS (10 ratones).
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FIG. 7. Un fragmento sintético de flagelina (agonista de TLR5) induce StIR. Un segmento altamente
conservado de 22 aminoacidos de flagelina o PBS solo se aerosolizé a Swiss-Webster no mutados 24 h antes
de la infeccién con P. aeruginosa.

FIG. 8. Efecto de la infeccion en aerosol de la gripe A/HK del deposito de pulmédn 11-29-05 sobre el peso
corporal: Un tratamiento con aerosol de 30 min; dosis del virus de la gripe: ~100 TCIDso/ratén. El peso
disminuye inicialmente a medida que avanza la infeccion, reflejando la gravedad de la enfermedad, luego
aumenta durante la recuperacion.

FIG. 9. Efecto de la infeccién en aerosol de la gripe A/HK del deposito de pulmén 11-29-05 sobre la
supervivencia: Un tratamiento con aerosol de 30 min; dosis del virus de la gripe: ~100 TCIDso/raton.

FIG. 10. llustra el efecto de un pretratamiento con aerosol de 30 min con ODN/PAM2/poli IC sobre la
supervivencia de ratones infectados con aerosol de la gripe A/HK; dosis viral ~130 TCIDsp/raton.

FIG. 11. Efecto de la infecciéon en aerosol de la gripe A/HK del depésito de pulmén 11-29-05 sobre el peso
corporal: Un tratamiento con aerosol de 30 min; dosis del virus de la gripe: ~100 TCIDso/raton. El peso
disminuye inicialmente a medida que avanza la infeccion, reflejando la gravedad de la enfermedad, luego
aumenta durante la recuperacion.

FIG. 12A y 12B. Se requiere sefializacién de MyD88 pero no de TRIF, para la resistencia inducida por lisado
bacteriano a neumonia. FIG. 12A. Ratones Myd88 y no mutados se expusieron por inhalacion a P. aeruginosa
con o sin pretratamiento 24 h antes con un lisado aerosolizado de H. influenzae no tipificable (NTHi). /Izquierda,
supervivencia (N = 10 ratones/grupo, *p<0,0001). Derecha, carga bacteriana de pulmén inmediatamente
después de la infeccion (derecha, N = 3 ratones/grupo *p<0,004, 1p=0,39 frente a control no mutado). FIG.
12B. Exposicion a P. aeruginosa de ratones Trif" con o sin pretratamiento con el lisado bacteriano. /zquierda,
supervivencia (N = 10 ratones/grupo, *p<0,0001). Derecha, carga bacteriana de pulmén inmediatamente
después de la infeccién (N = 3 ratones/grupo, *p<0,0001).

FIG. 13. La destruccion de patogenos inducida no esta alterada en ratones deficientes en el receptor de
interleucina-1. Se trataron ratones //1r-I- y no mutados con PBS aerosolizado o un lisado de Haemophilus
influenzae no tipificable (NTHi) 24 h antes de la exposicion a P. aeruginosa. Se muestra la carga bacteriana de
homogeneizados de pulmén inmediatamente después de la infeccion. (N = 3 ratones/grupo, *p=0,001 frente a
no mutados + PBS, **p=0,01 frente a l/1r-/-, 1p=0,66 frente a no mutados + PBS, $p=0,89 frente a no mutados
+ NTHi)

FIG. 14. Recuentos de leucocitos en liquido de lavado broncoalveolar después del tratamiento con
ligandos de TLR sintéticos individuales. Se sometieron ratones a BAL 24 h después del tratamiento con
PBS o uno de los siguientes ligandos de TLR: Pam3CSK4 (agonista de TLR2/1, 1 pg/ml, 3 pyg/ml,10 pg/ml),
Pam2CSK4 (agonista de TLR2/6, 1 ug/ml, 3 pyg/ml, 10 pyg/ml), poli (I:C) (agonista de TLR3, 1 pg/ml, 10 pug/ml,
100 pg/ml), lipido A sintético (MPLA, agonista de TLR4, 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pyg/ml), FIg22 (sintético 22-mero
de flagelina, agonista de TLR5, 10 pg/ml, 100 pyg/ml, 1000 pug/ml), imiquimod (TLR7 y TLR8, 100 pg/ml, 300
pg/ml, 1000 ug/ml) u ODN2395 (agonista de TLR9, 2 ug/ml, 20 yg/ml). Se muestran recuentos de neutrofilos
(barras negras) y recuentos de macrofagos (barras grises) en liquido de BAL.

FIG. 15A - 15G. El tratamiento aerosolizado con ligandos de TLR sintéticos individuales no induce un alto nivel
de resistencia contra neumonia. Se expusieron ratones no mutados a P. aeruginosa después del tratamiento (8
ml nebulizados durante 20 min) con PBS o los siguientes ligandos de TLR sintéticos 24 h antes: FIG. 15A.
Agonista de TLR2/1 Pam3CSK4 100 yg/ml, FIG. 15B. Agonista de TLR2/6 Pam2CSK4 10 pg/ml, FIG. 15C.
Agonista de TLR3 poli (I:C) 100 pg/ml, FIG. 15D. Agonista de TLR4 MPLA 100 pg/ml, FIG. 15E. Agonista de
TLR5 Flg22 100 ug/ml, FIG. 15F. Agonista de TLR7 y TLR8 imiquimod 1 mg/ml, o FIG. 15G. Agonista de TLR9
ODN 2395 20 pg/ml. Las curvas de supervivencia son ejemplos representativos de al menos tres experimentos
distintos para ratones tratados y no tratados (N = 8 ratones/grupo, *p=0,5, **p=1,0, 1p=0,47, 1p=0,2).

FIG. 16A - 16C. Los agonistas de TLR2/6 y TLR9 cooperan para inducir resistencia contra neumonia
bacteriana. FIG. 16A. Izquierda, supervivencia de ratones expuestos a P. aeruginosa 24 h después del
tratamiento con PBS, Pam2CSK4 10 pg/ml, ODN 2395 20 ug/ml, la combinacion, o la combinacion a dosis
doble (N = 6 ratones/grupo, 1p=0,008 frente a PBS). Derecha, carga bacteriana de homogeneizados de pulmén
inmediatamente después de la infeccién con P. aeruginosa (N = 3 ratones/grupo, #p=0,045 frente a PBS,
##p=0,030 frente a PBS). FIG. 16B. Izquierda, supervivencia de ratones expuestos a S. pneumoniae 24 h
después del tratamiento con PBS, Pam2CSK4 10 ug/ml, ODN 2395 20 ug/ml, la combinacion, o la combinacién
a dosis doble (N = 10 ratones/grupo, 1p<0,0001 frente a tratados con PBS). Derecha, carga bactenana de
homogeneizados de pulmén inmediatamente después de la infeccion por S. pneumoniae 2x10"° (N =
ratones/grupo, 1p<0,001, $p<0,0001). FIG. 16C. Recuento de células de BAL de ratones 4 6 24 h después del
tratamiento con PBS, Pam2CSK4 10 pug/ml, ODN 2395 20 ug/ml, o la combinacién de Pam2CSK4 y ODN2395
(N = 3 ratones/grupo, *p=0,016 frente a PBS, **p<0,0001 frente a PBS, 1p=0,041 frente a Pam2 solo).
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FIG. 17A - 17F. No todas las combinaciones de agonistas de TLR proporcionan proteccion significativa contra
neumonia. Se expusieron ratones no mutados a P. aeruginosa siguiendo el tratamiento con PBS o las
siguientes combinaciones de agonistas de TLR 24 h antes: FIG. 17A. Pam2CSK4 y poli (I:C), FIG. 17B.
Pam2CSK4 y Fig22, FIG. 17C. Pam2CSK4 e imiquimod, FIG. 17D. ODN2395 y poli (I:C), FIG. 17E. ODN2395
y Flg22, FIG. 17F. ODN2395 y Pam3CSK4. Las curvas de supervivencia son ejemplos representativos de al
menos tres experimentos distintos (N = 8 ratones/grupo, *p=0,20, **p=0,08, tp=1,0, 1p=0,5).

FIG. 18A - 18B. TLR2 es suficiente para promover la sinergia protectora de Pam2CSK4 y ODN2395, pero no
se requiere para resistencia inducida. FIG. 18A. Izquierda, supervivencia de ratones Tir2™ y no mutados
expuestos a P. aeruginosa con o sin tratamiento con ODN2395 y Pam2CSK4 24 h antes (N = 8 ratones/grupo,
*p<0,0002). Derecha, carga bacteriana de homogeneizados de pulmén inmediatamente después de la
infeccion con P. aeruginosa (N = 4 ratones/grupo, **p<0,0001 frente a no mutados + PBS, 1p=0,59 frente a
TIr2" + PBS). FIG. 18B. Izquierda, supervivencia de ratones TLR2™ y no mutados expuestos a P. aeruginosa
con o sin tratamiento 24 h antes con un lisado aerosolizado de H. influenzae no tipificable (NTHi) (N = 10
ratones/grupo, *p<0,0002). Derecha, carga bacteriana de homogeneizados de pulmén inmediatamente
después de la infeccion con P. aeruginosa (N = 3 ratones/grupo, p=0,03 frente a no mutados + PBS, #p=0,002
frente a TIr2” + PBS).

FIG. 19A - 19B. ODN de CpG de clase C de union a TLR9, pero no de clase A o B, interaccionan
sinérgicamente con Pam2CSK4 para inducir resistencia a neumonia bacteriana. FIG. 19A. Supervivencia de
ratones no mutados tratados con Pam2CSK4 y ODN2395 o Pam2CSK4 y un ODN de control negativo 24 h
antes de la exposicion a P. aeruginosa (N = 10 ratones/grupo, *p<0,0001). FIG. 19B. Supervivencia de ratones
no mutados expuestos a P. aeruginosa 24 h después del tratamiento con PBS o0 Pam2CSK4 combinado con un
ODN de CpG de clase A (ODN1585 u ODN2216), un ODN de CpG de clase B (ODN 2006-G5) o un ODN de
CpG de clase C (M362 u ODN2395) (N = 10 ratones/grupo, *p=0,01 frente a PBS, **p=0,0001 frente a PBS;
1p=0,3 frente a Pam2 + ODN2395).

FIG. 20A - 20D. Los agonistas de TLR2/6 y TLR9 cooperan para inducir la destruccién bacteriana por células
epiteliales respiratorias murinas y humanas in vitro. FIG. 20A. Células MLE-15 se trataron con Pam2CSK4 (10
pg/ml) y/u ODN2395 (20 pg/ml) durante 4 h antes de la infeccion con B. anthracis (1000 esporas). Se muestran
las UFC bacterianas 4 h después de la infeccion (*p=0,05 frente a PBS, **p=0,016 frente a PBS, #p>0,05 frente
a cualquier agonista individual). FIG. 20B. El medio de cultivo de MLE (sin células) se tratd con ODN2395 y
Pam2CSK4, se infectd con B. anthracis (1000 esporas) y se cultivd después de 4 h (1p=1,0). FIG. 20C. Se
trataron células A549 con ODN2395 y Pam2CSK4 durante 4 h antes de la infeccion con P. aeruginosa (2700
UFC). Se muestran UFC bacterianas 4 h después de la infeccién (*p=0,01 frente a PBS, **p=0,003 frente a
PBS, ***p=0,001 frente a PBS, #p=>0,05 frente a cualquier agonista individual). FIG. 20D. Se trat6 medio de
cultivo de MLE (sin células) con ODN2395 y Pam2CSK4, se infectd con P. aeruginosa (4000 UFC) y se cultivd
después de 4 h (+p=0,58).

FIG. 21. Supervivencia de ratones Swiss-Webster inmunizados con diversos agonistas de TLR sintéticos y
expuestos intranasalmente a 5 DL50 de esporas Ames de Bacillus anthracis (MD-10-013). Se pretrataron
ratones con agonistas de TLR aerosolizados como se indica 24 horas antes de la exposicion a carbunco. ALIIS
= lisado bacteriano de NTHi, 2395 = ODN2395, 10101 = ODN10101, M362 = ODN-M362. 1x = ODN a 40 pg/ml
y Pam2 a 20 pg/ml.

FIG. 22. Efecto del pretratamiento con aerosol con lisado de ODN/Pam2 o NTHi sobre la supervivencia de
ratones infectados con gripe A/HK. Un tratamiento con aerosol de 30 min; dosis del virus de la gripe: ~100
TCIDsg/raton.

Descripcion detallada de la invencidn

El sistema inmunitario es el sistema de células y érganos especializados que protegen un organismo de influencias
biolégicas externas. Cuando el sistema inmunitario esta funcionando apropiadamente, protege el cuerpo contra
infecciones microbianas, y destruye células cancerosas y sustancias extrafias. Si el sistema inmunitario se debilita,
su capacidad para defender el cuerpo también se debilita, permitiendo que los patdgenos crezcan en el cuerpo.

El sistema inmunitario se divide frecuentemente en: (a) una inmunidad innata comprendida de componentes que
proporcionan una “primera linea” inmediata de defensa para repeler continuamente patégenos y (b) una inmunidad
adaptativa (adquirida) que comprende la fabricacion de anticuerpos y la produccién o estimulacion de linfocitos T
especificamente disefiados para elegir como diana patégenos particulares. Usando inmunidad adaptativa el cuerpo
puede desarrollar con el tiempo una inmunidad especifica a patdégeno(s) particular(es). Esta respuesta dura dias en
desarrollarse, y asi no es eficaz en prevenir una invasion inicial, pero normalmente prevendra cualquier infeccion
posterior, y también ayuda a despejar infecciones de mayor duracion.

En respuesta a ciertos estimulos inflamatorios, las células secretoras del epitelio de las vias respiratorias de ratones
y seres humanos rapidamente experimentan un cambio sorprendente en la estructura llamado metaplasia
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inflamatoria. La mayoria de los cambios estructurales pueden atribuirse a la elevada produccidon de mucinas
formadoras de gel secretadas, mientras que macromoléculas adicionales con funciones en la secrecion de mucinas,
destruccion microbiana o sefializacion inflamatoria también estan reguladas por incremento. Se cree que la funcién
fisiolégica de esta respuesta es el aumento de las defensas locales contra patégenos microbianos, aunque esa
hipétesis solo ha recibido prueba formal limitada. Paradéjicamente, la excesiva produccién y secrecion de mucinas
formadoras de gel es una causa importante de obstruccion del flujo de aire en enfermedades inflamatorias comunes
de las vias respiratorias tales como asma, fibrosis quistica y enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC). La
estimulacion de la inmunidad innata sin la produccién de mucina proporcionaria un método adicional de atenuar la
infeccion de las vias respiratorias previniendo y/o tratando un sujeto.

Realizaciones de la divulgacion incluyen la estimulacion de las vias respiratorias de un sujeto con una composicién
que comprende 1, 2, 3, 4 0 mas agonistas de TLR, que incluyen segmentos o derivados o analogos de los mismos.
Un sujeto administrado con una composicién de la invencion proporciona una respuesta terapéutica, profilactica o
terapéutica y profilactica a un organismo posiblemente infectante. En aspectos particulares, una composicion se
aerosoliza y administra mediante las vias respiratorias. La composicion se usa para inducir o de otro modo provocar
un efecto protector, por ejemplo, activando o aumentando la inmunidad innata de los pulmones.

Ciertos aspectos de la divulgaciéon incluyen moléculas pequefias y/o agonistas de TLR derivados de diversos
microorganismos o sintetizados por el hombre. Normalmente, el agonista de molécula pequefia y/o de TLR no
produce una elevada producciéon de mucinas secretadas. Las realizaciones de la divulgacion pueden usarse como
terapéutico preventivo y preferente contra, por ejemplo, armas biolégicas, microbios neo-virulentos o microbios
oportunistas.

|I. COMPOSICIONES DE StIR
A. Compuestos y restos heterélogos

Varias moléculas de no huésped o heterélogas puede estimular, potenciar o contribuir a la produccion de una
respuesta inmunitaria. Estos restos incluyen diversos agonistas de receptores innatos y/o componentes microbianos.

1. Ligandos de receptores innatos

Los receptores de reconocimiento de patrones, o PRR (receptores innatos), son proteinas expresadas por células
del sistema inmunitario innato para identificar patrones moleculares asociados a patégenos, o PAMP, que estan
asociados a patdégenos microbianos o estrés celular. Los PAMP incluyen, pero no se limitan a, hidratos de carbono
bacterianos (por ejemplo, lipopolisacarido o LPS, manosa), acidos nucleicos (por ejemplo, ADN o ARN bacteriano o
viral), peptidoglicanos y acidos lipoteicoicos (de bacterias Gram-positivas), N-formilmetionina, lipoproteinas,
glucanos fungicos y similares.

Los PRR se clasifican normalmente segin su especificidad por ligando, funcion, localizacién y/o relaciones
evolutivas. Basandose en la funcion, los PRR pueden dividirse en PRR endociticos o PRR de sefalizacién. Los PRR
de sefalizacion incluyen las grandes familias de receptores similares a Toll unidos a la membrana y receptores
similares a NOD citoplasmicos. Los PRR endociticos promueven la unién, engullicion y destruccion de
microorganismos por fagocitos, sin transmitir una sefial intracelular. Estos PRR reconocen hidratos de carbono e
incluyen receptores de manosa de macrofagos, receptores de glucano presentes sobre todos los fagocitos y
receptores depuradores que reconocen ligandos cargados, se encuentran en todos los fagocitos y median en la
eliminacion de células apoptosicas.

Se han identificado varios receptores innatos que incluyen, pero no se limitan a, receptor similar a Toll (TLR),
receptor de lectina tipo C (CLR) y receptores similares al dominio de oligomerizacion de unién a nucleotidos
(receptor similar a Nod o NLR). Los TLR son una clase de proteinas que desempefian una funcion clave en el
sistema inmunitario innato. Son receptores no cataliticos que atraviesan una Unica membrana que reconocen
moléculas estructuralmente conservadas derivadas de microbios. Una vez estos microbios estan presentes sobre o
en la piel o mucosa del tubo intestinal, son reconocidos por TLR que activan respuestas de células inmunitarias. De
forma interesante, muchos de estos agonistas de TLR no inducen una StIR significativa cuando se administran
solos. Normalmente, un individuo o sujeto que esta tratandose usando los métodos descritos en el presente
documento se ha expuesto a un microbio patégeno o esta en riesgo de tal exposicion.

a. Agonista de receptores similares a Toll (TLR)

Los receptores similares a Toll (TLR) son los mejor caracterizados de los PRR (Ishii et al., 2008). Son proteinas
transmembrana altamente conservadas que consisten en un ectodominio con multiples repeticiones ricas en leucina
para el reconocimiento de patrones, una hélice a que atraviesa la membrana y un dominio del receptor de
Toll/interleucina-1 (TIR) para la sefializacion intracelular. Se han identificado al menos 13 de los TLR de mamifero,
localizandose cada uno especificamente en tanto la membrana plasmatica como las membranas endosémicas, y
detectando cada uno un complemento Unico de PAMP (Akira et al., 2006; Shi et al., 2006). Tras el reconocimiento de
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PAMP, la transduccién de sefales se produce mediante el reclutamiento especifico de TLR de combinaciones de
proteinas adaptadoras de TIR citosoélicas. En sintonia con una o mas de las otras cuatro adaptadoras, la proteina
adaptadora de TIR MyD88 se requiere para la sefializacion de la mayoria de los TLR. Los acontecimientos de
sefalizacion independientes de MyD88 observados de TLR3 y TLR4 requieren el adaptador de TIR TRIF (también
conocido como TICAM-1), con o sin participacion de TRAM (Yamamoto et al., 2003). La cascada de sefializacion de
adaptadores de TIR especificos de TLR activa factores de transcripcion especificos de receptor, tales como NF-kB,
proteina-1 activante y factores reguladores de interferén (IRF), que conducen a la expresién de genes inflamatorios y
antimicrobianos (Akira et al., 2006; O'Neill, L.A., y Bowie, 2007; Takeda, K. y Akira, 2004).

Un agonista de TLR es cualquier compuesto o sustancia que funciona activando un TLR, por ejemplo, para inducir
un acontecimiento de sefalizacidbn mediado por una ruta de transduccién de sefiales de TLR. Agonistas de TLR
adecuados incluyen agonistas de TLR1, agonistas de TLR2, agonistas de TLR3, agonistas de TLR4, agonistas de
TLRS5, agonistas de TLR6, agonistas de TLR7, agonistas de TLR8 y agonistas de TLR9.

Ahora se ha reconocido ampliamente que la generaciéon de inmunidad protectora depende no solo de la exposicion a
antigeno, sino también del contexto en el que se encuentra el antigeno. Existen numerosos ejemplos en los que la
introduccion de un antigeno novedoso en un huésped en un contexto inflamatorio genera tolerancia inmunolégica en
vez de inmunidad a largo plazo mientras que la exposicién al antigeno en presencia de un agente inflamatorio
(adyuvante) induce inmunidad (Mondino et al., 1996; Pulendran et al., 1998; Jenkins et al., 1994; y Keamey et al.).
Desde que puede significar la diferencia entre tolerancia e inmunidad, se han realizado muchos esfuerzos en
descubrir los “adyuvantes” presentes dentro de agentes infecciosos que estimulan las rutas moleculares que
participan en la creacién del contexto inmunogénico apropiado de la presentacion de antigeno. Ahora se sabe que
mucha de la actividad de adyuvante es debida a interacciones de productos microbianos y virales con diferentes
miembros de los receptores similares a Toll (TLR) expresados sobre células inmunitarias (Beutler et al., 2004;
Kaisho, 2002; Akira et al., 2003; y Takeda y Akira, 2004). Los TLR se llaman por su homologia a una molécula en la
Drosophila, llamada Toll, que funciona en el desarrollo de la misma y participa en la inmunidad antimicrobiana
(Lernaitre et al., 1996; y Hashimoto et al., 1988).

Un trabajo temprano mostré que los homoélogos de mamifero a Toll y las moléculas de la ruta de Toll fueron criticos
para la capacidad de células del sistema inmunitario innato para responder a exposiciones microbianas y
subproductos microbianos (Medzhitov et al., 1997; Medzhitov et al., 1998; Medzhitov et al., 2000; y Janeway et al.,
2002). Desde la identificacion de LPS como agonista de TLR4 (Poltorak et al., 1998) se han descrito numerosos
otros agonistas de TLR tales como polipéptidos HPV de multitipo tri-acilo (TLR1), peptidoglicano, acido lipoteicoico y
Pam3Cys (TLR2), ARNbc (TLM), flagelina (TLR5), polipéptidos HPV de multitipo diacilo tales como Malp-2 (TLR6),
imidazoquinolinas y ARN monocatenario (TLR7.8), ADN bacteriano, secuencias de ADN de CpG sin metilar, e
incluso complejos de ADN gendmico humano-anticuerpos (TLR9) (Takeuchi et al., 2001; Edwards et al.,2002;
Hayashi et al., 2003; Nagase et al., 2003).

El término “agonista”, como se usa en el presente documento, se refiere a un compuesto que pueden combinarse
con un receptor (por ejemplo, un TLR) para producir una actividad celular. Un agonista puede ser un ligando que se
une directamente al receptor. Alternativamente, un agonista puede combinarse con un receptor indirectamente, por
ejemplo, (a) formando un complejo con otra molécula que se une directamente al receptor, o (b) de otro modo
produce la modificacion de otro compuesto de manera que el otro compuesto se una directamente al receptor. Un
agonista puede denominarse un agonista de un TLR particular (por ejemplo, un agonista de TLR7) o una
combinacion particular de TLR (por ejemplo, un agonista de TLR 7/8 -- un agonista de tanto TLR7 como TLR8).

Los términos “CpG-ODN”, “acido nucleico CpG”, “polinucleétido CpG” y “oligonucleétido CpG”, usados
indistintamente en el presente documento, se refieren a un polinucleétido que comprende al menos un resto 5'-CG-
3', y en muchas realizaciones comprende un resto 5'-CG-3' sin metilar. En general, un acido nucleico CpG es un
polinucleétido de ADN o ARN mono o bicatenario que tiene al menos seis bases de nucleétidos que pueden
comprender, o consistir en, un nucleétido modificado o una secuencia de nucledsidos modificados. En algunas
realizaciones, el resto 5-CG-3' del acido nucleico CpG es parte de una secuencia de nucleétidos palindrémica. En
algunas realizaciones, el resto 5'-CG-3' del acido nucleico CpG es parte de una secuencia de nucleétidos no
palindrémica.

Agonistas de TLR adecuados incluyen agonistas de TLR que se producen naturalmente aislados; y agonistas de
TLR sintéticos. Los agonistas de TLR aislados de una fuente que se produce naturalmente de agonista de TLR
estan generalmente purificados, por ejemplo, el agonista de TLR purificado es al menos aproximadamente el 80 %
puro, al menos aproximadamente el 90 % puro, al menos aproximadamente el 95 % puro, al menos
aproximadamente el 98 % puro, al menos aproximadamente el 99 % puro, o superior al 99 % puro. Agonistas de
TLR sintéticos se preparan por métodos convencionales, y son generalmente al menos aproximadamente el 80 %
puros, al menos aproximadamente el 90 % puros, al menos aproximadamente el 95 % puros, al menos
aproximadamente el 98 % puros, al menos aproximadamente el 99 % puros, o superior al 99 % puros.

Agonistas de TLR adecuados incluyen agonistas de TLR que no estan unidos a ningun otro compuesto. Agonistas
de TLR adecuados incluyen agonistas de TLR que estan unidos, covalentemente o no covalentemente, a un
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segundo compuesto. En algunas realizaciones, un agonista de TLR esta unido a otro compuesto directamente. En
otras realizaciones, un agonista de TLR esta unido a otro compuesto mediante un conector. El compuesto al que un
agonista de TLR esta unido incluye un vehiculo, un andamiaje, un soporte insoluble, una microparticula, una
microesfera y similares. Vehiculos incluyen polipéptidos terapéuticos; polipéptidos que proporcionan elevada
solubilidad; polipéptidos que aumentan la semivida del agonista de TLR en un medio fisioldgico (por ejemplo, suero
u otro fluido corporal); y similares. En algunas realizaciones, un agonista de TLR se conjugara, directamente o
mediante un conector, con un segundo agonista de TLR.

En algunas realizaciones, el agonista de TLR es una versién de profarmaco de un agonista de TLR. Los
profarmacos estan compuestos de una porciéon de profarmaco ligada covalentemente a un agente terapéutico activo.
Los profarmacos pueden convertirse en farmacos (agentes terapéuticos activos) in vivo por ciertas modificaciones
quimicas o enzimaticas de su estructura. Ejemplos de porciones de profarmaco son muy conocidas en la técnica y
pueden encontrarse en las siguientes referencias: Biological Approaches to the Controlled Delivery of Drugs, R. L.
Juliano, New York Academy of Sciences, (1988); Hydrolysis in Drug and Prodrug Metabolism: Chemistry,
Biochemistry, and Enzymology, Bernard Testa, Vch Verlagsgesellschaft Mbh, (2003); y Prodrugs: Topical and Ocular
Drug Delivery, Kenneth Sloan, Marcel Dekker; (1992). Ejemplos de porciones de profarmaco son péptidos, por
ejemplo, péptidos que dirigen el ligando de TLR al sitio de accién, y un péptido que posee dos o mas acidos
carboxilicos libres y sin acoplar en su extremo amino. Otras porciones de profarmaco escindibles a modo de ejemplo
incluyen grupos éster, grupos éter, grupos acilo, grupos alquilo, grupos fosfato, grupos sulfonato, N-6xidos y grupos
terc-butoxicarbonilo.

En algunas realizaciones, el agonista de TLR es un agonista de TLR monomérico. En otras realizaciones, el
agonista de TLR esta multimerizado, por ejemplo, el agonista de TLR es polimérico. En algunas realizaciones, un
agonista multimerizado de TLR es homofuncional, por ejemplo, estda compuesto por un tipo de agonista de TLR. En
otras realizaciones, el agonista multimerizado de TLR es un agonista de TLR heterofuncional.

En algunas realizaciones, un ligando de TLR es un ligando de TLR quimérico (también denominado en el presente
documento un ligando de TLR “heterofuncional”’). En algunas realizaciones, un agonista de TLR quimérico
comprende un resto agonista de TLR9 y un resto agonista de TLR2. Lo siguiente son ejemplos no limitantes de
agonistas de TLR heterofuncionales.

En algunas realizaciones, un ligando de TLR quimérico tiene la siguiente férmula: (X)n-(Y)m en la que X es un
agonista de TLR1, agonista de TLR2, agonista de TLR3, agonista de TLR4, agonista de TLR5, agonista de TLR6,
agonista de TLR7, agonista de TLR8 y agonista de TLR9, y en la que Y es un agonista de TLR2, agonista de TLR3,
agonista de TLR4, agonista de TLRS5, agonista de TLR6, agonista de TLR7, agonista de TLR8 y agonista de TLR9, y
n y m son independientemente un nimero entero de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas que incluye todos los valores e
intervalos intermedios. En ciertas realizaciones, X oY es TLROy X0 Y es TLR2/6.

Agonistas de TLR2. Los agonistas de TLR2 incluyen agonistas de TLR2 aislados que se producen naturalmente; y
agonistas de TLR2 sintéticos. Los agonistas de TLR2 aislados de una fuente que se produce naturalmente de
agonista de TLR2 estan generalmente purificados, por ejemplo, el agonista de TLR2 purificado es al menos
aproximadamente el 80 % puro, al menos aproximadamente el 90 % puro, al menos aproximadamente el 95 % puro,
al menos aproximadamente el 98 % puro, al menos aproximadamente el 99 % puro, o mas del 99 % puro. Los
agonistas de TLR2 sintéticos se preparan por medios estandar, y son generalmente al menos aproximadamente el
80 % puros, al menos aproximadamente el 90 % puros, al menos aproximadamente el 95 % puros, al menos
aproximadamente el 98 % puros, al menos aproximadamente el 99 % puros, o mas del 99 % puros.

Los agonistas de TLR2 incluyen agonistas de TLR2 que no estan unidos a ningun otro compuesto. Los agonistas de
TLR2 incluyen agonistas de TLR2 que estan unidos, covalentemente o no covalentemente, a un segundo
compuesto. En algunas realizaciones, un agonista de TLR2 esta unido a otro compuesto directamente. En otras
realizaciones, un agonista de TLR2 esta unido a otro compuesto mediante un conector.

Los agonistas de TLR2 incluyen lipopéptidos triacilados y diacilados sintéticos. Un ejemplo no limitante de un ligando
de TLR2 es FSL-1 (una lipoproteina sintética derivada de Mycoplasma salivarium 1), PamsCys (tripalmitoil-S-gliceril
cisteina) o S-[2,3-bis(palmitoiloxi)-(2RS)-propil]-N-palmitoil-(R)-cisteina, en la que “Pams” es “tripalmitoil-S-glicerilo”)
(Aliprantis et al., 1999). Derivados de Pam3sCys también son agonistas de TLR2 adecuados, en los que los derivados
incluyen, pero no se limitan a, S-2,3-bis(palmitoiloxi)-(2-R,S)-propil]-N-palmitoil-(R)-Cys-(S)-Ser-(Lys)s-
hidroxitriclorhidrato;  Pam3;Cys-Ser-Ser-Asn-Ala;  PaM;Cys-Ser-(Lys)s; PamsCys-Ala-Gly;  PamsCys-Ser-Gly;
Pam3Cys-Ser; PaM3;Cys-OMe; Pam3;Cys-OH; PamCAG, palmitoil-Cys((RS)-2,3-di(palmitoiloxi)-propil)-Ala-Gly-OH; y
similares. Otro ejemplo no limitante de un agonista de TLR2 adecuado es Pam,CSKs PaM>CSK4 (dipalmitoil-S-
gliceril cisteina-serina-(lisina)s; o PamyCys-Ser-(Lys)s) es un lipopéptido diacilado sintético. Agonistas de TLR
sintéticos se han descrito en la bibliografia. Véase, por ejemplo, Kellner et al. (1992); Seifer et al. (1990); Lee et al.
(2003).

Agonistas de TLR3. Los agonistas de TLR3 incluyen agonistas de TLR3 aislados que se producen naturalmente; y
agonistas de TLR3 sintéticos. Los agonistas de TLR3 aislados de una fuente que se produce naturalmente de
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agonista de TLR3 estan generalmente purificados, por ejemplo, el agonista de TLR3 purificado es al menos
aproximadamente el 80 % puro, al menos aproximadamente el 90 % puro, al menos aproximadamente el 95 % puro,
al menos aproximadamente el 98 % puro, al menos aproximadamente el 99 % puro, o mas del 99 % puro. Los
agonistas de TLR3 sintéticos se preparan por métodos convencionales, y son generalmente al menos
aproximadamente el 80 % puros, al menos aproximadamente el 90 % puros, al menos aproximadamente el 95 %
puros, al menos aproximadamente el 98 % puros, al menos aproximadamente el 99 % puros, o0 mas del 99 % puros.

Los agonistas de TLR3 incluyen agonistas de TLR3 que no estan unidos a ningun otro compuesto. Los agonistas de
TLR3 incluyen agonistas de TLR3 que estadn unidos, covalentemente o no covalentemente, a un segundo
compuesto. En algunas realizaciones, un agonista de TLR3 estd unido a otro compuesto directamente. En otras
realizaciones, un agonista de TLR3 esta unido a otro compuesto mediante un conector.

Los agonistas de TLR3 incluyen ARN bicatenario que se produce naturalmente (ARNbc); ARNbc sintético; y
analogos de ARNbc sintético; y similares (Alexopoulou et al., 2001). Un ejemplo no limitante a modo de ejemplo de
un analogo de ARNDbc sintético es poli (I:C).

Agonistas de TLR4. Agonistas de TLR4 adecuados incluyen agonistas de TLR4 aislados que se producen
naturalmente; y agonistas de TLR4 sintéticos. Los agonistas de TLR4 aislados de una fuente que se produce
naturalmente de agonista de TLR4 estan generalmente purificados, por ejemplo, el agonista de TLR4 purificado es al
menos aproximadamente el 80 % puro, al menos aproximadamente el 90 % puro, al menos aproximadamente el 95
% puro, al menos aproximadamente el 98 % puro, al menos aproximadamente el 99 % puro, o mas del 99 % puro.
Los agonistas de TLR4 sintéticos se preparan por métodos convencionales, y son generalmente al menos
aproximadamente el 80 % puros, al menos aproximadamente el 90 % puros, al menos aproximadamente el 95 %
puros, al menos aproximadamente el 98 % puros, al menos aproximadamente el 99 % puros, o mas del 99 % puros.

Los agonistas de TLR4 incluyen agonistas de TLR4 que no estan unidos a ningun otro compuesto. Agonistas de
TLR4 adecuados incluyen agonistas de TLR4 que estan unidos, covalentemente o no covalentemente, a un segundo
compuesto. En algunas realizaciones, un agonista de TLR4 esta unido a otro compuesto directamente. En otras
realizaciones, un agonista de TLR4 esta unido a otro compuesto mediante un conector. Compuestos adecuados con
los que un agonista de TLR4 esta unido incluyen un vehiculo, un andamiaje, y similares.

Los agonistas de TLR4 incluyen lipopolisacaridos que se producen naturalmente (LPS), por ejemplo, LPS de una
amplia variedad de bacterias Gram-negativas; derivados de LPS que se producen naturalmente; LPS sintético;
proteina-60 de choque térmico de bacterias (Hsp60); polimeros de &acido manuroénico; flavolipinas; acidos
teicurénicos; neumolisina de S. pneumoniae; fimbrias bacterianas, proteina de la envuelta del virus respiratorio
sincitial; y similares. Los agonistas de TLR4 también incluyen monofosforil lipido A sintético (MPLA, Invivogen) y
disacarido de hexa-acilo fosforilado (PHAD, Avanti Polar Lipids), ademas de otros agonistas de TLR4 sintéticos.

Agonistas de TLR5. Agonistas de TLR5 adecuados incluyen agonistas de TLR5 aislados que se producen
naturalmente; y agonistas de TLR5 sintéticos. Los agonistas de TLR5 aislados de una fuente que se produce
naturalmente de agonista de TLR5 estan generalmente purificados, por ejemplo, el agonista de TLR4 purificado es al
menos aproximadamente el 80 % puro, al menos aproximadamente el 90 % puro, al menos aproximadamente el 95
% puro, al menos aproximadamente el 98 % puro, al menos aproximadamente el 99 % puro, o mas del 99 % puro.
Los agonistas de TLR5 sintéticos se preparan por métodos convencionales, y son generalmente al menos
aproximadamente el 80 % puros, al menos aproximadamente el 90 % puros, al menos aproximadamente el 95 %
puros, al menos aproximadamente el 98 % puros, al menos aproximadamente el 99 % puros, o mas del 99 % puros.

Los agonistas de TLRS5 incluyen agonistas de TLR5 que no estan unidos a ningun otro compuesto. Agonistas de
TLRS adecuados incluyen agonistas de TLR5 que estan unidos, covalentemente o no covalentemente, a un segundo
compuesto. En algunas realizaciones, un agonista de TLR5 esta unido a otro compuesto directamente. En otras
realizaciones, un agonista de TLR5 esta unido a otro compuesto mediante un conector. Compuestos adecuados con
los que un agonista de TLR5 esta unido incluyen un vehiculo, un andamiaje y similares.

Los agonistas de TLR5 incluyen un segmento de 22 aminoéacidos altamente conservado de flagelina, ademas de
flagelina de longitud completa y otros segmentos de la misma.

Agonistas de TLR7. Agonistas de TLR7 adecuados incluyen agonistas de TLR7 aislados que se producen
naturalmente; y agonistas de TLR7 sintéticos. Los agonistas de TLR7 aislados de una fuente que se produce
naturalmente de agonista de TLR7 estan generalmente purificados, por ejemplo, el agonista de TLRY7 purificado es al
menos aproximadamente el 80 % puro, al menos aproximadamente el 90 % puro, al menos aproximadamente el 95
% puro, al menos aproximadamente el 98 % puro, al menos aproximadamente el 99 % puro, o mas del 99 % puro.
Los agonistas de TLRY7 sintéticos se preparan por medios estandar, y son generalmente al menos aproximadamente
el 80 % puros, al menos aproximadamente el 90 % puros, al menos aproximadamente el 95 % puros, al menos
aproximadamente el 98 % puros, al menos aproximadamente el 99 % puros, o mas del 99 % puros.
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Los agonistas de TLR7 incluyen agonistas de TLR7 que no estan unidos a ningun otro compuesto. Agonistas de
TLR7 adecuados incluyen agonistas de TLR7 que estan unidos, covalentemente o no covalentemente, a un segundo
compuesto. En algunas realizaciones, un agonista de TLR7 esta unido a otro compuesto directamente. En otras
realizaciones, un agonista de TLR7 esta unido a otro compuesto mediante un conector.

Los ligandos de TLR7 incluyen compuestos de imidazoquinolina; analogos de guanosina; compuestos de pirimidina
tales como bropirimina y analogos de bropirimina; y similares. Los compuestos de imidazoquinolina que funcionan
de ligandos de TLR7 incluyen, pero no se limitan a, imiquimod (también conocido como Aldara, R-837, S-26308) y
R-848 (también conocido como resiquimod, S-28463; que tiene la estructura quimica: 4-amino-2-etoximetil-a,o-
dimetil-1H-imidazol[4,5-c]quinolin-1-etanol). Agentes de imidazoquinolina adecuados incluyen
imidazoquinolinaminas,  imidazopiridinaminas,  cicloalquilimidazopiridinaminas  fusionadas en 6,7 e
imidazoquinolinaminas con puentes en 1,2. Estos compuestos se han descrito en las patentes de EE.UU. 4.689.338,
4.929.624, 5.238.944, 5.266.575, 5.268.376, 5.346.905, 5.352.784, 5.389.640, 5.395.937, 5.494.916, 5.482.936,
5.525.612, 6.039.969 y 6.110.929. Especies particulares de agentes de imidazoquinolina que son adecuados para
su uso en un método objeto incluyen R-848 (S-28463); 4-amino-2etoximetil-a, o-dimetil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-s-i-
etanol; y 1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina (R-837 o imiquimod). También es adecuado para su uso
el compuesto 4-amino-2-(etoximetil)-a,a-dimetil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-etanol  hidratado
(véase, por ejemplo, BM-003 en Gorden et al. (2005).

Compuestos adecuados incluyen aquellos que tienen una 2-aminopiridina condensada con un anillo heterociclico
que contiene nitrégeno de cinco miembros. Tales compuestos incluyen, por ejemplo, imidazoquinolinaminas que
incluyen, pero no se limitan a, imidazoquinolinaminas sustituidas tales como, por ejemplo, imidazoquinolinaminas
sustituidas con amida, imidazoquinolinaminas sustituidas con sulfonamida, imidazoquinolinaminas sustituidas con
urea, imidazoquinolinaminas sustituidas con aril éter, imidazoquinolinaminas sustituidas con éter heterociclico,
imidazoquinolinaminas sustituidas con amido éter, imidazoquinolinaminas sustituidas con sulfonamido éter,
imidazoquinolinéteres sustituidas con urea, imidazoquinolinaminas sustituidas con tioéter e imidazoquinolinaminas
sustituidas con 6-, 7-, 8- 0 9-arilo o heteroarilo; tetrahidroimidazoquinolinaminas que incluyen, pero no se limitan a,
tetrahidroimidazoquinolinaminas  sustituidas con amida, tetrahidroimidazoquinolinaminas sustituidas con
sulfonamida, tetrahidroimidazoquinolinaminas sustituidas con urea, tetrahidroimidazoquinolinaminas sustituidas con
aril éter, tetrahidroimidazoquinolinaminas sustituidas con éter heterociclico, tetrahidroimidazoquinolinaminas
sustituidas con amido éter, tetrahidroimidazoquinolinaminas  sustituidas con  sulfonamido  éter,
tetrahidroimidazoquinolinéteres sustituidos con urea y tetrahidroimidazoquinolinaminas sustituidas con tioéter;
imidazopiridinaminas que incluyen, pero no se limitan a, imidazopiridinaminas sustituidas con amida,
imidazopiridinaminas sustituidas con sulfonamido, imidazopiridinaminas sustituidas con urea, imidazopiridinaminas
sustituidas con aril éter, imidazopiridinaminas sustituidas con éter heterociclico, imidazopiridinaminas sustituidas con
amido éter, imidazopiridinaminas sustituidas con sulfonamido éter, imidazopiridinéteres sustituidos con urea e
imidazopiridinaminas sustituidas con tioéter; imidazoquinolinaminas con puentes en 1,2;
cicloalquilimidazopiridinaminas condensadas en 6,7; imidazonaftiridinaminas; tetrahidroimidazonaftiridinaminas;
oxazoloquinolinaminas; tiazoloquinolinaminas; oxazolopiridinaminas; tiazolopiridinaminas; oxazolonaftiridinaminas;
tiazolonaftiridinaminas; y dimeros de 1H-imidazo condensados con piridinaminas, quinolinaminas,
tetrahidroquinolinaminas, naftiridinaminas y tetrahidronaftiridinaminas.

Compuestos incluyen una imidazoquinolinamina sustituida, wuna tetrahidroimidazoquinolinamina, una
imidazopiridinamina, una imidazoquinolinamina con puente en 1,2, una cicloalquilimidazopiridinamina condensada
en 6,7, una imidazonaftiridinamina, una tetrahidroimidazonaftiridinamina, una oxazoloquinolinamina, una
tiazologuinolinamina, una oxazolopiridinamina, una tiazolopiridinamina, una oxazolonaftiridinamina y una
tiazolonaftiridinamina.

Como se usa en el presente documento, una imidazoquinolinamina sustituida se refiere a una imidazoquinolinamina
sustituida con amida, una imidazoquinolinamina sustituida con sulfonamida, una imidazoquinolinamina sustituida con
urea, una imidazoquinolinamina sustituida con aril éter, una imidazoquinolinamina sustituida con éter heterociclico,
una imidazoquinolinamina sustituida con amido éter, una imidazoquinolinamina sustituida con sulfonamido éter, un
imidazoquinolinéter sustituido con urea, una imidazoquinolinamina sustituida con tioéter, o una imidazoquinolinamina
sustituida con 6-, 7-, 8- o0 9-arilo o heteroarilo.

Los analogos de guanosina que funcionan como ligandos de TLR7 incluyen ciertos ribonucleétidos y
desoxirribonucledtidos de guanina sustituidos en C8 y disustituidos en N7,C8 que incluyen, pero no se limitan a,
loxoribina (7-alil-8-oxoguanosina), 7-tia-8-oxo-guanosina (TOG), 7-deazaguanosina y 7-deazadesoxiguanosina (Lee
et al., 2003). La bropirimina (PNU-54461), una 5-halo-6-fenil-pirimidinona, y los analogos de bropirimina se describen
en la bibliografia y también son adecuados para su uso. Véase, por ejemplo, Vroegop et al. (1999). Ejemplos
adicionales de guanosinas sustituidas en C8 adecuadas incluyen, pero no se limitan a, 8-mercaptoguanosina, 8-
bromoguanosina, 8-metilguanosina, 8-oxo-7,8-dihidroguanosina, C8-arilamino-2'-desoxiguanosina, C8-propinil-
guanosina, ribonucleésidos de guanina sustituidos en C8 y N7 tales como 7-alil-8-oxoguanosina (loxoribina) y 7-
metil-8-oxoguanosina, 8-aminoguanosina, 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina y 8-hidroxiguanosina.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534947 T3

En algunas realizaciones, un ligando de TLR7 de guanina sustituido es monomérico. En otras realizaciones, un
ligando de TLR7 de guanina sustituido es multimérico. Asi, en algunas realizaciones, un ligando de TLR7 tiene la
férmula: (B)q en la que B es un ligando de TLR7 de guanina sustituido, y ges 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 6 10. Los
monomeros del ligando de TLR7 individuales en un ligando de TLR7 multimérico estan enlazados, covalentemente o
no covalentemente, tanto directamente entre si como mediante un conector. Agonistas de TLR7 adecuados incluyen
un ligando de TLR7 como se describe en la publicaciéon de patente de EE.UU. 2004/0162309.

En algunas realizaciones, un agonista de TLR7 es un agonista de TLR7 selectivo, por ejemplo, el agonista modula la
actividad celular mediante TLR7, pero no modula la actividad celular mediante TLR8. Los agonistas selectivos de
TLR7 incluyen aquellos mostrados en la publicacion de patente de EE.UU. 2004/0171086. Tales compuestos
agonistas selectivos de TLR7 incluyen, pero no se limitan a, N1-{4-[4-amino-2-(2-metoxietiI)-6,7,8,9-tetrahidro—1H—
imidazo[4,5-c]quinolin-1-il]butil}-4-fluoro-1-bencenosulfonamida, N'-[4-(4-amino-2-(2-metoxietil)-1H-imidazo[4,5-
c]quinolin-1-il)butil]-4-fluoro-1-bencenosulfonamida, N-[4-(4-amino-2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-
il)butillmetanosulfonamida, N-{3-[4-amino-2-(2-metoxietil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il]-2,2-dimetilpropil}benzamida,
N-(2-{2-[4-amino-2-(2-metoxietil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-ilJetoxi}etil)-N-metilmetanosulfonamida, N-(2-{2-[4-
amino-2-(2-metoxietil)-6,7,8,9-tetrahidro-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-ilJetoxi}etil)benzamida,  N-[4-(4-amino-2-metil-
1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)butillciclopentanocarboxamida, 1-[4-(1,1-dioxidoisotiazolidin-2-il)butil]-2-(2-metoxietil)-
1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina, 2-metil-1-[5-metilsulfonil)pentil-6,7,8,9-tetrahidro-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-
amina, N-{2-[4-amino-2-(etoximetil)-6,7-dimetil-1H-imidazo[4,5-c]piridin-1-il]-1,1-dimetiletil}-N-ciclohexilurea, N-[2-(4-
amino-2-etil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)-1,1-dimetiletillbenzamida, N-[3-(4-amino-2-butil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-
1-il)-2,2-dimetilpropillmetanosulfonamida,  1-[6-(metanosulfonil)hexil]-6,7-dimetil-2-propil-1H-imidazo[4,5-c]piridin-4-
amina, 6-(6-amino-2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)-N-metoxi-N-metilhexamida, 1-[2,2-dimetil-3-
(metilsulfonil)propil]-2-(etoximetil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina, N-[4-(4-amino-2-metil-1H-imidazo[4,5-
c]quinolin-1-il)butil]-N-metil-N-fenilurea, 1-{3-[4-amino-1-(2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-8-il]fenil}etanona, 7-
(4-amino-2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)-2-metilheptan-2-ol, N-metil-4-(4-amino-2-etil-1H-imidazo[4,5-
c]quinolin-1-il)butano-1-sulfonamida, N-(4-metoxibencil)-4-(4-amino-2-etil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)butano-1-
sulfonamida, N-{2-[4-amino-3-(etoximetil)-6,7-dimetil-1H-imidazo[4,5-c]piridin-1-il]-1,1-dimetiletilmetanosulfonamida,
2-etoximetil-1-(3-metoxipropil)-7-(5-hidroximetilpiridin-3-il)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina, 1-[(2,2-dimetil-1,3-
dioxolan-4-il)metil]-2-(etoximetil)-7-(piridin-3-il)- 1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina, éster etilico del acido 4-[3-(4-
amino-6,7-dimetil-2-propil-1H-imidazo[4,5-c]piridin-1-il)propano-1-sulfonil]-benzoico, 2-butil-1-{2-[2-
(metilsulfonil)etoxi]etil}-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina, N-(2-{4-amino-2-etoximetil-7-[6-
(metanosulfonilamino)hexiloxi]-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il}-1,1-dimetileti)metanosulfonamida, =~ N-(6-{[4-amino-2-
etoximetil-1-(2-metanosulfonilamino-2-metilpropil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-7-ilJoxi}hexil)acetamida, 1-[4-(1,1-
dioxidoisotiazolidin-2-il)butil]-2-etoximetil-7-(piridin-3-il)- 1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina, 1-[4-(1,1-
dioxidoisotiazolidin-2-il)butil]-2-etoximetil-7-(piridin-4-il)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina, 1-[4-(1,1-
dioxidoisotiazolidin-2-il)butil]-2-etoximetil-7-fenil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina, 2-(etoximetil)-1-{[1-
(metilsulfonil)piperidin-4-iljmetil}-7-(piridin-3-il)- 1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina, 2-(etoximetil)-1-[(1-
isobutirilpiperidin-4-il)metil]-7-(piridin-3-il)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina, 2-(etoximetil)-1-{[1-(morfolic-4-
ilcarbonil)piperidin-4-iljmetil}-7-(piridin-3-il)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina,  [3-(4-amino-2-propil-1H-imidazo[4,5-
c]quinolin-1-il)propoxilamida del acido ciclopropanocarboxilico, éster 4-amino-2-(2-metoxietil)-1-propil-1H-
imidazo[4,5-c]quinolin-7-ilino del acido isopropilcarbamico, 4-(4-amino-2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)butirato
de etilo, 1-[4-amino-2-etil-7-(piridin-3-il)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il]-2-metilpropan-2-ol, 1-(4-amino-2-etil-7-[5-
{hidroximetil)piridin-3-il]-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il}-2-metilpropan-2-ol, 1-(3-[4-amino-2-(2-metoxietil)-8-(piridin-3-
il)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il]propillpirolidin-2-ona, N-(2-{4-amino-2-etoximetil-7-[6-(metanosulfonilamino)hexiloxi]-
1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il}-1,1-dimetiletil)acetamida, 1-{3-[4-amino-7-(3-hidroximetilfenil)-2-(2-metoxietil)-1H-
imidazo[4,5-c]quinolin-1-ilJpropil}pirrolidin-2-ona, N-{4-[4-amino-2-etoximetil-7-(piridin-3-il)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-
1-il]butil}-N'-propilurea, N-{4-[4-amino-2-etoximetil-7-(piridin-3-il)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il]butil}butiramida, 5-(4-

amino-2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)-4,4-dimetilpentan-2-ona, 1-ciclohexilmetil-2-etoximetil-7-(5-
hidroximetilpiridin-3-il)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina, N,N-dimetil-5-(4-amino-2-etoximetil-1H-imidazo[4,5-
clquinolin-1-il)pentano-1-sulfonamida, N-{3-[(4-amino-2-etoximetil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-

illamino]propil}metanosulfonamida y/o N,N-dimetil-4-(4-amino-2-etoximetil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)butano-1-
sulfonamida.

Agonistas selectivos de TLR7 adecuados adicionales incluyen, pero no se limitan a, 2-(etoximetil)-1-(2-metilpropil)-
1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina (patente de EE.UU. 5.389.640); 2-metil-1-[2-(3-piridin-3-ilpropoxi)etil]-1H-
imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina  (documento WO 02/46193); N-(2-{2-[4-amino-2-(2-metoxietil)-1H-imidazo[4,5-
c]quinolin-1-iljetoxi}etil)-N-metilciclohexanocarboxamida (publicacion de patente de EE.UU. 2004/0171086); 1-[2-
(benciloxi)etil]-2-metil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina  (documento WO  02/46189);  N-{8-[4-amino-2-(2-
methyoxietil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-iloctil}-N-fenilurea (publicacién de patente de EE.UU. 2004/0171086
(IRM5)); 2-butil-1-[5-(metilsulfonil)pentil]-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-4-amina (documento WO 02/46192); N-{3-[4-
amino-2-(2-metoxietil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il]propil}-4-metilbencenosulfonamida  (patente de  EE.UU.
6.331.539); y N-[4-(4-amino-2-etil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)butil]ciclohexanocarboxamida (publicacion de
patente de EE.UU. 2004/0171086 (IRM8)). También es adecuado para su uso el agonista selectivo de TLR7 N-[4-(4-
amino-2-etil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)butil-lmetanosulfonamida (Gorden et al., 2005).
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Agonistas de TLR8. Agonistas de TLR8 adecuados incluyen agonistas de TLR8 aislados que se producen
naturalmente; y agonistas de TLR8 sintéticos. Los agonistas de TLR8 aislados de una fuente que se produce
naturalmente de agonista de TLR8 estan generalmente purificados, por ejemplo, el agonista de TLR8 purificado es al
menos aproximadamente el 80 % puro, al menos aproximadamente el 90 % puro, al menos aproximadamente el 95
% puro, al menos aproximadamente el 98 % puro, al menos aproximadamente el 99 % puro, o mas del 99 % puro.
Los agonistas de TLR8 sintéticos se preparan por métodos convencionales, y son generalmente al menos
aproximadamente el 80 % puros, al menos aproximadamente el 90 % puros, al menos aproximadamente el 95 %
puros, al menos aproximadamente el 98 % puros, al menos aproximadamente el 99 % puros, o mas del 99 % puros.

Los agonistas de TLR8 incluyen agonistas de TLR8 que no estan unidos a ningun otro compuesto. Los agonistas de
TLR8 incluyen agonistas de TLR8 que estdn unidos, covalentemente o no covalentemente, a un segundo
compuesto. En algunas realizaciones, un agonista de TLR8 esta unido a otro compuesto directamente. En otras
realizaciones, un agonista de TLR8 esta unido a otro compuesto mediante un conector.

Los agonistas de TLRS8 incluyen, pero no se limitan a, compuestos tales como R-848, y derivados y analogos del
mismo. Agonistas de TLR8 adecuados incluyen compuestos que tienen una 2-aminopiridina condensada con un
anillo heterociclico que contiene nitrébgeno de cinco miembros. Tales compuestos incluyen, por ejemplo,
imidazoquinolinaminas que incluyen, pero no se limitan a, imidazoquinolinaminas sustituidas tales como, por
ejemplo, imidazoquinolinaminas sustituidas con amida, imidazoquinolinaminas sustituidas con sulfonamida,
imidazoquinolinaminas sustituidas con urea, imidazoquinolinaminas sustituidas con aril éter, imidazoquinolinaminas
sustituidas con éter heterociclico, imidazoquinolinaminas sustituidas con amido éter, imidazoquinolinaminas
sustituidas con sulfonamido éter, imidazoquinolinéteres sustituidos con urea, imidazoquinolinaminas sustituidas con
tioéter e imidazoquinolinaminas sustituidas con 6-, 7-, 8- o 9-arilo o heteroarilo; tetrahidroimidazoquinolinaminas que
incluyen, pero no se limitan a, tetrahidroimidazoquinolinaminas sustituidas con amida,
tetrahidroimidazoquinolinaminas sustituidas con sulfonamida, tetrahidroimidazoquinolinaminas sustituidas con urea,
tetrahidroimidazoquinolinaminas sustituidas con aril éter, tetrahidroimidazoquinolinaminas sustituidas con éter
heterociclico, tetrahidroimidazoquinolinaminas sustituidas con amido éter, tetrahidroimidazoquinolinaminas
sustituidas con sulfonamido éter, tetrahidroimidazoquinolinéteres sustituidos con urea y
tetrahidroimidazoquinolinaminas sustituidas con tioéter; imidazopiridinaminas que incluyen, pero no se limitan a,
imidazopiridinaminas sustituidas con amida, imidazopiridinaminas sustituidas con sulfonamida, imidazopiridinaminas
sustituidas con urea, imidazopiridinaminas sustituidas con aril éter, imidazopiridinaminas sustituidas con éter
heterociclico, imidazopiridinaminas sustituidas con amido éter, imidazopiridinaminas sustituidas con sulfonamido
éter, imidazopiridinéteres sustituidos con urea e imidazopiridinaminas sustituidas con tioéter; imidazoquinolinaminas
unidas con puentes en 1,2; cicloalquilimidazopiridinaminas condensadas en 6,7; imidazonaftiridinaminas;
tetrahidroimidazonaftiridinaminas; oxazoloquinolinaminas; tiazoloquinolinaminas; oxazolopiridinaminas;
tiazolopiridinaminas; oxazolonaftiridinaminas; tiazolonaftiridinaminas; y dimeros de 1H-imidazo condensados con
piridinaminas, quinolinaminas, tetrahidroquinolinaminas, naftiridinaminas o tetrahidronaftiridinaminas.

En una realizacion particular, el agonista de TLR8 es una imidazoquinolinamina sustituida con amida. En una
realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una imidazoquinolinamina sustituida con sulfonamida. En otra
realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una imidazoquinolinamina sustituida con urea. En otra realizacion
alternativa, el agonista de TLR8 es una imidazoquinolinamina sustituida con aril éter. En otra realizacion alternativa,
el agonista de TLR8 es una imidazoquinolinamina sustituida con éter heterociclico. En ofra realizacion alternativa, el
agonista de TLR8 es una imidazoquinolinamina sustituida con amido éter. En otra realizacion alternativa, el agonista
de TLR8 es una imidazoquinolinamina sustituida con sulfonamido éter. En otra realizacion alternativa, el agonista de
TLR8 es un imidazoquinolinéter sustituido con urea. En ofra realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una
imidazoquinolinamina sustituida con tioéter. En otra realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una
imidazoquinolinamina sustituida con 6-, 7-, 8- 0 9-arilo o heteroarilo.

En otra realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una tetrahidroimidazoquinolinamina sustituida con amida. En
otra realizacién alternativa, el agonista de TLR8 es una tetrahidroimidazoquinolinamina sustituida con sulfonamida.
En otra realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una tetrahidroimidazoquinolinamina sustituida con urea.

En otra realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una tetrahidroimidazoquinolinamina sustituida con aril éter. En
otra realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una tetrahidroimidazoquinolinamina sustituida con éter
heterociclico. En otra realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una tetrahidroimidazoquinolinamina sustituida
con amido éter. En otra realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una tetrahidroimidazoquinolinamina sustituida
con sulfonamido éter. En oftra realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es un tetrahidroimidazoquinolinéter
sustituido con urea. En otra realizacién alternativa, el agonista de TLR8 es una tetrahidroimidazoquinolinamina
sustituida con tioéter.

En otra realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una imidazopiridinamina sustituida con amida. En otra
realizacién alternativa, el agonista de TLR8 es una imidazopiridinamina sustituida con sulfonamida. En otra
realizaciéon alternativa, el agonista de TLR8 es una imidazopiridinamina sustituida con urea. En otra realizaciéon
alternativa, el agonista de TLR8 es una imidazopiridinamina sustituida con aril éter. En otra realizacion alternativa, el
agonista de TLR8 es una imidazopiridinamina sustituida con éter heterociclico. En otra realizacién alternativa, el
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agonista de TLR8 es una imidazopiridinamina sustituida con amido éter. En otra realizacién alternativa, el agonista
de TLR8 es una imidazopiridinamina sustituida con sulfonamido éter. En otra realizacion alternativa, el agonista de
TLR8 es un imidazopiridinéter sustituido con urea. En otra realizacién alternativa, el agonista de TLR8 es una
imidazopiridinamina sustituida con tioéter.

En otra realizacién alternativa, el agonista de TLR8 es una imidazoquinolinamina unida con puentes en 1,2. En otra
realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una cicloalquilimidazopiridinamina condensada en 6,7.

En otra realizacién alternativa, el agonista de TLR8 es una imidazonaftiridinamina. En otra realizacién alternativa, el
agonista de TLR8 es una tetrahidroimidazonaftiridinamina. En otra realizacién alternativa, el agonista de TLR8 es
una oxazoloquinolinamina. En otra realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una tiazoloquinolinamina. En otra
realizacién alternativa, el agonista de TLR8 es una oxazolopiridinamina. En otra realizacion alternativa, el agonista
de TLR8 es una tiazolopiridinamina. En otra realizacién alternativa, el agonista de TLR8 es una
oxazolonaftiridinamina. En otra realizacion alternativa, el agonista de TLR8 es una tiazolonaftiridinamina.

En otra realizacion alternativa mas, el agonista de TLR8 es un dimero de 1H-imidazo condensado con una
piridinamina, quinolinamina, tetrahidroquinolinamina, naftiridinamina o una tetrahidronaftiridinamina.

En algunas realizaciones, el agonista de TLR8 es un agonista de TLR8 selectivo, por ejemplo, el agonista modula la
actividad celular mediante TLR8, pero no modula la actividad celular mediante TLR7. Agonistas selectivos de TLR8
incluyen aquellos en la publicacion de patente de EE.UU. 2004/0171086. Tales compuestos agonistas selectivos de
TLR8 incluyen, pero no se limitan a, los compuestos mostrados en la publicacion de patente de EE.UU. n°
2004/0171086 que incluyen N-{4-[4-amino-2-(2-metoxietil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il]butil}quinolin-3-
carboxamida, N-{4-[4-amino-2-(2-metoxietil)-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il]butil}quinoxolin-2-carboxamida y N-[4-(4-
amino-2-propil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)butiljmorfolin-4-carboxamida.

Otros agonistas selectivos de TLR8 adecuados incluyen, pero no se limitan a, 2-propiltiazolo[4,5-c]quinolin-4-amina
(patente  de EE.UU. 6.110.929); N’ -[2-(4- amlno -2-butil-1H-imidazo[4,5-c][1,5]naftridin-1-il)etil]-2-amino-4-
metilpentanamida (patente de EE.UU. 6.194.425); N’ 1[4 (4-amino-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)butil]-2-fenoxi-
benzamida (patente de EE.UU. 6.451.810); N -[2-(4-amino-2-butil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)etil]-1-
propanosulfonamida (patente de EE.UU. 6.331.539); N-{2-[2-(4-amino-2-etil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-il)etioxi]etil}-
N'-fenilurea (publicacién de patente de EE.UU. 2004/0171086); 1-{4-[3,5-diclorofenil)tio]butil}-2-etil-1H-imidazo[4,5-
c]quinolin-4-amina (publicacién de patente de EE.UU. 2004/0171086); N-{2-[4-amino-2-(etoximetil)-1H-imidazo[4,5-
c]quinolin-1-illetil}-N'-(3-cianofenil)urea (documento WO 00/76518 y publicacion de patente de EE.UU. n°
2004/0171086); y 4-amino-a,o-dimetil-2-metoxietil-1H-imidazo[4,5-c]quinolin-1-etanol  (patente de EE.UU.
5.389.640). Para su uso como agonistas selectivos de TLR8 estan incluidos los compuestos en la publicacién de
patente de EE.UU. n° 2004/0171086. También es adecuado para su uso el compuesto 2-propiltiazolo[4,5-c]quinolin-
4-amina (Gorden et al., 2005, arriba).

Agonistas de TLR9. Agonistas de TLR9 adecuados incluyen agonistas de TLR9 aislados que se producen
naturalmente; y agonistas de TLR9 sintéticos. Los agonistas de TLR9 aislados de una fuente que se produce
naturalmente de agonista de TLR9 estan generalmente purificados, por ejemplo, el agonista de TLR9 purificado es al
menos aproximadamente el 80 % puro, al menos aproximadamente el 90 % puro, al menos aproximadamente el 95
% puro, al menos aproximadamente el 98 % puro, al menos aproximadamente el 99 % puro, o mas del 99 % puro.
Los agonistas de TLR9 sintéticos se preparan por métodos convencionales, y son generalmente al menos
aproximadamente el 80 % puros, al menos aproximadamente el 90 % puros, al menos aproximadamente el 95 %
puros, al menos aproximadamente el 98 % puros, al menos aproximadamente el 99 % puros, o mas del 99 % puros.

Los agonistas de TLR9 incluyen agonistas de TLR9 que no estan unidos a ningun otro compuesto. Los agonistas de
TLR9 incluyen agonistas de TLR9 que estan unidos, covalentemente o no covalentemente, a un segundo
compuesto. En algunas realizaciones, un agonista de TLR9 esta unido a otro compuesto directamente. En otras
realizaciones, un agonista de TLR9 esta unido a otro compuesto mediante un conector.

Ejemplos de agonistas de TLR9 (también denominados en el presente documento “ligandos de TLR9”) incluyen
acidos nucleicos que comprenden la secuencia 5'-CG-3' (un “acido nucleico CpG”), en ciertos aspectos C esta sin
metilar. Los términos “polinucleétido” y “acido nucleico”, como se usan indistintamente en el presente documento en
el contexto de moléculas de ligandos de TLR9, se refieren a un polinucleétido de cualquier longitud, y engloba, entre
otros, oligonucledtidos mono y bicatenarios (que incluyen desoxirribonucleotidos, ribonucleétidos, o ambos),
oligonucleétidos modificados, y oligonucledsidos, solos o como parte de una construccion de acidos nucleicos
mayor, 0 como parte de un conjugado con una molécula no de acido nucleico tal como un polipéptido. Asi, un
ligando de TLR9 puede ser, por ejemplo, ADN monocatenario (ADNmc), ADN bicatenario (ADNbc), ARN
monocatenario (ARNmc) o ARN bicatenario (ARNbc). Los ligandos de TLR9 también engloban ARN o ADN
bacteriano (por ejemplo, micobacteriano) desintoxicado en bruto, ademas de plasmidos enriquecidos enriquecidos
en un ligando de TLR9. En algunas realizaciones, un “plasmido enriquecido en un ligando de TLR9” se refiere a un
plasmido lineal o circular que comprende o se manipula para comprender un mayor nimero de motivos CpG que los
normalmente encontrados en ADN de mamifero.
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Ejemplos de plasmidos enriquecidos en un ligando de TLR9 no limitantes se describen en Roman et al. (1997). Las
modificaciones de oligonucleotidos incluyen, pero no se limitan a, modificaciones del grupo 3'OH o 5'OH,
modificaciones de la base nucleotidica, modificaciones del componente de azucar y modificaciones del grupo
fosfato.

Un ligando de TLR9 puede comprender al menos un nucledsido que comprende un L-azucar. El L-azucar puede ser
desoxirribosa, ribosa, pentosa, desoxipentosa, hexosa, desoxihexosa, glucosa, galactosa, arabinosa, xilosa, lixosa, o
un grupo ciclopentilo de “analogo” de azucar. El L-azlicar puede estar en forma piranosilo o furanosilo.

Los ligandos de TLR9 generalmente no proporcionan, ni existe ningun requisito de que proporcionen, expresion de
cualquier secuencia de aminoacidos codificada por el polinucleétido, y asi la secuencia de un ligando de TLR9
puede ser, y generalmente es, no codificante. Los ligandos de TLR9 pueden comprender una molécula doble lineal o
monocatenaria, una molécula circular, o puede comprender tanto segmentos lineales como circulares. Los ligandos
de TLR9 pueden ser monocatenarios, o pueden ser completamente o parcialmente bicatenarios.

En algunas realizaciones, un ligando de TLR9 para su uso en un método objeto es un oligonucleétido, por ejemplo,
consiste en una secuencia de aproximadamente 5 nucledtidos a aproximadamente 200 nucleétidos, de
aproximadamente 10 nucle6tidos a aproximadamente 100 nucleétidos, de aproximadamente 12 nucleétidos a
aproximadamente 50 nucleétidos, de aproximadamente 15 nucledtidos a aproximadamente 25 nucleétidos, de 20
nucleétidos a aproximadamente 30 nucledtidos, de aproximadamente 5 nucleétidos a aproximadamente 15
nucleétidos, de aproximadamente 5 nucledtidos a aproximadamente 10 nucleétidos, o de aproximadamente 5
nucleétidos a aproximadamente 7 nucleétidos de longitud. En algunas realizaciones, un ligando de TLR9 que es
inferior a aproximadamente 15 nucleoétidos, inferior a aproximadamente 12 nucleétidos, inferior a aproximadamente
10 nucleoétidos, o inferior a aproximadamente 8 nuclettidos de longitud esta asociado con una molécula mayor.

En algunas realizaciones, un ligando de TLR9 no proporciona la expresion de un péptido o polipéptido en una célula
eucariota, por ejemplo, la introducciéon de un ligando de TLR9 en una célula eucariota no produce la produccién de
un péptido o polipéptido, debido a que el ligando de TLR9 no proporciona la transcripcién de un ARNm que codifica
un péptido o polipéptido. En estas realizaciones, un ligando de TLR9 carece de regiones promotoras y otros
elementos de control necesarios para la transcripcién en una célula eucariota.

Un ligando de TLR9 puede aislarse de una bacteria, por ejemplo, separarse de una fuente bacteriana; producirse por
métodos sintéticos (por ejemplo, producirse por métodos convencionales para la sintesis quimica de
polinucledtidos); producirse por métodos recombinantes estandar, luego aislarse de una fuente bacteriana; o una
combinacién de los anteriores. En muchas realizaciones, un ligando de TLR9 esta purificado, por ejemplo, es al
menos aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al
menos aproximadamente el 98 %, al menos aproximadamente el 99 %, o mas, por ejemplo, el 99,5 %, 99,9 %, o
mas, puro. En muchas realizaciones, el ligando de TLR9 se sintetiza quimicamente, luego se puirifica.

En oftras realizaciones, un ligando de TLR9 es parte de una construccion de nucle6tidos mayor (por ejemplo, un
vector plasmidico, un vector viral, u otra construccion tal). Se conocen en la técnica una amplia variedad de vectores
de plasmido y virales, y no necesitan ser elaborados aqui. Se ha descrito un gran numero de tales vectores en
diversas publicaciones, que incluyen, por ejemplo, Current Protocols in Molecular Biology (1987, y actualizaciones).

En general, un ligando de TLR9 usado en una composicion objeto comprende al menos un motivo CpG no metilado.
La posicion relativa de cualquier secuencia de CpG en un polinucleé6tido en ciertas especies de mamifero (por
ejemplo, roedores) es 5'-CG-3' (es decir, la C esta en la posicion 5' con respecto a la G en la posicion 3').

En algunas realizaciones, un ligando de TLR9 comprende una secuencia de nucleo palindromica central que
comprende al menos una secuencia de CpG, en la que la secuencia de nucleo palindrémica central contiene un
esqueleto de fosfodiéster, y en la que la secuencia de nucleo palindromica central esta flanqueada en uno o ambos
lados por secuencias de poliguanosina que contienen esqueleto de fosforotioato.

En otras realizaciones, un ligando de TLR9 comprende una o mas secuencias de TCG en o préximas al extremo 5'
del acido nucleico; y al menos dos dinucleétidos CG adicionales. En algunas de estas realizaciones, los al menos
dos dinucleétidos CG adicionales estan separados tres nucleétidos, dos nucleétidos o un nucleétido. En algunas de
estas realizaciones, los al menos dos dinucleétidos CG adicionales son contiguos el uno al otro. En algunas de estas
realizaciones, el ligando de TLR9 comprende (TCG)n en la que n = 1 a 3, en el extremo 5' del acido nucleico. En
otras realizaciones, el ligando de TLR9 comprende (TCG)n enlaque n =1 a 3, y en la que la secuencia (TCG)n esta
flanqueada por un nucleétido, dos nucledtidos, tres nucleétidos, cuatro nucleétidos o cinco nucleétidos, en el
extremo 5' de la secuencia de (TCG)n.

Motivos CpG consenso a modo de ejemplo de ligandos de TLR9 utiles en la invencion incluyen, pero no se limitan
necesariamente a: 5'-Purina-Purina-(C)-(G)-Pirimidina-Pirimidina-3', en el que el ligando de TLR9 comprende un
motivo CpG flanqueado por al menos dos nucleétidos de purina (por ejemplo, GG, GA, AG, AA, I, etc.,) y al menos
dos nucleodtidos de pirimidina (CC, TT, CT, TC, UU, etc.); 5-Purina-TCG-Pirimidina-Pirimidina-3'; 5-TCG-N-N-3'; en

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2534947 T3

la que N es cualquier base; 5-Nx(CG)nNy en la que N es cualquier base, en la que x e y son independientemente
cualquier numero entero de 0 a 200, por ejemplo, 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11-15, 16-20, 21-25, 25-30, 30-50,
50-75, 75-100, 100-150 6 150-200; y n es cualquier numero entero que es 1 o mayor, por ejemplo, 1, 2, 3,4, 5,6, 7,
8, 9, 10, o mayor. 5'-Nx(TCG)nNy en la que N es cualquier base, en la que x e y son independientemente cualquier
numero entero de 0 a 200, por ejemplo, 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11-15, 16-20, 21-25, 25-30, 30-50, 50-75, 75-
100, 100-150 6 150-200; y n es cualquier numero entero que es 1 o mayor, por ejemplo, 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10,0
mayor. 5'-(TCG)n-3' en la que n es cualquier numero entero que es 1 o mayor, por ejemplo, para proporcionar un
ligando de TLR9 basado en TCG (por ejemplo, en la que n=3, el polinucleétido comprende la secuencia 5'-
TCGNNTCGNNTCG-3"; SEC ID N°: 3); 5-Nm-(TCG)n-Np-3', en la que N es cualquier nucleétido, en la que m es
cero, uno, dos o tres, en la que n es cualquier nimero entero que es 1 0 mayor, y en la que p es uno, dos, tres o
cuatro; 5-Nm-(TCG)n-Np-3' en la que N es cualquier nucleétido, en la que m es cero a 5, y en la que n es cualquier
numero entero que es 1 o mayor, en la que p es cuatro o mayor, y en la que la secuencia N-N-N-N comprende al
menos dos dinucledtidos CG que son tanto contiguos entre si como que estan separados por un nucleétido, dos
nucleétidos o tres nucleétidos; y 5'-Purina-Purina-CG-Pirimidina-TCG-3'.

Si un ligando de TLR9 de acido nucleico comprende una secuencia de formula: 5'-Nm-(TCG)n-Np-3' en la que N es
cualquier nucleétido, en la que m es cero a 5 y en la que n es cualquier numero entero que es 1 o mayor, en la que p
es cuatro o mayor y en la que la secuencia N-N-N-N comprende al menos dos dinucledtidos CG que son tanto
contiguos entre si como que estan separados por un nucleétido, dos nucleétidos o tres nucleétidos, ligandos de
TLR9 a modo de ejemplo utiles en la invencién incluyen, pero no se limitan necesariamente a: (1) una secuencia de
la formula en la que n=2 y Np es NNCGNNCG; (2) una secuencia de la férmula en la que n=2 y Np es AACGTTCG;
(3) una secuencia de la formula en la que n=2 y Np es TTCGAACG,; (4) una secuencia de la férmula en la que n=2 y
Np es TACGTACG; (5) una secuencia de la formula en la que n=2 y Np es ATCGATCG,; (6) una secuencia de la
férmula en la que n=2 y Np es CGCGCGCG; (7) una secuencia de la formula en la que n=2 y Np es GCCGGCCG;
(8) una secuencia de la formula en la que n=2 y Np es CCCGGGCG; (9) una secuencia de la férmula en la que n=2
y Np es GGCGCCCG; (10) una secuencia de la formula en la que n=2 y Np es CCCGTTCG,; (11) una secuencia de
la férmula en la que n=2 y Np es GGCGTTCG,; (12) una secuencia de la férmula en la que n=2 y Np es TTCGCCCG;
(13) una secuencia de la formula en la que n=2 y Np es TTCGGGCG; (14) una secuencia de la formula en la que
n=2y Np es AACGCCCG; (15) una secuencia de la formula en la que n=2 y Np es AACGGGCG; (16) una secuencia
de la féormula en la que n=2 y Np es CCCGAACG,; y (17) una secuencia de la féormula en la que n=2 y Np es
GGCGAACG; y en la que, en cualquiera de 1-17, m=cero, uno, dos o tres.

Si un ligando de TLR9 de acido nucleico comprende una secuencia de férmula: 5'-Nm-(TCG)n-Np-3' en la que N es
cualquier nucleoétido, en la que m es cero, uno, dos, o tres, en la que n es cualquier nimero entero que es 1 o mayor,
y en la que p es uno, dos, tres o cuatro, ligandos de TLR9 a modo de ejemplo utiles en la invencién incluyen, pero no
se limitan necesariamente a: (1) una secuencia de la formula en la que m=cero, n=1 y Np es T-T-T; (2) una
secuencia de la formula en la que m=cero, n=1 y Np es T-T-T-T; (3) una secuencia de la férmula en la que m=cero,
n=1y Np es C-C-C-C; (4) una secuencia de la formula en la que m=cero, n=1y Np es A-A-A-A; (5) una secuencia de
la formula en la que m=cero, n=1 y Np es A-G-A-T; (6) una secuencia de la formula en laque Nm es T, n=1y Np es
T-T-T; (7) una secuencia de la formula en la que Nm es A, n=1 y Np es T-T-T; (8) una secuencia de la férmula en la
que Nm es C, n=1y Np es T-T-T; (9) una secuencia de la férmula en la que Nm es G, n=1 y Np es T-T-T; (10) una
secuencia de la formula en la que Nm es T, n=1y Np es A-T-T; (11) una secuencia de la férmula en la que Nm es A,
n=1y Np es A-T-T; y (12) una secuencia de la formula en la que Nm es C, n=1y Np es A-T-T.

La estructura de nucleo de un ligando de TLR9 util en la invencion puede estar flanqueada en la direccién 5' y/o en la
direccion 3' por cualquier numero o composicion de nucleétidos o nucledsidos. En algunas realizaciones, la
secuencia de nucleo de un ligando de TLR9 tiene al menos 6 bases u 8 bases de longitud, y el ligando de TLR9
completo (secuencias de nucleo mas secuencias flanqueantes 5', 3' 0 ambas) tiene normalmente entre 6 bases y 8
bases, y hasta aproximadamente 200 bases de longitud.

Ligandos de TLR9 basados en ADN utiles en la invencion incluyen, pero no se limitan necesariamente a,
polinucleétidos que comprenden una o mas de las siguientes secuencias de nucleétidos: AGCGCT, AGCGCC,
AGCGTT, AGCGTC, AACGCT, AACGCC, AACGTT, AACGTC, GGCGCT, GGCGCC, GGCGTT, GGCGTC,
GACGCT, GACGCC, GACGTT, GACGTC, GTCGTC, GTCGCT, GTCGTT, GTCGCC, ATCGTC, ATCGCT,
ATCGTT, ATCGCC, TCGTCG y TCGTCGTCG.

Ligandos de TLR9 adicionales utiles en la invencién incluyen, pero no se limitan necesariamente a, polinucleotidos
que comprenden una o mas de las siguientes secuencias de nucleétidos: TCGXXXX, TCGAXXX, XTCGXXX,
XTCGAXX, TCGTCGA, TCGACGT, TCGAACG, TCGAGAT, TCGACTC, TCGAGCG, TCGATTT, TCGCTTT,
TCGGTTT, TCGTTTT, TCGTCGT, ATCGATT, TTCGTTT, TTCGATT, ACGTTCG, AACGTTC, TGACGTT,
TGTCGTT, TCGXXX, TCGAXX, TCGTCG, AACGTT, ATCGAT, GTCGTT, GACGTT, TCGXX, TCGAX, TCGAT,
TCGTT, TCGTC, TCGA, TCGT, TCGXy TCG (en las que “X” es cualquier nucleétido).

Ligandos de TLR9 basados en ADN utiles en la invencion incluyen, pero no se limitan necesariamente a,

polinucleétidos que comprenden las siguientes secuencias de nucleétidos octaméricas: AGCGCTCG, AGCGCCCG,
AGCGTTCG, AGCGTCCG, AACGCTCG, AACGCCCG, AACGTTCG, AACGTCCG, GGCGCTCG, GGCGCCCG,
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GGCGTTCG, GGCGTCCG, GACGCTCG, GACGCCCG, GACGTTCG y GACGTCCG.

Un ligando de TLR9 util en llevar a cabo un método objeto puede comprender uno o mas de cualquiera de los
motivos CpG anteriores. Por ejemplo, un ligando de TLR9 dtil en la invencidn puede comprender un Unico caso o
multiples casos (por ejemplo, 2, 3, 4, 5 0 mas) del mismo motivo CpG. Alternativamente, un ligando de TLR9 puede
comprender multiples motivos CpG (por ejemplo, 2, 3, 4, 5 0 méas) en los que al menos dos de los multiples motivos
CpG tienen diferentes secuencias consenso, o en los que todos los motivos CpG en el ligando de TLR9 tienen
diferentes secuencias consenso.

Un ligando de TLR9 util en la invencion puede o puede no incluir regiones palindrbmicas. Si esta presente, un
palindromo puede extenderse solo a un motivo CpG, si esta presente, en la secuencia de hexamero u octamero de
nucleo, o puede englobar mas de la secuencia de hexdmero u octamero, ademas de secuencias de nucleétidos
flanqueantes.

Ligandos de TLR9 multiméricos. En algunas realizaciones, un ligando de TLR9 es multimérico. Un ligando de
TLR9 multimérico comprende dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas ligandos de TLR9 de
acido nucleico individuales (monoméricos), como se ha descrito anteriormente, ligados mediante enlaces no
covalentes, ligados mediante enlaces covalentes, y tanto ligados directamente entre si como ligados mediante uno o
mas espaciadores. Espaciadores adecuados incluyen moléculas de acido nucleico y no de 4cido nucleico, en tanto
que sean biocompatibles. En algunas realizaciones, el ligando de TLR9 multimérico comprende una matriz lineal de
ligandos de TLR9 monoméricos. En otras realizaciones, un ligando de TLR9 multimero es una matriz ramificada, o
dendrimera, de ligandos de TLR9 monomeéricos.

En algunas realizaciones, un ligando de TLR9 multimérico tiene la estructura general (X1)n(X2)n en la que X es un
ligando de TLR9 de &cido nucleico como se ha descrito anteriormente, y que tiene una longitud de aproximadamente
6 nucledtidos a aproximadamente 200 nucleé6tidos, por ejemplo, de aproximadamente 6 nucleétidos a
aproximadamente 8 nucleétidos, de aproximadamente 8 nucleétidos a aproximadamente 10 nucleétidos, de
aproximadamente 10 nuclet6tidos a aproximadamente 12 nucleotidos, de aproximadamente 12 nucleétidos a
aproximadamente 15 nucleétidos, de aproximadamente 15 nucledtidos a aproximadamente 20 nucleotidos, de
aproximadamente 20 nucle6tidos a aproximadamente 25 nucleétidos, de aproximadamente 25 nucledtidos a
aproximadamente 30 nucleétidos, de aproximadamente 30 nucledtidos a aproximadamente 40 nucleétidos, de
aproximadamente 40 nucle6tidos a aproximadamente 50 nucleétidos, de aproximadamente 50 nucledtidos a
aproximadamente 60 nucleétidos, de aproximadamente 60 nucleétidos a aproximadamente 70 nuclettidos, de
aproximadamente 70 nucle6tidos a aproximadamente 80 nucleétidos, de aproximadamente 80 nucledtidos a
aproximadamente 90 nucleétidos, de aproximadamente 90 nucleétidos a aproximadamente 100 nucleétidos, de
aproximadamente 100 nucledtidos a aproximadamente 125 nucledtidos, de aproximadamente 125 nucleétidos a
aproximadamente 150 nucleétidos, de aproximadamente 150 nucleétidos a aproximadamente 175 nucleétidos, o de
aproximadamente 175 nucleétidos a aproximadamente 200 nucleoétidos; y en la que n es cualquier numero de uno a
aproximadamente 100, por ejemplo, n=1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, de 10 a aproximadamente 15, de 15 a
aproximadamente 20, de 20 a aproximadamente 25, de 25 a aproximadamente 30, de 30 a aproximadamente 40, de
40 a aproximadamente 50, de 50 a aproximadamente 60, de 60 a aproximadamente 70, de 70 a aproximadamente
80, de 80 a aproximadamente 90, o de 90 a aproximadamente 100. En estas realizaciones, X y X2 se diferencian en
la secuencia de nucleédtidos entre si por al menos un nucleétido, y pueden diferenciarse en la secuencia de
nucleétidos entre si por dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete, ocho, nueve, diez o mas bases.

Como se observa anteriormente, en algunas realizaciones, un ligando de TLR9 multimérico objeto comprende un
ligando de TLR9 separado de un ligando de TLR9 adyacente por un espaciador. En algunas realizaciones, un
espaciador es un acido nucleico no de ligando de TLR9. En otras realizaciones, un espaciador es un resto no de
acido nucleico. Espaciadores adecuados incluyen aquellos descritos en la publicacion de patente de EE.UU.
20030225016. Un ligando de TLR9 se multimeriza usando cualquier método conocido.

Modificaciones de ligandos de TLR9. Un ligando de TLR9 adecuado para su uso en una composicion objeto
puede modificarse en una variedad de formas. Por ejemplo, un ligando de TLR9 puede comprender modificaciones
en el grupo fosfato del esqueleto (por ejemplo, enlaces internucleotidicos de metilfosfonato, fosforotioato,
fosforoamidato y fosforoditioato), modificaciones que pueden, por ejemplo, potenciar su estabilidad in vivo,
haciéndolos particularmente utiles en aplicaciones terapéuticas. Una modificacion del grupo fosfato particularmente
util es la conversion en las formas de fosforotioato o fosforoditioato de un ligando de TLR9 de acido nucleico. Los
fosforotioatos y fosforoditioatos son mas resistentes a la degradacion in vivo que sus homologos de oligonucleétido
no modificados, aumentando las semividas de los ligandos de TLR9 y haciéndolos mas disponibles para el sujeto
que esta tratandose.

Otros ligandos de TLR9 modificados englobados por la presente invencion incluyen ligandos de TLR9 que tienen
modificaciones en el extremo 5', el extremo 3', o ambos de los extremos 5' y 3'. Por ejemplo, el extremo 5' y/o 3'
pueden asociarse covalentemente o no covalentemente a una molécula (tanto acido nucleico, no acido nucleico,
como ambos) para, por ejemplo, aumentar la biodisponibilidad del ligando de TLR9, aumentar la eficiencia de
captacion si es deseable, facilitar la administracion a células de interés y similares. Moléculas para la conjugacién
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con un ligando de TLR9 incluyen, pero no se limitan necesariamente a, colesterol, fosfolipidos, &cidos grasos,
esteroles, sacaridos, polipéptidos (por ejemplo, inmunoglobulinas), péptidos, antigenos (por ejemplo, péptidos,
moléculas pequefas, etc.), moléculas de acidos nucleicos lineales o circulares (por ejemplo, un plasmido), soportes
insolubles, polipéptidos terapéuticos y similares. Polipéptidos terapéuticos que son adecuados para la unién a un
agonista de TLR9 incluyen, pero no se limitan a, un factor de crecimiento celular dendritico (por ejemplo, GM-CSF);
una citocina; un interferén (por ejemplo, un IFN-a, un IFN-B, etc.); un antagonista de TNF-a; y similares.

Un ligando de TLR9 esta en algunas realizaciones ligado (por ejemplo, conjugado, ligado covalentemente, asociado
no covalentemente a, o adsorbido sobre) un soporte insoluble. Un ejemplo no limitante a modo de ejemplo de un
soporte insoluble es poli(D,L-lactida-co-glicolida) cationica.

Conjugados de ligando de TLR9 adicionales, y métodos para prepararlos, se conocen en la técnica y se describen
en, por ejemplo, los documentos WO 98/16427 y WO 98/55495. Asi, el término ligando de TLR9” incluye conjugados
que comprenden un ligando de TLR9 de &cido nucleico.

Un polipéptido, por ejemplo, un polipéptido terapéutico, puede conjugarse directamente o indirectamente, por
ejemplo, mediante una molécula de conector, a un ligando de TLR9. Se conocen en la técnica una amplia variedad
de moléculas de conector y pueden usarse en los conjugados. El enlace del péptido con el oligonucleétido puede ser
mediante una cadena lateral reactiva con péptido, o el extremo N o C del péptido. El enlace del oligonucleétido con
el péptido puede ser en cualquiera de los extremos 3' 0 &', o interno. Un conector puede ser una molécula organica,
inorganica o semiorganica, y puede ser un polimero de una molécula organica, una molécula inorganica, o un co-
polimero que comprende tanto moléculas inorganicas como organicas.

Si estan presentes, las moléculas de conector son generalmente de longitud suficiente para permitir que los
oligonucleédtidos y/o polinucledtidos y un polipéptido ligado permitan algdn movimiento flexible entre el
oligonucleétido y el polipéptido. Las moléculas de conector tienen generalmente aproximadamente 6-50 atomos de
longitud. Las moléculas de conector también pueden ser, por ejemplo, arilacetileno, oligémeros de etilenglicol que
contienen 2-10 unidades de monémero, diaminas, diacidos, aminoacidos, o combinaciones de los mismos. Otras
moléculas de conector que pueden unirse a oligonucleétidos pueden usarse en vista de la presente divulgacion.

b. Agonista de receptor similar a NOD (NLR)

Los receptores similares a NOD (NLR) son proteinas citoplasmicas que pueden tener una variedad de funciones en
la regulacion de respuestas inflamatorias y apoptoésicas. Se han encontrado aproximadamente 20 de estas proteinas
en el genoma de mamifero e incluyen dos subfamilias principales llamadas NOD y NALP, el transactivador de clase
Il del MHC (CIITA), y algunas otras moléculas (por ejemplo, IPAF y BIRC1). El actual entendimiento sugiere que
algunas de estas proteinas reconocen moléculas endoégenas o microbianas o respuestas a tension y forman
oligbmeros que activan caspasas inflamatorias (por ejemplo, caspasa 1) causando la escision y activacion de
importantes citocinas inflamatorias tales como IL-1, y/o activan la ruta de sefializacion de NF-kB para inducir la
produccién de moléculas inflamatorias. La familia de NLR se conoce bajo varios nombres diferentes, que incluye la
familia CATERPILLER (o CLR) o NOD-LRR.

Los ligandos son actualmente conocidos para NOD1 y NOD2. NOD1 reconoce una molécula llamada meso-DAP,
que es un peptidoglicano constituyente de solo bacterias Gram-negativas. Las proteinas NOD2 reconocen MDP
intracelular (muramildipéptido), que es un peptidoglicano constituyente de tanto bacterias Gram-positivas como
Gram-negativas. NODS transduce sefiales en la ruta de las NF-kB y MAP cinasas mediante la serina-treonina cinasa
llamada RIP2. Las proteinas NOD se llaman asi ya que contienen un dominio de oligomerizacion de union a
nucleétidos que se une al nucleétido trifosfato. Los NOD sefializan mediante dominios CARD del extremo N para
activar acontecimientos de induccion del gen en la direccion 3', e interaccionan con moléculas microbianas por
medio de una region de repeticiones ricas en leucina (LRR) del extremo C.

Al igual que NOD, las proteinas NALP contienen LRR del extremo C, que parecen actuar como dominio regulador y
pueden participar en el reconocimiento de patdégenos microbianos. También al igual que NOD, estas proteinas
también contienen un sitio de unién al nucleétido (NBS) para el nucleétido trifosfatos. La interaccién con otras
proteinas (por ejemplo, la molécula adaptadora ASC) esta mediada mediante el dominio de pirina del extremo N
(PYD). Hay 14 miembros de esta subfamilia en seres humanos (llamados NALP1 a NALP14). Las mutaciones en
NALP3 son responsables de las enfermedades autoinflamatorias sindrome autoinflamatorio familiar por frio,
sindrome de Muckle-Wells y enfermedad inflamatoria multisistémica de aparicién neonatal. Los activadores de
NALP3 incluyen muramildipéptido, ADN bacteriano, ATP, toxinas, ARN bicatenario, paramixovirus y cristales de
acido urico.

También se ha mostrado que otros NLR tales como IPAF y NAIP5/Bircle activan caspasa-1 en respuesta a
Salmonella y Legionella.

Los agonistas de NLR incluyen, pero no se limitan a, GM-tripéptido (Shigella flexneri), mesolantionina (Helicobacter
pilori), meso-DAP, y-D-Glu-DAP (iEDAP) (Enteroinvasive Escherichia coli), D-lactil-L-ala-y-Glu-meso-DAP-Gly
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(FK156) (Pseudomonas), heptanolil-y-Glu-meso-DAP-D-ala (FK565) (Chlamydia, Listeria monocytogenes), MDP
(Listeria monocytogenes), MurNAc-L-Ala-y-D-Glu-L-Lys (M-TRILys) (Streptococcus pneumoniae, Salmonella
typhimurium, Salmonella flexneri), flagelina, ARN bacteriano, ATP, nigericina, maitotoxina, cristales de acido urico,
aerolisina y toxina letal del carbunco.

c. Agonista de receptores similares a RIG (RLR)

Diversas células en el cuerpo pueden detectar virus infecciosos e iniciar reacciones conjuntamente conocidas como
respuestas innatas antivirales. Estas respuestas incluyen la produccién de citocinas antivirales tales como interferon
tipo | (IFN) y la posterior sintesis de enzimas antivirales, que son responsables de la alteracion de la replicacién viral
y promociéon de respuestas inmunitarias adaptativas. Los receptores similares al RIG (gen inducible por acido
retinoico) detectan moléculas de ARN viral que desencadenan componentes del sistema inmunitario innato.
Ligandos para RLR incluyen, pero no se limitan a, ARNmc, ARNbc, poliinosina-acido policitidilico (“poli(rl:rC)”, un
analogo sintético de ARN bicatenario (ARNbc), y otros acidos nucleicos virales — que incluyen porciones de
genomas virales de ARN (por ejemplo, virus de la encefalitis japonesa (VEJ), virus de la estomatitis vesicular (VEV),
virus de la gripe, virus del dengue, virus del Nilo occidental, reovirus y virus de la encefalomiocarditis (VEMCV) - y
analogos de los mismos. Un segmento o andlogo de ARN pueden al menos 20, 25, 30, 35, 40 o mas nucledtidos o
pares de nucleétido o el equivalente. En ciertos aspectos, el ARN es un ARN de trifosfato en 5'.

d. Agonista de receptores similares a inmunoglobulina de leucocitos (LIR)

La clonacion de ocho moléculas relacionadas con LIR-1 (véase Fanger et al., 1999, y referencias en su interior), con
63-84 % de identidad de aminoéacidos con LIR-1, establecié una novedosa familia de inmunorreceptores (LIR). Los
LIR pueden agruparse segun su estructura. Cinco de los LIR (1, 2, 3, 5 y 8) tienen dominios citoplasmicos que
contienen dos, tres o cuatro secuencias similares al motivo inhibidor basado en tirosina de inmunorreceptores (ITIM).
Aunque dos de los motivos basados en tirosina (motivos n° 2 y 3; I/VxYxxL/V) se ajustan a la secuencia consenso de
ITIM original, algunos de estos LIR contienen motivos basados en tirosina con un residuo de asparagina (motivo n°
1; NxYxxL/V) o un residuo de serina (motivo n°® 4; SxYxxL/V) localizado dos aminoacidos en la direccion 5' de la
tirosina. A diferencia de los LIR que contienen ITIM, tres de los LIR (6a, 6b y 7) contienen regiones citoplasmicas
cortas y un residuo de arginina positivamente cargado en el dominio transmembrana.

Los miembros de la familia de LIR se unen a moléculas de clase | del MHC. LIR-1 y LIR-2 reconocen los alelos HLA-
A (A0101, A0301), HLA-B (B0702, B0802, B1501, B2702) y HLA-C (C0304) y la molécula de clase | no clasica HLA-
G1. Por tanto, la especificidad de unién de LIR-1 y LIR-2 es distinta de la de KIR, que reconoce subconjuntos
relativamente limitados de alelos de clase | del MHC, ademas de CD94/NKG2A. La ultima molécula reconoce HLA-E
cuyos sitios de union estan ocupados por péptidos derivados de la secuencia sefial de antigenos de clase | del MHC
especificos.

2. Componentes microbianos
a. EF2505

En ciertos aspectos se contemplan métodos para tratar, inhibir o atenuar una infeccion microbiana en un individuo
que tiene o esta en riesgo de desarrollar una infeccion tal, comprendiendo los métodos administrar una cantidad
eficaz de un péptido de StIR, por ejemplo, la proteina EF2505 de Enterococcus faecalis (SEC ID N° 1), o un
fragmento o derivado del mismo a dicho individual. Normalmente, el individuo o sujeto se ha expuesto a un microbio
patégeno o esta en riesgo de tal exposicion. En ciertos aspectos, el péptido de StIR es un polipéptido o péptido
purificado o aislado. El término “purificado” o “aislado” significa que el componente se habia aislado previamente o
purificado de otras proteinas y que el componente es al menos aproximadamente el 70, 75, 80, 90, 95, 97 o el 99 %
puro antes de formularse en la composicién. En ciertas realizaciones, el componente purificado o aislado es
aproximadamente o es al menos aproximadamente el 95, 96, 97, 98, 99, 99,1, 99,2, 99,3, 99,4, 99,5 % puro 0 mas,
o cualquier intervalo derivable en su interior. Un componente purificado tal puede entonces mezclarse con otros
componentes para formar una composicion como se describe en el presente documento.

Una proteina de StIR recombinante, por ejemplo, EF2505, o fragmento o segmento de la misma o analogo de la
misma, comprende al menos, como maximo, o aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 95, 100, 150 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1500,
1600 6 1651 aminoacidos consecutivos, que incluyen todos los valores e intervalos intermedios, de SEC ID N°: 1. En
ciertos aspectos, un fragmento o analogo del mismo incluye al menos o como maximo o aproximadamente la
secuencia de aminoacidos del aminoacido 1, 2, 3, 4, 5, 6,7, 8, 9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 111, 112,
113, 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120 al aminoacido 100, 150, 200, 250, 300, 350, 355, 360, 365, 370, 375, 380,
390, 395, 400, 401, 402, 403, 404, 405, 406, 407, 408, 409, 410, 411, 412, 413, 414, 415, 416, 417, 418, 419, 420,
421, 422, 423, 424, 425, 426, 427, 428, 429, 430, 431, 432, 433, 434, 435, 436, 437, 438, 439, 440, 441, 442, 443,
444, 445, 446, 447, 448, 449, 450 de SEC ID N°: 1, que incluyen todos los valores e intervalos intermedios. En otro
aspecto, un fragmento de polipéptido o analogo del mismo incluye, pero no se limita a, una secuencia de
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aminoacidos que comprende al menos, como maximo, o aproximadamente los aminoacidos 20, 21, 22, 23, 24, 25,
26, 27, 28, 29, 30 al aminoacido 440, 441, 442, 443, 444, 445, 446, 447, 448, 449, 450 de SEC ID N°: 1. En ciertos
aspectos, un segmento de polipéptido o fragmento o analogo del mismo incluye, pero no se limita a, una secuencia
de aminoacidos que comprende al menos o como maximo o aproximadamente los aminoacidos 28, 29, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 200, 250, al aminoacido 440, 441, 442, 443,
444, 445, 446, 447, 448, 449, 450 de SEC ID N° 1, que incluye todos los valores e intervalos intermedios. En
todavia otro aspecto, un fragmento de polipéptido o analogo del mismo comprende una secuencia de aminoacidos
que comprende una secuencia de aminoacidos que es al menos el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 o0 el 100 %
idéntica al aminoacido 28 a 449, 28 a 442, 111 a 449, 111 a 442, 223 a 449, o 223 a 442 de SEC ID N°: 1, que
incluye todos los valores e intervalos intermedios. Derivados o variantes de la proteina de StIR o sus segmentos
incluyen mutaciones de insercion, delecién y puntuales. Una mutacién de insercién particular es una proteina de
fusién que comprende la secuencia de aminoacidos exégena a la proteina EF2505 en el extremo carboxi o amino.

En ciertos aspectos, la proteina de StIR o un fragmento o un segmento o un derivado de la misma se administra en
una formulacion nebulizada o aerosolizada. La composicién puede administrarse por inhalacion o inspiracion. La
StIR o un fragmento o derivado de la misma puede administrarse en una cantidad de aproximadamente 0,01, 0,05,
0,1,0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ug o mg/kg a aproximadamente 55, 60, 65, 70, 75, 80,
85, 90, 95, 100, 125, 150, 200 pug o mg/kg del peso corporal del individuo. En otro aspecto, un sujeto puede
administrarse con aproximadamente 0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75,
80, 85, 90, 95, 100, 125, 150, 200 pug o mg del polipéptido o péptido de StIR o variante o derivado o analogo del
mismo. Basandose en la siguiente divulgacion, un experto habitual en esta técnica seria facilmente capaz de
determinar segmentos, fragmentos o derivados Utiles de un polipéptido StIR, por ejemplo, proteina EF2505 de
Enterococcus faecalis. En un aspecto preferido, el fragmento, segmento o derivado es al menos el 75 % idéntico a
una secuencia de SEC ID N°: 1. En otro aspecto, el fragmento, segmento o derivado es al menos el 80 % idéntico a
una secuencia de SEC ID N°: 1. En otro aspecto, el fragmento, segmento o derivado es al menos el 85 % idéntico a
una secuencia de SEC ID N°: 1. En otro aspecto, el fragmento, segmento o derivado es al menos el 90 % idéntico a
una secuencia de SEC ID N°: 1. En otro aspecto, el fragmento, segmento o derivado es al menos el 95 % idéntico a
una secuencia de SEC ID N°: 1.

En ofra realizacién mas, la presente divulgacién se refiere a una composicion farmacéuticamente aceptable que
comprende uno o mas polipéptidos de StIR (por ejemplo, proteina EF2505 de Enterococcus faecalis) o un fragmento
0 un segmento o un derivado o un analogo del mismo; un agente antiinflamatorio; un agente antimicrobiano; y/o uno
0 mas excipientes farmacéuticos. Normalmente, tales composiciones son estériles y esencialmente libres de
microbios patégenos.

b. Flagelina

En ciertos aspectos, la composicion de StIR comprende un polipéptido de flagelina que comprende 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21 6 22 aminoacidos consecutivos del péptido QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA (SEC ID
N°: 2), que se conoce como un agonista de TLR5, o un segmento o derivado del mismo. Un polipéptido de la
divulgacion también puede comprender una secuencia de aminoacidos que es al menos el 70, 80 o el 90 %, que
incluye todos los valores e intervalos intermedios, idéntica a SEC ID N° 2. En otros aspectos, la flagelina es
polipéptido o péptido de flagelina sintetizado y/o purificado o aislado. El término “purificado” o “aislado” significa que
el componente se aisl6 previamente o purificé de otras proteinas o reactivos o subproductos de sintesis y que el
componente es al menos aproximadamente el 95 % puro antes de formularse en la composicion. En ciertas
realizaciones, el componente purificado o aislado es aproximadamente o es al menos aproximadamente el 80, 95,
96, 97, 98, 99, 99,1, 99,2, 99,3, 994, 99,5 % puro o mas, o cualquier intervalo derivable en su interior. Un
componente purificado tal puede entonces mezclarse con otros componentes para formar una composicién como se
describe en el presente documento.

Una proteina flagelina recombinante o fragmento o segmento de la misma comprende 5, 10, 15, 20, 21, 22, 23, 24,
25, 30, 35, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 150 200, 250, 300, 350 6 400 aminoacidos consecutivos,
que incluyen todos los valores e intervalos intermedios, de SEC ID N° 2 u otros polipéptidos de flagelina. Estos
fragmentos o segmentos son al menos, como maximo, o aproximadamente el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 o
el 100 % idénticos a SEC ID N°: 2 u otros polipéptidos de flagelina. En ciertos aspectos, un polipéptido de flagelina o
segmento es al menos el 75 % idéntico a la secuencia de SEC ID N°: 2. En otro aspecto, polipéptido de flagelina o
segmento es al menos el 80 % idéntico a la secuencia de SEC ID N°: 2. En otro aspecto, el polipéptido de flagelina o
segmento es al menos el 85 % idéntico a la secuencia de SEC ID N°: 2. En otro aspecto, el polipéptido de flagelina o
segmento es al menos el 90 % idéntico a la secuencia de SEC ID N°: 2. En otro aspecto, el polipéptido de flagelina o
segmento es al menos el 95 % idéntico a la secuencia de SEC ID N°: 2. Derivados o variantes de flagelina o su
segmento incluyen mutaciones de insercién, delecion y puntuales de SEC ID N°: 2. Una mutacién de inserciéon
particular es una proteina de fusién que comprende secuencia de aminoacidos exdgena a la flagelina en el extremo
carboxi 0 amino. Se conocen varias proteinas de flagelina en e incluyen, pero no se limitan a, flagelina que tiene
nimero de acceso BAB58984 (gi|14278896); YP_001330159 (gi|150402865); YP_001323483 (gi|150399716);
CAA28975 (gi|1333716); CAA02137 (gi|1567895); CAA67105 (gi|1580779); AAR10473 (gi|38049688); CAR58992
(9i|197093531); YP_001217666 (gi|147675484); CAL12564 (gi|122089712); BAD14977 (gi|46093563); o CAD05707
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(gi|16503200).
c. Lisado microbiano

Las realizaciones de la divulgacién también incluyen composiciones farmacéuticamente aceptables que comprenden
un lisado de un microbio esencialmente no patdgeno, un agente antiinflamatorio y uno o mas excipientes
farmacéuticos, en las que dicha composicion es estéril y esencialmente libre de microbios patégenos. Un lisado
microbiano normalmente se sonica; homogeneiza; irradia; lisa por métodos barométricos, neumaticos, con
detergentes o enzimaticos y combinaciones de los mismos. En un aspecto particular, el lisado microbiano se irradia
con UV antes, durante o después de la lisis. El lisado microbiano puede incluir, pero no se limita a, un lisado
bacteriano, fungico o viral. En ciertas realizaciones, el lisado microbiano es un lisado bacteriano. El microorganismo
a partir del cual se prepara el lisado no necesita ser un microorganismo virulento, y normalmente no sera un
microorganismo virulento. Aspectos de la divulgacion incluyen un lisado derivado de bacterias que tiene un efecto
limitado sobre la salud de un sujeto. Efecto limitado se refiere a producir reacciones adversas minimas y alteracion
insustancial en la funcién de un tejido, un 6rgano, o un sistema de un sujeto durante un periodo de al menos, como
maximo, o aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9 6 10 dias.

Las composiciones de la divulgacién no necesitan derivarse directamente de un organismo virulento del que se
busca proteccion o terapia. Las bacterias pueden ser del género Haemophilus, pero no se limitan a Haemophilus.
Pueden identificarse bacterias que poseen una amenaza minima de efectos adversos en un sujeto. En ciertos
aspectos, la bacteria es Haemophilus influenzae, particularmente Haemophilus influenzae no tipificable (NTHi)
(Clement et al., 2008; Clement et al., 2009; Evans et al., 2010; Tuvim et al., 2009).

Un lisado microbiano puede tener una concentracion de proteina de al menos aproximadamente, aproximadamente,
o como maximo de aproximadamente 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5,4,4,5,5,5,5,6,6,5,7,7,5, 8, 8,5, 9, 9,56 10 mg/ml,
que incluye todos los valores e intervalos intermedios. En ciertos aspectos, el lisado microbiano puede tener una
concentracion de proteina de al menos aproximadamente, aproximadamente, o como maximo de aproximadamente
10 mg/ml.

Las realizaciones de la divulgacion incluyen un lisado microbiano que puede administrarse mediante las vias
respiratorias. En ciertos aspectos, la administracion es por inhalacidon. En otro aspecto, la composicién es
aerosolizada o en una forma que puede ser inhalada por un sujeto. En ciertas realizaciones, una composicion de
lisado comprende un agente antiinflamatorio, que incluye antiinflamatorios esteroideos y no esteroideos (AINE). Para
mas detalle véase la solicitud de patente de EE.UU. 11/830.622 “Compositions and methods for stimulation of lung
innate immunity” Dickey et al.

B. Componentes huésped o autélogos

Varias moléculas derivadas de células y tejidos de un sujeto o huésped pueden estimular, potenciar o contribuir a la
produccion de una respuesta inmunitaria. Estos restos se denominan restos o componentes huésped o autélogos e
incluyen moléculas pequefas liberadas de células lesionadas, estresadas o moribundas; componentes que
participan en la destruccion microbiana o neutralizacion; citocinas; y macromoléculas liberadas de células o tejidos.

1. Compuestos huésped de molécula pequeiia

Las moléculas pequefias que estan asociadas o se liberan de células que estan lesionadas, estresadas o
moribundas, tales como adenosina 5'-trifosfato (ATP), acido urico (urato) y adenosina. Los receptores para muchas
de estas moléculas y las rutas por las que modulan la inflamacién estan bien definidos. La inflamacién es una de las
primeras respuestas del sistema inmunitario a la infeccion o irritacion. La inflamacion se estimula por factores
quimicos liberados por células lesionadas y sirve para establecer una barrera fisica contra la propagacion de la
infeccion, y para promover la curacion de cualquier tejido dafiado tras la eliminacion de los patdégenos. Los factores
quimicos producidos durante la inflamacién (histamina, bradiquinina, serotonina, leucotrienos también
prostaglandinas) sensibilizan receptores del dolor, producen vasodilataciéon de los vasos sanguineos en el lugar, y
atraen fagocitos, especialmente neutréfilos. Entonces, los neutréfilos desencadenan otras partes del sistema
inmunitario liberando factores que citan a otros leucocitos y linfocitos.

Los componentes huésped de molécula pequefia que pueden incluirse en las composiciones de StIR de la
divulgacion incluyen ATP, adenosina, histamina, bradiquinina, serotonina, leucotrienos, prostaglandinas.

2. Restos de huésped extracelulares

Las proteinas huésped extracelulares que tienen una funcién en la destruccién microbiana directa y/o en la
sefalizaciéon, tales como complemento, pentraxinas, defensinas y catelicidinas. Estas moléculas estan
frecuentemente presentes constitutivamente, pero no sefializan hasta que se activan uniéndose a productos
microbianos, o que se escinden proteoliticamente, o algun otro mecanismo de activacion. Ademas, su produccion
puede aumentarse. En ciertos aspectos, estas proteinas estan tanto en una forma activada (tanto por activacion o
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procesamiento in vitro como por manipulacién de la proteina).

El sistema del complemento es una cascada bioquimica que ayuda a limpiar de patégenos un organismo. Es parte
del sistema inmunitario mas grande que no es adaptable y no cambia durante el transcurso de la vida de un
individuo; como tal, pertenece al sistema inmunitario innato. Sin embargo, puede ser reclutado y ser puesto en
servicio por el sistema inmunitario adaptativo.

El sistema del complemento consiste en varias proteinas pequefias encontradas en la sangre, normalmente
circulando como zimdgenos inactivos. Cuando se estimulan por uno de los varios desencadenantes, las proteasas
en el sistema escinden proteinas especificas para liberar citocinas e inician una cascada de amplificacion de otras
escisiones. El resultado final de esta cascada de activacion es la enorme amplificacion de la respuesta y activacién
del complejo de ataque a membrana destructor de células. Mas de 20 proteinas y fragmentos de proteinas
constituyen el sistema del complemento, que incluyen proteinas del suero, proteinas serosas y receptores de la
membrana celular. Estas proteinas se sintetizan principalmente en el higado, y representan aproximadamente el 5 %
de la fraccién de globulina del suero de la sangre.

Los componentes del sistema del complemento que pueden incluirse en una composiciéon de StIR incluyen, pero no
se limitan a, C1-complejo, (C1q, C1r, C1s y C1qr2s2), C1r2s2, C4, C2, C4a, C4b, C2a, C2b C3-convertasa (C4b2a
complejo), C3a, C3b; C5 convertasa (complejo de C4bC2aC3b), factor de aceleracion del decaimiento (DAF), factor
B, C3bB, factor D, Ba, Bb, C3bBb, C3bBbC3b, C5, C5a, C5b, C6, C7, C8, C9 y complejo de ataque a la membrana
(MAC) (C5b6789).

Las pentraxinas son una familia de proteinas que normalmente tienen union al ligando dependiente del calcio y una
estructura de brazo de gitano en B aplanado distintivo similar a la de las lectinas de legumbre. Las pentraxinas
“cortas” incluyen componente P del suero amiloide (SAP) y proteina C reactiva (CRP). Las pentraxinas “largas”
incluyen PTX3 (una molécula modulada por citocina) y varias pentraxinas neuronales.

Las defensinas son proteinas cationicas ricas en cisteina pequefias encontradas en tanto vertebrados como
invertebrados. Son activas contra bacterias, hongos y muchos virus envueltos y no envueltos. Consisten en 18-45
aminoacidos que incluyen seis (en vertebrados) a 8 residuos de cisteina conservados. Las células del sistema
inmunitario contienen estos péptidos para ayudar en la destruccion de bacterias fagocitadas, por ejemplo, en
granulocitos neutréfilos y casi todas las células epiteliales. La mayoria de las defensinas funcionan uniéndose a la
membrana celular microbiana, y una vez incorporadas, formando defectos de la membrana similares a poros que
permiten la salida de iones y nutrientes esenciales.

La defensina puede incluirse en composiciones de StIR de la divulgacién que incluyen, pero no se limitan a, o-
defensinas (DEFA1, DEFA1A3, DEFA3, y/o DEFA4), B-defensinas (DEFB1, DEFB4, DEFB103A/DEFB103B a
DEFB107A/DEFB107B, DEFB110 a DEFB133) y/o 6-defensinas (DEFT1P).

El péptido antimicrobiano catelicidina es una familia de polipéptidos encontrada en lisosomas en leucocitos
polimorfonucleares (PMN). Los miembros de la familia de las catelicidinas de polipéptidos antimicrobianos se
caracterizan por una region altamente conservada (dominio de catelina) y un dominio de péptido de catelicidina
altamente variable. Los péptidos de catelicidina se han aislado de muchas especies diferentes de mamiferos. Las
catelicidinas se encontraron originalmente en neutrofilos, pero desde entonces se han encontrado en muchas otras
células que incluyen células epiteliales y macréfagos activados por bacterias, virus, hongos, o la hormona 1,25-D. La
familia de las catelicidinas comparte homologia de secuencias primaria con la familia de las catepsinas de
inhibidores de la cisteina proteinasa, aunque normalmente carecen de residuos de aminoacidos que se cree que son
importantes en tal inhibicion de proteasas.

3. Citocinas

Las citocinas son una categoria de moléculas de sefalizacién que se usan ampliamente en la comunicacion celular.
Son proteinas, péptidos o glucoproteinas. El término citocina engloba una familia grande y diversa de reguladores de
polipéptidos que se producen ampliamente en todo el cuerpo por células de diverso origen embriologico. La accion
de las citocinas puede ser autocrina, paracrina y endocrina. Las citocinas son criticas para el desarrollo y
funcionamiento de tanto la respuesta inmunitaria innata como adaptiva, aunque no se limitan a solo el sistema
inmunitario. Son frecuentemente secretadas por células inmunitarias que han encontrado un patégeno, activando asi
y reclutando adicionalmente células inmunitarias para aumentar la respuesta del sistema al patégeno.

Las citocinas que estimulan defensas antimicrobianas de células inmunitarias innatas, en particular células
epiteliales, tales como IL-17, IL-22, IFN-y. En algunos casos, esto representa una amplificacién de la inflamacién
innata por el sistema inmunitario innato adaptativo, como cuando la IL-17 se produce por células Th 17. En otros
casos, las citocinas son liberadas por células que no son parte del sistema inmunitario adaptativo, por ejemplo, por
células epiteliales, células mesenquimatosas o células dendriticas.
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Las citocinas que pueden incluirse en las composiciones de StIR de la divulgacion incluyen la superfamilia 1 de IL-1
((IL-1Ra), IL-18, IL-33); la familia similar a IL-6/que utiliza gp130 (IL-6, IL-11, IL-27, IL-30, IL-31, oncostatina M, factor
inhibidor de leucemia, factor neurotréfico ciliar, cardiotrofina 1); la familia de IL-10 (IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24,
IL-26); interferdn tipo 11l (IL-28, IL-29); familia de la cadena y comun (IL-2/15, IL-3, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-21); la
familia de IL-12 (IL-12, IL-23, IL-27, IL-35), IL-5; IL-8; IL-14; IL-16; IL-17/25; 1L-32; las quimiocinas CCL (CCL1,
CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CCL6, CCL7, CCL8, CCL9, CCL10, CCL11, CCL12, CCL13, CCL14, CCL15, CCL16,
CCL17, CCL18, CCL19, CCL20, CCL21, CCL22, CCL23, CCL24, CCL25, CCL26, CCL27, CCL28); las quimiocinas
CXCL (CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL4, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12,
CXCL13, CXCL14, CXCL15, CXCL16, CXCL17); CX3CL-1; XCL1; XCLZ2; superfamilia de TNF (ligando) (ligando 4-
1BB, factor activante de linfocitos B, ligando FAS, linfotoxina, OX40L, RANKL, TRAIL); agrupacién de citocinas de
diferenciacion (CD70, CD153, CD154); interferones (IFN-I alfa (2a PEGilado, 2b PEGilado), IFN-Ibeta (1a, 1b)), IFN-
Iy y IEN-II1.

4. Restos de huésped macromolecular

Macromoléculas o fragmentos de las mismas que pueden liberarse de la matriz extracelular, la superficie celular o el
interior de la célula y activan la sefializacion inmunitaria innata, tales como dectina, versicano, HMGB-I, ADN y ARN.
Normalmente, estas macromoléculas normalmente estan ocultas de receptores diana, tanto dentro del interior de la
célula como enmascaradas por interacciones intramoleculares o intermoleculares. Son liberadas para interaccionar
con receptores diana después de la rotura de la célula, o después de la protedlisis de la superficie celular de la
matriz para revelar un resto de sefalizacién, o algun mecanismo similar.

Il. COMPOSICIONES DE POLIPEPTIDO Y PEPTIDO

En ciertas realizaciones, la presente divulgacion se refiere a al menos un polipéptido o péptido (por ejemplo, un
segmento de polipéptido) o derivado o variante del mismo. Como se usa en el presente documento, una “proteina”,
“polipéptido”, “péptido”, “composicion de polipéptido o péptido’, o “compuesto de polipéptido o péptido”,
generalmente se refiere, pero no se limita a, una proteina o polipéptido de al menos cinco aminoacidos o analogos
de aminoacidos (conjuntamente una molécula de amino, véase mas adelante). Todos los términos de “polipéptido o
péptido” descritos anteriormente pueden usarse indistintamente en el presente documento.

En ciertas realizaciones, el tamafo de la al menos una molécula de polipéptido o péptido puede comprender, pero
no se limita a, una molécula que tiene al menos, como maximo o aproximadamente 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 100, 500, 1000 a aproximadamente 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 100, 500, o mas residuos de molécula amino, y
cualquier valor o intervalo derivable en su interior. La divulgacion incluye aquellas longitudes de aminoacidos
contiguos o analogos de los mismos de cualquier secuencia tratada en el presente documento.

Segmentos o fragmento de un polipéptido de péptido incluyen del aminoacido 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,10, 15, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 350, 400, 450 al aminoacido 10, 15, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100,
150, 200, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600 aminoacidos de secuencias desveladas o citadas en el presente
documento, que incluyen todos los valores e intervalos intermedios.

Como se usa en el presente documento, una “molécula de amino” se refiere a cualquier aminoacido, derivado de
aminoacido o mimético de aminoacido como se conoce para un experto habitual en la materia. En ciertas
realizaciones, los residuos del polipéptido o molécula de péptido son secuenciales, sin ninguna molécula no de
amino que interrumpa la secuencia de residuos de moléculas de amino. En otras realizaciones, la secuencia puede
comprender uno o mas restos de molécula de no amino. En ciertas realizaciones, la secuencia de residuos de la
molécula de polipéptido o péptido puede interrumpirse por uno o mas restos de molécula de no amino.

Por consiguiente, el término “composicion de polipéptido o péptido” engloba secuencias de moléculas de amino que
comprenden al menos uno de los 20 aminoacidos comunes en proteinas naturalmente sintetizadas, o al menos un
aminoacido modificado o inusual.

En ciertas realizaciones, la composiciéon de polipéptido o de péptido comprende al menos una proteina, polipéptido o
péptido. En métodos que implican una composicién agonista de TLR, un polipéptido o péptido pueden tener toda o
parte de la secuencia de aminoacidos de un polipéptido de flagelina, tal como SEC ID N° 2, o polipéptidos
homélogos. En ciertas realizaciones, las composiciones que contienen proteina, polipéptido o péptido seran
generalmente proteinas o péptidos o proteinas sintéticas o péptidos cada uno esencialmente libre de toxinas,
patdégenos e inmundégenos perjudiciales. En ciertos aspectos, el polipéptido es una secuencia de aminoacidos
recombinante o sintética.

Las composiciones de polipéptido o péptido pueden prepararse por cualquier técnica conocida para aquellos
expertos en la materia, que incluye la expresion de proteinas, polipéptidos o péptidos mediante técnicas de biologia
molecular convencionales, el aislamiento de polipéptidos o péptidos de fuentes naturales, o la sintesis quimica de
materiales de polipéptido o péptido. Las regiones codificantes para estos polipéptidos o péptidos pueden
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amplificarse y/o expresarse usando las técnicas desveladas en el presente documento o como serian conocidas
para aquellos expertos habituales en la materia. Alternativamente, aquellos expertos conocen diversas
preparaciones comerciales de proteinas, polipéptidos y péptidos.

En ciertas realizaciones, puede purificarse un compuesto de polipéptido o péptido. Generalmente, “purificado” se
referira a una composicién especifica o de proteina, polipéptido o de péptido que se ha sometido a fraccionamiento
para eliminar diversas otras proteinas, polipéptidos, péptidos, y otras moléculas y compuestos, y composicidon que
retiene sustancialmente su actividad, como puede evaluarse, por ejemplo, por ensayos de proteina, como se conoce
por un experto habitual en la materia para la proteina, polipéptido o péptido especifico o deseado.

Se contempla que practicamente cualquier componente que contiene proteina, polipéptido o péptido pueda usarse
en las composiciones y métodos desvelados en el presente documento. En ciertas realizaciones, se prevé que la
formacién de un aerosol o composicion nebulizada o aerosolizable o nebulizable pueda permitir que la composicion
se aplique con mas precision o facilmente al aparato respiratorio por inhalacién, inspiracion, y similares.

A. Variantes y derivados de polipéptidos o péptidos

Variantes o derivados de la secuencia de aminoacidos de las proteinas, polipéptidos y péptidos de la presente
divulgacion pueden ser variantes sustitucionales, de insercién o de delecién, ademas de inclusién de anélogos o
derivados de aminoécidos. Las variantes de delecion carecen de uno o mas residuos de la proteina nativa que no
son esenciales para la funcién o actividad inmunogénica. Otro tipo comun de variante de delecion es uno que carece
de secuencias sefial secretoras o secuencias sefial que dirigen a una proteina para unirse a una parte particular de
una célula o regiones que atraviesan la membrana u otras secuencias funcionales no necesarias para la actividad in
vivo buscada. Los mutantes de insercion normalmente implican la adicion de material en un punto no terminal en el
polipéptido. Esto puede incluir la insercion de un epitope inmunorreactivo o simplemente un Unico residuo. Las
adiciones terminales, llamadas proteinas de fusién, se tratan mas adelante.

Las variantes de sustitucion normalmente contienen el intercambio de un aminoacido con otro en uno o mas sitios
dentro de un polipéptido o péptido, y pueden disefiarse para modular una o mas propiedades, tales como estabilidad
contra la escision proteolitica, sin la pérdida de otras funciones o propiedades. Las sustituciones de este tipo son
preferentemente conservativas, es decir, un aminoacido se sustituye con uno de forma y carga similar. Las
sustituciones conservativas son muy conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, los cambios de: alanina a
serina; arginina a lisina; asparagina a glutamina o histidina; aspartato a glutamato; cisteina a serina; glutamina a
asparagina; glutamato a aspartato; glicina a prolina; histidina a asparagina o glutamina; isoleucina a leucina o valina;
leucina a valina o isoleucina; lisina a arginina; metionina a leucina o isoleucina; fenilalanina a tirosina, leucina o
metionina; serina a treonina; treonina a serina; triptéfano a tirosina; tirosina a triptéfano o fenilalanina; y valina a
isoleucina o leucina.

El término “equivalente biolégicamente funcional” es muy entendido en la materia y se define adicionalmente en
detalle en el presente documento. Por consiguiente, un equivalente biol6gicamente funcional tendra una secuencia
de aproximadamente el 70, 75, 80, 85, 90, 95, 96, 97, 98, 99 % de aminoacidos que son idénticos o funcionalmente
equivalentes a los aminoacidos de un polipéptido o péptido o variante o analogo o derivado del mismo y
proporcionan una actividad bioldgica/respuesta similar a flagelina u otro agonista de TLR.

Lo siguiente es una discusion basada en el cambio de los aminoacidos de un polipéptido o péptido para crear un
equivalente, o incluso una molécula de segunda generacion mejorada. Por ejemplo, ciertos aminoacidos pueden
estar sustituidos con otros aminoacidos en un polipéptido o péptido sin pérdida apreciable de una actividad particular
tal como potenciamiento de la respuesta inmunolégica. Como es la capacidad interactiva y naturaleza de un
polipéptido o péptido la que normalmente define la actividad funcional de una proteina, pueden hacerse ciertas
sustituciones de aminoacidos en un polipéptido o secuencia de péptidos, y en su secuencia codificante de ADN
subyacente, y sin embargo producir una proteina con propiedades similares. Asi, los inventores contemplan que
pueden hacerse diversos cambios en las secuencias de ADN que codifican polipéptidos o péptidos de la divulgacion
sin pérdida apreciable de su utilidad o actividad bioldgica, como se trata mas adelante.

Al hacer tales cambios puede considerarse el indice hidropatico de los aminoacidos. La importancia del indice de
aminoacidos hidropatico en conferir funcidn bioldgica interactiva sobre una proteina se entiende generalmente en la
materia (Kyte & Doopoco, 1982). Se acepta que el caracter hidropatico relativo del aminoacido contribuye a la
estructura secundaria de la proteina resultante, que a su vez define la interaccién de la proteina con otras moléculas,
células, tejido y similares, por ejemplo, enzimas, sustratos, receptores, ADN, anticuerpos, antigenos, células
inmunoldgicas y sistemas, y similares.

También se entiende en la materia que la sustitucibn de aminoacidos similares puede hacerse eficazmente
basandose en la hidrofilia. La patente de EE.UU. 4.554.101 establece que la mayor hidrofilia promedio local de una
proteina, como se gobierna por la hidrofilia de sus aminoacidos adyacentes, se correlaciona con una propiedad
biolégica de la proteina. Como se detalla en la patente de EE.UU. 4.554.101, los siguientes valores de hidrofilia se
han asignado a los residuos de aminoécidos: arginina (+3,0); lisina (+3,0); aspartato (+3,0 + 1); glutamato (+3,0 + 1);
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serina (+0,3); asparagina (+0,2); glutamina (+0,2); glicina (0); treonina (-0,4); prolina (-0,5 + 1); alanina (-0,5);
histidina *-0,5); cisteina (-1,0); metionina (-1,3); valina (-1,5); leucina (-1,8); isoleucina (-1,8); tirosina (-2,3);
fenilalanina (-2,5); triptéfano (-3,4).

También se entiende que un aminoacido puede estar sustituido con otro que tiene un valor de hidrofilia similar y
todavia producir una proteina biologicamente equivalente e inmunolégicamente equivalente. En tales cambios se
prefiere la sustitucion de aminoacidos cuyos valores de hidrofilia estan dentro de + 2, aquellos que estan dentro de
+1 son particularmente preferidos, y aquellos dentro de + 0,5 son incluso mas particularmente preferidos.

Como se explica resumidamente anteriormente, las sustituciones de aminoacidos generalmente se basan en la
similitud relativa de los sustituyentes de la cadena lateral del aminoacido, por ejemplo, su hidrofobia, hidrofilia, carga,
tamario y similares. Sustituciones a modo de ejemplo que tienen en cuenta las diversas caracteristicas anteriores
son muy conocidas para aquellos expertos en la materia e incluyen: arginina y lisina; glutamato y aspartato; serina y
treonina; glutamina y asparagina; y valina, leucina e isoleucina.

También pueden modificarse los aminoacidos internos, y/o extremo amino y/o carboxi de compuestos de polipéptido
o péptido de la divulgacién, para producir otros compuestos de la divulgacion, es decir, derivados de polipéptido o
péptido. Las modificaciones del extremo amino incluyen metilacién (por ejemplo, --NHCH3 o --N(CHz)2), acetilaciéon
(por ejemplo, con é&cido acético o un derivado halogenado del mismo tal como é&cido a-cloroacético, acido a-
bromoacético o acido a-yodoacético), afiadir un grupo benciloxicarbonilo (Cbz), o bloquear el extremo amino con
cualquier grupo de bloqueo que contenga una funcionalidad carboxilato definida por RCOO-- o funcionalidad
sulfonilo definida por R-SO2--, en la que R esta seleccionado de alquilo, arilo, heteroarilo, alquilarilo y similares, y
grupos similares. También puede incorporarse un desaminoacido en el extremo N (de manera que no haya grupo
amino del extremo N) para reducir la susceptibilidad a las proteasas o para limitar la conformacién del compuesto de
polipéptido o péptido.

Las modificaciones del extremo carboxi incluyen sustituir el acido libre con un grupo carboxamida o formar una
lactama ciclica en el extremo carboxi para introducir limitaciones estructurales. También pueden ciclarse los péptidos
de la divulgacion, o incorporar un residuo desamino o descarboxi en los extremos del péptido, de manera que no
haya grupo amino o carboxilo terminal, para reducir la susceptibilidad a proteasas o para limitar la conformacion del
péptido. Los grupos funcionales del extremo C de los compuestos de la presente divulgacién incluyen amida, amida-
alquilo inferior, amida-di(alquilo inferior), alcoxi inferior, hidroxi y carboxi, y los derivado de éster inferior de los
mismos, y las sales farmacéuticamente aceptables de los mismos.

Pueden sustituirse las cadenas laterales que se producen naturalmente de los 20 aminoacidos genéticamente
codificados (o los D-aminoacidos estereoisoméricos) con otras cadenas laterales, por ejemplo, con grupos tales
como alquilo, alquilo inferior, alquilo ciclico de 4, 5, 6 6 7 miembros, amida, amida-alquilo inferior, amida-di(alquilo
inferior), alcoxi inferior, hidroxi, carboxi y los derivados de éster inferior de los mismos, y con heterociclico de 4, 5, 6
6 7 miembros. En particular, pueden emplearse analogos de prolina en los que el tamafio del anillo del residuo de
prolina se cambia de 5 miembros a 4, 6 6 7 miembros. Los grupos ciclicos pueden estar saturados o insaturados, y
si estan insaturados, pueden ser aromaticos o no aromaticos. Los grupos heterociclicos contienen preferentemente
uno o mas heteroatomos de nitrégeno, oxigeno y/o azufre. Ejemplos de tales grupos incluyen furazanilo, furilo,
imidazolidinilo, imidazolilo, imidazolinilo, isotiazolilo, isoxazolilo, morfolinilo (por ejemplo, morfolino), oxazolilo,
piperazinilo (por ejemplo, 1-piperazinilo), piperidilo (por ejemplo, 1-piperidilo, piperidino), piranilo, pirazinilo,
pirazolidinilo, pirazolinilo, pirazolilo, piridazinilo, piridilo, pirimidinilo, pirrolidinilo (por ejemplo, 1-pirrolidinilo), pirrolinilo,
pirrolilo, tiadiazolilo, tiazolilo, tienilo, tiomorfolinilo (por ejemplo, tiomorfolino) y triazolilo. Estos grupos heterociclicos
pueden estar sustituidos o sin sustituir. Si un grupo esta sustituido, el sustituyente puede ser alquilo, alcoxi,
halégeno, oxigeno, o fenilo sustituido o sin sustituir.

También pueden modificarse faciimente polipéptidos o péptidos por fosforilacion, y otros métodos (por ejemplo,
como se describen en Hruby et al. (1990).

Los compuestos de péptido de la divulgacion también sirven de modelos estructurales para compuestos no
peptidicos con actividad biolégica similar. Aquellos expertos en la materia reconocen que estan disponibles una
variedad de técnicas para construir compuestos con la misma actividad biolégica deseada o similar a la del
compuesto de péptido principal, pero con actividad mas favorable que la del principal con respecto a solubilidad,
estabilidad y susceptibilidad a la hidrdlisis y protedlisis (véase, Morgan y Gainor, 1989). Estas técnicas incluyen
sustituir el esqueleto de péptido con un esqueleto compuesto de fosfonatos, amidatos, carbamatos, sulfonamidas,
aminas secundarias y N-metilaminoacidos.

Ademas, los compuestos de la presente divulgacion pueden contener uno o mas enlaces disulfuro intramoleculares.
En una realizacién, un monémero o dimero de péptido comprende al menos un enlace disulfuro intramolecular. En
realizaciones preferidas, un dimero de péptido comprende dos enlaces disulfuro intramoleculares. Tales enlaces
disulfuro pueden formarse por oxidacion de los residuos de cisteina de la secuencia de nucleo del péptido. En una
realizacién, el control de la formacion del enlace de cisteina se ejerce eligiendo un agente de oxidacion del tipo y
concentracién eficaz para optimizar la formacion del isomero deseado. Por ejemplo, la oxidacion de un dimero de
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péptido para formar dos enlaces disulfuro intramoleculares (uno sobre cada cadena de péptido) se consigue
preferencialmente (mediante la formacién de enlaces disulfuro intermoleculares) cuando el agente de oxidacion es
DMSO. En ciertas realizaciones, la formacién de enlaces cisteina esta controlada por el uso selectivo de grupos
protectores de tiol durante la sintesis de péptidos.

Otras realizaciones de la presente divulgacion proporcionan analogos de estos derivados de disulfuro en los que uno
de los azufres se ha sustituido con un grupo CH; u otro isétero por azufre. Estos analogos pueden prepararse a
partir de los compuestos de la presente divulgacion, en los que cada secuencia de nucleo contiene al menos un Cys
(C) o residuo de homocisteina y un acido a-amino-y-butirico en lugar del segundo residuo de C, mediante un
desplazamiento intramolecular o intermolecular, usando métodos conocidos en la técnica (véase, por ejemplo,
Barker et al., 1992 y Or et al., 1991). Un experto en la materia apreciara facilmente que este desplazamiento también
puede producirse usando otros homélogos de acido a-amino-y-butirico y homocisteina.

Ademas de las estrategias de ciclado anteriores, pueden emplearse otras estrategias de ciclado de péptidos no de
disulfuro. Tales estrategias de ciclado alternativas incluyen, por ejemplo, estrategias de ciclado de amidas, ademas
de aquellas que implican la formacién de enlaces tio-éter. Asi, los compuestos de la presente divulgacion pueden
existir en una forma ciclada con tanto un enlace amida intramolecular como un enlace tio-éter intramolecular. Por
ejemplo, puede sintetizarse un péptido en el que una cisteina de la secuencia de nucleo se sustituye con lisinay la
segunda cisteina se sustituye con acido glutamico. Después puede formarse un mondémero ciclico mediante un
enlace amida entre las cadenas laterales de estos dos residuos. Alternativamente, puede sintetizarse un péptido en
el que una cisteina de la secuencia de nucleo se sustituye con lisina. Entonces puede formarse un monémero ciclico
mediante un enlace tio-éter entre las cadenas laterales del residuo de lisina y el segundo residuo de cisteina de la
secuencia de nucleo. Como tales, ademas de las estrategias de ciclado de disulfuro, estrategias de ciclado de
amidas y estrategias de ciclado de tio-éter pueden ambas usarse faciimente para ciclar los compuestos de la
presente divulgacion. Alternativamente, el extremo amino del péptido puede rematarse con un acido acético
sustituido en a, en el que el sustituyente en o es un grupo saliente, tal como un acido a-haloacético, por ejemplo,
acido a-cloroacético, acido a-bromoacético o acido a-yodoacético.

Pueden usarse polimeros solubles en agua, tales como polietilenglicol (PEG), para la modificacién covalente de
polipéptidos o péptidos de importancia terapéutica. Se cree que la unién de tales polimeros potencia la actividad
biologica, aumenta la solubilidad acuosa y potencia la resistencia a la digestion con proteasas. Por ejemplo, se ha
informado que la unién covalente de PEG a polipéptidos terapéuticos tales como interleucinas (Knauf, et al., 1988;
15064; Tsutsumi et al., 1995, interferones (Kita et al., 1990), catalasa (Abuchowski et al., 1977, superoxido
dismutasa (Beauchamp et al., 1983, y adenosina desaminasa (Chen et al., 1981), prolonga su semivida in vivo, y/o
reduce su inmunogenicidad y antigenicidad.

Los compuestos de la divulgacion pueden comprender ademas uno o mas restos de polimero solubles en agua.
Preferentemente, estos polimeros estan covalentemente unidos a los compuestos. El polimero soluble en agua
puede ser, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa,
dextrano, poli(alcohol vinilico), polivinilpirrolidona, poli-1,3-dioxolano, poli-1,3,6-trioxano, copolimero de
etileno/anhidrido maleico, poliaminoacidos (tanto homopolimeros como copolimeros al azar), poli(n-
vinilpirrolidona)polietilenglicol, homopolimeros de propropilenglicol, copolimeros de poli(éxido de propileno)/éxido de
etileno y polioles polioxietilados.

Los compuestos de la divulgacién pueden unirse a polimeros solubles en agua (por ejemplo, PEG) usando
cualquiera de una variedad de quimicas para enlazar el (los) polimero(s) soluble(s) en agua con la porciéon de union
al receptor de la molécula (por ejemplo, péptido+espaciador). Una realizacion tipica emplea un Unico empalme de
unién para la uniéon covalente del (de los) polimero(s) soluble(s) en agua a la porcion de unién al receptor, sin
embargo en realizaciones alternativas pueden usarse multiples empalmes de union, que incluyen adicionalmente
variaciones en las que diferentes especies del polimero soluble en agua estan unidas a la porcién de unién al
receptor en distintos empalmes de unién, que pueden incluir empalme(s) de unién covalente al espaciador y/o a una
0 ambas cadenas de péptido.

Los reactivos de PEG incluyen, pero no se limitan a, mPEG2-NHS, mPEG2-ALD, PEG de multiples brazos,
mPEG(MAL),, mPEG2(MAL), mPEG-NH,, mPEG-SPA, mPEG-SBA, mPEG-tioésteres, mPEG-ésteres dobles,
mPEG-BTC, mPEG-ButirALD, mPEG-ACET, PEG heterofuncionales (NH>-PEG-COOH, Boc-PEG-NHS, Fmoc-PEG-
NHS, NHS-PEG-VS, NHS-PEG-MAL), acrilatos de PEG (ACRL-PEG-NHS), PEG-fosfolipidos (por ejemplo, mPEG-
DSPE), PEG de multiples brazos de la serie SUNBRITE que incluyen la serie GL de PEG basados en glicerina
activados por una quimica elegida por aquellos expertos en la materia, cualquiera de los PEG activados de
SUNBRITE (que incluyen, pero no se limitan a, carboxil-PEG, p-NP-PEG, tresil-PEG, aldehido-PEG, acetal-PEG,
amino-PEG, tiol-PEG, maleimido-PEG, hidroxil-PEG-amina, amino-PEG-COOH, hidroxil-PEG-aldehido, PEG tipo
anhidrido carboxilico, PEG funcionalizado-fosfolipido, y otros PEG reactivos similares y/o adecuados como se
selecciona por aquellos expertos en la materia para su aplicacion particular y uso.

El nimero de moléculas de polimero unidas puede variar; por ejemplo, pueden unirse una, dos, tres 0 mas
polimeros a un polipéptido o péptido de la divulgacion. Los multiples polimeros unidos pueden ser restos quimicos
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iguales o diferentes (por ejemplo, PEG de peso molecular diferente). En algunos casos, el grado de union del
polimero (el numero de restos de polimero unidos a un péptido y/o el numero total de péptidos a los que un polimero
esta unido) puede influirse por la proporcién de moléculas de polimero frente a las moléculas de péptido en una
reaccion de union, ademas de por la concentracion total de cada uno en la mezcla de reaccion. En general, la
relacion 6ptima de polimero frente a péptido (en términos de eficiencia de reaccion para no proporcionar exceso de
péptidos sin reaccionar y/o restos de polimero) se determinara por factores tales como el grado deseado de union
del polimero (por ejemplo, mono, di-, tri-, etc.), el peso molecular del polimero seleccionado, si el polimero esta
ramificado o sin ramificar, y las condiciones de reaccién para un método de unién particular.

En otros aspectos, un compuesto de la divulgaciéon puede derivatizarse mediante la adicién de polimeros insolubles
en agua. Polimeros insolubles en agua representativos incluyen, pero no se limitan a, polifosfazinas, poli(alcoholes
vinilicos), poliamidas, policarbonatos, polialquilenos, poliacrilamidas, polialquilenglicoles, poli(éxidos de alquileno),
poli(tereftalatos de alquileno), polivinil éteres, polivinil ésteres, poli(haluros de vinilo), polivinilpirrolidona,
poliglicolidas, polisiloxanos, poliuretanos, poli(metacrilato de metilo), poli(metacrilato de etilo), poli(metacrilato de
butilo), poli(metacrilato de isobutilo), poli(metacrilato de hexilo), poli(metacrilato de isodecilo), poli(metacrilato de
laurilo), poli(metacrilato de fenilo), poli(acrilato de metilo), poli(acrilato de isopropilo), poli(acrilato de isobutilo),
poli(acrilato de octadecilo), polietileno, polipropileno, poli(etilenglicol), poli(6xido de etileno), poli(tereftalato de
etileno), poli(acetato de vinilo), poli(cloruro de vinilo), poliestireno, polivinilpirrolidona, Pluronics y polivinilfenol y
copolimeros de los mismos.

Polimeros naturales sintéticamente modificados de uso en derivados de la divulgacion incluyen, pero no se limitan a,
alquilcelulosas, hidroxialquilcelulosas, éteres de celulosa, ésteres de celulosa y nitrocelulosas. Miembros de las
amplias clases de polimeros naturales sintéticamente modificados incluyen, pero no se limitan a, metilcelulosa,
etilcelulosa, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, hidroxibutilmetilcelulosa, acetato de celulosa, propionato
de celulosa, acetato-butirato de celulosa, acetato-ftalato de celulosa, carboximetilcelulosa, triacetato de celulosa, sal
de sodio de sulfato de celulosa, y polimeros de ésteres acrilicos y metacrilicos y acido alginico.

En ciertos aspectos, un polipéptido o péptido de la divulgacion puede modificarse o derivatizarse mediante la adicién
de grupos sacarido, o azucares modificados. La presente divulgacion proporciona derivados de polipéptido y péptido
que contienen azucares maodificados, nucleétidos de azlicares modificados y conjugados de los azucares
modificados. En compuestos de azucares modificados de la divulgacion, el resto de azicar es preferentemente un
sacarido, un desoxi-sacarido, un amino-sacarido o un N-acilsacarido. El término “sacarido” y sus equivalentes,
“sacarilo”, “azdcar” y “glucosilo” se refieren a mondmeros, dimeros, oligobmeros y polimeros. El resto de azucar
también puede funcionalizarse con un grupo de modificacion. El grupo de modificaciéon esta conjugado con el resto
de azucar, normalmente mediante conjugacion con un resto amina, sulfhidrilo o hidroxilo, por ejemplo, hidroxilo
primario, sobre el azucar. En una realizacioén, el grupo de modificacion esta unido mediante un resto amina sobre el
azucar, por ejemplo, mediante una amida, un uretano o una urea que se forma mediante la reaccion de la amina con
un derivado reactivo del grupo de modificacion.

Puede utilizarse cualquier azicar como el azdcar para los conjugados de la divulgacion. Tales azucares incluyen,
pero no se limitan a, glucosa, galactosa, manosa, fucosa y acido sialico. Otros azUcares utiles incluyen
aminoazucares tales como glucosamina, galactosamina, manosamina, el analogo de 5-amina de acido sialico y
similares. El azucar puede ser una estructura encontrada en la naturaleza o puede modificarse para proporcionar un
sitio para conjugar un grupo de modificacion adicional.

Aquellos expertos en la materia reconoceran que las estructuras y composiciones expuestas son generalmente
aplicables a través del género de grupos sacarido, grupos sacarido modificados, grupos sacarido modificados
activados y conjugados de grupos sacarido modificados.

ll. ESTIMULACION DE LAS DEFENSAS DEL PULMON

Los inventores han usado el ratbn como modelo para la infeccion microbiana del pulmén. En ciertos estudios,
ratones sin tratar tienen una mortalidad del 100 %, pero ratones tratados estan altamente protegidos. Sin adherirse a
mecanismo particular alguno o teoria, se cree que la proteccion es debida a la activacion de las defensas locales o
inmunidad innata. Se han determinado los efectos de una Unica exposicion y exposicion repetitiva de un sujeto a una
composicion de la invencion y no se ha observado patologia macroscopica obvia, tal como muerte prematura,
pérdida de peso o cambios del comportamiento.

Un beneficio no limitante de la presente invencion es que puede administrarse y tener efecto rapidamente y
facilmente. Por tanto, las composiciones pueden producirse econémicamente en grandes cantidades y guardarse
facilmente, ademas de ser facilmente transportadas por una persona fuera de un ambito hospitalario. Normalmente,
la administracién de las composiciones inventivas de la invencién produce al menos alguna destruccion o inhibicion
de los patdégenos invasores, incluso antes de la entrada celular. En el caso de que algunos patégenos entren en las
células en los pulmones tanto escapando de la destruccion extracelular como debido a que las composiciones se
administran después de la exposicion al patégeno (preferentemente) en lugar de antes de la exposicién al patégeno
(preventivamente), se contempla que las composiciones y métodos relacionados promuevan la destruccion
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intracelular resultante de las respuestas locales potenciadas o aumentadas en los pulmones. Se contempla que las
composiciones y métodos relacionados tienen o producen respuestas protectoras o terapéuticas contra una variedad
de patégenos respiratorios.

La proteccion o terapia proporcionada a un individuo por una composicion de StIR puede prolongarse a clases
adicionales de patégenos microbianos que incluyen bacterias Gram-negativas, bacterias intracelulares, hongos y
virus debido a la amplia actividad de los mecanismos antimicrobianos de las vias respiratorias. Un agente tal como
el descrito en la presente solicitud simplificaria el almacenamiento y despliegue de contrataque. Por tanto, las
composiciones de la invencién eliminarian la dificultad de identificar rapidamente un patégeno especifico durante un
ataque con armas biolégicas u otra exposicion o posible acontecimiento de exposicion.

Ademas, las ventajas econémicas de producir y comprar un agente con aplicabilidad en multiples &mbitos civiles y
de biodefensa son significativas. EI aumentar los mecanismos epiteliales locales es particularmente atractivo en
sujetos que frecuentemente tienen neutropenia o funcién inmunitaria adaptativa alterada, por ejemplo, sujetos
inmunodeprimidos. Los métodos normalmente actian localmente en vez de sistémicamente, y proporcionan amplios
efectos contra multiples patogenos. Los efectos son rapidos y son atractivos en un ambito de biodefensa, médico y
epidémico.

El aumento de las capacidades de defensa innata de los pulmones en huéspedes normales seria valioso durante las
epidemias de gripe o virales respiratorias emergentes para las que no estan disponibles vacunas inmunitarias
adaptativas. Los brotes bacterianos con organismos emergentes o resistentes a farmacos podrian también ser una
situacion en la que podria ser Util reforzar las defensas innatas del pulmén. Similarmente, la proteccion de los
profesionales sanitarios durante una epidemia facilitaria el cuidado del enfermo a la vez que limitaria la propagacion.

Muchas personas en la comunidad viven con defensas cronicamente comprometidas contra la infeccion, tales como
pacientes con diabetes y pacientes que toman farmacos inmunosupresores para enfermedades autoinmunitarias o
para prevenir el rechazo de trasplante. Estas personas podrian beneficiarse particularmente del aumento de las
defensas del pulmén durante epidemias o momentos en los que las posibilidades de exposicion a microbios fueran
elevadas. Incluso mas sorprendentemente, los pacientes con cancer que reciben quimioterapia que tienen
respuestas inmunitarias transitorias, pero gravemente comprometidas, podrian beneficiarse de la proteccion
transitoria. La neumonia es una manifestacion comun en estos pacientes, y es una causa frecuente de muerte
infecciosa. Muchos farmacos de quimioterapia, tales como agentes alquilantes y analogos de nucleésido, producen
neutropenia transitoria grave. Inicialmente, los pacientes neutropénicos son susceptibles a neumonia bacteriana de
organismos observados en huéspedes normales, ademas de bacterias de baja virulencia tales como
Stenotrophomonas maltophilia. Con neutropenia prolongada, los pacientes también se vuelven susceptibles a
infeccion con hongos de baja virulencia, particularmente especies de Aspergillus.

Las defensas del pulmén pueden estimularse para proporcionar proteccion transitoria durante periodos prolongados
de neutropenia. Otros pacientes con cancer, tales como aquellos que reciben fludarabina o anticuerpos anti-
linfocitos, o aquellos que reciben inhibidores de calcineurina y esteroides después del trasplante de citoblastos
hematopoyéticos, tienen inmunidad adaptativa alterada. Estos pacientes podrian también beneficiarse de la
estimulacion episédica de la inmunidad del pulmén para proteger contra la invasion por hongos y bacterias que han
colonizado las vias respiratorias, o para proteger contra virus epidémicos. Los brotes en comunidad de virus “frios”
respiratorios estacionales tales como la paragripe y RSV pueden producir neumonia fatal en estos pacientes
comprometidos, y la infeccidbn con muchos de estos virus puede identificarse rapidamente de lavados nasales.

Tras la infeccion, el reconocimiento de microorganismos esta principalmente mediado por un conjunto de moléculas
codificadas por la linea germinal en las células inmunitarias innatas que se denominan receptores del
reconocimiento patron (PRR) (Medzhitov y Janeway, 1997). Estos receptores del reconocimiento patron se expresan
como tanto proteinas unidas a la membrana como solubles que reconocen estructuras moleculares invariantes,
llamadas patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) (Janeway y Medzhitov, 2002). Los patrones
moleculares asociados a patdbgenos son componentes microbianos unicos, conservados y esenciales, tales como
LPS, que son estructuralmente diferentes de las moléculas huésped (Medzhitov y Janeway, 1997; Janeway y
Medzhitov, 2002).

La mayoria de los organismos multicelulares poseen un “sistema inmunitario innato” que no cambia durante la vida
del organismo. A diferencia, la inmunidad adaptativa es las respuestas a patégenos que cambian y se desarrollan
durante la vida de un individuo. Los organismos que poseen una inmunidad adaptativa también poseen una
inmunidad innata, y siendo comunes muchos de los mecanismos entre los sistemas, no siempre es posible deducir
un limite estricto entre los componentes individuales que participan en cada uno, a pesar de la clara diferencia en la
operacion. Los vertebrados superiores y todos los mamiferos tienen tanto un sistema inmunitario innato como uno
adaptativo.
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A. Sistema inmunitario innato.

El sistema inmunitario adaptativo puede durar dias o semanas después de una infeccion inicial en tener un efecto.
Sin embargo, la mayoria de los organismos estan bajo un constante asalto de patégenos que debe mantenerse
controlado por el sistema inmunitario innato que actua mas rapido. La inmunidad innata defiende contra patégenos
por rapidas respuestas coordinadas mediante mecanismos “innatos” que reconocen un amplio espectro de
componentes patogenos conservados. La mayoria de los estudios de inmunidad innata se han basado en leucocitos
tales como neutréfilos, macréfagos y linfocitos citoliticos espontaneos. Sin embargo, las células epiteliales
desempefian funciones clave en las defensas innatas que incluyen proporcionar una barrera mecanica a la entrada
microbiana, sefializar a leucocitos y destruir directamente patdgenos. Y, lo que es mas importante, todas estas
defensas son altamente inducibles en respuesta a la deteccion de productos microbianos y huésped. En pulmones
sanos, el nivel de funcion epitelial inmunitaria innata es bajo al nivel inicial. Esto se indica por bajos niveles de
destruccion microbiana espontanea y liberacién de citocinas, reflejando estimulacién constitutiva baja en las vias
respiratorias inferiores casi estériles cuando los mecanismos de eliminacién mucociliar estan funcionando
eficazmente. Esto muestra la diferencia con el colon, en el que las bacterias estan continuamente presentes y las
células epiteliales estan constitutivamente activadas. Aunque el area superficial de los pulmones presenta una gran
diana para la invasidbn microbiana, las células epiteliales del pulmén activadas que estan estrechamente
yuxtapuestas para los patégenos depositados estan idealmente posicionadas para la destruccion microbiana (véase
Evans et al., 2010). Las plantas y muchos animales inferiores no poseen un sistema inmunitario adaptativo, y se
basan en su lugar en su inmunidad innata. Sustancias de fuentes tanto microbianas como no microbianas pueden
estimular respuestas inmunitarias innatas.

El sistema inmunitario innato, cuando se activa, tiene una amplia matriz de células efectoras y mecanismos. Hay
varios tipos diferentes de células fagociticas, que ingieren y destruyen patégenos invasores. Los fagocitos mas
comunes son neutréfilos, macrofagos y células dendriticas. Otro tipo de células, los linfocitos citoliticos espontaneos,
son especialmente expertos en destruir células infectadas con virus. Otro componente del sistema inmunitario innato
se conoce como el sistema del complemento. Las proteinas del complemento normalmente son componentes
inactivos de la sangre. Sin embargo, cuando se activan por el reconocimiento de un patégeno o anticuerpo, las
diversas proteinas se activan para reclutar células inflamatorias, recubrir patdgenos para hacerlos mas facilmente
fagocitados, y para hacer poros destructivos en las superficies de los patégenos.

La defensa de “primera linea” incluye barreras fisicas y quimicas a la infeccion, tales como la piel y el recubrimiento
de moco del intestino y las vias respiratorias, previniéndose fisicamente la interaccion entre el huésped y el
patégeno. Los patdgenos, que penetran en estas barreras, encuentran moléculas antimicrobianas constitutivamente
expresadas (por ejemplo, lisozima) que limitan la infeccion. La defensa de “segunda linea” incluye células fagociticas
(macrofagos y granulocitos neutrofilos) que pueden engullir (fagocitar) sustancias extranas.

La fagocitosis implica la quimiotaxia, en la que células fagociticas son atraidas a microorganismos por medio de
productos quimicos quimiotacticos tales como productos microbianos, complemento, células dafiadas y fragmentos
de globulos blancos. La quimiotaxia va seguida de la adhesién en la que el fagocito se pega al microorganismo. La
adhesion se potencia por opsonizacion, en la que proteinas similares a opsoninas estan recubiertas sobre la
superficie de la bacteria. Esto va seguido de ingestion, en la que el fagocito extiende proyecciones, formando
pseudopodos que engullen el organismo extrafio. Finalmente, el patégeno se digiere por las enzimas en el lisosoma,
que implica especies reactivas de oxigeno y proteasas.

Ademas, las proteinas antimicrobianas pueden activarse si un patdgeno pasa a través de una barrera fisica. Hay
varias clases de proteinas antimicrobianas, tales como proteinas de la fase aguda (por ejemplo, proteina C reactiva,
que potencia la fagocitosis y activa el complemento cuando se une a la proteina C de S. pneumoniae), lisozima vy el
sistema del complemento).

El sistema del complemento es un grupo muy complejo de proteinas del suero, que se activa en un modo de
cascada. Tres rutas diferentes participan en la activacion del complemento: (a) una ruta clasica que reconoce los
complejos de antigeno-anticuerpo, (b) una ruta alternativa que se activa espontaneamente en contacto con
superficies celulares patdgenas, y (c) una ruta de lectina de unién a manosa que reconoce azucares de manosa, que
tienden a aparecer solo sobre superficies celulares patdégenas. Una cascada de actividad de proteina sigue la
activacion del complemento; esta cascada puede producir una variedad de efectos, que incluyen opsonizacion del
patdégeno, destruccion del patogeno por formacion y activacion del complejo de ataque a la membrana, e
inflamacion.

Los interferones también son proteinas antimicrobianas. Estas moléculas son proteinas que son secretadas por
células infectadas por virus. Entonces, estas proteinas difunden rapidamente a células vecinas, induciendo a las
células para inhibir la propagacion de la infeccion viral. Esencialmente, estas proteinas antimicrobianas actuan
previniendo la proliferaciéon de célula a célula de virus.
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B. Sistema inmunitario adaptativo

El sistema inmunitario adaptativo, también llamado el “sistema inmunitario adquirido”, garantiza que la mayoria de
los mamiferos que sobreviven a una infeccién inicial por un patdgeno sean generalmente inmunes a la enfermedad
posterior, producida por ese mismo patdgeno. El sistema inmunitario adaptativo se basa en células inmunitarias
dedicadas llamadas leucocitos (globulos blancos) que se producen por citoblastos en la médula ésea, y maduran en
el timo y/o ganglios linfaticos. En muchas especies, que incluyen mamiferos, el sistema inmunitario adaptativo puede
dividirse en: (a) un sistema inmunitario humoral que actlia contra bacterias y virus en los liquidos del cuerpo (por
ejemplo, sangre) por medio de proteinas, llamadas inmunoglobulinas (también conocidas como anticuerpos), que se
producen por los linfocitos B; y (b) un sistema inmunitario celular que destruye células infectadas por virus (entre
otras funciones) con linfocitos T (también llamados “linfocitos T”; “T” significa que se desarrollan en el timo). El
sistema inmunitario adaptativo normalmente esta dirigido hacia un patégeno especifico, por ejemplo, vacunacion.

IV. ORGANISMOS MICROBIANOS

Las realizaciones de la divulgacion incluyen composiciones y métodos relacionados para una amplia proteccidon
contra una variedad de patégenos o posibles patégenos (por ejemplo, patégenos de prioridad de la categoria A, B 'y
C del NIAID). Por ejemplo, la neumonia bacteriana en un huésped normal se produce a una tasa de 1/100
personas/afio, principalmente en adultos ancianos y nifios jévenes y puede producirse mediante una variedad de
organismos. Se produce mas cominmente por Streptococcus pneumoniae, seguido en frecuencia por Haemophilus
influenzae encapsulado. Otras bacterias tales como Gram-negativas entéricas, anaerobias y Staphylococcus aureus
son causas significativas de neumonia en ambitos especificos, tales como instalaciones de asistencia sanitaria.
Mycobacterium tuberculosis es altamente infecciosa, e histéricamente fue una causa importante de mortalidad en el
mundo. Practicamente se ha controlado con antibi6ticos en el mundo desarrollado, aunque las cepas resistentes a
multiples farmacos contintian produciendo problemas y se clasifican como agentes de armas biologicas de categoria
C. Legionella pneumophila fue identificada por primera vez durante un brote en Filadelfia en 1978, aunque ahora se
ha reconocido que se produce ampliamente a una baja tasa endémica relacionada con fuentes medioambientales.
Por tanto, las infecciones fungicas de los pulmones pueden producir enfermedad sintomatica en huéspedes
normales. Histoplasma capsulatum, Coccidioides immiti, Blastomyces dermatitidis y Cryptococcus neoformans
pueden todos producir neumonia relacionada con exposicion local a altas concentraciones medioambientales. La
neumonia debida a estos hongos patégenos esta normalmente auto-limitada en huéspedes normales. Algunos
microorganismos “atipicos” adicionales, tales como micoplasmas, explican una fraccion sustancial de neumonias
adicionales en huéspedes normales. Se contempla que una composicion de la presente invencion puede
proporcionar una rapida proteccion temporal contra un espectro de agentes que pueden producir, por ejemplo,
neumonia u otros estados de enfermedad. En ciertos aspectos, la presente invenciéon puede usarse en combinacion
con una pauta de vacunacion para proporcionar una proteccion adicional a un sujeto que puede o se expone a uno o
mas organismos patégenos o potencialmente patégenos.

En aspectos particulares de la invencion, las composiciones pueden usarse para prevenir, reducir el riesgo de o
tratar infeccion o exposicion a un arma biolégica/microbio oportunista o exposicion de un sujeto(s) a un agente
infeccioso inhalado. El Unico patbgeno microbiano que se ha usado como arma terrorista en la era moderna es
Bacillus anthracis, que tiene una tasa de letalidad del 75 % cuando la infeccion se produce por la via respiratoria,
incluso con el uso de antibidticos apropiados. Francisella tularensis es un cocobacilo Gram-negativo aerobio que es
un patégeno intracelular facultativo. Es altamente infeccioso, altamente patdégeno y sobrevive bajo duras condiciones
medioambientales, que lo hacen una amenaza bioterrorista grave, aunque sea malamente transmisible de persona a
persona (Dennis, 2001). Esta disponible una vacuna, pero solo es parcialmente protectora. La Organizacion Mundial
de la Salud estimé que la dispersion en aerosol de 50 kg de Francisella tularensis virulenta sobre un area
metropolitana con 5 millones de habitantes produciria a 250.000 victimas incapacitantes, que incluyen 19.000
muertes; los Centros para el Control de Enfermedades (CDC) estimaron que el coste econdmico de un ataque tal
seria 5,4 billones de ddélares por cada 100.000 personas expuestas (Dennis, 2001).

Otros agentes de bioterrorismo de clase A que pueden transmitirse por aerosol son Yersinia pestis, virus de la
viruela y virus de fiebres hemorragicas. Ademas, los multiples agentes de clase B y C pueden administrarse
eficazmente por la via respiratoria. Juntos, estos organismos comprenden bacterias Gram-positivas, Gram-
negativas, intracelulares y extracelulares, ademas de una variedad de clases virales. Debido a la posible dificultad
en identificar inicialmente un agente de bioterrorismo especifico, la complejidad de almacenar localmente vacunas
inmunitarias adaptativas y antibiéticos dirigidos a agentes especificos, y la sorprendente virulencia de organismos
tales como Bacillus anthracis a pesar del tratamiento apropiado, estimulacién de las capacidades de defensa innata
de los pulmones que podrian tanto prevenir o anticiparse a como atenuar la infeccion con un agente bioterrorista
administrado por la via respiratoria; un efecto tal podria tener gran valor para la salud publica.

A. Microbios patégenos o potencialmente patégenos
Hay numerosos microbios que se consideran patdogenos o potencialmente patégenos bajo ciertas condiciones (es

decir, patdbgenos/microbios oportunistas). En ciertos aspectos, la patogenicidad se determina con respecto a la
infeccion mediante los pulmones. Los microbios bacterianos incluyen, pero no se limitan a, diversas especies del
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género Bacillus, Yersinia, Francisella, Streptococcus, Staphylococcus, Pseudomonas, Mycobacterium, Burkholderia
de bacterias. Especies particulares de bacterias de las que un sujeto puede protegerse incluyen, pero no se limita a,
Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis, Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Corynebacterium diphtheriae, Clostridia spp, Shigella spp.,
Mycobacterium avium, M. intracellulare, M. kansasii, M. paratuberculosis, M. scrofulaceum, M. simiae, M. habana, M.
interjectum, M. xenopi, M. heckeshornense, M. szulgai, M. fortuitum, M. immunogenum, M. chelonae, M. marinum,
M. genavense, M. haemophilum, M. celatum, M. conspicuum, M. malmoense, M. ulcerans, M. smegmatis, M.
wolinskyi, M. goodii, M. thermo resistible, M. neoaurum, M. vaccae, M. palustre, M. elephantis, M. bohemicam y M.
septicum.

B. Virus

Hay numerosos virus y cepas virales que se consideran patdogenas o potencialmente patégenas bajo ciertas
condiciones. Los virus pueden situarse en uno de los siete siguientes grupos: Grupo I: virus de ADN bicatenario,
Grupo ll: virus de ADN monocatenario, Grupo llI: virus de ARN bicatenario, Grupo 1V: virus de ARN monocatenario
de sentido positivo, Grupo V: virus de ARN monocatenario de sentido negativo, Grupo VI: virus de ARN
monocatenario diploide de transcripcién inversa, Grupo VII: virus de ADN bicatenario circular de transcripcion
inversa. Los virus incluyen la familia Adenoviridae, Arenaviridae, Caliciviridae, Coronaviridae, Filoviridae,
Flaviviridae, Hepadnaviridae, Herpesviridae (Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae, Gammaherpesvirinae),
Nidovirales, Papillomaviridae, Paramyxoviridae. (Paramyxovirinae, Pneumovirinae), Parvoviridae (Parvovirinae,
Picornaviridae), Poxviridae (Chordopoxvirinae), Reoviridae, Retroviridae (Orthoretrovirinae) y/lo Togaviridae. Estos
virus incluyen, pero no se limitan a, diversas cepas de la gripe, tales como la gripe aviar (por ejemplo, H5N1). Virus
particulares de los que un sujeto puede protegerse incluyen, pero no se limita a, citomegalovirus, virus respiratorio
sincitial y similares.

Ejemplos de virus patdégenos incluyen, pero no se limitan a, gripe A, H5N1, Marburgo, Ebola, Dengue, coronavirus
del sindrome respiratorio agudo grave, virus de la fiebre amarilla, virus respiratorio sincitial humano, virus de la
variolovacuna y similares.

C. Hongos

Hay numerosas especies flngicas que se consideran patéogenas o potencialmente patdgenas bajo ciertas
condiciones. La proteccion puede proporcionarse para, pero no se limita a, Aspergillus fumigatus, Candida albicans,
Cryptococcus neoformans, Histoplasma capsulatum, Coccidioides immitis o Pneumocystis carinii, ylo Blastomyces
dermatitidis.

V. FORMULACIONES Y ADMINISTRACION

Las composiciones farmacéuticas desveladas en el presente documento pueden administrarse mediante el aparato
respiratorio de un sujeto. En ciertos aspectos, las composiciones se depositan en el pulmén por métodos y
dispositivos conocidos en la técnica. Las composiciones de StIR pueden prepararse en agua adecuadamente
mezclada con un tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulosa. También pueden prepararse dispersiones en glicerol,
polietilenglicoles liquidos y mezclas de los mismos, y en aceites. Bajo condiciones habituales de almacenamiento y
uso, estas preparaciones contienen un conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos. Las formas
farmacéuticas adecuadas para inhalacion incluyen disoluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles
para la preparacion extemporanea de disoluciones o dispersiones inhalables estériles. En todos los casos, la forma
normalmente es estéril y capaz de inhalacion directamente o mediante algun proceso o dispositivo intermedio. Debe
ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento y debe preservarse contra la accidon contaminante
de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersion que
contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares),
mezclas adecuadas de los mismos, y/o aceites vegetales. La prevencion de la accién de microorganismos puede
provocarse por diversos agentes antibacterianos y antifingicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido
sérbico, timerosal y similares.

Alguna variaciéon en la dosificacion se producira necesariamente dependiendo de la afeccién del sujeto que esta
tratandose y las circunstancias particulares que implican la exposicién o posible exposicion. La persona responsable
de la administracion determinara, en cualquier caso, la dosis apropiada para el sujeto individual. Ademas, para
administracion humana, las preparaciones deben cumplir la esterilidad, pirogenicidad, seguridad general y criterios
de pureza segun se requiera por los criterios de la IFDA Office of Biologics u otras organizaciones similares.

Se preparan composiciones estériles incorporando los componentes activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con diversos otros componentes enumerados anteriormente, seguin se requiera, seguido de,
por ejemplo, esterilizacion por filtracion. Generalmente, se preparan dispersiones incorporando los diversos
principios activos esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersién basico y los otros
componentes requeridos de aquellos enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion
de composiciones estériles, algunos métodos de preparacién son técnicas de secado a vacio y liofilizacién que dan
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un polvo del principio activo mas cualquier componente deseado adicional de una disolucion previamente
esterilizada por filtracion.

La administracién pulmonar/respiratoria de farmaco puede implementarse por diferentes enfoques, que incluyen
nebulizadores de liquido, inhaladores de dosis medidas basados en aerosol (MDI), pulverizadores, dispositivos de
dispersion de polvo seco y similares. Tales métodos y composiciones son muy conocidos para aquellos expertos en
la materia, como se indica por las patentes de EE.UU. 6.797.258, 6.794.357, 6.737.045 y 6.488.953. Segun la
invencién, al menos una composicion farmacéutica puede administrarse por cualquiera de una variedad de
dispositivos de inhalacién o nasales conocidos en la técnica para la administracién de un agente terapéutico por
inhalacion. También se conocen en la técnica otros dispositivos adecuados para dirigir la administracion pulmonar o
nasal. Normalmente, para administracién pulmonar, al menos una composiciéon farmacéutica se administra en un
tamarfio de particula eficaz para alcanzar las vias respiratorias inferiores del pulmén o senos. Algunos ejemplos
especificos de dispositivos de inhalacion comercialmente disponibles adecuados para la practica de la presente
invencion son Turbohaler™ (Astra), Rotahaler® (Glaxo), Diskus® (Glaxo), inhalador Spiros™ (Dura), dispositivos
comercializados por Inhale Therapeutics, AERx™ (Aradigm), el nebulizador Ultravent® (Mallinckrodt), el nebulizador
Acorn II® (Marquest Medical Products), el inhalador de dosis medida Ventolin® (Glaxo), el inhalador de polvo
Spinhaler® (Fisons), o similares.

Todos aquellos dispositivos de inhalacion pueden usarse para la administracion de una composicién farmacéutica en
un aerosol. Tales aerosoles pueden comprender tanto disoluciones (tanto acuosas como no acuosas) o particulas
sélidas. Los inhaladores de dosis medidas normalmente usan un gas propulsor y requieren la actuacién durante la
inspiracion. Véanse, por ejemplo, los documentos WO 98/35888; WO 94/16970. Los inhaladores de polvo seco usan
actuacion por la respiracién de un polvo mixto. Véanse las patentes de EE.UU. 5.458.135; 4.668.218; publicaciones
PCT WO 97/25086; documentos WO 94/08552; WO 94/06498; y solicitud europea EP 0237507. Los nebulizadores
producen aerosoles de disoluciones, mientras que los inhaladores de dosis medidas, inhaladores de polvo seco y
similares generan aerosoles de particulas pequefias. Formulaciones adecuadas para administracion incluyen, pero
no se limitan a, espray nasal o gotas nasales, y pueden incluir disoluciones acuosas o aceitosas de una composicion
de StIR.

Un espray que comprende una composicién farmacéutica de la presente invencion puede producirse forzando a
pasar una suspension o disolucion de una composicion a través de una boquilla bajo presién. El tamafio y
configuracion de la boquilla, la presion aplicada y la tasa de alimentacién de liquido pueden elegirse para lograr la
salida deseada y el tamafo de particula. Puede producirse una electropulverizacion, por ejemplo, por un campo
eléctrico a proposito de una alimentacion capilar o por boquilla.

Una composicion farmacéutica de la presente invencién puede administrarse por un nebulizador, tal como un
nebulizador de chorro o un nebulizador ultrasénico. Normalmente, en un nebulizador de chorro, se usa una fuente de
aire comprimido para crear un chorro de aire de alta velocidad a través de un orificio. Como el gas se expande por
encima de la boquilla, se crea una region de baja presion, que saca una composicién mediante un tubo capilar
conectado a un depésito de liquido. La corriente de liquido del tubo capilar se cizalla en filamentos y gotitas
inestables a medida que sale del tubo, creando el aerosol. Puede emplearse una variedad de configuraciones,
velocidades de flujo y tipos de deflectores para lograr las caracteristicas de rendimiento deseadas de un nebulizador
de chorro dado. En un nebulizador ultrasénico, se usa energia eléctrica de alta frecuencia para crear energia
mecanica vibracional, normalmente empleando un transductor piezoeléctrico. Esta energia se transmite a la
composicion creando un aerosol.

En un inhalador de dosis medida (MDI), un propulsor, una composicion y cualquier excipiente u otro aditivo esta
contenido en un bote como una mezcla con un gas comprimido. La actuacion de la valvula dosificadora libera la
mezcla como un aerosol.

Las composiciones farmacéuticas para su uso con un dispositivo inhalador de dosis medida incluiran generalmente
un polvo finamente dividido que contiene una composicién de la invencion como una suspension en un medio no
acuoso, por ejemplo, suspenso en un propulsor con la ayuda de un tensioactivo. El propulsor puede ser cualquier
material convencional empleado para este fin tal como clorofluorocarburo, un hidroclorofluorocarburo, un
hidrofluorocarburo o un hidrocarburo que incluye triclorofluorometano, diclorodifluorometano, diclorotetrafluoroetanol
y 1,1,1,2-tetrafluoroetano, HFA-134a (hidrofluroalcano-134a), HFA-227 (hidrofluroalcano-227), o similares.

Como se usa en el presente documento, “vehiculo” incluye todos y cada uno de los disolventes, medios de
dispersion, vehiculos, recubrimientos, diluyentes, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotonicos y que
retrasan la absorcién, tampones, disoluciones de vehiculo, suspensiones, coloides y similares. El uso de tales
medios y agentes para sustancias activas farmacéuticas es muy conocido en la técnica. Excepto en la medida de
que cualquier medio o agente convencional sea incompatible con el principio activo, se contempla su uso en las
composiciones terapéuticas. También pueden incorporarse principios activos suplementarios en las composiciones.

La expresion “farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y composiciones que no producen
una reaccion alérgica o inadecuada similar cuando se administran a un sujeto. La preparacion de una composicion
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acuosa que contiene un polipéptido o péptido como principio activo se entiende bien en la materia.
VI. TRATAMIENTOS DE COMBINACION

Las composiciones de la presente invencion pueden usarse en el contexto de varias aplicaciones terapéuticas o
profilacticas. Con el fin de aumentar la eficacia de un tratamiento con las composiciones de la presente invencion o
de aumentar la proteccién de otra terapia (segunda terapia), por ejemplo, vacunacién o terapia antimicrobiana,
puede desearse combinar estas composiciones y métodos con otros agentes y métodos eficaces en el tratamiento,
reduccion del riesgo de infeccion, o prevenciéon de enfermedades y afecciones patoldgicas, por ejemplo, tratamientos
antibacterianos, antivirales y/o antifungicos.

Pueden emplearse diversas combinaciones; por ejemplo, una composicion de StIR es “A” y la terapia secundaria es
“B"

A/B/A B/A/B BB/A A/A/B A/B/B B/A/A A/B/B/B B/A/B/B
B/B/B/A B/B/A/B A/A/B/B A/B/A/B A/B/B/A B/B/A/A
B/A/B/A B/A/A/B A/A/A/B B/A/AJA AIB/AIA AIA/BIA

La administracion de una composicion de la presente invencion a un sujeto seguira protocolos generales para la
administracion mediante el aparato respiratorio, y también se seguirdn los protocolos generales para la
administracion de una terapia secundaria particular, teniendo en cuenta la toxicidad, si la hay, del tratamiento. Se
espera que los ciclos de tratamiento se repitan segun sea necesario. También se contempla que pueden aplicarse
diversas terapias convencionales, ademas de vacunacion, en combinacion con las terapias descritas.

A. Antivirales

En ciertos aspectos de la divulgacién, un agente antiviral puede usarse en combinacion con una composicion de
StIR. Los farmacos antivirales son una clase de medicacién usada especificamente para tratar infecciones virales y
deben distinguirse de los viricidas, que desactivan activamente particulas de virus fuera del cuerpo. La mayoria de
los antivirales ahora disponibles estan disefiados para ayudar a tratar el VIH, los virus del herpes, los virus de la
hepatitis B y C, y los virus de la gripe A y B. Agentes antivirales Utiles en la divulgacion incluyen, pero no se limitan a,
inmunoglobulinas, amantadina, interferones, analogos de nucleétidos e inhibidores de la proteasa.

Una estrategia antiviral es interferir con la capacidad de un virus para infiltrar una célula diana. Esta etapa de la
replicacién viral puede inhibirse usando agentes que imitan la proteina asociada al virus (VAP) y se unen a los
receptores celulares. O usando agentes que imitan el receptor celular y se unen a la VAP. Esto incluye anticuerpos
anti-VAP, anticuerpos antiidiotipicos del receptor, receptor externo y miméticos de receptores sintéticos. Se han
introducido dos de tales “bloqueantes de la entrada”, amantadina y rimantadina, para combatir la gripe.

Un segundo enfoque a la terapia antiviral es elegir como diana los procesos que sintetizan componentes de virus
después de que un virus invada una célula. Una forma de hacer esto es desarrollar analogos de nucleétidos o de
nucledsidos que se parecen a los elementos estructurales de ARN o ADN, pero desactivan las enzimas que
sintetizan el ARN o ADN una vez se incorpora el analogo. Los analogos de nucleétidos incluyen, pero no se limitan
a, ribivirina, vidarabina, aciclovir, ganciclovir, zidovudina, didanosina, zalcitabina, estavudina y lamivudina.

Todavia otra técnica antiviral es un conjunto de farmacos basados en ribozimas, que son enzimas que cortaran ARN
o ADN viral en sitios seleccionados. En su ciclo natural, las ribozimas se usan como parte de la secuencia de
fabricacion viral, pero estas ribozimas sintéticas se disefian para cortar ARN y ADN en sitios que las inutilizaran.

Algunos virus incluyen una enzima conocida como una proteasa que corta cadenas de proteina viral de manera que
pueden ensamblarse en su configuracion final. El VIH incluye una proteasa, y entonces se ha realizado investigacion
considerable para encontrar “inhibidores de la proteasa” para atacar el VIH en esa fase de su ciclo de vida. Los
inhibidores de la proteasa estuvieron disponibles en los afios 90 y han demostrado ser eficaces, aunque pueden
tener efectos secundarios inusuales, por ejemplo, haciendo que se forme grasa en sitios inusuales. Ahora estan en
desarrollo inhibidores de la proteasa mejorados.

La etapa final del ciclo de vida de un virus es la liberaciéon de virus completados de la célula huésped, y esta etapa
también ha sido elegida como diana por desarrolladores de farmacos antivirales. Dos farmacos llamados zanamivir
(RELENZA™) y oseltamivir (TAMIFLU™) que se han introducido para tratar la gripe previenen la liberacién de
particulas virales bloqueando una molécula llamada neuraminidasa que se encuentra sobre la superficie de los virus
de la gripe, y también parece que es constante a través de una amplia variedad de cepas de la gripe.

Los agentes antivirales incluyen, pero no se limitan a, abacavir; acemanano; aciclovir; aciclovir sodio; adefovir;
alovudina; alvircept sudotox; clorhidrato de amantadina; amprenavir; aranotina; arildona; mesilato de atevirdina;
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avridina; cidofovir; cipamfilina; clorhidrato de citarabina; mesilato de delavirdina; desciclovir; didanosina; disoxarilo;
edoxudina; efavirenz; enviradeno; enviroxima; famciclovir; clorhidrato de famotina; fiacitabina; fialuridina; fosarilato;
fosfonoformiato de trisodio; fosfonet sodio; ganciclovir; ganciclovir sodio; idoxuridina; indinavir; ketoxal; lamivudina;
lobucavir; clorhidrato de memotina; metisazona; nelfinavir; nevirapina; penciclovir; pirodavir; ribavirina; clorhidrato de
rimantadina; ritonavir; mesilato de saquinavir; clorhidrato de somantadina; sorivudina; estatolona; estavudina;
clorhidrato de tilorona; trifluridina; clorhidrato de valaciclovir; vidarabina; fosfato de vidarabina; fosfato de sodio de
vidarabina; viroxima; zalcitabina; zidovudina; zinviroxima, interferon, ciclovir, alfa-interferén y/o beta globulina.

En ciertas realizaciones, un antiviral es ribivirina y ribivirina a alta dosis. La ribavirina es un farmaco antiviral que es
activo contra varios virus de ADN y ARN. Es un miembro de los farmacos antimetabolitos de nucleésidos que
interfieren con la duplicacion del material genético viral. Aunque no es eficaz contra todos los virus, la ribavirina tiene
un amplio intervalo de actividad, que incluye importantes actividades contra gripes, flavivirus y agentes de muchas
fiebres hemorragicas virales.

Normalmente, se usa la forma oral de la ribavirina en el tratamiento de la hepatitis C, en combinacién con farmacos
de interferén PEGilado. La forma en aerosol se ha usado tiempo atras para tratar enfermedades relacionadas con el
virus respiratorio sincitial en nifios. Sin embargo, su eficacia ha sido puesta en cuestién por multiples estudios, y la
mayoria de las instituciones ya no la usan.

B. Antibacterianos

Ejemplos de antibacterianos incluyen, pero no se limitan a, antibiéticos B-lactamicos, penicilinas (tales como
penicilinas naturales, aminopenicilinas, penicilinas resistentes a penicilinasa, carboxipenicilinas, ureidopenicilinas),
cefalosporinas (cefalosporinas de primera generacién, segunda generacion y tercera generacion), y otros -
lactamicos (tales como imipenem, monobactamicos), inhibidores de la B-lactamasa, vancomicina, aminoglucésidos y
espectinomicina, tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, lincomicina, clindamicina, rifampina, metronidazol,
polimixinas, sulfonamidas y trimetoprim, y quinolinas. Antibacterianos también incluyen, pero no se limitan a:
Acedapsona, acetosulfona sbddica, alamecina, alexidina, amdinocilina, amdinocilina pivoxilo, amiciclina, amifloxacina,
mesilato de amifloxacina, amikacina, sulfato de amikacina, acido aminosalicilico, aminosalicilato de sodio,
amoxicilina, anfomicina, ampicilina, ampicilina soédica, apalcilina soédica, apramicina, aspartocina, sulfato de
astromicina, avilamicina, avoparcina, azitromicina, azlocilina, azlocilina sédica, clorhidrato de bacampicilina,
bacitracina, metilendisalicilato de bacitracina, bacitracina de cinc, bambermicinas, benzoilpas calcico, beritromicina,
sulfato de betamicina, biapenem, biniramicina, clorhidrato de bifenamina, bispiritiona magsulfex, butikacina, sulfato
de butirosina, sulfato de capreomicina, carbadox, carbenicilina disédica, carbenicilina indanilo sédica, carbenicilina
fenilo sédica, carbenicilina potasica, carumonam saédico, cefaclor, cefadroxilo, cefamandol, nafato de cefamandol,
cefamandol soédico, cefaparol, cefatrizina, cefazaflur sédico, cefazolina, cefazolina sddica, cefbuperazona, cefdinir,
cefepima, clorhidrato de cefepima, cefetecol, cefixima, clorhidrato de cefinenoxima, cefinetazol, cefinetazol sédico,
cefonicida monosaodica, cefonicida sodica, cefoperazona sédica, ceforanida, cefotaxima sodica, cefotetan, cefotetan
disddico, clorhidrato de cefotiam, cefoxitina, cefoxitina sédica, cefpimizol, cefpimizol sédico, cefpiramida, cefpiramida
sbdica, sulfato de cefpiroma, cefpodoxima proxetilo, cefprozilo, cefroxadina, cefsulodina soédica, ceftazidima,
ceftibuteno, ceftizoxima sédica, ceftriaxona sédica, cefuroxima, cefuroxima axetilo, cefuroxima pivoxetilo, cefuroxima
sodica, cefacetrilo sodico, cefalexina, clorhidrato de cefalexina, cefaloglicina, cefaloridina, cefalotina sodica,
cefapirina sodica, cefradina, clorhidrato de cetociclina, cetofenicol, cloranfenicol, palmitato de cloranfenicol, complejo
de pantotenato de cloranfenicol, succinato sédico de cloranfenicol, fosfanilato de clorhexidina, cloroxilenol, bisulfato
de clortetraciclina, clorhidrato de clortetraciclina, cinoxacina, ciprofloxacina, clorhidrato de ciprofloxacina,
cirolemicina, claritromicina, clorhidrato de clinafloxacina, clindamicina, clorhidrato de clindamicina, clorhidrato de
palmitato de clindamicina, fosfato de clindamicina, clofazimina, cloxacilina benzatina, cloxacilina sédica, cloxiquina,
colistimetato soédico, sulfato de colistina, coumermicina, coumermicina sédica, ciclacilina, cicloserina, dalfopristina,
dapsona, daptomicina, demeclociclina, clorhidrato de demeclociclina, demeciclina, denofungina, diaveridina,
dicloxacilina, dicloxacilina sédica, sulfato de dihidroestreptomicina, dipiritiona, diritromicina, doxiciclina, doxiciclina
calcica, doxiciclina fosfatex, hiclato de doxiciclina, droxacina sodica, enoxacina, epicilina, clorhidrato de
epitetraciclina, eritromicina, acistrato de eritromicina, estolato de eritromicina, etilsuccinato de eritromicina,
gluceptato de eritromicina, lactobionato de eritromicina, propionato de eritromicina, estearato de eritromicina,
clorhidrato de etambutol, etionamida, fleroxacina, floxacilina, fludalanina, flumequina, fosfomicina, fosfomicina
trometamina, fumoxicilina, cloruro de furazolio, tartrato de furazolio, fusidato soédico, acido fusidico, sulfato de
gentamicina, gloximonam, gramicidina, haloprogina, hetacilina, hetacilina potésica, hexedina, ibafloxacina,
imipenem, isoconazol, isepamicina, isoniazida, josamicina, sulfato de kanamicina, kitasamicina, levofuraltadona,
levopropilcilina potéasica, lexitromicina, lincomicina, clorhidrato de lincomicina, lomefloxacina, clorhidrato de
lomefloxacina, mesilato de lomefloxacina, loracarbef, mafenida, meclociclina, sulfosalicilato de meclociclina, fosfato
de potasio de megalomicina, mequidox, meropenem, metaciclina, clorhidrato de metaciclina, metenamina, hipurato
de metenamina, mandelato de metenamina, meticilina sédica, metioprim, clorhidrato de metronidazol, fosfato de
metronidazol, mezlocilina, mezlocilina soédica, minociclina, clorhidrato de minociclina, clorhidrato de mirincamicina,
monensina, monensina sodica, nafcilina sodica, nalidixato sédico, acido nalidixico, natamicina, nebramicina,
palmitato de neomicina, sulfato de neomicina, undecilenato de neomicina, sulfato de netilmicina, neutramicina,
nifuradeno, nifuraldezona, nifuratel, nifuratrona, nifurdazilo, nifurimida, nifuirpirinol, nifurquinazol, nifurtiazol,
nitrociclina, nitrofurantoina, nitromida, norfloxacina, novobiocina sodica, ofloxacina, ormetoprim, oxacilina sodica,
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oximonam, oximonam sodico, acido oxolinico, oxitetraciclina, oxitetraciclina calcica, clorhidrato de oxitetraciclina,
paldimicina, paraclorofenol, paulomicina, pefloxacina, mesilato de pefloxacina, penamecilina, penicilina G benzatina,
penicilina G potasica, penicilina G procaina, penicilina G sbdica, penicilina V, penicilina V benzatina, penicilina V
hidrabamina, penicilina V potasica, pentizidona sédica, aminosalicilato de fenilo, piperacilina sédica, pirbenicilina
sédica, piridicilina sédica, clorhidrato de pirlimicina, clorhidrato de pivampicilina, pamoato de pivampicilina, probenato
de pivampicilina, sulfato de polimixina B, porfiromicina, propikacina, pirazinamida, piritiona cinc, acetato de
quindecamina, quinupristina, racefenicol, ramoplanina, ranimicina, relomicina, repromicina, rifabutina, rifametano,
rifamexilo, rifamida, rifampina, rifapentina, rifaximina, rolitetraciclina, nitrato de rolitetraciclina, rosaramicina, butirato
de rosaramicina, propionato de rosaramicina, fosfato sédico de rosaramicina, estearato de rosaramicina, rosoxacina,
roxarsona, roxitromicina, sanciclina, sanfetrinem sodico, sarmoxicilina, sarpicilina, escopafungina, sisomicina, sulfato
de sisomicina, esparfloxacina, clorhidrato de espectinomicina, espiramicina, clorhidrato de estalimicina, estefimicina,
sulfato de estreptomicina, estreptonicozida, sulfabenz, sulfabenzamida, sulfacetamida, sulfacetamida sédica,
sulfacitina, sulfadiazina, sulfadiazina sédica, sulfadoxina, sulfaleno, sulfamerazina, sulfameter, sulfametazina,
sulfametizol, sulfametoxazol, sulfamonometoxina, sulfamoxol, sulfanilato de cinc, sulfanitran, sulfasalazina,
sulfasomizol, sulfatiazol, sulfazamet, sulfisoxazol, sulfisoxazol acetilo, sulfisoxazol diolamina, sulfomixina,
sulopenem, sultamicilina, suncilina sodica, clorhidrato de talampicilina, teicoplanina, clorhidrato de temafloxacina,
temocilina, tetraciclina, clorhidrato de tetraciclina, complejo de fosfato de tetraciclina, tetroxoprim, tianfenicol,
tifencilina potasica, ticarcilina cresilo sodica, ticarcilina disodica, ticarcilina monosoédica, ticlatona, cloruro de tiodonio,
tobramicina, sulfato de tobramicina, tosufloxacina, trimetoprim, sulfato de trimetoprim, trisulfapirimidinas,
troleandomicina, sulfato de trospectomicina, tirotricina, vancomicina, clorhidrato de vancomicina, virginiamicina y/o
zorbamicina.

B. Antifingicos

Los agentes antifingicos incluyen, pero no se limitan a, azoles, imidazoles, polienos, posaconazol, fluconazol,
itraconazol, anfotericina B, 5-fluorocitosina, miconazol, ketoconazol, Myambutol (clorhidrato de etambutol), dapsona
(4,4'-diaminodifenilsulfona), granulos de Paser (granulos de acido aminosalicilico), rifapentina, pirazinamida,
isoniazida, rifadina IV, rifampina, pirazinamida, sulfato de estreptomicina y Trecator-SC (etionamida) y/o voriconazol
(Vfend™).

C. Otros agentes

En ciertos aspectos de la divulgacion puede usarse un agente antiinflamatorio en combinacion con una composicién
de StIR.

Antiinflamatorios esteroideos para su uso en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, fluticasona,
beclometasona, cualquier derivado farmacéuticamente aceptable del mismo, y cualquier combinacion de los
mismos. Como se usa en el presente documento, un derivado farmacéuticamente aceptable incluye cualquier sal,
éster, enol éter, enol éster, acido, base, solvato o hidrato del mismo. Tales derivados pueden prepararse por
aquellos expertos en la materia usando métodos conocidos para tal derivatizacion.

Fluticasona - El propionato de fluticasona es un corticosteroide sintético y tiene la férmula empirica C2s5H31F30sS.
Tiene el nombre quimico 17-propionato de S-(flurometil)6a,9-difluoro-11p-17-dihidroxi-16a-metil-3-oxoandrosta-1,4-
dieno-17p-carbotioato. El propionato de fluticasona es un polvo de blanco a blanquecino con un peso molecular de
500,6 y es practicamente insoluble en agua, libremente soluble en sulféxido de dimetilo y dimetilformamida, y
ligeramente soluble en metanol y etanol al 95 %.

En una realizacion, las formulaciones de la presente divulgacion pueden comprender un antiinflamatorio esteroideo
(por ejemplo, propionato de fluticasona)

Beclometasona - En ciertos aspectos, el antiinflamatorio esteroideo puede ser dipropionato de beclometasona o su
monohidrato. El dipropionato de beclometasona tiene el nombre quimico 7,21-dipropionato de 9-cloro-11b,17,21-
trihidroxi-16b-metilpregna-1,4-dieno-3,20-diona. El compuesto puede ser un polvo blanco con un peso molecular de
521,25; y es muy ligeramente soluble en agua (vademécum), muy soluble en cloroformo y libremente soluble en
acetona y en alcohol.

El proporcionar antiinflamatorios esteroideos segun la presente divulgacion puede potenciar las composiciones de la
invencion, por ejemplo, atenuando cualquier inflamacion no deseada. Ejemplos de otros antiinflamatorios
esteroideos para su uso en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, betametasona, triamcinolona,
dexametasona, prednisona, mometasona, flunisolida y budesonida.

Segun todavia otro aspecto de la divulgacion, el agente antiinflamatorio no esteroideo puede incluir aspirina,
salicilato sédico, acetaminofeno, fenacetina, ibuprofeno, ketoprofeno, indometacina, flurbiprofeno, diclofenaco,
naproxeno, piroxicam, tebufelona, etodolaco, nabumetona, tenidap, alcofenaco, antipirina, aminopirina, dipirona,
animopirona, fenilbutazona, clofezona, oxifenbutazona, prexazona, apazona, bencidamina, bucoloma, cincopeno,
clonixina, ditrazol, epirizol, fenoprofeno, floctafenina, &cido flufenamico, glafenina, indoprofeno, acido
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meclofenamico, acido mefenamico, acido niflimico, salidifamidas, sulindaco, suprofeno, tolmetina, nabumetona,
tiaramida, procuazona, bufexamaco, flumizol, tinoridina, timegadina, dapsona, diflunisal, benorilato, fosfosal,
fenclofenaco, etodolaco, fentiazaco, tilomisol, carprofeno, fenbufeno, oxaprozina, acido tiaprofénico, pirprofeno,
feprazona, piroxicam, sudoxicam, isoxicam, celecoxib, Vioxx® y/o tenoxicam.

VII. KITS

Cualquiera de las composiciones descritas en el presente documento puede estar comprendida en un kit. En un
ejemplo no limitante, reactivos para la produccion y/o administracion de una composicién de StIR estan incluidos en
un kit. En ciertos aspectos, el kit es portatil y puede ser llevado por una persona al igual que se lleva un inhalador
para el asma. El kit puede incluir ademas un detector de patdgenos. El kit también puede contener un gas o
propulsor mecéanico para las composiciones de la divulgacién.

Los componentes de los kits pueden envasarse tanto en una forma acuosa, en polvo como liofilizada. EI medio de
recipiente de los kits incluiréd generalmente al menos un inhalador, bote, vial, tubo de ensayo, matraz, botella, jeringa
u otros medios de recipiente, en los que puede ponerse un componente, y preferentemente, adecuadamente en
alicuotas. Si hay mas de un componente en el kit (segundo agente, etc.), el kit también contendra generalmente un
segundo, tercer u otro recipiente adicional en el que los componentes adicionales pueden disponerse por separado.
Sin embargo, diversas combinaciones de componentes pueden estar comprendidas en un vial, bote o inhalador. Un
recipiente de la divulgaciéon puede incluir un bote o inhalador que puede ser llevado en un cinturdn o llevarse
facilmente en un bolsillo, mochila u otro recipiente de almacenamiento. Los kits de la presente divulgacién también
incluirdn normalmente un recipiente para las composiciones descritas o sus variaciones, y cualquier otro recipiente
de reactivo en estrecho confinamiento para venta comercial. Tales recipientes pueden incluir recipientes de plastico
moldeados por inyeccion o por soplado en los que se guardan los viales deseados.

Si los componentes del kit se proporcionan en una y/o mas disoluciones liquidas, por ejemplo, la disolucion liquida
es una disolucion acuosa, prefiriéndose particularmente una disolucion acuosa estéril, pero no se requiere. Sin
embargo, los componentes del kit pueden proporcionarse como polvo(s) seco(s). Cuando los reactivos y/o
componentes se proporcionan como un polvo seco, el polvo puede reconstituirse mediante la adicion de un
disolvente adecuado o administrarse en forma de polvo. Se prevé que un disolvente también pueda proporcionarse
en otros medios de recipiente.

Un kit también incluira instrucciones para emplear los componentes del kit, ademas del uso de cualquier otro
reactivo no incluido en el kit. Las instrucciones pueden incluir variaciones que pueden implementarse.

Se contempla que tales reactivos sean realizaciones de kits de la divulgacion. Tales kits, sin embargo, no se limitan
a los articulos particulares identificados anteriormente y pueden incluir cualquier reactivo usado directamente o
indirectamente en la deteccion de microorganismos patdgenos o la administracion de una composicion de StIR de la
divulgacion.

VIil. EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos se facilitan con el fin de ilustrar diversas realizaciones de la invencion y no pretenden limitar
de ninguna forma la presente invencion. Un experto en la materia apreciara facilmente que la presente invencion
esta bien adaptada para llevar a cabo los objetivos y obtener los fines y ventajas mencionados, ademas de aquellos
objetivos, fines y ventajas inherentes en el presente documento. Los presentes ejemplos, junto con los métodos
descritos en el presente documento, son presentemente representativos de ciertas realizaciones y no estan
previstos como limitaciones del alcance de la invencion. Parte de los ejemplos se ha incluido para fin de referencia
solo.

EJEMPLO 1

Exposicidon a P. aeruginosa. Se obtuvo la cepa PA103 de la ATCC y se guardé como cepa congelada (1 x 10®
UFC/ml) en 20 % de glicerol en medio LB (Bio 101 Systems). Se incub6 un ml de disolucién madre durante 16 h en
100 ml de medio LB a 37 °C en 5 % de COg, a continuacién se diluyé en 1 | de caldo fresco y se cultivo a 37 °C
durante 6-7 h a DOgy de 0,3, dando ~3 x 10" UFC. La suspension se centrifugo, se lavo, se resuspendid y se
expuso aerosolizada, y se determinaron concentraciones bacterianas por diluciones sucesivas en placa sobre placas
de agar de soja triptico (Becton Dickinson). Para la aerosolizacion, se dispusieron 10 ml de la suspensién en un
nebulizador AeroMist CA-209 (CIS-US) accionado por 10 I/min de 5 % de CO3 en aire para promover la profunda
ventilacion. Después de 30 min, se afiadieron otros 5 ml, con un total de 10 ml de suspension aerosolizada durante
los 60 min enteros.

Tratamiento del ligando de TLR. Antes de las exposiciones infecciosas, los ratones se trataron con aerosoles de
ligandos de TLR, solos o en combinacién, o con PBS (control negativo). Todos los tratamientos se administraron 18
horas antes de la exposicion infecciosa usando un nebulizador AeroMist CA-209 accionado por 10 I/min
complementado con 5 % de CO, para promover la ventilacién. Para cada tratamiento, 10 ml de la suspensién de
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ligando de TLR o PBS se dispusieron en el nebulizador y se administraron durante 20 min. Para los experimentos
usando combinaciones de ligandos de TLR, ambos ligandos se suspendieron en la misma suspension de 10 ml, y se
administraron simultdneamente. Para cada ligando, la dosificacion de aerosol inicial se determin6 por la
concentracién de suspensidon minima a la que la infiltracion de neutréfilos del pulmén se indujo, como se ha
determinado por los recuentos totales de glébulos blancos y neutréfilos en el liquido de lavado broncoalveolar 24 h
después del tratamiento.

Ligandos de TLR 4. A diferencia del lipido A que se produce naturalmente que contiene una mezcla de 5, 6y 7
grupos acilo, el monofosforil lipido A sintético (MPLA, Invivogen) es un sintético puro que contiene 6 grupos acilo
grasos. Las suspensiones de MPLA se administraron a 100 ug/ml. Otro lipido A sintético con 6 grupos acilo grasos,
disacarido de hexa-acilo fosforilado (PHAD, Avanti Polar Lipidos), se administré a 100 pg/ml.

Ligandos de TLR 2/6. Pam2CSK4 y FSL-1 (ambos de Invivogen) son lipopéptidos diacilados sintéticos conocidos
por sefalizar mediante heterodimeros de TLR2 y TLR6. Pam2CSK4 se administr6 a 6 6 20 ug/ml, como se indica, y
FSL-1 se administré a 20 pyg/ml.

Ligando de TLR 9. ODN 2395 (Invivogen) es un oligonucleétido de CpG tipo C con alta afinidad por TLR9 humano y
murino. ODN 2395 se aerosolizé a 20 ug/ml.

Ligando de TLR 7. Imiquimod (R837, Invivogen) es un analogo de guanosina de imidazoquinolinamina que estimula
TLR7, y posiblemente TLR8. Imiquimod se administré por aerosol a 1 6 300 pg/ml, como se indica.

Ligando de TLR 5. Se identificé un segmento de 22 aminoacidos altamente conservados de flagelina, un ligando
conocido de TLR5. Este segmento de aminoacidos se envid para sintesis a Cell Essentials, Inc., Boston, MA. Se
confirmé que el péptido era >95 % puro basandose en HPLC y espectrometria de masas MALDI-TOF, y se confirmo
su solubilidad en PBS. El fragmento sintético de FIg22 se administré a 100 pg/ml.

EJEMPLO 2

Materiales y métodos

Animales y reactivos. Todos los reactivos generales se obtuvieron de Sigma (St Louis, MO), excepto como se
indica. Todos los ratones se manipularon segun las politicas del Centro Oncolégico M. D. Anderson del Comité
Institucional de Cuidado y Uso Animal de la Universidad de Texas. Se usaron ratones Swiss-Webster hembra de
cinco a ocho semanas de edad no mutados (Charles River, Wilmington, MA) para la mayoria de los experimentos de
proteccion y cifra de células. Como se indica, se usaron ratones MyD88'/' hembra de cinco a ocho semanas de edad
proporcionados por Shizuo Akira (1998), ratones Trif” (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME) y ratones TLR2™"
(Jackson) en comparacion con ratones C57BL/6J no mutados (Jackson).

Tratamientos aerosolizados. Se cultivd disolucidon madre congelada de Haemophilus influenzae no tipificable
(NTHi) sobre agar de chocolate (Remel, Lenexa, KS), se expandié en caldo de infusién de cerebro-corazon
(Acumedia, Baltimore, MD) complementado con 3,5 pug/ml de NAD y se rompié con un EmulsiFlex C5 (Avestin,
Mannheim, Alemania), como se ha descrito (Clement et al., 2008; Evans et al., 2010; Moghaddam et al., 2008). La
concentracion de proteina se ajusté a 2,5 mg/ml en solucion salina por ensayo bicinconinico (Pierce, Rockford, IL) y
el lisado se congeld en alicuotas de 10 ml a -80 °C. Para el tratamiento, se dispuso una alicuota descongelada en un
nebulizador AeroMist CA-209 (CIS-US) accionado por 10 I/min de aire complementado con 5 % de CO. (para
promover la respiracion profunda) durante 20 min. El nebulizador se conecté por tuberia de polietileno (30 cm x 22
mm) a una camara de exposicion de polietileno de 10 litros, con un tubo de salida idéntico con un filtro microbiano de
baja resistencia (BB50T, Pall, East Hills, NY) en su extremo ventilado con una campana de bioseguridad.

Se compraron Pam3CSK4, Pam2CSK4, poli (I:C), MPLA, imiquimod y ODN 2395 de InvivoGen (San Diego,
California). Un 22-mero de FIg22, el dominio de flagelina mas conservado (QRLSTGSRINSAKDDAAGLQIA), se
sintetizoé por Cell Essentials (Boston, MA). Para tratar los animales, se reconstituyeron agonistas de TLR sintéticos
en agua libre de endotoxina, se suspendieron en 8 ml de PBS estéril a las concentraciones indicadas y se
aerosolizaron a los animales durante 20 min usando la misma técnica que se usa para el tratamiento del lisado de
NTHi.

Exposiciones infecciosas in vivo. Como se describe previamente (Clement et al.,, 2008; Clement et al., 2009;
Evans et al., 2010), los ratones se expusieron por inhalaciéon a inéculos bacterianos dirigidos a DLgo -DL1go. Se
obtuvo la cepa PA103 de P. aeruginosa de la ATCC y se guardé como disolucién madre congelada (1 x 108 UFC/ml)
en 20 % de glicerol en medio LB (Bio 101 Systems). Se incubd un ml de disolucién madre durante 16 h en 100 ml de
medio LB a 37 °C en 5 % de CO,, a continuacién se diluyé en 1 | de caldo fresco y se cultivé a 37 °C durante 6-7 h a
DOgoo de 0,3, dando 1-4 x 10'° UFC/ml. Se almaceno el serotipo 4 de S. pneumoniae como disolucion madre
congelada (1 x 10° UFC) en 20 % de glicerol en caldo de Todd-Hewett (Becton Dickinson). Se incub6 un ml de
disolucién madre descongelada durante 16 h en 150 ml de caldo de Todd-Hewitt a 37 °C en 5 % de CO,, a
continuacion se diluyé en 1,5 | de caldo fresco y se cultivé en fase logaritmica durante 6-7 h a una DOggo de 0,3,
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dando 2-6 x 10"" UFC/ml. Las suspensiones bacterianas se centrifugaron, se lavaron, se resuspendieron en 10 ml
de PBS y se aerosolizaron durante un periodo de 60 min usando un sistema idéntico al usado para los tratamientos.
Se determinaron concentraciones bacterianas sembrando diluciones sucesivas sobre placas de agar de soja triptica
(Becton Dickinson).

Cuantificaciéon de la carga de patogeno del pulmén. Como se ha descrito previamente (Clement et al., 2008;
Clement et al., 2009; Evans et al., 2010), inmediatamente después de la infeccién con patégenos bacterianos, los
ratones se anestesiaron y sus pulmones se recogieron y se homogeneizaron en 1 ml de PBS utilizando un molinillo
de tejido de 2 ml (Kontes, Vineland, NJ). Las diluciones sucesivas de los homogeneizados se sembraron sobre
placas de agar de soja triptica (TSA), se incubaron a 37 °C durante 16 h y se contaron las colonias bacterianas.

Analisis de liquido de lavado broncoalveolar. Como se ha descrito previamente (Clement et al., 2008; Clement et
al., 2009; Evans et al., 2010), se obtuvo liquido de lavado broncoalveolar (BAL) por instilacion y recogiendo dos
alicuotas de 1 ml cada una de PBS mediante una canula con adaptador de punta de luer (Becton Dickinson)
insertada a través de anillos de la traquea expuesta en momentos de tiempo indicados. La cifra de leucocitos total se
determiné con un hemocitdémetro (Hauser Scientific, Horsham, PA), y la cifra diferencial por citocentrifugacion de 300
ul de liquido BAL a 2.000 rpm durante 5 min, seguido de tincién con Wright-Giemsa.

Ensayo de destruccion in vitro. Como se ha descrito previamente (Clement et al., 2008; Clement et al., 2009;
Evans et al.,, 2010), se cultivaron células MLE-15 y células A549 sobre placas de 6 pocillos en RPMI-1640
complementado con 10 % de SBF inactivado por calor y 1 % de penicilina/estreptomicina (Invitrogen). Cuando
crecieron al ~80 % de confluencia, las células se lavaron con PBS, se suministraron con medio libre de antibi6tico
fresco con 10 % de SBF inactivado por calor y se trataron con 20 ul de PBS o a 20 pl de volumen de ODN 2395 (20
pg/ml), Pam2CSK4 (10 pg/ml), o ambos en RPMI-1640 que contiene 10 % de SBF inactivado por calor. Después de
4 h, a continuacion se afadieron 1000 esporas de la cepa Sterne de Bacillus anthracis o 2000 UFC de la cepa
PA103 de P. aeruginosa a todos los pocillos. Cuatro h después de la infeccion, se aspiraron 20 pl del sobrenadante
de cada pocillo, se diluyeron en serie, se sembraron sobre una placa de agar TSA, se incubaron durante 16 h a 37
°C y se contaron las UFC.

Microscopia de inmunofluorescencia. Se cultivaron células A549 sobre portaobjetos de camaras Lab-Tek Il
(Nunc, Rochester, NY) en RPMI-1640 complementado con 10 % de SBF inactivado por calor y 1 % de
penicilina/estreptomicina (Invitrogen) durante 48 h, luego se trataron con un volumen de 20 pyl de ODN 2395
marcado con Texas Red (20 yg/ml, Invivogen), Pam2CSK4 marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (10
pg/ml, Invivogen), o ambos en RPMI-1640 que contenia 10 % de SBF inactivado por calor. Después de 2 h, el medio
se succiono, las camaras se desprendieron y las células se lavaron tres veces con PBS congelado. A continuacion,
las células se fijaron con 4 % de paraformaldehido, se extinguieron con glicina, se lavaron tres veces con PBS, se
contratifieron los nucleos con 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI; 0,1 pug/ml) y se examinaron con microscopia de
fluorescencia (microscopio Olympus BX-60, Melville, NY) usando 6ptica apropiada (Texas Red: excitacion = 540 nm;
emision = 620 nm; FITC: excitacion = 495 nm, emision = 520 nm; DAPI: excitacion = 360 nm; emision = 460 nm).
Las imagenes se recogieron secuencialmente con una camara Spot RT regulada por ordenador (Diagnostic
Instruments, Sterling Heights, MI) y se ensamblaron en Photoshop CS3 (Adobe, San Jose, CA). El solapamiento de
la fluorescencia roja y verde aparecié amarillo.

Analisis estadistico. Se realiz6 analisis estadistico usando el software SAS/STAT (version 8.2, SAS Institute). Se
uso la prueba de la t de Student para comparar los titulos bacterianos o virales de pulmén entre grupos. Se compard
el porcentaje de ratones que sobreviven a las exposiciones a patdgenos usando la prueba exacta de Fisher, y se
uso la prueba del orden logaritmico para comparar la distribucion de supervivencia estimada por el método de
Kaplan-Meier. Se usd ANOVA unilateral con prueba a posteriori de Dunnett para comparar los recuentos
diferenciales de liquido de BAL entre los animales tratados y sin tratar.

Resultados

Se requiere MyD88, pero no TRIF, para la induccion de resistencia a neumonia por un lisado bacteriano
aerosolizado. La estimulacion del epitelio de pulmén por un lisado aerosolizado de NTHi induce un alto nivel de
resistencia a una amplia matriz de patégenos microbianos 9 (Clement et al., 2008; Clement et al., 2009; Evans et al.,
2010; Tuvim et al., 2009). Para probar si se requiere sefializacion de TLR para la proteccién inducida por lisado,
ratones deficientes en sefializacion de TLR mediante adaptadores TIR se expusieron por inhalacion a P. aeruginosa.
Ratones no mutados y deficientes en TRIF (Trif/') se protegieron completamente contra las exposiciones letales a P.
aeruginosa por pretratamiento con el lisado bacteriano aerosolizado, mientras que la resistencia no pudo inducirse
en ratones deficientes en MyD88 (Myd88'/'; FIG. 12A y 12B, paneles izquierdos). La proteccién se correlacion6
estrechamente con la induccion de la rapida destruccion de patégenos en los pulmones (FIG. 12A y 12B, paneles
derechos). El receptor de IL-1 también sefaliza mediante MyD88 (Adachi et al., 1998; Medzhitov et al., 1998), pero
responde a la sefializacion de citocinas huésped, en vez de a productos microbianos directamente. La destruccion
de patogenos se preservé completamente en ratones deficientes en receptores de IL-1 (Il1r"'; FIG. 13) estimulados
por el lisado bacteriano aerosolizado. Este hallazgo indica que no todos los receptores que sefializan mediante
MyD88 se requieren para la proteccion inducida por el lisado, y sugiere que la sefializacion microbiana directa
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mediante TLR es mas importante que la sefalizacién indirecta mediante citocinas huésped para resistencia epitelial
inducible.

Los agonistas de TLR individuales inducen un bajo nivel de resistencia a neumonia. En vista del requisito para
la sefalizacion de MyD88, los inventores probaron si algun agonista de TLR sintético individual podria inducir
resistencia similar a la proporcionada por el lisado bacteriano aerosolizado. Como TLR1 y TLR6 se expresan como
heterodimeros con TLR2, y como TLR7 y TLR8 reconocen ambos imiquimod, los TLR 1 a 9 de ratdn podrian todos
estimularse con los siguientes siete ligandos sintéticos: Pam3CSK4 (agonista de TLR2/1), Pam2CSK4 (agonista de
TLR2/6), poli (I:C) (agonista de TLR3), lipido A sintético (MPLA, agonista de TLR4), FIg22 (22-mero sintético de
flagelina, agonista de TLR5), imiquimod (TLR7 y TLR8) u ODN2395 (agonista de TLR9).

No se supieron las dosis aerosolizadas apropiadas de estos agonistas, asi se formuld una estrategia para identificar
una dosis adecuada para la administracion a los pulmones para evitar un error de tipo Il (). Cada uno de los
agonistas de TLR sintéticos usados tiene una concentracion informada a la que la maxima secrecién de citocinas se
estimula de células dendriticas ([CDmax]) (Yamamoto et al., 2003; Aliprantis et al., 1999; Buwitt-Beckmann et al.,
2005; Hayashi et al., 2001; Krug et al., 2001; Lee et al., 2003; Martin et al., 2003). Basandose en los calculos de la
administracion eficaz a las vias respiratorias de compuestos aerosolizados (Clement et al., 2009; Evans et al., 2004),
los inventores determinaron las concentraciones de liquido nebulizador requeridas para lograr [CDmax] en la
superficie epitelial de las vias respiratorias. Aunque la resistencia inducida por lisado aerosolizado no depende de la
entrada de leucocitos, el fenédmeno protector esta estrechamente correlacionado con el momento preciso y la
magnitud de neutrofilia del pulmén inducida (Clement et al., 2008). Por tanto, para identificar dosis de agonistas de
TLR suficientes para probar, los inventores empezaron a la [CDmax] informada para cada ligando y aumentaron las
concentraciones nebulizadas logaritmicamente hasta que se logro la infiltracién de leucocitos.

Como se muestra en la FIG. 14, en ratones tratados con PBS, el nimero de neutrofilos en el liquido de BAL es 0,1 x
10° + 0,2 células/ml. Solo Pam2CSK4 demostré un aumento significativo en neutréfilos a CDmax, aunque todos,
excepto poli (I:C) y FIg22 mostraron un aumento significativo en los niveles de neutréfilos a concentraciones de uno
a dos logaritmos por encima de CDmax. Por otra parte, tanto poli (I:C) como FIg22 indujeron una entrada
significativa de macréfagos sobre BAL 24 h después del tratamiento. FIg22 e imiquimod tuvieron cada uno una
concentracién de ligando por encima de la cual hubo una reduccion en la infiltracion de neutrofilos. Pam2CSK4
indujo un nivel de neutrofilia casi 5 veces mayor que Pam3CSK4 y 15 veces mayor que cualquier otro ligando.

La concentracion elegida para cada ligando fue la menor dosis para inducir un aumento de 10 veces en
neutréfilos/ml o para inducir el duplicado de los macréfagos (ninguna hizo ambos). Mientras que algunos de los
ligandos indujeron una infiltracion celular robusta, ninguno de los agonistas sintéticos proporcioné proteccion robusta
contra neumonia de P. aeruginosa letal (FIG. 15). Hubo una tendencia hacia la proteccion con Pam2CSK4, Fig22, e
imiquimod, aunque estos no alcanzaron significancia estadistica con experimentos individuales o en la media de
multiples experimentos. Los ratones tratados con MPLA no mostraron una tendencia significativa hacia elevada
mortalidad después de la exposicion a patogenos.

Una combinaciéon de agonistas de TLR2/6 y de TLR9 induce un alto nivel de resistencia contra neumonia.
Aunque los agonistas de TLR sintéticos individuales proporcionaron solo proteccion moderada, es posible que se
requiera la estimulacion simultdnea de multiples PRR para inducir un alto nivel de resistencia (Clement et al., 2008;
Evans et al., 2010). Para determinar si las combinaciones de agonistas de TLR podrian inducir resistencia, los
inventores probaron las permutaciones por emparejamiento de los siete ligandos sintéticos.

Sorprendentemente, el tratamiento simultdneo con Pam2CSK4 y ODN2395 (ODN + Pam2) produjo supervivencia
del 100 % de los ratones de una exposicion de otro modo letal con P. aeruginosa Gram-negativa (FIG. 16A,
izquierda), y supervivencia del 80 % de una exposicion letal con S. pneumoniae Gram-positiva (FIG. 16B, izquierda).
El doblar la concentracion de ambos ligandos en el tratamiento con aerosol produjo el 90 % de supervivencia de la
exposicion con S. pneumoniae (FIG. 16B). La proteccion de ratones de las exposiciones infecciosas letales se
asocid a destruccion sinérgica de los patdogenos dentro de los pulmones (FIG. 16A y 16B, derecha), y el doblar la
concentracion de los ligandos se asoci6 a una tendencia hacia mayor destruccion de patogenos. También se
observaron interacciones sinérgicas entre Pam2CSK4 y ODN2395 en el reclutamiento de leucocito a los pulmones a
las 4 y 24 h (FIG. 16C). Estos resultados indican que los ligandos para TLR2/6 y TLR9 inducen la activacion
sinérgica de respuestas efectoras antimicrobianas, que incluyen aquellas para la destruccion de patégenos y el
reclutamiento de leucocitos, que produce un nivel sinérgico de proteccién contra neumonia. Similar a la cinética de
resistencia inducida por lisado de NTHi, la proteccion estuvo presente 4 h después del tratamiento.

No todas las combinaciones de agonistas de TLR producen protecciéon robusta contra la infeccion. Los
inventores probaron las siguientes combinaciones de agonistas de TLR: Pam2 + poli (I:C), Pam2 + Fig22, Pam2 +
Imiquimod, ODN + poli (I:C), ODN + FIg 22 y ODN + Pam3. Los inventores encontraron que estas combinaciones
fueron menos eficaces en proteger contra una exposicion a P. aeruginosa (FIG. 17A-F) en comparacion con la
combinacién de Pam2-ODN (FIG. 16). Estos resultados sugieren que no todas las combinaciones de agonistas de
TLR confieren la misma estimulacién inmunitaria que Pam2-ODN.
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TLR2 es suficiente para promover la sinergia de Pam2CSK4 y ODN2395 protectora, pero no se requiere para
resistencia inducida. La deteccién de los efectos sinérgicos de los ligandos de TLR Pam2CSK4 y ODN2395, que
tienen especificidades de receptor bien definidas, proporciona una evidencia hipotética de la participacién de TLR2/6
y TLR9. Los inventores buscaron evidencia adicional usando ratones inactivados y ligandos adicionales.

Los inventores compararon la supervivencia de ratones no mutados y deficientes en TLR2 pretratados con Pam2-
ODN o PBS antes de la exposicién a P. aeruginosa. Mientras que los ratones no mutados estuvieron completamente
protegidos por Pam2-ODN, no hubo supervivencia en el grupo de no mutados tratados con referencia o cualquier
grupo Tir2" (FIG. 18A, panel izquierdo), confirmando el requisito para TLR2 en la proteccién inducida por Pam2-
ODN. La pérdida de proteccién en los ratones TIr2" se correlacion6 estrechamente con la pérdida de destruccion de
patégenos intrapulmonar inducida porPam2-ODN (FIG. 18A, panel derecho).

Como Pam2CSK4 y Pam3CSK4 discriminan entre TLR2/6 y TLR2/1, y Pam2CSK4 pero no Pam3CSK4 produce un
fuerte efecto protector sinérgico cuando se combina con ODN2395, pueden requerirse heterodlmeros de TLR2/6
para inducir resistencia epitelial del pulmén. Los inventores también expusieron ratones Tir2" y no mutados después
del tratamiento con lisado de NTHi y no encontraron ni pérdida de proteccion (FIG. 18B, panel izquierdo) ni un
defecto en la destruccion bacteriana inducida por lisado (FIG. 18B, panel derecho). Tomados conjuntamente, estos
resultados sugieren que TLR2/6 es suficiente para interaccionar sinérgicamente con TLR9, pero no se requiere para
toda la resistencia epitelial del pulmén inducida.

Los ODN de CpG de clase C, pero no la clase A o B, interaccionan sinérgicamente con Pam2CSK4 para
inducir resistencia a neumonia bacteriana. Los inventores buscaron evaluar adicionalmente si TLR9 se requiere
para la interaccion sinérgica de Pam2-ODN. Debido a que los ratones TIr9" no estuvieron disponibles, los inventores
probaron la participacién de TLR9 usando un ODN de control negativo conocido por no unirse a TLR9. Mientras que
el pretratamiento con Pam2-ODN produjo el 90 % de supervivencia de ratones expuestos a P. aeruginosa, ninguno
sobrevivid cuando se pretraté con Pam2CSK4 y el ODN de control (FIG. 19A), que indica que la unién de TLR9 por
el ODN se requiere para la proteccién sinérgica.

Para explorar adicionalmente la especificidad de la interaccion Pam2-ODN, los inventores trataron ratones no
mutados con Pam2CSK4 y diferentes clases de ODN de CpG antes de la exposicion a P. aeruginosa. La
combinacion de un ODN de clase A (ODN 1585 u ODN 2216) o un ODN de clase B (ODN 2006-G5) con Pam2SCK4
no confirid proteccion, mientras que la combinacion de Pam2CSK4 con un ODN de clase C (ODN M362 u ODN
2395) promovi6 resistencia significativa contra neumonia de otro modo letal (FIG. 19B). Estos resultados indican que
no solo los ligandos de TLR2/6 y de TLR9 sinergizan, sino que hay ligandos especificos que interaccionan mas
favorablemente que otros.

Pam2CSK4 y ODN2395 inducen la destruccion bacteriana por células epiteliales in vitro. Se inducen células
epiteliales de pulmoén para destruir bacterias in vitro cuando se estimulan con lisado de NTHi (Clement et al., 2009;
Evans et al,, 2010). Como Pam2-ODN resumen el efecto inmunoestimulante del lisado bacteriano in vivo, los
inventores probaron si la combinacion también podria inducir la destruccion de patdgenos por células epiteliales de
pulmoén aisladas in vitro. El pretratamiento de células epiteliales respiratorias MLE-15 murinas durante 4 h con
Pam2-ODN redujo significativamente las UFC bacterianas en medio de cultivo celular después de la inoculacion con
B. anthracis (FIG. 20A). Similarmente, el tratamiento de células A549 humanas con Pam2-ODN produjo reducciones
significativas en las UFC de P. aeruginosa 4 h después de la infeccion (FIG. 20C). Demostrando que la destruccion
de patogenos se produce mediante la estimulacion de células epiteliales en vez de mediante efectos antibidticos
directos de Pam2-ODN, las bacterias crecieron a igual numero en pocillos que no contenian células epiteliales, tanto
si se trataron con Pam2-ODN como con PBS (FIG. 20B y 20D).

Asi, el efecto antimicrobiano se induce en tanto células epiteliales murinas como humanas y produce la destrucciéon
de tanto patégenos Gram-positivos como bacterias Gram-negativas. Estos datos imitan la destruccion bacteriana
observada in vivo tras el tratamiento con Pam2-ODN. Los aumentos en serie en la dosificacion de Pam2-ODN hasta
32 veces mayor que los indicados aqui no aumentaron significativamente la destruccion de patdégenos.

Pam2CSK4 y ODN2395 estan co-localizados intracelularmente in vitro. El mecanismo por el que Pam2CSK4 y
ODN2395 interaccionan para inducir sinergia sigue estando sin resolver. Como se informa que TLR2/6 esta
localizado en la membrana plasmatica y se informa que TLR9 esta localizado en endosomas (Beutler, 2009; Dostert
et al., 2008), no se anticiparia interaccion fisica de los ligandos. Sin embargo, debido a que TLR4 puede requerir la
internalizacién con el fin de sefalizar (Kagan et al., 2008), los inventores investigaron si los dos ligandos se
internalizaron por células epiteliales. Se cultivaron células A549 en monocapa sobre portaobjetos de cultivo celular, a
continuacion se trataron con Pam2CSK4 marcado con FITC (10 pyg/ml) y ODN2395 marcado con Texas Red (20
pMg/ml) a las mismas concentraciones usadas en los experimentos de destruccion de patdégenos. Después de 2
horas, las células se lavaron, los nucleos se marcaron con DAPI y los portaobjetos se enviaron a microscopia de
fluorescencia. Tanto Pam2CSK4 como ODN2395 fueron internalizados por las células epiteliales. Ademas,
Pam2CSK4 y ODN2395 estan co-localizados en el compartimento citoplasmico, supuestamente dentro de
endosomas. Estos resultados sugieren que Pam2CSK4 y ODN2395 pueden co-localizarse dentro de endosomas.
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El pretratamiento con la combinacién de Pam2CSK4, un agonista de TLR2/6 y un ODN de clase C (2395, 10101 o
M362), agonistas de TLR9, induce altos niveles de resistencia a la infeccion de pulmdn con Bacillus anthracis y virus
de la gripe. Se pretrataron ratones con ligandos de TLR aerosolizados como se indica un dia antes de la exposicion
intranasal con esporas de carbunco o exposicion a aerosol con virus de la gripe. Se monitoriz6 la supervivencia de
ratones.
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REIVINDICACIONES

1. Un agonista de TLR9 para su uso en un método para tratar, inhibir o atenuar una infeccién microbiana que
comprende administrar una cantidad eficaz de un agonista de TLR9 y un agonista de TLR2/6 a un individuo que
tiene o esta en riesgo de desarrollar o adquirir una infeccién microbiana; donde dicho agonista de TLR2/6 es un
lipopolipéptido diacilado sintético.

2. Un agonista de TLR2/6 para su uso en un método para tratar, inhibir o atenuar una infeccion microbiana que
comprende administrar una cantidad eficaz de un agonista de TLR9 y un agonista de TLR2/6 a un individuo que
tiene o esta en riesgo de desarrollar o adquirir una infeccion microbiana; donde dicho agonista de TLR2/6 es un
lipopolipéptido diacilado sintético.

3. Una composicion farmacéuticamente aceptable que comprende un agonista de TLR9 y un agonista de TLR2/6
para su uso en un método para tratar, inhibir o atenuar una infeccién microbiana que comprende administrar una
cantidad eficaz de un agonista de TLR9 y un agonista de TLR2/6 a un individuo que tiene o esta en riesgo de
desarrollar o adquirir una infeccién microbiana; donde dicho agonista de TLR2/6 es un lipopolipéptido diacilado
sintético.

4. Un agonista o composicién para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el agonista de
TLR2/6 es PAM2CSK4.

5. Un agonista o composicidén para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el agonista de TLR9
es un oligodesoxinucleétido (ODN) tipo C.

6. El agonista o composicién para su uso de la reivindicacion 5, donde el ODN tipo C es ODN2395 u ODNM362 u
ODN10101.

7. Un agonista o composicion para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el sujeto ha
estado expuesto a un microbio patdgeno.

8. Un agonista o composicion para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el microbio es un
virus, una bacteria o un hongo.

9. El agonista o composicion para su uso de la reivindicacion 8, donde:

(@) el virus es Adenoviridae, Coronaviridae, Filoviridae, Flaviviridae, Hepadnaviridae, Herpesviridae,
Orthomyxoviridae, Paramyxovirinae, Pneumovirinae, Picornaviridae, Poxyiridae, Retroviridae, Togaviridae,
Parainfluenza, Influenza, H5N1, Marburgo, Ebola, coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo, fiebre
amairilla, virus respiratorio sincitial humano, Hantavirus o Vaccinia;

(b) la bacteria es Bacillus anthracis, Yersinia pestis, Francisella tularensis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus pneumoniae, Staphylococcus maltophilia, Burholderia spp. o Moraxella
Spp; o0

(c) el hongo es un Aspergillus, Candida, Cryptococcus, Histoplasma, Coccidioides, Blastomyces, Zygometes o
Pneumocystis.

10. Un agonista o composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el agonista de
TLR9 y el agonista de TLR2/6 se administran en una formulacion nebulizada.

11. Un agonista o composicién para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la cantidad
eficaz del agonista de TLR9 y agonista de TLR2/6 se deposita en los pulmones del individuo.

12. Un agonista o composiciéon para su uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el agonista de
TLR9 y el agonista de TLR2/6 se administra en una cantidad de entre 0,1 mg/kg y 100 mg/kg del peso corporal del
individuo.

13. Una composicion farmacéuticamente aceptable que comprende un agonista de TLR9 y un agonista de TLR2/6,
un agente antiinflamatorio y uno o mas excipientes farmacéuticos, donde dicha composicién es estéril y
esencialmente libre de microbios patégenos; donde dicho agonista de TLR2/6 es un lipopolipéptido diacilado
sintético.

14. La composicion de la reivindicacion 13, donde la composicién esta formulada para nebulizacion.

15. La composiciéon de la reivindicacion 13, donde el agonista de TLR2/6 es PAM2CSK4; o donde el agonista de
TLR9 es un oligodesoxinucledtido tipo C (ODN), preferiblemente ODN2395 u ODN M362 u ODN10101.

53



ES 2534947 T3

Porcentaje de supervivientes

100 |

80 -

60 -

40

20 -

g NTHi sUip 15K
~~ Endotoxina 1x

- Endotoxina 10x

soggmas SIN NTHI

0 24 48 T2

Horas después de la exposicion a Spn

Numero de ratones

= B W O

(p]

FIG. 1

Proteccion de P. aeruginosa con PHAD/MPLA

T T T i §“““

dia O

dia1 dia2 dia3 dia4 dia5 diab

UFC de P. aeruginosa 1,95 x 10410

FIG. 2

54

—p PES
—8- PHAD 100 ug/mi
MPLAs 100 ug/mi




Numero de ratones

Numero de ratones
Q2N WE OO~ B D

0 T poses A S 3

ES 2534947 T3

Proteccion de P. aeruginosa con imiquimod

~o—PBS

- Imiquimod 300
ug/mi

- Imiguimod 1 mg/ml

dia dia dia dia dia dia dia dia
g 1 2 3 4 5 6 7
UFC de P. aeruginosa 1,817 x 10710

FIG. 3

Proteccion inducida por ODN2395 (TLR9)

st saans aom
i

1

—e—PBS
—~&— QDN 20 ug/ml

dia 0 diat dia2 dia3 diag dia8g
UFC de P. aeruginosa 1,217 x 10*10

FIG. 4

55



ES 2534947 T3

Proteccién inducida por Pam2CSK4 (TLR 2/6, 2/1)
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Expt. 3. Efecto de un pretratamiento con aerosol de 30 min (D-1) con
ODN/Pam2/poli IC sobre la supervivencia de ratones infectados con aerosol de la
gripe A/HK; dosis de virus: ~ 130 TCIDso/raton
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Expt. 3. Efecto de un pretratamiento con aerosol de 30 min (D-1) con ODN/Pam2/poli
IC sobre el peso de ratones infectados con aerosol de la gripe A/HK; dosis de virus:
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FIGS. 20A-D
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