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DESCRIPCION
Miméticos del lipido A para su uso en la induccién de una respuesta inmunitaria

Referencia cruzada a solicitudes relacionadas

Esta solicitud reclama beneficio de prioridad sobre la solicitud de patente provisional de EE.UU. N° 61/140226,
presentada el 23 de diciembre de 2008.

Notificacion de copyright conforme a 37 C.F.R. § 1.71(e)

Una parte de la divulgacion del presente documento de patente contiene material sujeto a proteccion de derechos de
autor. El propietario de los derechos de autor no ha presentado objeciones a la reproduccion mediante copia del
documento de patente o de la divulgacion de patente por cualquiera, tal como aparece en el archivo o los registros
de la oficina de patentes y marcas pero, por lo demas, se reserva todos los derechos de autor.

Declaracion con respecto a la investigacion patrocinada

Aspectos de esta invencion se hicieron con el apoyo del gobierno de Estados Unidos de conformidad con el contrato
n® HHSN266200400008C / NO1-Al-40008 del Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas; el gobierno
de Estados Unidos puede tener ciertos derechos sobre la invencién.

Antecedentes

Los receptores tipo Toll (TLR) son receptores de reconocimiento de patrones que reconocen motivos microbianos
conservados, incluyendo peptidoglicano (TLR2), CpG ADN (TLR9), ARN viral (TLR3 / 7/8), flagelina bacteriana
(TLR5) y LPS (TLR4). En particular, los TLR4 se caracterizan por un dominio extracelular de repeticion rico en
leucina de unién a ligando y un / dominio de homologia Toll-/IL-1R citoplasmatico (Nahori y col.,2,005) que recluta
adaptadores de sefalizacion intracelulares. Se han descrito varios ligandos para TLR4, incluyendo lipopolisacarido
(LPS), acido lipoteicoico (LTA), fibronectina, la proteina fusion del RSV, taxol y el adyuvante de lipido A
monofosforilo (MPL). Se han descrito dos vias de sefializacion principales se asocian con la activacion de TLR4; las
vias dependientes de MyD88 y las dependientes de TRIF.

Recientemente se ha informado de que el ligando de TLR4 MPL, un derivado de un, glicolipido destoxificado
purificado de la pared celular de Salmonella Minnesota, exhibié un sesgo para la sefializacién dependiente de TRIF
y la sefializacion menos dependiente de MyD88 en relacion con otros antagonistas de TLR4, y se postulé que MPL
puede inducir la represion activa de las vias inflamatorias dependientes de MyD88 mediante la induccién de vias de
sefializacién adicionales corriente abajo, tal como la via PI3-quinasa. (Mata—Haro y col. 2007).

Se proporciona un procedimiento para inducir una respuesta a TRIF relativamente sesgada que comprende
administrar un isdmero seleccionado de un aminoalquilo glucosaminida-4-fosfato (AGP). La induccion selectiva de la
sefializacion dependiente de TRID mediante el mimético sintético del lipido A como se divulga en el presente
documento puede permitir el desarrollo de adyuvantes de vacuna o inmunomoduladores que alteran de forma
selectiva las respuestas inmunitarias al tiempo que mitigan los efectos secundarios potencialmente toxicos
asociados con la induccion de citocinas/quimiocinas inflamatorias.

Sumario de la invencién

La presente divulgacion esta dirigida al uso de un mimético sintético del lipido A, especificamente el compuesto AGP
CRX 547, para inducir la sefializacién sesgada por TRIF a través del complejo de receptores TLR4. CRX 547 es el
diaestereémero de AGP CRX 527. La expresion "sesgo de TRIF" se refiere a la reducciéon de la sefalizacion
dependiente de MyD88 de un compuesto (por ejemplo, CRX 547) respecto a la sefializacion dependiente de MyD88
de otro compuesto (por ejemplo, CRX527). En una realizacion preferida, el sesgo de TRIF proporciona una
reduccion de la sefializacion de MyD88 y mantiene o aumenta la sefializacion dependiente de TRIF. En otras
realizaciones preferidas, la presente invencion puede exhibir sesgo DE TRIF mediante la induccion de niveles
significativos de citocinas que dirigen la inmunidad mediada por células Th1, IL-12, a partir de células dendriticas, in
vitro, asi como mediante la induccién mucho menor mediador inflamatorio IL-23, una citocina que favorece el
mantenimiento de las células T Th17 que producen los mediadores inflamatorios, IL-17 y TNFa (Wilson y col.2007).
Las células T Th17 se han relacionado con el desarrollo de trastornos autoinmunes inflamatorios, incluyendo artritis,
enfermedad inflamatoria intestinal y esclerosis multiple (McGeachy y col. 2007).

Varias formas de realizacion de la presente descripcion se describen brevemente en el presente documento:

un procedimiento para reducir significativamente el potencial de la sefializacion dependiente de MyD88 inducida
por una composicion que contiene el L-seril AGP CRX 527, al tiempo que induce una sefalizacion significativa
dependiente de TRIF a través del complejo receptor TLR4, que comprende la sustitucion del derivado de D-seril
de la L-seril AGP en la composicion.
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un procedimiento de induccién de citocinas dependientes de TRIF y de reduccion de los niveles de las citocinas
dependientes de MyD88 inducidos en células humanas mediante una composicién adyuvante del mimético del
lipido A; administrando CRX547 administrar a las células humanas;

un procedimiento de induccion de niveles mas bajos de IL-12p70 e IL-23 en células humanas en comparacion
con los niveles inducidos por L-seril AGP CRX 527, que comprende administrar a las células humanas derivados
sintéticos D-seril de CRX527:

un procedimiento de activar niveles significativamente mas bajos de actividad de NF-kappa B, pero niveles
iguales o superiores de IRF3 inducidos por CRX527, que comprende administrar el diastereémero D-seril de 527;

un procedimiento de inhibicién de la induccién de citocinas dependientes de MyD88 por un primer mimético del
lipido A que comprende administrar un segundo lipido A sintético, CRX547; y

un procedimiento para mejorar una induccion de composiciones adyuvantes de la sefalizacion dependiente de
TRIF beneficiosa en células humanas, en el que la composicién adyuvante contiene un AGP que no es CRX547,
que comprende incorporar CRX547 en la composicion adyuvante.

Una composicién de mimético del lipido A que comprende CRX547 para su uso en la produccién de una
respuesta inmunitaria en un ser humano, en el que las citocinas dependientes de TRIF se incrementan y las
citocinas dependientes de MyD88 disminuyen en comparacién con una composicion de mimético del lipido A en
ausencia de CRX547;

una composicion de mimético del lipido A que comprende CRX547 para su uso en la producciéon de una
respuesta inmunitaria en un ser humano, en el que la actividad de NF—kB esta disminuida pero se observan
niveles iguales o mas altos de IRF3 en comparacion con una composicion de mimético del lipido A en ausencia
de CRX547;

una composicion de mimético del lipido A que comprende CRX547 para su uso en la producciéon de una
respuesta inmunitaria en un ser humano, en el que las citocinas dependientes de TRIF se incrementan y las
citocinas dependientes de MyD88 disminuyen en comparacién con una composicion de mimético del lipido A en
ausencia de CRX547;

Un adyuvante mimético del lipido A para su uso con un antigeno en la produccion de una respuesta inmunitaria en
un ser humano, en el que las citocinas dependientes de TRIF se incrementan y las citocinas dependientes de
MyD88 disminuyen en comparacién con un adyuvante mimético del lipido A en ausencia de CRX547;

Composiciones de mimético de lipido A que comprenden CRX527 y CRX547 para su uso en cualquiera de los
procedimientos como se describe en el presente documento.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.
Figura 7.

Figura 8.

CRX-527 y CRX-547 y aminoalquilglucosaminida 4-fosfatos con cadenas de acilos grasos unidos a
éster, CRX-527 y CRX-547

Comparacion de los miméticos de lipido A, CRX-527 y CRX-547 con S. minn. LPS de Re595 para
la induccion de citocinas y quimiocinas (A) dependientes de MyD88 y (b) dependientes de TRIF en
PBMC humanos.

Induccion de (A) IL-12p70 y (B) IL-23, mediante tratamiento de células dendriticas derivadas de
monocitos humanos con S. minn. LPS de Re595, CRX-527 y CRX-547.

Inhibicién de la induccién de citocinas/quimiocinas (A) dependientes de MyD88- y (B) dependientes
de TRIF en una linea celular de macréfagos humanos mediante la transfeccion de plasmidos que
expresan construcciones negativas dominantes de MyD88 (MyD88-DN) y TRIF (TRIF-DN).

Citocinas/quimiocinas (A) dependientes de MyD88 (MIP-1a) y (B) dependientes de TRIF
(RANTES) inducidas por CRX-527, CRX-547 y LPS en presencia del inhibidor de la endocitosis,
Dynasore.

Estrategia de acotamiento ImageStream.

Las células monociticas humanas (MM6) se trataron durante 5, 15, 30, o 120 minutos con CRX-
527 o CRX-547 y la translocacion nuclear de NFkB se cuantific6 como colocalizacion del factor de
transcripcion con el pigmento nuclear (DRAK-5).

Comparacion de la actividad del promotor inducible NF—-kB cuando las células HEK293
transfectadas con huTLR4/huMd-2/huCD14 se tratan con S. minn. LPS de Re595, CRX-527, y
CRX-547.
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Figura 9.

Figura 10.

Figura 11.

Figura 12.

Figura 13.

Figura 14.

Figura 15.

Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

Figura 20.

Figura 21.
Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.
Figura 26.

Figura 27.
Figura 28.
Figura 29.

Figura 30.
Figura 31.
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Inhibicion de CRX-527 y LPS (A) dependiente de MyD88 e (B) induccién de citocinas/quimiocinas
dependientes de TRIF en presencia de concentraciones crecientes de CRX-547.

(A) Inhibicién de TNFa inducida por CRX-527 mediante la adicion de concentraciones crecientes
de CRX-547. (B) El analisis de regresion de Schild da una estimacion de la afinidad de CRX-547
(0,33 nM) similar a las CEso de CRX-527 y CRX-547.

Inhibicién de la induccion de citocinas dependientes de MyD88 (TNFa) por CRX527 y LPS en
presencia de concentraciones crecientes de CRX547.

Inhibicion de la translocacion nuclear de NFkB inducida por CRX527 en presencia de
concentraciones crecientes de CRX547.

Efectos de la modificacién potenciadora de la estabilidad de CRX-527/CRX-547 sobre la actividad
de sefalizacion y la induccion de quimiocinas. Comparacion de (A) sefalizacion de NFkB en
células HEK293 transfectadas con huTLR4/huMD-2/huCD14 y (B) induccién de MIP-1
dependiente de MyD88 en células monoliticas humanas (MMB6) por los pares de isomeros L y D
CRX-527/CRX-547 y 1a/1b

Analisis de transferencia Western de monocitos primarios humanos derivados de PBMC tratados
con CRX-527 que muestran una cinética y niveles de activacion similares de fosfo-IRF3 aguas
abajo de TRIF y mayor degradacion de IRAK1 aguas abajo de MyD88 que las células estimuladas
con CRX-547

Andlisis de transferencia Western de MM6 tratadas con CRX-527 que muestran mayor
degradacion de IRAK4 aguas abajo de MyD88 que las células estimuladas con CRX-547

Comparacion de (A) sefalizacion de NFkB en células HEK293 transfectadas con huTLR4/huMD-
2/huCD14 y (B) induccion de MIP-13 dependiente de MyD88 en células monoliticas humanas
(MMB®) por los pares de isémeros L y D, compuestos 2a y 2b.

Induccion de la actividad promotora dependiente de NFkB por CRX-527, CRX-547, y LPS en las
células HEK293 transfectadas con TLR4/MD-2/CD14 humano (arriba) y de ratén (abajo).

Indiccion de la actividad promotora dependiente de NFkB en las células HEK293 transfectadas con
TLR4/MD-2 de ser humano/ratén afin o combinaciones quiméricas (huTLR4/muMD2 o
muTLR4/huMD-2).

Cambio en el peso en conejos tratados con los agonistas indicados
Temperatura posvacunacion en conejos tratados con el agonista indicado
Reactividad en el lugar de la inyeccion por Draize en conejos tratados con los agonistas indicados

Histopatologia en el sitio de inyeccidn en conejos tratados con los agonistas indicados. Cambio de
peso en conejos tratados con los agonistas indicados

Induccion de la expresion de genes de citocinas/quimiocinas (A) dependientes de MyD88 y (B)
dependientes de TRIF en monocitos derivados de PBMC humanos tras el tratamiento con CRX-
527 o0 CRX-547 0,01 uM

PBMC de ratones BALB/c analizados con CRX-547 (dos lotes) y CRX-527 (experimento realizado
una vez).

Induccion de dependientes de TRIF (IP-10) por CRX-527, CRX-547, Compuesto 1ay 1b

Induccidon de citocinas/quimiocinas dependientes de MyD88 (TNFa) por CRX-527, CRX-547,
Compuesto 1ay 1b

Niveles de TNFa después de cuatro horas de estimulacion con AGP y sus isémeros D.
Niveles de IP-10 después de cuatro horas de estimulacién con AGP y sus isémeros D.

Analisis de transferencia tipo Western de las proteinas de sefializacion tras estimulaciéon con CRX—
547 y CRX-527 en células RAW264.7

Células RAW264.7 transfectadas de forma estable

Produccion de IP-10 tras 20 horas de estimulacidon con los isémeros L y D (lineas celulares de
ARNip en comparacion con el control irrelevante en cada experimento).
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Figura 32. Produccion de IP-10 tras 20 horas de estimulacion con los isémeros L y D (lineas celulares de
ARNip en comparacién con el control irrelevante en cada experimento).

Figura 33. Produccion de TNFa después de 20 horas de estimulacion con los isémeros Ly D

Figura 34. Produccion de TNFa después de 20 horas de estimulacion con los isémeros Ly D

Figura 35. ARNip de lineas celulares RAW264.7 Siria estimuladas durante 4 horas con CRX-527, CRX-547,

Compuestos 1a y 1b para la produccién de TNFa

Descripcion detallada

INTRODUCCION

El lipido A es el motivo estructural hidrofébico activo dentro de la molécula de LPS que se une al complejo receptor
TLR4/MD-2 unido a la membrana. Las estructuras de lipido A pueden mostrar una considerable variabilidad entre
especies bacterianas. Especies gramnegativas individuales pueden modular la estructura del lipido A en su
superficie, dando lugar a diferentes grados de inflamacién (Bishop y col., 5071 — 80; Guo y col., 189 — 98). Se ha
demostrado que los cambios en el nimero y la longitud de las cadenas acilo y el patrén de fosforilacion se alteran
drasticamente la actividad de las moléculas de lipido A desde agonistas altamente potentes a antagonistas
{Hawkins, 2002 30067 /id, Stover at al, Seydel y col. 2000}. La toxicidad de la mayoria de especies de LPS se
determina mediante la interaccion de la parte de lipido A con el complejo receptor TLR4 (Baker y col., 1992). Se ha
demostrado que las diferencias en el numero de cadenas de acilo, la longitud y disposicion, asi como el nimero y
posicion de grupos cargados afectan significativamente tanto al nivel como al caracter de la respuesta inmunologica
al lipido A (Teghanemt y col., 2005, Stover y col. 2004, Schromm y col., 1998). El disefio y la sintesis de una
biblioteca de monosacaridos, miméticos de lipido A, los fosfatos de aminoalquilglucosaminida (AGP), con actividad
agonista y antagonista de TLR4 también se han descrito (Stover y col., 4440 — 49; Persing y col., S32-S37; Johnson
y col., 2273 — 78).

Como se menciond anteriormente, se han descrito dos vias principales de sefalizacion después de la activacion de
TLR4 por un agonista de TLR4; las vias dependientes de MyD88 y dependientes de TRIF. La sefializacion
dependiente de MyD88 depende de la unién secuencial o simultanea de las proteinas adaptadoras que contienen el
dominio receptor de interleucina-1/Toll (TIR), Mal / TIRAP y MyD88, al dominio TIR de TLR4 (Fitzgeral y col. 2001).
La sefalizacion dependiente de TRIF requiere la unién secuencial o simultanea de las proteinas adaptadoras que
contienen el dominio TRAM/TICAM-2 y TRIF/TICAM-1, Al dominio TLR4-TIR (Rowe y col., 6299 — 304; Yamamoto y
col., 1144 — 50). Ambas vias estan involucrados en la conexion entre la inmunidad innata y adaptativa (Kawai y col.
2001, Kaisho y col., 2001).

Aguas abajo de la interaccion lipido A-receptor, las vias de sefalizacion especificas dependientes de TLR4, (las vias
dependientes de MyD88 y dependientes de TRIF) determinan la respuesta celular a la unién al receptor. La
sefializacion dependiente de MyD88 favorece una respuesta inflamatoria, caracterizada por la sintesis y secrecion
de mediadores inflamatorios tales como TNFa e IL-18 (Huang y col. 2004). La sefalizacion a través de la via
dependiente de MyD88 induce la activacion precoz de NF—kB y la liberacion de citocinas proinflamatorias, tales
como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina (IL) -1 y la quimiocina, MIP-1a.

La seinalizacion dependiente de TRIF favorece la produccion de mediadores inmunitarios, tales como los IFN tipo 1,
algunos miembros de la familia de IL-12 y quimiocinas que inducen la maduracién de las células dendriticas e
influyen sobre la maduracion de las células T. Sefalizacion a través de la via dependiente de TRIF induce la
activacion, menor y mas tarde, pero mas sostenida, de NF—kB (Hoebe y col., 743 — 48) que si sefaliza a través de la
via de MyD88 e induce la activacion y la translocacion nuclear de los factores de regulacion del interferon (IRF)-3 e
IRF-7 (Kawai y col., 5887 — 94). La activacion de IRF-3 y IRF-7 dirige la transcripcion de IFNB y su posterior
liberacién extracelular. La unién autocrina o paracrina de IFN al receptor de IFN—a/@, a su vez, activa la via de JAK
/ STAT, lo que lleva a una mayor expresion de IFNa e IFN, asi como a quimiocinas inducibles por IFN tales como la
proteina 10 inducible por interferon (IP-10), regulados en la activacion de T normales expresadas (RANTES) y la
proteina-1 quimiotactica de macrofagos (MCP-1) (Yamamoto y col. 2003, Kawai y col. 2001, Serbina y col. 2003).

La mayoria de los AGP sefializan a través de vias dependientes tanto de MyD88 como de TRIF. Recientemente se
ha determinado que el D-seril AGP Unico e interesante, CRX-547, sefializa predominantemente a través de la via
dependiente de TRIF. Esto contrasta con su estereoisdmero, el L-seril AGP, CRX-527, que estimula las vias
dependientes tanto de MyD88 como de TRIF. Dado que la via de MyD88 esta asociada con la indiccion de citocinas
inflamatorias, mientras que la via dependiente de TRIF conduce a la produccion de interferones de tipo I, el uso de la
via de TRIF y la evitacion de la via de MyD88 pueden afectar tanto a la eficacia como a la seguridad de los
agonistas de TLR4 cuando, por ejemplo, se usan como adyuvantes. Un incremento relativo de la sefializacion de
TRIF puede conducir a una mayor inmunidad mediada por células, mientras que una disminucion relativa de la
sefializacion dependiente de MyD88 podria conducir a una seguridad mejorada (menor induccion de inflamacion) y,
por tanto, un indice terapéutico mejor para el isomero D-seril con respecto al isémero L-seril.
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TERMINOS

A menos que se explique de otro modo, todos los términos cientificos y técnicos usados en el presente documento
tienen el mismo significado que le dan aquellos entendidos en la técnica a los que concierne esta divulgacion. Las
definiciones de términos comunes en biologia molecular se pueden encontrar en Benjamin Lewin, Genes V,
publicado por Oxford University Press, 1994 (ISBN 0 — 19 — 854287 — 9); Kendrew y col., (eds), The Encyclopedia of
Molecular Biology, published by Blackwell Science Ltd; 1994 (ISBN 0632-021829); y Robert A. Meyers (ed.),
Molecular Biology and Biotechnology: a Comprehensive Desk Reference, publicado por VCH Publishers, Inc., 1995
(ISBN 1 - 56081 — 569 — 8).

Las formas del singular “un”, “uno” y “el/la” incluyen referencias al plural a menos que el contexto indique claramente
lo contrario. De un modo similar, con la palabra “0” se pretende incluir “y”, a menos que el contexto indique
claramente lo contrario. El término “pluralidad” se refiere a dos o mas. Ademas debe entenderse que todos los
tamafios de las bases o los tamafios de los aminoacidos y todos los valores de peso molecular o de masa molecular,
proporcionados para acidos nucleicos o polipéptidos, son aproximados y se proporcionan para descripcion.
Adicionalmente, las limitaciones numéricas dadas con respecto a las concentraciones o niveles de una sustancia, tal
como un antigeno, se pretende que sean aproximadas. Por tanto, cuando se indica que una concentracion es al
menos (por ejemplo) 200 pg, se pretende entender que la concentracion sea al menos aproximadamente (o

“aproximadamente” o “~”) 200 pg.

Aunque se pueden usar materiales y procedimientos similares o equivalentes a aquellos descritos en el presente
documento se pueden usar en la practica o realizacion de pruebas de esta divulgacion, se describen mas adelante
materiales y procedimientos adecuados. El término “comprende” significa “incluye”. Por tanto, a menos que el
contexto requiera lo contrario, se entiende que la palabra "comprende" y variaciones tales como “comprenden” o
“que comprende” implica la inclusiéon de un compuesto o composicion indicado (p. €j., acido nucleico, polipéptido,
antigeno) o etapa o grupo de compuestos o etapas, pero no la exclusién de cualquier otro compuesto, composicion,
etapas o grupos de los mismos. La abreviatura, “e. g” (p. €j.) deriva del latin exempli gratia y se usa en el presente
documento para indicar un ejemplo no limitante. Por tanto, la abreviatura, “e. g” (p. €j.) es sindnimo de la expresion
"por ejemplo”.

“Mimético de lipido A” es un ligando de TLR4 que induce la sefializacion de TRIF y o MyD88 a través del receptor
TLR4 (por ejemplo MPL y AGP).

“Sesgo de TRIF” significa menores niveles de sefalizacion dependiente de MyD88 por un compuesto en
comparacion con otro.

Con el fin de facilitar la revisién de las diversas realizaciones de la presente divulgacion se proporcionan las
siguientes explicaciones de términos. Se pueden proporcionar términos y explicaciones adicionales en el contexto de
esta divulgacion.

Aminoalquilglucosaminida 4-fosfatos

Brevemente, los seril AGP CRX 527 y CRX 547 son una clase de compuestos miméticos del lipido A en el que el
azucar reductor de lipido A se ha reemplazado con una unidad aminoalquilo basada en — o D-serina, asi como tres
restos de (R)-3-n —alcanoiloxitetradecanoilo compuestos por cadenas de acilo grasos normales de 10 carbonos. Los
AGP se preparan como se ha descrito anteriormente mediante un procedimiento altamente convergente, que
permite la diferenciacion quimica de los grupos hidroxilo y amino y la introduccion secuencial de los restos de (R)-3-
n-alcanoiloxitetradecanoilo. (Véase Bazin y col., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2008 18, 5350; Johnson et al Bioorg. Med.
Chem. Lett 9 1999 2273; publicacion de patente WO 04/005308). Los seril AGP purifican mediante cromatografia
ultrarrapida sobre gel de silice (hasta una pureza > 95%) y se analizan como sus sales de trietilamonio mediante
procedimientos analiticos estandar.

RC-547
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CRX527 y CRX547 también mostrados en la Fig. 1 y se han sintetizado y se ha descrito previamente (véase la
patente de EE.UU. N° 6.113.918; Ejemplos 15y 16, y LOS DOCUMENTOS WO 2006/012425 WO 2006/016997). La
diferencia estructural en CRX547 afecta a la posicion del grupo carboxilo aglicona en relacion con la de CRX527. La
diferencia puede afectar a la interaccion del grupo carboxilo cargado con el complejo receptor TLR4. Anteriormente
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se ha demostrado que los miméticos de LPS interaccionan con el complejo receptor TLR4 a través MD2 (Ohto y col.
2,007), por lo tanto, es posible que la diferencia diaestereomérica entre CRX547 y CRX 527 puede interrumpir las
interacciones del grupo carboxilo, un bioisostere fosfato del lipido A, con MD-2 o TLR4. Esto, a su vez, podria afectar
a la dimerizacion del receptor o, como alternativa, a un cambio conformacional intracelular a favor de la unién de
MyD88 y la sefalizacion aguas abajo. Presumiblemente, esta interrupciéon o cambio no elimina la sefalizacion
dependiente de TRIF.

Estructuras cristalinas de la TR4 / MD-2 / lipidlVa humano (Ohto y col., (2007) Science. 316:1632) y el receptor
TLR4/MD-2/Eritoran humano recién publicadas sugieren que el grupo fosfato en la posicion uno del azucar reductor
de estos miméticos del lipido A interacciona con los grupos cargados cerca de la abertura del bolsillo de unién
hidrofébico MD2 para el lipido A. Los modelos estructurales de la dimerizacién TLR4/MD-2 con un segundo
complejo TLR4/MD-2 (Kim y col., 906 — 17; Walsh y col., 1245 — 54) sugiere que este lado del complejo MD-2/lipido
A puede interaccionar con el TLR4 de la pareja dimérica. El grupo carboxilo bio-isostérico de CRX527 puede
mantener estas interacciones, mientras que el cambio al CRX547 diastereomérico podria interrumpirlas, lo que
potencialmente induce diferencias en la sefalizacion.

Se observa que MPL, cuando se analiza, mostraba los mismos patrones de sefializacién dependiente de MyD88 y
de TRIF como CRX547 y MPL carece de un fosfato en la misma posicion afectada por el cambio estructural en
CRX547. Por lo tanto, MPL y CRX547 pueden compartir un mecanismo comun para la induccion de la sefializacion
dependiente de TRIF en ausencia de sefializacion dependiente de MyD88 sustancial.

MATERIALES Y PROCEDIMIENTOS

Los materiales y procedimientos descritos en el presente documento son utiles en la realizacion de los ejemplos
proporcionados a continuacion.

Linea celular y reactivos

La linea celular HEK293 que expresa el TLR4 humano, MD-2 y CD 14, los plasmidos indicadores NF-kB / LacZ, los
plasmidos que expresan MyD88 negativos dominantes (pDeNy-hTRIF) y que expresan TRIF negativos dominantes
(pDeNy-hTRIF), el reactivo de transfeccion LyoVec y Re595 LPS ultrapuro de S. minnesota se obtienen de
InvivoGen. La linea celular de monocitos / macréfagos humanos, THP-1, se puede obtener de la ATCC. El reactivo
de transfeccion Fugene 6 se puede obtener de Roche. Las células HEK293—-hTLR4/hMD2/hCD14 de InvivoGen (San
Diego, CA) se cultivan en medio RPMI 1640 (ATCC) con 10% de FBS (Hyclone) con 10 pug/ ml de blasticidina y
50 pg/ ml de HygroGold (InvivoGen). Las células THP—1 se cultivan en medio RPMI 1640 (ATCC) con 10% de FBS
(Hyclone) y 100 U/ ml de penicilina/100 ug/ ml de estreptomicina (Sigma).

Cultivo primario de células humanas

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMC) se aislan de la sangre de donantes sanos por medio de un
gradiente de Ficoll Hypaque 1,077 y se tratan con agonistas o se utilizan para aislar los monocitos adherentes en
medios de monocitos (RPMI 1640 (ATCC), 10% de suero AB humano (Lonza / BioWhittaker), 100 U / ml de
penicilina / 100 ug / ml de estreptomicina (Sigma), 2-mercaptoetanol 50 uM (Sigma) como se ha descrito (Stover y
col., 4440 — 49; Kawai y col., 5887 — 94; Gervassi y col., 7231 — 39). Los macréfagos derivados de monocitos se
producen mediante la incubacion de monocitos adherentes durante 5 dias en medios de monocitos con 50 ng/ ml de
rhM-CSF (R & D Systems) con cambios de medio el dia 3 y el dia 5 antes del tratamiento con agonistas. Las células
dendriticas derivadas de monocitos (DC) se producen mediante la incubacion de monocitos adherentes durante 7
dias en medio de monocitos con 10 ng / ml de rhGM-CSF y 10 ng / ml de rhiL-4 (R & D Systems) con cambios de
medio el dia 3 y el dia 6.

Translocacion nuclear de NFkB

Las células MonoMac6 en crecimiento exponencial se estimulan con concentraciones crecientes de AGP diluidas en
2% de glicerol vehiculo durante los puntos de tiempo indicados. Las células fijadas inmediatamente (en 2% de
paraformalina durante la noche) se tifien con los anticuerpos primarios, anti-NFkB (p65) (SantaCruz Biotecnologia,
SantaCruz, CA) y anti-IRF3 (BD Biosciences, San José, CA), en tampén de permeabilizacién (PBS , 2% de SFB,
0,1% de Triton X) seguido de anticuerpos secundarios, anti-conejo FITC (Jackson Labs, Bar Harbor, ME), anti-raton
PE (BD Biosciences, San José, CA). Se usan puntuaciones de similitud de la sefializacién de la localizacion de la
proteina con la tincion nuclear DRAQ5 (Alexis Biochemicals (Diego, CA) para el analisis mediante ImageStream de
translocacion nuclear como se ha descrito previamente {George, 2006 32669 / id}. Se recoge un minimo de 3000
células y se analizan para cada condicion analizada.

MyD88 y TRIF dominantes negativos

Las células THP-1 se siembran en placas de 12 pocillos (5 x 10° células / pocillo) y se incuban en 0,5 ml de RPMI
1640 (ATCC) con 100 U / ml de penicilina / 100 ug / ml de estreptomicina (Sigma) con 20 ng / ml de acido forbol
mistirico (PMA) (InvivoGen) para la diferenciacion en macréfagos. Después de la diferenciacion de las THP-1, el
medio se cambia a medio para THP-1 con 5 ng / ml de PMA y las células se transfectan transitoriamente con 0,5 ug /
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pocillo de los plasmidos pDeNy-hMyD88 / LacZ, pDeNy-TRIF / LacZ, o pUNO-mcs (control) / LacZ y el reactivo de
transfeccion Fugene 6 durante 48 horas. El medio se cambia por medio fresco y después se estimulan las células
con las concentraciones indicadas de los agonistas de TLR4 durante 14 horas. Los sobrenadantes cosechados se
analizan para determinar los niveles de citocinas mediante ELISA de tipo sandwich multiplexado (R & D Systems)
con la plataforma Luminex. Los pocillos de control se analizan para determinar la eficacia de la transfeccién usando
el kit de cuantificacion de LacZ de Invivogen.

Eliminacion de ARNip de MyD88 y TRIF (MAL/TRAM)

Las crecimiento exponencial se transfectan de forma establemente con FuGene 6 mediante procedimientos
convencionales en Optimem (Roche, Indianaopolis IN) con plasmidos psiRNA-mTICAM1, psiRNA-mMyD88, o
psiRNA-LUC (control irrelevante) que contienen secuencias de ARNhp de eliminaciéon de proteinas, un gen de
resistencia a ceocina y una secuencia de codificacion de GFP (InvivoGen, San Diego, CA). La eficacia de
transfeccion después de la seleccion esta determinada por las células positivas a GFP en porcentaje utilizando el
ImageStream.

Transfecciones de HEK293

Las células HEK293-hTLR4/hMD2/hCD14 se siembran en placas de 12 pocillos (4 x 10° células / pocillo) y se
cultivan hasta 40-60% de confluencia (2-3 dias). Las células se transfectan durante 24 horas con 100 ng de la
construccion indicadora de NF-kB que expresa fosfatasa alcalina embrionaria humana secretada bajo el control de
un promotor de ELAM modificado por ingenieria con cinco sitios de NF-kB (pNiFty2-MAR-Invivogen; San Diego, CA)
y un plasmido de control de la transfeccidon que expresa constitutivamente una luciferasa dirigida por un promotor de
la timidina quinasa (Promega). Los plasmidos se preparan con el kit Endofree Maxiprep Plasmid de Qiagen.
Después de la transfeccion, las células se estimulan durante 14 horas con agonistas de TLR4, y el sobrenadante
aclarado se analiza para determinar la actividad de SEAP (SEAP kit de ensayo del indicador-InvivoGen) para
cuantificar la activacion de NF-kB y la actividad de luciferasa (Promega) para normalizar la eficiencia de la
transfeccion siguiendo los protocolos suministrados.

Dependencia de la sefalizacion de CRX-547 sobre la endocitosis: Inhibicion de Dynasore

Los macrofagos THP-1 diferenciados (5E5 / pocillo en placas de 48 pocillos con 20 ng / ml de PMA) se pre-tratan
con Dynasore 10 uM, un inhibidor de molécula pequefia de la endocitosis durante 60 minutos en medio THP-1 si
suero. El medios se cambia a 0,45 ml de medio de THP-1 antes de la estimulacién durante 8 horas con las
concentraciones especificadas de los agonistas. Se recogen los sobrenadantes y se almacena a - 80 °C antes del
analisis de citocinas / quimiocinas mediante ELISA de tipo sandwich multiplex (R & D Systems) utilizando la
plataforma Luminex.

Anadlisis de transferencia de tipo Western

Para el anadlisis de proteinas mediante transferencia de tipo Western y fosfo-Western, las células se lisan con
tampon de lisis celular (Cell Signaling Technology, Danvers, MA) con un céctel de inhibidores de la proteasa (Sigma,
St. Louism MO). La transferencia de tipo Western sobre membranas de PVDF (Millipore) se lleva a cabo utilizando
procedimientos estandar. Las bandas se detectan con el kit ECL Advance Western Blot (GE Healthcare, Piscataway,
NJ). El anticuerpo secundario anti—conejo HRP se puede obtener de KPL, (Gaithersburg, MD). Los anticuerpos Anti—
Bactina, anti-IRF-3, anti—-fosfo—IRF-3 (Ser396) y anti-IRAK1 se obtienen de Cell Signaling Technology (Danvers,
MA).

Induccién de citocinas / quimiocinas en suero en ratones

Los ratones BALB / c o C57B1 / 6 hembra se obtienen de Charles River Laboratories, EE. UU. y tienen de 7 a 9
semanas de edad cuando se inician los experimentos. A los ratones se inyectan por via intraperitoneal 200 ul de
agonista en el vehiculo (0,2% de glicerol) o vehiculo solo. Las muestras de suero se extraen a las 2 o 6 horas de la
inyeccion y se analizan para determinar la induccién de citocinas / quimiocinas mediante ELISA de tipo sandwich
multiplex (Invitrogen) en la plataforma Luminex. Todos los animales se utilizan de acuerdo con las directrices
establecidas por el Servicio de Salud Publica y el Comité de Cuidado y Uso de Animales Institucional de
GlaxoSmithKline Biologicals, Hamilton, Montana.

Toxicologia en conejos

Grupos de tres conejos (NZW-Western Oregon Rabbit Company, Philomath, OR) son vacunados con 1 ml de AGP,
diluido o MPL control, por via i.m. los dias 0, 7 y 14. Se evaltan dos dosis de AGP. Se vigila en todos los animales el
peso corporal, la temperatura, el estado clinico y la puntuacién de Draize. Se sacrifica a los animales una semana
después de la administracion final. La sangre se recoge antes del tratamiento, dos dias después de la 2 vacunacion
y tras el sacrificio para analizar la hematologia y la bioquimica clinica. La histopatologia de los puntos de inyeccién y
los dérganos principales se lleva a cabo de acuerdo con las practicas estandar. Todos los animales se utilizan de
acuerdo con las directrices establecidas por el Servicio de Salud Publica y el Comité de Cuidado y Uso de Animales
Institucional de GlaxoSmithKline Biologicals, Hamilton, Montana.
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Ejemplos

Ejemplo 1: Niveles similares de citocinas dependientes de TRIF, pero niveles mucho mas bajos de citocinas
dependientes de MyD88 mediante la administracién del isomero D de un mimético sintético de lipido A (CRX547)
con respecto al isémero L (CRX527).

Cuando se comparan los efectos de Re595 LPS DE S. minnesota, CRX-547 y CRX-527 sobre la induccion de
citocinas de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) humanas frescas, CRX-527 y LPS inducen niveles
similares de la citocina TNFa y quimiocinas MIP-1a (Figura 22A). Como alternativa, CRX-547 induce niveles
significativamente mas bajos de TNFa y MIP-1qa, pero niveles comparables de las quimiocinas IP-10 y RANTES
(Figura 22B).

La expresion de TNFa y MIP-1a es dependiente de la sefializacion a través del adaptador de TLR4, MyD88,
mientras que la expresion de IP-10 y RANTES son dependientes de la sefializacion a través del adaptador de TLR4,
TRIF/TICAM-1 (Hoebe et al, Kawai et al). Cuando los agonistas se comparan segun la induccién del mismo conjunto
de citocinas dependientes de MyD88 y dependientes de TRIF en sangre entera humana fresca, monocitos humanos
cultivados, macréfagos derivados de monocitos humanos y células dendriticas derivadas de monocitos humanos, se
observa un patrén similar de resultados (datos no mostrados).

Ejemplos 2: CRX-547 induce niveles mas bajos de IL-12p70 e IL-23 en las células dendriticas derivadas de
monocitos

La induccidn de citocinas inflamatorias y la maduracion de las células dendriticas (DC) contribuyen a la estimulacion
de una respuesta inmunitaria soélida durante la administracion de una vacuna con adyuvante. Por lo tanto, se
compara la capacidad de CRX527 y CRX-547 para inducir IL-12p70 humana en las DC. La induccién de IL-12p70
estimula el desarrollo del linaje de células T colaboradoras Th1 y favorece el desarrollo de una respuesta inmunitaria
mediada por células (Goriely, Neurath, y Goldman 81-86; Gutcher y Becher 1119-27). Como se ha demostrado que
la expresion de IL-12p70 depende de la sefalizacion tanto de MyD88 como de TRIF sefializacion (Goriely, Neurath,
y Goldman 81-86), se puede verificar si la respuesta de las CD al tratamiento con CRX547 podria anularse. Aunque
reducida significativamente en comparacion con CRX-527 y LPS, CRX-547 puede inducir una respuesta IL-12p70 de
las DC derivadas de monocitos humanos (3A).

Como alternativa, la expresion del mediador inflamatorio, IL-23, en las DC es totalmente dependiente de MyD88 (Re
y Strominger 37692-99; Goriely, Neurath, y Goldman 81 — 86). Cuando se compara la induccién de IL-23 mediante el
tratamiento de las células dendriticas con CRX-527 y CRX-547, se encuentra que la expresion de IL-23 se reduce
practicamente a los niveles basales en las células tratadas con CRX-547 (3B).

Ejemplo 3: Dependencia de MyD88 y TRIF de la induccion de citocinas

Cuando se utiliza la expresion de una construccion mutante negativa dominante para inhibir la sefializacion a través
de MyD88, la induccion de la citocina dependiente de MyD88, TNFa, por CRX-527 se reduce significativamente, y la
induccion de la citocina dependiente de TRIF, RANTES, solo se reduce ligeramente, mientras que la induccion por
CRX -547 de citocinas dependientes de MyD88 se ve afectada por la destruccion por MyD88 ([066] 4A).

Como alterativa, cuando la expresion de TRIF se destruye utilizando procedimientos similares, la induccion de
citocinas dependiente de TRIF tanto por CRX547 como CRX527 se reduce en un grado similar ([066] B

Las especificidades de sefalizacion por MyD88 / RIF de los AGP, CRX-527 y CRX-547 también se pueden
diferenciar por la dependencia de la endocitosis. Recientemente, dos grupos separados (Kagan y col., 361 — 68;
Tanimura y col., 94 — 99) han informado de que la sefalizacion dependiente de MyD88 aguas abajo de TLR4 se
inicia a partir de la membrana celular, mientras que sefalizacion dependiente de TRIF —aguas abajo de TLR4 se
inicia a partir del endosoma/lisosoma lisosoma después de la internalizacion del complejo receptor TLR4. Kagan y
col., usaron el inhibidor de la endocitosis, Dynasore, para de mostrar que se habia inhibido la induccién de citocinas
dependiente de TRIF, pero no la dependiente de MyD88. Por lo tanto, Dynasore se utiliza como se muestra a
continuacion para comparar la dependencia de MyD88 y TRIF de la induccion de citocinas / quimiocinas por CRX-
527 y CRX-547.

La inhibicién de la endocitosis con Dynasore inhibe la induccion de RANTES dependiente de TRIF tanto por CRX-
527 como por CRX-547 en macréfagos humanos derivados de PBMC (05), mientras que la induccion de MIP-1a
dependiente de MyD88 aumenta ligeramente en relacion con las células no tratadas. Estos resultados sugieren que
la induccion de citocinas dependiente de TRIF por CRX-527 y CRX-547, aguas abajo de TLR4, se produce mediante
mecanismos de sefializacion similares tras la endocitosis.

Ejemplo 4: CRX-547 induce niveles significativamente mas bajos de translocacion nuclear de NFkB y la actividad
transcripcional, pero niveles iguales o superiores de translocacion nuclear de IRF-3 en comparacion con CRX527.

Expresion de muchas citocinas inflamatorias, incluyendo TNFa e IL-1B, es dependiente de la activacion y la
translocacion nuclear de NFkB. La sefializacion tanto dependiente de MyD88 como dependiente de TRIF aguas
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abajo del complejo receptor TLR4 induce la activacion y la translocacion nuclear del factor de transcripcion, NFkB.
Sin embargo, la activacion de NFkB través de la sefalizacion dependiente de TRIF se induce mas tarde y en un
grado mucho menor que la activacion a través de sefalizacion dependiente de MyD88 (Yamamoto y col. 2002).

El factor 3 de Respuesta al interferon (IRF-3) es un factor de transcripcion activado aguas abajo de la via de
sefializacion de TLR4 dependiente de TRIF (Yamamoto y col., 640 — 43). La fosforilacion de IRF-3 conduce a la
dimerizacion de IRF-3, la translocacion nuclear, y la induccion de la transcripcion del interferén de tipo | (IFNB) y los
genes inducibles por interferon (Honda, Takaoka, y Taniguchi 349 — 60; Tailor, Tamura, y Ozato 134 — 40). El
ImageStream es capaz de medir la translocacion nuclear de NFkB y IRF-3 mediante la cuantificacion de la
colocalizacion entre los factores de transcripcion marcados y el nucleo de las células tefiidas con un pigmento
especifico de nucleo (DRAK-4) (Beum y col., 90 — 99; George y col., 117 — 29; Arechiga y col., 7800 — 04).

Con el fin de comparar la sefalizacion iniciada por CRX-527 y CRX-547, la induccion de la translocacion nuclear de
NFkB e IRF-3 mediante tratamiento con CRX-527 y CRX-547 se compara en la linea celular de monocitos humanos
MonoMac6 (MM®6) utilizando analisis ImageStream. 6 muestra la estrategia de acotamiento para células MM6
estimuladas con CRX-527 y CRX-547.

CRX-527 induce la translocacion nuclear temprana de NFkB (tan pronto como 5 minutos después de la
estimulacion) cuando se compara con CRX-547. La translocacion nuclear de NFkB inducida por una actividad de
CRX-547 nunca llega por encima de un umbral determinado (en este caso en torno al 50%), mientras que, a los
treinta minutos, la estimulacion de CRX-527 tiene como resultado casi el 100% de la translocaciéon nuclear de NFkB
(7). Ambos AGP parecen funcionar de una manera dependiente de la dosis. Un alto nivel de fondo de la
translocacion nuclear de IRF3 esta presente independientemente de la estimulaciéon de CRX-527 o CRX-547, lo que
sugiere la sefial a través de TRIF (datos no mostrados). Dado que la actividad precoz de NFkB es indicativa de un
patron de sefalizacion de MyD88, estos datos sugieren que CRX-527 sefializa a través de MyD88 mientras que
CRX-547 es menos potente en la induccion de la sefializacion de MyD88.

Para confirmar que las diferencias en la translocacion nuclear entre CRX-527 y CRX547 se traducen en la activacion
transcripcional elevada, se comparan la activaciéon de NFkB inducida por CRX-527 y CRX-547 en células HEK293
transfectadas con TLR4 humano, MD-2, CD 14 y el plasmido informador de NFkB. Como en un ensayo de
translocacion nuclear, se encuentra que CRX-527 y LPS inducen una activacion significativamente mayor del
promotor de NF-kB que CRX547 (8).

Ejemplo 5: CRX-547 inhibe la induccion de citocinas dependiente de MyD88 por CRX-527

CRX-527 sefializa a través del complejo receptor TLR4 / MD2 y conduce a la activacion de factores de transcripcion
que conducen a la induccion de citocinas y quimiocinas. Cuando se afiaden concentraciones crecientes de CRX-547
a los monocitos adherentes humanos primarios antes de la adicién de una concentracion fija de CRX-527 o LPS, la
induccion de la citocina dependiente de MyD88, TNFa, se inhibe, mientras que la induccion de la quimiocina
dependiente de TRIF, MCP-1, se incrementa de forma aditiva a concentraciones mas altas de CRX-547. La
concentracion de CRX-547 requerida para inhibir la induccion de TNFa se encuentra en el mismo intervalo las
concentraciones fijas de CRX-527 y LPS, lo que sugiere que CRX-547 puede competir con CRX-527 y LPS por la
unioén al complejo TLR4 pero induce principalmente la sefializacion a través de la via TRIF cuando se unen.

Como parece que CRX-547 es un agonista parcial en relacién con CRX-527 y LPS para la induccion de citocinas /
quimiocinas dependiente de MyD88 aguas abajo de TLR4 en las células monociticas, la inclusion de CRX-547 en el
tratamiento de células monociticas con CRX-527 puede inhibir la induccién de citocinas / quimiocinas y proporcionar
informacion sobre el mecanismo de accién para la sefializacion selectiva de TRIF por CRX-547. A tal fin, los
monocitos primarios humanos son tratados con un intervalo de dosis de CRX-527 en presencia de concentraciones
crecientes de CRX-547.

Las curvas de dosis-respuesta resultantes se ajustan a una ecuacion logistica de 4 parametros. La Figura 10A
muestra los efectos de la inclusién de CRX-547 0 uM, 0,000016 uM, 0,004 uM, y 0,1 uM en las curvas de dosis-
respuesta para el TNFa inducido por CRX-527.

Tal como se esperaba para un agonista parcial, concentraciones crecientes de CRX-547 desplazan las curvas de
induccion de TNFa a lo largo del eje X (desplazamiento de la potencia), mientras que el nivel basal de las curvas
(asintota inferior) aumenta con el nivel de respuesta del CRX-547 en ausencia de CRX-527. La grafica del
desplazamiento del log de la CEso (DR-1) para cada concentracién de CRX-547 frente al logaritmo de la
concentraciéon del CRX-547 (regresion de Schild) permite comparar la afinidad calculada (Kbapp) con la CEsg para
CRX-547 calculada a partir de la curva dosis-respuesta de CRX-547 y CRX-527. Los valores confirman que la
afinidad de CRX-547 se aproxima a las CEsp de ambos CRX-547 y CRX-527 y sugiere que CRX-547 compite
eficazmente con CRX-527 por la unién y la sefializacion dependiente de MyD88 (que conduce a la induccion TNFa)
en el complejo receptor TLR4 (Figura 10B).

Del mismo modo, la Figura 11 muestra cuando se afiaden concentraciones crecientes de CRX-547 a los monocitos
adherentes humanos primarios simultaneamente con la adicién de una concentracion fija de CRX-527 o induccién
con LPS de la citocina dependiente de MyD88, se inhibe el TNFa. La concentraciéon de CRX547 requerida para
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inhibir la induccion de TNFa esta en el mismo intervalo (CIC50crx-s27: 48 + 30 nM/ClsoLps: 18 £ 12) como las
concentraciones fijas de CRX527 Y LPS (100 nM), lo que sugiere que CRX547 compite con CRX527 y LPS por la
union al complejo de TLR4.

Para determinar si CRX-547 es capaz de antagonizar la translocacion nuclear de NFkB en las células tratadas con
CRX-527 constante, las células MM6 se estimulan durante 20 minutos, 35 minutos y 2 horas con dosis crecientes de
CRX-547 (Figura 12). Cuando se afiaden AGP al mismo tiempo, CRX-547 antagoniza la translocacion nuclear de
NFkB inducida por CRX-527 a las dosis mas altas. Cuando CRX-547 es constante y enriquecido con CRX-527 en el
ensayo, la estimulacion de CRX-527 es capaz de superar el efecto maximo de la translocacion nuclear de NFkB con
solo CRX-547. Estos datos sugieren que CRX-547 y CRX-527 compiten por la unién en el complejo receptor TLR4,
lo que conduce a la inhibicion de la sefalizacion dependiente de MyD88.

Ejemplo 6: Analogos de CRX-547 con agonismo aparente sesgado con TRIF de TLR4 humano.

Con el fin de evaluar los analogos de la familia de AGP, los compuestos se analizan para determinar patrones
similares de induccion de citocinas / quimiocinas. Los pares de isomeros L y D de los AGP serilo, CRX-527 y CRX-
547, con cadenas acilo secundarias con enlaces éster se comparan con los analogos de serilo que tienen cadenas
de acilo secundarias unidas por éter, compuestos de 1ay 1b, (compuestos mostrados en 1), una potencial
modificacién potenciadora de la estabilidad potencial de los principales AGP candidatos. Curiosamente, para 1b, la
modificacion de la molécula para que tenga cadenas de acilo secundarias unidas por enlaces éter en lugar de éster
restablece una eficacia considerable en el isémero D con respecto al isémero L para la induccion de la sefalizacion
dependiente de MyD88 (3). La base mecanicista para este rescate de la eficacia de MyD88 por los isomeros D
unidos por enlaces éter no se conoce.

Ejemplo 7: Analisis de transferencia de tipo fosfo-western de monocitos primarios humanos estimulados con CRX-
527 0 CRX-547 y las células MM6 estimuladas con CRX-527 o CRX-547

La degradaciéon de la serina / treonina quinasa, IRAK-1, se produce aguas abajo de la sefalizacion de TLR4
dependiente de MyD88 (Hatao y col., 260 — 64; Neumann y col., 1089 — 94), mientras que la sefializacion de TLR4
dependiente de TRIF tiene como resultado la activacion de IRF-3 (Yamamoto y col., 6668 — 72; Yamamoto y col.,
640 — 43). Aqui, los monocitos primarios humanos son estimulados con CRX-547 o CRX-527 durante los tiempos
indicados, y los lisados celulares se analizan mediante transferencia de tipo Western para los niveles de la cinasa
activada por la via de MyD88, IRAK-1, y el factor de transcripcion activado por la via TRIF, IRF-3 (fosfo-IRF-3 e IRF-
3 total). Los niveles de accion B se utilizan como control de carga. Los monocitos estimulados por CRX-527
muestran una rapida disminucién de IRAK-1, mientras que las células estimuladas por CRX-547 muestran una
degradacion retardada y reducida de esta proteina (4).

El papel de las moléculas de sefalizacion MAPK en la sefializacion de MyD88 frente TRIF después de la ligacion de
TLR4 es complicado porque p38 esta implicada en ambas vias, sin embargo un papel para la fosforilacion de p38
como un indicador de la via de TRIF se indica en la literatura. La fosforilacion de p38 se reduce en los macréfagos
de ratones TRIF - / - después de la estimulacion con LPS mientras que los macréfagos TRIF + / + macrofagos
muestran una fosforilacion sostenida de p38, lo que sugiere que TRIF puede desempefar un papel en el
mantenimiento del estado de fosforilacion de p38 después de la unién a TLR4 (Thomas y col., 31119 — 30). Para
determinar si el estado de fosforilaciéon de p38 es diferente después de la estimulacién con CRX-527 frente CRX-
547, el analisis de transferencia de tipo Western se realiza en lisados de células MM6. La estimulacién con CRX-527
tiene resultado un ligero aumento en el estado de fosforilacion de p38 en comparacion con CRX-547, aunque
muestran una cinética similar de la activacion (Figura 15).

Las vias de MAPK y los factores de transcripcion aguas abajo estan regulados de forma diferencial por agonistas de
TLR. La degradacion de IRAK4 e IkBa es indicativa de MyD88 después la sefializacion de TLR4 (Hatao y col., 260 —
64; Neumann y col., 1089 — 94), mientras que la sefalizacion de TLR4 mediada por TRIF tiene como resultado la
activacion de IRF-3 (Yamamoto y col., 6668 — 72; Yamamoto y col., 640 — 43). Las células MM6 se estimulan con
CRX-547 o CRX-527 (10 ng / ml) durante el tiempo indicado. Los lisados celulares se recogen y se realiza analisis
de transferencia de tipo Western de las proteinas de la via de sefalizacion de MyD88, fosfo—IkBa, IRAK4, y las
proteinas de la via TRIF, fosfo-p38, IRF3 total y fosfo-IRF3 se realiza utilizando Bactina como el control de carga.
Las células MM6 estimuladas con CRX-527 tienen una rapida disminucién del IkBa e IRAK—4 totales, mientras que
las células estimuladas CRX-547 tienen una degradacion retardada y menor de ambas proteinas de sefializacion
inducidas por MyD88. En términos de las proteinas de sefializacién mediadas por TRIF, fésforo-p38, IRF3 p38 total y
fésforo IRF3 se observa poca o ninguna diferencia entre estos dos AGP.

Ejemplo 8 Evaluacion de la sefializacion dependiente de MyD88 y TRIF en ratones.

Contrariamente a los resultados para las células primarias humanas, CRX-547 induce niveles similares de citocinas
dependientes de MyD88 en suero de ratén después de la administracion i.v. en ratones BALB / c. Para asegurarse
de que esta respuesta no es especifica de los ratones BALB / ¢, se realiza una prueba similar de induccién de
citocinas en suero en ratones C57BL / 6. La cinética (induccion a 2 o 6 horas después de la inyeccion) y la magnitud
de la induccion de citocinas son similares para CRX-527 y CRX-547 para las citocinas / quimiocinas dependientes
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de MyD88 (TNFa, IL-10) y dependientes de TRIF (RANTES, IP-10, MIG), aunque la induccion relativa por CRX-547
es ligeramente menor para ciertas citocinas que la observada en ratones BALB / ¢ (no mostrado). También de
interés, la induccioén de las citocinas dependientes de MyD88 analizada es consistentemente superior a las 2 horas
que a las 6 horas de la inyeccion, mientras que la induccion de citocinas dependientes de TRIF es superior a |As 6
horas para cada uno de los agonistas, lo que sugiere diferentes cinéticas para la induccién de citocinas a través de
las dos vias. Este fendmeno podria explicarse por un requisito para la induccion temprana DE IFNB y la actividad
autocrina / paracrina observada anteriormente para la induccion de muchas citocinas dependientes de TRIF (Perry y
col., 407 — 22), O por un retraso en la sefializacién dependiente de TRIF debido al requisito de la endocitosis (Kagan
y col., 361 — 68).

Varios ejemplos de pruebas para la induccién de citocinas/quimiocinas dependientes de MyD88- y TRIF por los AGP
de isémeros L y D in vitro (véanse los Ejemplos 12 a 14 a continuacién). En cada caso, incluyendo la induccion de
citocinas en PBMC murinos, la induccioén de citocinas en la linea de células de macréfagos murinos, RAW264. 7 y la
inducciéon de la actividad de NFkB en células HEK293 transfectadas con muTLR4/muMD2, los isémeros D de los
AGP serilo no muestran el mismo sesgo de sefalizacion de TRIF como se demuestra en los sistemas humanos
divulgados en el presente documento.

Ejemplo 9 Base de receptor para especificad de especies (murinos frente a seres humanos) de la sefalizacion de
CRX-547

Se observan diferentes patrones de sefalizacion para dos isémeros de AGP, con CRX-547, el isémero D de CRX-
527, sefializando de un modo sesgado por TRID mientras que las sefiales de CRX-527 a través de las vias
dependientes tanto de MyD88 como de TRIF. En los estudios iniciales, la sefializacion sesgada con TRIF de CRX-
547 parecia ser dependiente de la especie, ya que se observd en las células humanas, pero no murinas. Para
abordar esta diferencia aparente, los inventores utilizaron células HEK293 transfectadas con TLR4, MD-2-, y CD-14
y combinaciones de los mismos para probar los requisitos receptor / correceptor y la especificidad de especie del
receptor para la sefializacion de AGP.

Se muestra que las células HEK293 transfectadas con huTLR4, huMD-2, y huCD14 y estimuladas con CRX-547
inducen menos actividad indicadora de NFkB que CRX-527 y LPS, mientras que los niveles de actividad inducida
por CRX-547 en células HEK293 transfectadas con muTLR4, muMD-2, y muCD14 eran mas similares a CRX-527 y
LPS. Este analisis sugiere una preferencia por un complejo receptor TLR4 murino para la induccion de la
sefalizacion por CR-X547. Con el fin de determinar si el propio TLR4 u otro componente del receptor accesorio son
responsable de esta especificidad de especie, el analisis se amplia para incluir a las células HEK293 que expresan
combinaciones de los componentes del receptor TLR4 humanos y murinos.

Como se muestra en 8, cuando las células HEK293 se transfectan con una combinacion de TLR4 humano y MD-2
murino, sigue habiendo una gran diferencia relativa en la induccion de la actividad del promotor entre CRX-527 y
CRX-547, lo que sugiere que esta disparidad se debe a una divergencia en la interaccion de CRX-527 y CRX-547
con TLR4 humano. Cuando las células HEK293 se transfectan con una combinacién de TLR4 murino y MD-2
humano, CRX-527 y CRX-547 indujeron niveles similares de actividad del promotor, lo que sugiere de nuevo que la
diferencia en la actividad puede provenir de una divergencia en la interaccion en la interfaz AGP / TLR4 . Estos
resultados son diferentes del efecto de las modificaciones en la longitud de la cadena de acilo y la composicion que
causo diferencias en la interaccion de la molécula con MD-2 vista por Muroi y col. (Muroi, M y Tanamoto, K. (2006).
J. Biol. Chem. 281. p5484 — 5491).

Cabe sefialar que los niveles de actividad son mucho mas bajos en general para los complejos quiméricos (huTLR4 /
muMD2, muTLR4 / huTLR4) que cuando complejos con componentes de receptor afin estan presentes (huTLR4 /
huMD2, muTLR4 / muMD2), lo que sugiere que estas quimeras entre especies no funcionan de manera 6ptima en
este sistema. Se requieren mas analisis bioquimicos para dilucidar residuos especificos que contribuyen a la
especificidad de especie supuesta de CRX-547.

Ejemplo 10 Estudio de toxicologia en conejos con los AGP candidatos principales por via i.m.

La toxicidad de CRX-527, 524, 547 y el compuesto 1 se evallia en conejos que reciben AGP solo por la via
intramuscular (i.m.). Grupos de tres conejos son vacunados con 1 ml de AGP, diluido o MPL control, por via i.m. los
dias 0, 7 y 14. Se evaluan dos dosis de AGP: altas (25 ug) y bajas (5 pg). Se vigila en todos los animales el peso
corporal, la temperatura, el estado clinico y la puntuacion de Draize. Se sacrifica a los animales una semana
después de la administracion final. La sangre se recoge antes del tratamiento, dos dias después de la 2" vacunacion
y tras el sacrificio para analizar la hematologia y la bioquimica clinica. Se realiza histopatologia de los puntos de
inyeccion y los érganos principales.

Todos los animales demuestran aumento de peso a lo largo del curso del estudio con la excepcion del grupo de MPL
entre las vacunas 22 y 32 (Figura 19). Se observan variaciones de temperatura después de la vacunaciéon de ~+ 1 °
C, incluido el grupo control de vehiculo (Figura 20). Todas las temperaturas estan dentro del intervalo normal para
los conejos. Se observa una reaccion minima en el lugar de la inyeccién mediante puntuacion de Draize para todos
los grupos, incluidos los controles del vehiculo; y la reaccion disminuye con el aumento de nimero de vacunaciones
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(Figura 21). La anatomia patolégica macroscépica de decoloracion blanca de los musculos a lo largo de trayecto de
la aguja y en el sitio de la inyeccidon se observa en todos los grupos de dosis de adyuvante altos con la posible
excepcion de CRX-524; también se ve patologia en los grupos tratados con CRX-527 y el compuesto 1, pero no con
-524 -547 a dosis bajas.

El analisis de hematologia revela una tendencia de granulocitosis en conejos a los que se han administrados dosis
bajas y altas CRX-527 y dosis bajas de CRX-524 y el compuesto 1 el dia 9 (2 dias después de la 22) que se resuelve
para el dia 21 (7 dias después de la 3 ?). Se sabe que los AGP atraen neutréfilos. No se observan tendencias en los
valores de quimica clinica después de la vacunacion.

La inflamacion en el sitio de inyeccion, que consiste principalmente en miositis de baséfilos y macroéfagos, es el
Unico hallazgo no incidental en todos los grupos de tratamiento con la excepcién de CRX-547 a dosis bajas, en el
que no se observa ninguna patologia muscular(Figura 2225). Miositis muestra mas consistente y mas grande para la
dosis alta de CRX-527. La miositis también es mas consistente con los sitios de inyeccion de las dos inyecciones
mas recientes que indican la naturaleza transitoria de la respuesta inflamatoria (datos no mostrados).

La impresién general es que CRX-547 es minimamente toxico solo a dosis altas Unica y CRX-524, -527 y el
compuesto 1 son ligeramente toxicos con una potencia baja (n = 3 conejos / grupo). Los hallazgos patolégicos son
transitorios.

Ejemplo 11 Expresion de los genes de citocinas en respuesta al tratamiento con CRX-527 y CRX-547

Para comparar CRX-527 y CRX-547 en la induccidon de la secrecion de citocinas / quimiocinas en las células
humanas y para aclarar ain mas los mecanismos de sefalizacion responsables de las diferencias observadas, se
evalla la expresion génica inducida por CRX-527 y CRX-547 utilizando la tecnologia de micromatrices. Los
experimentos iniciales incluyen el analisis de evolucion temporal de la induccion de genes de citocinas dependiente
de MyD88- y TRIF mediante qPCR. Este analisis sugiere que la induccion de los genes de citocinas/quimiocinas
dependientes de MyD88- y TRIF son detectables mediante 1-2 horas después 2/del tratamiento para ambos
agonistas, se elevan a niveles solidos a las 3 horas del tratamiento, y disminuyen a niveles casi basales a las 6
horas del tratamiento (datos no mostrados). La induccion de los genes de citocinas / quimiocinas dependientes de
MyD88- y TRIF tiende a ser mas alta a las 3 horas del tratamiento, lo que sugiere que una diferencia cinética
sustancial entre la induccién dependiente de MyD88— y de TRIF no funciona a nivel de la expresion génica. Una
excepcion del patron cinético es la induccién de IFNB, que ya esta al nivel mas alto después de 1 hora de
tratamiento con CRX-547 o CRX-527 y disminuye posteriormente.

CRX-527 no sélo induce una mayor expresion de genes de citocinas / quimiocinas dependiente de MyD88, pero
mayor expresion de los genes de citocinas / quimiocinas dependiente de TRIF que CRX-547 en este analisis. Este
fendmeno no se correlaciona con el patréon observado para la secrecion proteica de citocinas / quimiocinas, en el
que la secrecion de citocinas / quimiocinas dependiente de TRIF es similar para los dos agonistas. Estos datos
pueden sugerir que otros factores afectan a los niveles de secrecion de citocinas / quimiocinas dependiente de TRIF
inducida por CRX-527 y CRX-547. Una posibilidad es que el tratamiento con CRX-547 induce una mayor estabilidad
del ARNm del gen dependiente de TRIF que CRX-527. Aunque los niveles de estos genes se han reducido casi al
nivel basal a las 6 horas del tratamiento (datos no mostrados), los inventores todavia no han analizado los niveles de
ARNmM entre 3 y 6 horas.

Sistemas murinos in vitro
Ejemplo 12 Induccion de citocinas in vitro

Como se ha mencionado anteriormente, se sugiere menos sesgo por TRIF por CRX-547 en los experimentos de
induccion de citocinas con PBMC murinos, estudios con una linea celular murina (RAW264. 7) y de transfeccion en
HEK293 (datos no mostrados). Otras comparaciones de citocinas inducidas por CRX-547 y CRX-527 en células
RAW264.7 usando un intervalo de analisis y analisis de un par de isémeros L y D adicionales, se proporcionan los
compuestos 1a y 1b, con cadenas de acilos grasos unidas por enlaces éter en lugar de enlaces éster (Figura 1).
Ademas, para obtener una mayor comprension del mecanismo del fendmeno de la especificidad de especie, se
comparan la induccion de sefalizacion por CRX-547 en células transfectadas con los complejos receptores TLR4
humano / murino quiméricos. Dicha actividad antagonista / agonista de TLR4 especifica de especia también se ha
notificado para el lipido IVa, un precursor del lipido A de E. coli con solo 4 cadenas de acilo primarias (Muroi,
Ohnishi, y Tanamoto 3546 — 50; Muroi y Tanamoto 5484 — 91), y esta actividad se atribuy6 a las diferencias en la
estructura del receptor accesorio TLR4 MD-2 en ratones.

Para determinar si las PBMC de sangre de ratén tienen perfiles similares de las citocinas de MyD88 después del
tratamiento con CRX-527 o CRX-547, la sangre disponible comercialmente de ratones BALB / ¢ se analiza con CRX-
527 o CRX-547. (Figura 24), los niveles parecen ser similares entre los dos grupos analizados.

Para comparar mejor y confirmar la similitud de potencia entre los isomeros L y D en las células murinas, las células
RAW264. 7 (macrofagos) se estimulan durante un intervalo de dosis mas amplio con CRX-527, CRX-547, los
compuestos 1a y 1b, y los sobrenadantes se analizan para determinar la produccién dependiente de MyD88 (TNFa)
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y de TRIF (IP-10). CRX-527 es mas potente en la induccion de la produccion de TNFa y de IP-10 que CRX-547 en
este intervalo (Figuras 25 y 26). Para esta linea celular murina, la induccién por CRX-547 de las citocinas
dependientes de TRIF y de MyD88 es menos potente que para CRX-527. Estos datos sugieren que la actividad de
CRX-547 especifica de la especie puede no estar clara, aunque la diferencia en la actividad de CRX-527 y CRX-547
para la induccion de citocinas dependientes de MyD88 en una linea celular humana es generalmente mucho mayor
que en las lineas celulares murinas, lo que sugiere que hay grandes diferencias en la interaccion de CRX-547 con
los complejos receptores TLR4 / MD2 humanos y murinos.

Los compuestos 1a y 1b inducen niveles similares de citocinas dependientes de TRIF y MyD88 en ambas lineas
celulares murinas y humanas, lo que sugiere que un cambio de las cadenas de acidos grasos unidas por enlaces
éster —éster combinados con un cambio del isémero L al D del grupo agliconserilo rescata la aglicona la actividad del
isdbmero D en las células humanas. Como ambas modificaciones cambiar la posicién relativa de los grupos cargados
en el AGP, las diferencias pueden estar asociadas con diferencias en las interacciones de las moléculas con el
complejo receptor TLR4 / MD2.

Puesto que la sefializacion dependiente de MyD88 después de la estimulacién con TLR4 debe ser anterior a la
sefializacion dependiente de TRIF, y dado que tanto MyD88 como TRIF pueden inducir la produccion de TNFa
aguas abajo debido a la activacion de la via de NFkB, se analiza un punto de tiempo anterior para determinar la
produccion de citocinas tras la estimulacion con los isémeros L y D. Después de cuatro horas de estimulacion, CRX-
527 parece ser ligeramente mas potente en la induccién de la produccién tanto de TNFa como de IP-10 en las
células RAW264. 7 (Figuras 27 y 28).

Ejemplo 13 Analisis por transferencia de tipo Western de células RAW264.7 murinas

Para determinar si el estado de fosforilacion (activacion) de las moléculas de sefalizacion de las proteinas clave en
el TRIF frente MyD88 en las células RAW264. 7, las células se preactivan (con PMA 107 M) después se estimulan
con 10 ng / ml de los AGP. Los lisados celulares se preparan a 0, 15 m, 30 m, 45 m, 60 m, 120 m, 240 m. Similar a
los resultados en las células MMB6, la degradacion de IkBa es mas rapida después de la estimulacion con CRX-527
en comparacion con CRX-547 (17). Sorprendentemente, la estimulacion con CRX-547 tiene como resultado un
mayor grado de fosforilacion de IkBa y de fosforilacion de RF3. La mayor capacidad de respuesta del estas células
podria ser debido a la preactivacion con PMA, que se sabe que aumenta el estado de maduracién de las células
monociticas, CRX-547 induce expresion de fosfo—IkBa y fosfo—IRF3. IRF3 se induce a través de la sefalizacion
mediada por TRIF. La cantidad de la proteina total IRF3 también es mayor en las células tratadas con CRX-547
(Nota: El experimento se llevo a cabo una vez y el control de carga (Bactina) sugiere una posible carga desigual.).

Ejemplo 14 Analisis del ARN de interferencia

El ARN de interferencia (ARNi) se utiliza para interrumpir la expresion de genes especificos que estan implicados en
las vias de sefalizacion de TLR: TLR2, TLR4 y MyD88. Las lineas celulares de ARNip RAW264.7 se preparan
usando plasmidos disponibles comercialmente (Invivogen). Estos plasmidos contienen un marcador de seleccion
ceocina, una secuencia de codificacion para GFP y la secuencia de codificacion de ARNhs para la eliminacion. Una
vez que las células se transfectan de manera eficiente, las lineas celulares estables se generan a través de la
seleccion de antibidticos. Pureza de los cultivos se determina mediante células GFP + dentro del sistema de cultivo.
También se usa un plasmido irrelevante para transfectar de forma estable células como control. La Figura 30
demuestra la eliminacion de MyD88 y TRIF en transfectantes estables del ARNsi afin. La Figura 30A muestra que el
porcentaje de células positivas para GFP antes de los experimentos de lectura de citocinas es mas de 96% en las
tres lineas celulares. La Figura 30B muestra evidencias de la eliminacién con éxito para MyD88 y TRIF, dado que la
estimulacion con LPS resulté en una disminuciéon de los niveles de proteina en comparaciéon con el control
irrelevante.

Para determinar si TRIF o MyD88 son necesarios para la respuesta de citocinas tras la estimulacion con los
isdbmeros L y D, las lineas celulares de ARNip transfectadas de forma estable se estimulan durante 20 horas (en un
ensayo similar al ensayo de potencia de MM6) o 4 horas (para capturar las respuestas de citocinas inducidas por
MyD88) y los sobrenadantes celulares se analizan para TNFa (MyD88) e IP-10 (TRIF). Veinte horas después de la
estimulacion, el control de irrelevante, la linea celular LUC tiene un patrén de inducciéon de IP-10 similar al de las
células RAW264. 7 salvajes mostrado anteriormente. En las células con eliminacién de TRIF, Los niveles de IP-10
no siguen la misma respuesta a la dosis observada con el control irrelevante, lo que sugiere que TRIF se requiere
para respuestas eficientes de IP-10 después de la estimulacion con AGP. Cuando TRIF esta intacto (en las lineas
celulares con eliminacion de MyD88), los niveles de IP-10 siguen respondiendo a la dosis y las citocinas totales se
incrementan por encima del control irrelevante (LUC). Otros sistemas de ensayo (incluidos los sistemas humanos y
de ratdn) apoyan la hipotesis de que ambos isdmeros L y D son eficientes en la induccion de citocinas mediadas por
TRIF.

En términos de TNFa, que esta controlado por MyD88 (liberacion temprana de TNFa) y TRIF (liberacion retardada
de TNFa), debido al retraso en la activacion de NFkB), CRX-527 es mas potente en el control irrelevante en
comparacion con CRX-547 (Figura 31). Cuando cualquiera MyD88 o TRIF son eliminados, se observa esta misma
potencia aumentada de CRX-527 sobre CRX-547. Puesto que TNFa es inducido tanto por MyD88 como por TRIF, el
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punto de tiempo de 20 horas no permite la discriminacién adecuada entre las vias de sefalizacién después de la
estimulacion con CRX-527 o CRX-547. Juntos, estos datos sugieren dos posibilidades; que en el marco de tiempo
analizado, la induccion de TNFa no exige MyD88, o que la eliminacion por el ARNip de MyD88 no es suficiente para
suprimir TNFa. La hipétesis de que la sefializacion de TRIF sola puede inducir TNFa, tiene algun tipo de apoyo; esta
induccion se puede deber a la seializacion mediada por TRIF. Por lo tanto, esta induccién de TNFa puede deberse
a la sefalizacion tanto por MyD88 como por TRIF. El compuesto 1a y CRX-679 tienen respuestas equivalentes a las
20 horas en ambos sistemas de ensayo.

Con el fin de discriminar mejor el requisito de MyD88 para la produccion de TNFa, las lineas celulares con
eliminacion de ARNip se examinan para determinar la produccion de TNFa después de cuatro horas de estimulacion
con AGP (Figura 35). Cuatro horas después de la estimulacion, CRX-527 y CRX-547 muestran una induccion similar
de TNFa en la linea celular de control irrelevante (LUC). Las diferencias de potencia y el pico de la produccion de
TNFa se han mejorado en las células con eliminacion de TRIF en las que la produccion de TNFa debe limitarse a la
induccion con MyD88. La eliminacion de MyD88 tiene como resultado niveles similares de produccion de TNFa entre
los dos AGP. Tomados en conjunto, estos datos indican un requisito para MyD88 temprano para inducir la
produccién de TNFa después de la estimulacion con AGP. Ademas, CRX-527 es mas potente en la induccién de
TNFa que la dosis equivalente de CRX-547. Los compuestos 1a y 1b dan como resultado patrones de citocinas
similares. Los niveles de IP-10 después de cuatro horas de estimulacion con células RAW264. 7 son muy bajos, por
lo que las lineas celulares de ARNip no se analizaron para determinar los niveles de IP-10.
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion de mimético del lipido A que comprende CRX547 y CRX527 para su uso en la produccion de
una respuesta inmunitaria en un ser humano, en la que las citocinas dependientes de TRIF se incrementan y las

citocinas dependientes de MyD88 disminuyen en comparacion con una composicion de mimético del lipido A que
comprenda CRX527 en ausencia de CRX547, en la que CRX527 tiene la férmula:

o CH
]
a{om-oa,o COH
9 /Y *Ey3N
M O

o HN
Q

o S0 i
0

y CRX547 tiene la férmula:

(Hom-o’&& S Vaac

o ©0 (ct)
© (G2

2. Una composicién de mimético del lipido A que comprende CRX547 y CRX527 para su uso en eldesarrollo de una
respuesta inmunitaria en un ser humano, en la que la actividad de NF—kB esta disminuida pero se observan niveles

iguales o mas altos de IRF3 en comparacion con una composicion de mimético del lipido A que comprenda CRX527
en ausencia de CRX547, en la que CRX527 tiene la féormula:

(HO);P-O CO:H
: /Y . Et3N

y CRX547 tiene la formula:

o CH
(Hom'J-O’éA, o N
o HN l{l’% b Et;N
"

0
o IO, 'l
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3. Una composicion de mimético del lipido A que comprende CRX547 y CRX527 para su uso en el desarrollo de una
respuesta inmunitaria en un ser humano, en la que los niveles de IL-12p70 e IL-23 estan disminuidos en
comparaciéon con una composicion de mimético del lipido A que comprenda CRX527 en ausencia de CRX547, en la

que CRX527 tiene la féormula:
OH
Lot oy o
(HO);P~-O o)
Q A /Y sEi;N

0 o HNy,_
1] "
0 o, o
i
€1 g {10
€ Ci4)
y CRX547 tiene la férmula:
OH
] o
HO)P-0 o\ Pl
o HN H\‘% 'Et3N
O O
1o, 0 Do, '
0 0
{CL0)
= €10 €y
{Cl) €14
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o 4] . (o]
o {ce; {18
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Figura 1. Aminoalquilglucosaminida 4-fosfatos con cadenas de acilos grasos unidos a éster, CRX-
527 y CRX-547 1a/1b; aminoalquilglucosaminida 4-fosfatos con cadenas de acilos grasos
unidos a éter, compuestos (isomeros L/D) 1a/b.
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Figura 2. Comparacion de los miméticos del lipido A, CRX-527 y CRX-547 con S. minn. Re595 LPS para
induccion de citocinas y quimiocinas (A) dependientes de MyD88 y (B) dependientes de TRIF en
PBMC humanos.
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Figura 3. Induccion de (A) IL-12p70 y (B) IL-23, mediante tratamiento de células dendriticas derivadas de
monocitos humanos con S. minn. LPS de Re595, CRX-527 y CRX-547.
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Figura 4. Inhibicion de la induccion de citocinas/quimiocinas (A) dependientes de MyD88- y (B)
dependientes de TRIF en una linea celular de macréfagos humanos mediante la transfeccion de
plasmidos que expresan construcciones negativas dominantes de MyD88 (MyD88-DN) y TRIF

(TRIF-DN).
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Figura 5. Citocinas/quimiocinas (A) dependientes de MyD88 (MIP-1a) y (B) dependientes de TRIF
(RANTES) inducidas por CRX-527, CRX-547 y LPS en presencia del inhibidor de la endocitosis,
Dynasore.
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Figura 7. Las células monociticas humanas (MM6) se trataron durante 5, 15, 30, o 120 minutos con CRX-

527 o CRX-547 y la translocacion nuclear de NFkB se cuantific6 como colocalizacion del factor
de transcripcion con el pigmento nuclear (DRAK-5).
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HEK293 transfectadas con WTLR4/hMD2/hCD14
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Figura8. Comparacion de la actividad del promotor inducible NF-kB cuando las células HEK293
transfectadas con huTLR4/huMd-2/huCD14 se tratan con S. minn. LPS de Re595, CRX-527, y
CRX-547.
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Figura 9. Inhibicion de CRX-527 y LPS (A) dependiente de MyD88 e (B) induccion de
citocinas/quimiocinas dependientes de TRIF en presencia de concentraciones crecientes de
CRX-547.
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Figura 10. (A) Inhibicion de TNFa inducida por CRX-527 mediante la adicion de concentraciones
crecientes de CRX-547. (B) El analisis de regresion de Schild da una estimacion de la
afinidad de CRX-547 (0,33 nM) similar a las CEsp de CRX-527 y CRX-547.
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Figura 11. Inhibicion de la induccion de citocinas dependientes de MyD88 (TNFa) por CRX527 y LPS en

presencia de concentraciones crecientes de CRX547.
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Efectos de la modificacion potenciadora de la estabilidad de CRX-527/CRX-547 sobre la
actividad de senalizacion y la inducciéon de quimiocinas. Comparacion de (A) senalizacion
de NFkB en células HEK293 transfectadas con huTLR4/huMD-2/huCD14 y (B) induccién de
MIP-1B dependiente de MyD88 en células monoliticas humanas (MM6) por los pares de
isomeros L y D CRX-527/CRX-547 y 1a/1b.
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Figura 14. Analisis de transferencia Western de monocitos primarios humanos derivados de PBMC

tratados con CRX-527 que muestran una cinética y niveles de activacion similares de fosfo-

IRF3 aguas abajo de TRIF y mayor degradacion de IRAK1 aguas abajo de MyD88 que las
células estimuladas con CRX-547
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Analisis de transferencia Western de MM6 tratadas con CRX-527 que muestran mayor

degradacion de IRAK4 aguas abajo de MyD88 que las células estimuladas con CRX-547
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Actividad del promotor de NFKB\ehiculo control

Induccion del indicadorivehiculo control

Figura 17. Induccioén de la actividad promotora dependiente de NFkB por CRX-527, CRX-547,y LPS en
las células HEK293 transfectadas con TLR4/MD-2/CD14 humano (arriba) y de ratén (abajo)
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Figura 18. Inducciéon de la actividad promotora dependiente de NFkB en las células HEK293
transfectadas con TLR4/MD-2 de ser humano/ratéon afin o combinaciones quiméricas
(huTLR4/muMD2 o muTLR4/huMD-2).
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20080394 Cambio en el peso

0.5
e |}, Vehiculo
0.4
=50 pg/mt MPL-IN
E 0.3 4 =t =35 ug/m! CRX-527-IN
™ =ir—26 pg/mt CRX-527N
-
= 0.2
=~0 5 pofml, CRX-801-IN
[=]
2 01 l —=F=225 pgiml CRX-801-IN
o B
E —0 =5 pgiml CRX-524-IN
o 004
._g —f 25, pg/ml  CRX-524-IN
E
S -0.1 =0 =5 pg/mlL CRX-547-IN
=25 pgimL CRX-547-IN
-0.2 T '
-10 0 10 20
Tiempo (Dias)
Figura 19. Cambio en el peso en conejos tratados con los agonistas indicados.
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Figura 21. Reactividad en el lugar de la inyeccion por Draize en conejos tratados con los agonistas

indicados.
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Toxicologia de AGP intramuscular en conejos
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Figura 22. Histopatologia en el sitio de inyeccion en conejos tratados con los agonistas indicados.
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Figura 23. Induccion de la expresion de genes de citocinas/quimiocinas (A) dependientes de MyD88 y

(B) dependientes de TRIF en monocitos derivados de PBMC humanos tras el tratamiento
con CRX-527 o CRX-547 0,01 uM.
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Figura 24. PBMC de ratones BALB/c analizados con CRX-547 (dos lotes) y CRX-527 (experimento

realizado una vez).
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Figura 25. Induccion de dependientes de TRIF (IP-10) por CRX-527, CRX-547, Compuesto 1ay 1b
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Figura 26. Induccion de citocinas/quimiocinas dependientes de MyD88 (TNFa) por CRX-527, CRX-547,

Compuesto 1ay 1b.
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Figura 28. Niveles de IP-10 después de cuatro horas de estimulacion con AGP y sus isémeros D.
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Figura 29. Analisis de transferencia tipo Western de las proteinas de seiializaciéon tras estimulacion
con CRX-547 y CRX-527 en células RAW264.7
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Figura 30. Células RAW264.7 transfectadas de forma estable
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Figura 33. Produccion de TNFa después de 20 horas de estimulacion con los isémeros L y D.
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Figura 34. Produccion de TNFa después de 20 horas de estimulacion con los isémeros L y D.
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Figura 35. ARNip de lineas celulares RAW264.7 Siria estimuladas durante 4 horas con CRX-527, CRX-
547, Compuestos 1a y 1b para la produccion de TNFa
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