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DESCRIPCION
Composiciones para administrar medicamentos en los pulmones, y usos de las mismas.
ANTECEDENTES

En los trastornos pulmonares, incluyendo enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), bronquitis crénica y
enfisema, hay una obstruccion crénica del flujo de aire entrante y saliente de los pulmones. La obstruccion que se
manifiesta en estos trastornos a menudo es permanente y avanza con el tiempo. Las exacerbaciones, que son un
empeoramiento agudo de la funcién respiratoria, dan como resultado un aumento de la morbilidad y la mortalidad.

En las Ultimas décadas, la investigacién para tratar trastornos pulmonares crénicos, tales como EPOC se ha
centrado en la identificacion de inhibidores de la elastasa de los neutréfilos humanos (HNE). La HNE es una
proteasa capaz de degradar numerosas proteinas incluyendo las proteinas estructuras fibronectina, colageno y
elastina. Cuando se expresa de forma aberrante, la HNE es una de las enzimas més destructivas del cuerpo. La
HNE se asocia a la destruccion tisular y la inflamacién y esta implicada en numerosas enfermedades pulmonares,
incluyendo EPOC, fibrosis quistica y sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), asi como otras
enfermedades del cuerpo. Sin embargo, el desarrollo de los inhibidores de HNE ha sido dificil y a pesar de décadas
de investigacion, actualmente sélo hay un tratamiento de HNE en el mercado con aprobacion para su uso sélo en
Japén.

El desarrollo de inhibidores de HNE y otros farmacos disefiados para el tratamiento de los pulmones se ha centrado
en tratamientos sistémicos. Un obstéaculo principal de tal enfoque, ya se administre el farmaco se administra por via
oral, parenteral, o por inhalacion, es conseguir tiempos de residencia significativos en los pulmones. Por lo tanto,
sigue existiendo la necesidad de tratamientos pulmonares eficaces.

Los documentos W003/011316, W02005055994, W0O2007005672, WO03090682 desvelan un agente pulmonar
activo (un inhibidor de la elastasa o un corticosteroide o un broncodilatador o un antibiético o un quimioterapéutico),
pero no en una unién covalente a un agente tensioactivo.

RESUMEN

La divulgacion proporciona métodos y composiciones para administrar medicamentos a los pulmones de acuerdo
con la reivindicacion 1. Actualmente se aprecia que un problema clave asociado al tratamiento de enfermedades
pulmonares es la dificultad de obtener tiempos de residencia suficientes de las moléculas del farmaco activo en los
pulmones. Los pulmones son expertos en la eliminacion de materia extrafia, de tal forma que las moléculas del
farmaco activo pueden eliminarse del pulmén antes de lograr el efecto medicinal deseado.

Los tensioactivos pulmonares se secretan por los neumocitos tipo Il en los pulmones para reducir la tension
superficial dentro de los alvéolos, por lo tanto, impidiendo un colapso alveolar durante la expiracion. Los
tensioactivos pulmonares, son un complejo de lipidos y proteinas, se extienden por toda la superficie alveolar para
reducir la tension superficial y se mantienen en el pulmon durante periodos prolongados. Por lo tanto, el tiempo de
residencia de las moléculas del farmaco activo en el pulmén puede aumentarse uniendo covalentemente la molécula
de farmaco activo a un lipido o proteina tensioactivo. La administracién de moléculas de farmaco activo unidas
covalentemente a un lipido o proteina tensioactiva proporciona un aumento de la duracion de accién en el pulmén
que da como resultado dosis sustancialmente menores y mejor cumplimiento del paciente, y la localizacion de la
molécula de farmaco activo en el pulmén que da como resultado una disminucién de la toxicidad sistémica, y
concentraciones pulmonares localizadas significativamente més altas para una mayor eficacia.

En un aspecto, la invencion proporciona una composicion de farmaco, formulada para su inhalacion, que comprende
un agente tensioactivo que tiene una afinidad para la interfaz alveolar/gaseosa humana. El agente tensioactivo
comprende al menos una porcion de un polipéptido tensioactivo pulmonar mamifero, o un imitador del mismo, que
es sustancialmente no inmundégeno en seres humanos.

El agente tensioactivo se une covalentemente a un farmaco pulmonar activo, que se une a una diana de superficie
extracelular o celular accesible para la interfaz pulmonar/gaseosa. La diana de superficie extracelular o celular
puede ser, a modo de ejemplo, elastasa, un receptor TNF, un receptor EGF, un receptor adrenérgico, o un receptor
P2X purinérgico. En ciertas realizaciones, el agente tensioactivo unido covalentemente a un farmaco pulmonar
activo, que se une a una diana de superficie extracelular o celular se administra a un sujeto que padece una
enfermedad pulmonar, incluyendo, pero sin limitacién tuberculosis, asma y cancer de pulmén. Por ejemplo, el agente
responsable de la tuberculosis (TB) evita la destruccion y realiza una multiplicacién intracelular regulando en
descenso la apoptosis en macrofagos. Los macrofagos que llevan TB sobreexpresan el receptor P2X purinérgico
(Placido y col., Cell Immunol. 244: 10-8 (2006)). Los agonistas de P2X, tal como ATP, induciran la apoptosis en
estos macrofagos y, por lo tanto, eliminaran la TB parasita (Pfeiffer y col., J. Leukoc. Biol. 75: 1173 (2004)). Los
derivados de benzoilo de ATP son potentes agonistas extracelulares del receptor P2X y pueden unirse
covalentemente al agente tensioactivo y administrase a través de la inhalacion como un tratamiento de la TB de
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larga duracion. Los agonistas para el receptor p2-adrenérgico son broncodilatadores bien establecidos para el
tratamiento del asma (Anderson, Clin. Rev. Allergy Immunol. 31: 119-30 (2006). Sin embargo, el receptor p2-
adrenérgico se expresa de manera ubicua y, por lo tanto, una dosificacion repetida tendra probablemente efectos
secundarios sistémicos perjudiciales. La unidon covalente de un agonista del receptor B2-adrenérgico a un péptido
tensioactivo aislara basicamente el agente activo en el pulmén, evitando o disminuyendo asi las potenciales
toxicidades sistémicas. El receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) se ha validado en el mercado como
una diana anticancerosa (Carney, Expert Rev. Mol. Diagn. 7: 309-19 (2007) con productos tales como herceptina,
para tratar el cancer de mama. Las metaloproteasas de matriz han demostrado que liberan agonistas endégenos de
EGFR a través de un mecanismo de desprendimiento de la superficie celular (Horiuchi y col., Mol. Biol. Cell 18: 176-
188 (2007)). La inhibicién de la activacion de EGFR es un tratamiento potencial para el cancer pulmonar de células
no pequefias (Y.H. Ling y col., Molecular Pharmacology 72: 248-58 (2007)). EIl EGFR puede desactivarse en los
pulmones fijando uno o mas inhibidores de moléculas pequefias de MMP a los péptidos pulmonares tensioactivos
gue se van a administrar por inhalacion. Estos ejemplos, que incluyen enfisema, tuberculosis, asma y cancer de
pulmén de células no pequefas, demuestran la generalidad de la unién covalente de moléculas terapéuticas a
agentes que residen preferiblemente en el pulmén con administracion por inhalacion.

En otra realizacion, el agente tensioactivo se une covalentemente a un farmaco pulmonar activo y una molécula de
transporte permeable de la membrana celular que entra en las células pulmonares. Los agentes que funcionan
dentro de la célula incluyen, pero sin limitacion, retinoides, inhibidores de la survivina, y promotores de la caspasa.

En otra realizacion, el agente tensioactivo comprende un tensioactivo pulmonar humano o un tensioactivo pulmonar
mamifero no humano, o una fraccion de los mismos. Los tensioactivos pulmonares mamiferos no humanos
ejemplares incluyen tensioactivos pulmonares bovinos, porcinos u ovinos, o una fraccion de los mismos. El agente
puede comprender, u obtenerse a partir de, un tensioactivo pulmonar mamifero recogido de los pulmones de un ser
humano o un mamifero no humano.

En otra realizacion, el agente tensioactivo comprende al menos una porcién de un polipéptido tensioactivo pulmonar
mamifero, una variante alélica del mismo, o un imitador sistémico del mismo. El agente puede comprender un
polipéptido tensioactivo natural, tal como SP-A, SP-B, SP-C, SP-D, porciones de los mismos, o mezclas de los
mismos. El agente puede comprender una mezcla de SP-A, SP-B, SP-C, SP-D o porciones de los mismos. Los
péptidos ejemplares incluyen al menos aproximadamente un fragmento de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o0 50
aminoéacidos de un polipéptido tensioactivo natural. El agente tensioactivo puede comprender al menos una porcion
de SP-B. Los polipéptidos de SP-B ejemplares incluyen al menos aproximadamente un fragmento de 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45 o 50 aminoéacidos de SP-B. Un péptido de SP-B puede ser un péptido amino-terminal o un péptido
carboxi-terminal. Un péptido de SP-B ejemplar puede ser un péptido aminoterminal de 25 aminoécidos.

En otra realizacion, el agente tensioactivo comprende un péptido producido sintéticamente. Un peptidomimético
puede comprender al menos un mutante de delecién o sustitucion aminoacidica de un polipéptido tensioactivo
pulmonar mamifero. Un peptidomimético puede comprender al menos un mutante de delecion o sustitucion
aminoacidica de un polipéptido tensioactivo pulmonar humano.

En otra realizacidn, el agente tensioactivo puede comprender un polipéptido tensioactivo que se produce de forma
recombinante. Un polipéptido tensioactivo pulmonar de mamifero recombinante, tal como SP-A, SP-B, SP-C, SP-D,
0 una porcién de los mismos, puede producirse expresando el ADN que codifica SP-A, SP-B, SP-C, SP-D, o0 una
porcion de los mismos, en un sistema de expresion procariota o0 eucariota. Los polipéptidos tensioactivos
recombinantes pueden ser los mismos o diferentes de los polipéptidos tensioactivos pulmonares mamiferos. Un
polipéptido recombinante puede comprende al menos un mutante de delecién o sustitucion aminoacidica de un
mamifero, preferiblemente un polipéptido tensioactivo pulmonar humano.

En otra realizacion, el agente tensioactivo comprende tanto un polipéptido tensioactivo como un lipido.

El agente tensioactivo se une covalentemente a un farmaco pulmonar activo. El farmaco pulmonar activo puede
unirse covalentemente a una proteina o lipido tensioactivo. El farmaco pulmonar activo puede unirse covalentemente
a un aminoacido amino o carboxi-terminal o un aminoacido interno de un polipéptido tensioactivo. En ciertas
realizaciones, mas de un farmaco pulmonar activo esta unido a un agente tensioactivo. En otras realizaciones, un
Unico farmaco pulmonar activo se une a un agente tensioactivo y se mezcla con al menos un farmaco pulmonar
activo diferente unido a un agente tensioactivo.

En una realizacién, la molécula de farmaco pulmonar activo se extiende con un aminoacido o enlazador mimético, tal
como un enlazador de glicina, para crear un aminoacido sintético que puede usarse en una sintesis peptidica
automatica. Después, la molécula extendida (es decir, el farmaco mas el enlazador aminoacido) puede unirse al
agente tensioactivo a través de un grupo amino o hidroxilo.

El farmaco pulmonar activo se une a una diana unida a la superficie extracelular o celular que es accesible para la

interfaz pulmonar/gaseosa. El farmaco pulmonar activo puede ser un inhibidor de la elastasa, un corticosteroide, un
broncodilatador, un antibiético, o un agente quimioterapéutico. En ciertas realizaciones, mas de un farmaco
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pulmonar activo puede unirse covalentemente a un agente tensioactivo y administrarse en combinaciéon. Cuando
mas de un farmaco pulmonar activo se une covalentemente a un agente tensioactivo, el farmaco puede ser el mismo
farmaco, un miembro de la misma clase del farmaco, o un miembro de una clase de fArmaco diferente.

La composicion de farmaco se administra a los pulmones de un paciente humano mediante un dispositivo de
inhalacion. Los dispositivos de inhalacion ejemplares incluyen inhaladores de dosis fija, inhaladores de dosis medida
y nebulizadores.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para tratar un sujeto que padece o esta en riesgo de padecer
una enfermedad pulmonar. El método comprende administrar un conjugado que comprende un farmaco pulmonar
activo unido covalentemente a un agente tensioactivo caracterizado por una afinidad para la interfaz
alveolar/gaseosa humana, en el que el agente tensioactivo comprende al menos una porcién de un polipéptido
tensioactivo pulmonar mamifero o un imitador del mismo que es sustancialmente no inmundgeno en seres humanos.
El conjugador se administra al sujeto por inhalacién en una cantidad eficaz para inducir un efecto farmacolégico en
los pulmones.

El método de administracion dirige el farmaco pulmonar activo a los pulmones de un sujeto que necesita el mismo.
El método de administracién reduce la biodisponibilidad sistémica del farmaco con respecto a la administracion por
inhalacion de un farmaco no conjugado. El método de administracion aumenta el tiempo de residencia del farmaco
en el pulmén con respecto a la administracion por inhalacion de un farmaco no conjugado.

En una realizacion, la administracion de un conjugado de agente tensioactivo de farmaco pulmonar activo reduce la
frecuencia de dosificacion relacionada con la administracion de un farmaco no conjugado. La etapa de
administracion puede repetirse una vez al dia, cada dos dias, cada tres dias, cada cuatro dias, cada cinco dias o
semanalmente. La etapa de administracion puede realizarse usando un inhalador, un aerosol, particulados con o sin
propulsores, dosificaciones medidas, o un nebulizador.

En ciertas realizaciones, el sujeto que necesita tratamiento padece una inflamaciéon o enfermedad pulmonar o esta
en riesgo de padecer una enfermedad pulmonar. El sujeto que necesita tratamiento puede padecer enfisema,
bronquitis crénica, enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), asma, sindrome de dificultad respiratoria
(TDR), neumonia, tuberculosis u otra infeccién bacteriana, fibrosis quistica, y/o cancer de pulmon.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1A muestra la secuencia de acido nucleicos que codifica la proteina tensioactiva humana A (SEQ
ID NO: 1). La figura 1B muestra la secuencia de amino&cidos para la proteina tensioactiva humana A (SEQ
ID NO: 2).

La figura 2A muestra la secuencia de acido nucleicos que codifica la proteina tensioactiva humana B (SEQ
ID NO: 3). La figura 2B muestra la secuencia de aminoécidos para la proteina tensioactiva humana B (SEQ
ID NO: 4). La figura 2C muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva humana madura
B (SEQ ID NO: 5).

La figura 3A muestra la secuencia de acido nucleicos que codifica la proteina tensioactiva humana C (SEQ
ID NO: 6). La figura 3B muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva humana C (SEQ
ID NO: 7). La figura 3C muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva humana madura
C (SEQ ID NO: 8).

La figura 4A muestra la secuencia de acido nucleicos que codifica la proteina tensioactiva humana D (SEQ
ID NO: 9). La figura 4B muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva humana D (SEQ
ID NO: 10). La figura 4C muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva humana
madura D (SEQ ID NO: 11).

La figura 5A muestra la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina tensioactiva bovina A (SEQ ID
NO: 12). La figura 5B muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva bovina A (SEQ ID
NO: 13).

La figura 6A muestra la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina tensioactiva bovina B (SEQ ID
NO: 14). La figura 6B muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva bovina B (SEQ ID
NO: 15).

La figura 7A muestra la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina tensioactiva bovina C (SEQ ID
NO: 16). La figura 7B muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva bovina C (SEQ ID
NO: 17).

La figura 8A muestra la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina tensioactiva bovina D (SEQ ID
NO: 18). La figura 8B muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva bovina D (SEQ ID
NO: 19).

La figura 9A muestra la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina tensioactiva porcina A (SEQ ID
NO: 20). La figura 9B muestra la secuencia de aminodacidos para la proteina tensioactiva porcina A (SEQ ID
NO: 21).

La figura 10A muestra la secuencia de acido nucleico que codifica una proteina tensioactiva porcina parcial
B (SEQ ID NO: 22). La figura 10B muestra una secuencia de aminoacidos parcial para la proteina
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tensioactiva porcina B (SEQ ID NO: 23).

La figura 11A muestra la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina tensioactiva porcina C (SEQ
ID NO: 24). La figura 11B muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva porcina C
(SEQ ID NO: 25).

La figura 12A muestra la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina tensioactiva porcina D (SEQ
ID NO: 26). La figura 12B muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva porcina D
(SEQ ID NO: 27).

La figura 13A muestra la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina tensioactiva ovina A (SEQ ID
NO: 28). La figura 13B muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva ovina A (SEQ ID
NO: 29).

La figura 14A muestra la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina tensioactiva ovina B (SEQ ID
NO: 30). La figura 14B muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva ovina B (SEQ ID
NO: 31).

La figura 15A muestra la secuencia de acido nucleico que codifica la proteina tensioactiva ovina C (SEQ ID
NO: 32). La figura 15B muestra la secuencia de aminoacidos para la proteina tensioactiva ovina C (SEQ ID
NO: 33).

La figura 16A muestra la secuencia de acido nucleico que codifica una proteina tensioactiva ovina parcial D
(SEQ ID NO: 34). La figura 16B muestra una secuencia de aminoacidos parcial para la proteina tensioactiva
ovina D (SEQ ID NO: 35).

La figura 17 es una tabla que representa inhibidores de elastasa de neutréfilos humanos (HNE) ejemplares.
Los numeros de referencia se enumeran en la tabla correspondiente a los identificadores de compuestos a
los que se hace referencia en Philip D. Edwards y Peter R. Bernstein en "Synthetic Inhibitors of Elastase,"
Medicinal Research Reviews, Vol. 14, No. 2, 127-194 (1994).

La figura 18 es un diagrama esquematico que representa la sintesis quimica de un inhibidor de enfisema
representativo. El inhibidor de enfisema como se muestra contiene un enlazador de glicina. El enlazador de
glicina (dentro del circulo) convierte el compuesto en un aminoacido sintético que puede usarse en una
reaccion de sintesis peptidica estandar para el acoplamiento covalente a los 1-25 aminoacidos N-terminales
de SP-B.

La figura 19 es una tabla que representa dianas ejemplares para su uso como inhibidores de HNE. La diana
2 fijada al extremo N de los primeros 25 residuos del péptido B tensioactivo humano forma la diana C. De
forma anéloga, la diana 3 fijada al extremo N de los primeros 25 residuos del péptido B tensioactivo humano
forma la diana B.

DESCRIPCION DETALLADA

Proteinas Tensioactivas

El agente tensioactivo comprende al menos una porcién de un polipéptido tensioactivo pulmonar mamifero que es
sustancialmente no inmunégeno en seres humanos. El polipéptido, o porcion del mismo, puede ser un resto
tensioactivo pulmonar mamifero o un imitador sintético del mismo. Los polipéptidos tensioactivos ejemplares pueden
ser miméticos obtenidos de animales, recombinantes, sintéticos, analogos o peptidicos.

Las proteinas tensioactivas pulmonares incluyen SP-A, SP-B, SP-C, SP-D, o porciones de las mismas, en solitario o
junto con lipidos (Patente de Estados Unidos 5.302.581). En algunas realizaciones, el agente tensioactivo
comprende el polipéptido tensioactivo de longitud completa. En otras realizaciones, el agente tensioactivo
comprende una porcién de un polipéptido tensioactivo. Por ejemplo, el SP-B humano es un polipéptido de residuos
de 79 aminoacidos, sin embargo, los residuos de 25 aminoacidos N-terminales de SP-B poseen efectos terapéuticos
comparables a todo el péptido (Kurutz y Lee, Biochem., 41, 9627-36 (2002)). Los péptidos ejemplares de proteinas
tensioactivas pulmonares naturales pueden tener al menos aproximadamente 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o0 50
aminoacidos de longitud. Los péptidos ejemplares de SP-B humanos se muestran en la Tabla 1.

En una realizacién, el agente tensioactivo comprende un tensioactivo pulmonar humano obtenido por lavado
pulmonar de cadaveres humanos en autopsia o por lavado pulmonar de adultos que dan su consentimiento.

En ciertas realizaciones, el agente tensioactivo comprende un tensioactivo pulmonar mamifero no humano o una
fraccion del mismo. Los tensioactivos no humanos ejemplares incluyen tensioactivos pulmonares bovinos, porcinos u
ovinos, o una fraccién de los mismos. El tensioactivo no humano puede obtenerse de los pulmones de un mamifero
no humano usando técnicas que se conocen bien en la técnica. Por ejemplo, puede obtenerse un tensioactivo
porcino a partir de cerdos recién nacidos y/o adultos cosechando el lavado broncoalveolar (BAL) de los pulmones
con solucion salina como se describe en Bernhard y col., Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 17: 41-50 (1997). El fluido de
BAL cosechado se centrifuga para retirar las células y después, el fluido BAL sin células se centrifuga
adicionalmente para generar un granulo de tensioactivo sin procesar. El tensioactivo ovino puede obtenerse a partir
de lavados de pulmones enteros de ovejas adultas como se describe por Brackenbury y col., Am. J. Respir Cir. Care
Med. 163: 1135-1142 (2001). El lavado alveolar cosechado se centrifuga para retirar los desechos celulares seguido
de centrifugacion adicional para obtener un granulo correspondiente a un granulo de agregado tensioactivo. El
tensioactivo bovino también puede obtenerse de los lavados pulmonares de vacas adultas como se describe por
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Panda y col. (J Colloid Interface Sci., 311: 551-5 (2007)). También puede usarse Alveofact®, un extracto de
tensioactivo bovino natural que contiene fosfolipidos, lipidos neutros, polipéptidos pSP-B y SP-C.

También pueden usarse proteinas y polipéptidos obtenidos a partir de o que tienen caracteristicas similares a las del
tensioactivo de pulmén humano. Por ejemplo, SP-B puede aislarse del tensioactivo bovino usando extraccién
orgéanica diferencial, cromatografia en columna, y/o SDS-PAGE preparativa como se describe por Beers y col., Am.
J. Physiol Lung Cell Mol. Physiol. 262: L773-L778 (1992).

Los polipéptidos tensioactivos pulmonares mamiferos, o una porcién de los mismos, también pueden producirse de
forma recombinante. SP-A, SP-B, SP-C, SP-D recombinantes, o una porcién de los mismos, pueden obtenerse por
expresion de una secuencia de ADN que codifica SP-A, SP-B, SP-C, SP-D, o una porcién de los mismos, en un
sistema de expresion procariota o eucariota adecuado usando diversas técnicas conocidas. Se conocen bien
vectores recombinantes, que se adaptan facilmente para incluir un acido nucleico aislado que codifica un polipéptido
tensioactivo o una porcion del mismo, células huésped que contienen los vectores recombinantes, y métodos para
preparar dichos vectores y células huésped, asi como su uso para la produccién de los polipéptidos codificados
mediante técnicas recombinantes. Los acidos nucleicos que codifican un polipéptido tensioactivo o una porcion del
mismo, pueden proporcionarse en un vector de expresion que comprende una secuencia nucleotidica que codifica
un polipéptido tensioactivo que se une operativamente al menos a una secuencia reguladora. Debe entenderse que
el disefio del vector de expresion puede depender de tales factores como la eleccion de la célula huésped a
transformar y/o el tipo de proteina deseada que se va a expresar. Deberia considerarse el numero de copias del
vector, la capacidad para controlar ese nimero de copias, y la expresion de cualquier otra proteina codificada por el
vector, tales como marcadores antibioticos. Los acidos nucleicos objeto pueden usarse para provocar la expresion y
sobreexpresion de un polipéptido cinasa o fosfatasa en las células propagadas en el cultivo, por ejemplo, para
producir proteinas o polipéptidos, incluyendo proteinas de fusion o polipéptidos.

Las células huésped pueden transfectarse con un gen recombinante para expresar un polipéptido tensioactivo, o una
porcion del mismo. La célula huésped puede ser cualquier célula procariota o eucariota. Por ejemplo, un polipéptido
puede expresarse en células bacterianas, tales como E. coli, células de insecto (baculovirus), levadura, o células
mamiferas. En aquellos casos en los que la célula huésped es humana, puede o no estar en un sujeto vivo. Se
conocen otras células huésped adecuadas por los expertos en la técnica. Ademas, la célula huésped puede
complementarse con moléculas de ARNt que no se encuentran tipicamente en el huésped para optimizar la
expresion del polipéptido. Otros métodos adecuados para maximizar la expresion del polipéptido se conoceran por
los expertos en la técnica.

Se conocen bien en la técnica métodos para producir polipéptidos. Por ejemplo, una célula huésped transfectada
con un vector de expresion que codifica un polipéptido tensioactivo, o una porcién del mismo, puede cultivarse en las
condiciones apropiadas para permitir que se produzca la expresién del polipéptido. El polipéptido puede secretarse y
aislarse de una mezcla de células y medio que contiene el polipéptido. Como alternativa, el polipéptido puede
retenerse citoplasmaticamente. Después, las células se cosechas, se lisan, y la proteina se aisla de los lisados
celulares.

Un cultivo celular incluye células huésped, medios y otros subproductos. Los medios adecuados para el cultivo
celular se conocen bien en la técnica. El polipéptido puede aislarse de un medio de cultivo celular, células huésped,
0 tanto usando técnicas conocidas en la técnica para purificar proteinas, incluyendo precipitacion de sulfato de
amonio o etanol, extraccion de &cido, cromatografia de intercambio aniénico o catidnico, cromatografia de filtracion
en gel, cromatografia en fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidrofoba, cromatografia de afinidad,
cromatografia de hidroxilapatita, cromatografia de lecitina, ultrafiltracion, electroforesis, purificacion por
inmunoafinidad con anticuerpos especificos para epitopos particulares de un polipéptido de la invencién, y se
emplea para la purificacion cromatografia liquida de alto rendimiento ("HPLC"). Por lo tanto, puede usarse una
secuencia nucleotidica que codifica todos o una porcién seleccionada de un polipéptido tensioactivo para producir
una forma recombinante de la proteina a través de procesos celulares microbianos o eucariotas. Ligar la secuencia
en una construccion polinucleotidica, tal como un vector de expresion, y la transformacion o transfeccion en
huéspedes, ya sean eucariotas (levadura, aves, insectos o mamiferos) o procariotas (células baterianas), son
procedimientos convencionales. Pueden emplearse procedimientos similares, o modificaciones de los mismos, para
preparar polipéptidos recombinantes de la invencién por medios microbianos o tecnologia de cultivo tisular.

Los vehiculos de expresion para la produccion de una proteina recombinante incluyen plasmidos y otros vectores.
Por ejemplo, los vectores adecuados para la expresion de un polipéptido de la invencion incluyen plasmidos de los
tipos: plasmidos derivados de pBR322, plasmidos derivados de pEMBL, plasmidos derivados de pEX, plasmidos
derivados de pBTac y plasmidos derivados de pUC para su expresién en células procariotas, tal como E. coli.

En ciertas realizaciones, los vectores de expresién mamiferos contienen tanto secuencias procariotas para facilitar la
propagacion del vector en las bacterias, como una o mas unidades de transcripcion eucariotas que se expresan en
células eucariotas. Los vectores derivados de pcDNAI/amp, pcDNAI/neo, pRc/CMV, pSV2 gpt, pSV2neo, pSV2-dhfr,
pTk2, pRSVneo, pMSG, pSVT7, pko-neo y pHyg son ejemplos de vectores de expresion de mamiferos adecuados
para la transfeccién de células eucariotas. Algunos de estos vectores se modifican con secuencias de plasmidos
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bacterianos, tal como pBR322, para facilitar la replicacién y la seleccién de resistencia a farmacos tanto en células
procariotas como eucariotas. Como alternativa, pueden usarse derivados de virus, tales como el virus del papiloma
bovino (BPV-I), o el virus Epstein-Barr (pHEBo, derivado de pREP y p205) para la expresion transitoria de proteinas
en células eucariotas. Los diversos métodos empleados en la preparacion de los plasmidos y la transformacion de
organismos huésped se conocen bien en la técnica. Para otros sistemas de expresion adecuados tanto para células
procariotas como eucariotas, asi como procedimientos recombinantes generales, véase Molecular Cloning A
Laboratory Manual, 22 Ed., ed. de Sambrook, Fritsch y Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989)
Capitulos 16 y 17. En algunos casos, puede ser deseable expresar la proteina recombinante mediante el uso de un
sistema de expresion de baculovirus. Los ejemplos de dichos sistemas de expresion de baculovirus incluyen
vectores derivados de pVL (tal como pVL1392, pVL1393 y pVL941), vectores derivados de pAcUW (tal como
pAcUW1), y vectores derivados de pBlueBac (tal como el [beta]-gal que contiene pBlueBac llI).

En otra realizacion, la produccién de proteinas puede conseguirse usando sistemas de traduccién in vitro. Los
sistemas de traduccion in vitro son, generalmente, un sistema de traduccion que es un extracto sin células que
contiene al menos los elementos minimos necesarios para la traduccion de una molécula de ARN en una proteina.
Un sistema de traduccion in vitro comprende tipicamente al menos ribosomas, ARNt, iniciador metionil-tRNAMet,
proteinas o complejos implicados en la traduccion, por ejemplo, elF2, elF3, el complejo de unién a cubierta (CB), que
comprende la proteina de unién a cubierta (CBP) y el factor de iniciacion eucariota 4F (elF4F). Se conocen bien en
la técnica una diversidad de sistemas de traduccion in vitro e incluyen kits disponibles en el mercado. Los ejemplos
de sistemas de traduccion in vitro incluyen lisados eucariotas, tales como lisados de reticulocitos de conejo, lisados
de ovocitos de conejo, lisados de células humanas, lisados de células de insecto y extractos de germen de trigo. Los
lisados estan disponibles en el mercado en fabricantes tales como Promega Corp., Madison, Wis.; Stratagene La
Jolla, Calif.; Amersham, Arlington Heights, 1U.; y GIBCOBRL, Grand Island, N. Y. Los sistemas de traduccion in vitro
tipicamente comprenden macromoléculas, tales como enzimas, traduccion, factores de iniciacion y elongacion,
reactivos quimicos y ribosomas. Ademas, puede usarse un sistema de transcripcion in vitro. Dichos sistemas
comprenden tipicamente al menos una holoenzima de ARN polimerasa, ribonucleétidos y cualquier factor de
iniciacion, elongacion y terminaciéon de la transcripcién necesario. La transcripcion y la traduccién in vitro pueden
acoplarse en una reaccién de un solo paso para producir proteinas a partir de uno o mas ADN aislados. Cuando se
desea la expresion de un fragmento carboxi terminal de un polipéptido, es decir un mutante de truncamiento, puede
ser necesario afiadir un codén de inicio (ATG) al fragmento oligonucleotidico que contiene la secuencia deseada que
se va a expresar. Se conoce bien en la técnica que una metionina en la posicién N terminal puede escindirse
enziméaticamente mediante el uso de la enzima metionina aminopeptidasa (MAP). MAP se ha clonado de E. coli
(Ben- Bassat y col., (1987) J Bacteriol. 169: 751-757) y Salmonella typhimurium y su actividad in vitro se ha
demostrado en proteinas recombinantes (Miller y col., (1987) PNAS USA 54: 2718-1722). Por lo tanto, la eliminacién
de una metionina N-terminal, si se desea, puede conseguirse in vivo expresando dichos polipéptidos recombinantes
en un huésped que produces MAP (por ejemplo, E. coli o CM89 o S. cerevisiae), o in vitro mediante el uso de MAP
purificado (por ejemplo, procedimiento de Miller y col.).

Los polipéptidos de la invencién también pueden someterse a diversos cambios, tales como inserciones, deleciones
y sustituciones, ya sean conservativas o no conservativas, donde dichos cambios proporcionan cierta ventaja en su
uso. Las sustituciones conservativas son aquellas en las que un residuo aminoacidico se reemplaza por otro residuo
bioldgicamente similar. Los ejemplos de sustituciones conservativas incluyen la sustitucion de un residuo hidréfobo
tal como isoleucina, valina, leucina o metionina por otro, o la sustitucion de un residuo polar por otro, tal como entre
arginina y lisina, entre acidos glutdmico y aspartico, o entre glutamina y asparagina, y similares. La expresion
"sustitucion conservativa" también incluye el uso de un aminoécido sustituido en lugar de un aminoéacido precursor
no sustituido proporcionado de tal forma que un polipéptido también muestra la actividad de unién necesaria.

Los polipéptidos de la invencion también pueden truncarse con respecto al polipéptido maduro de longitud completa.
Los polipéptidos pueden truncarse en el extremo amino, el extremo carboxi, 0 ambos extremos. Los polipéptidos
pueden truncarse en al menos un aminoacido, o al menos 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 o 70
aminoacidos.

Un polipéptido tensioactivo pulmonar mamifero, o una porcion del mismo, puede sintetizarse a partir de aminoéacidos
mediante técnicas que se conocen por los expertos en la técnica de polipéptidos. Puede encontrarse un resumen de
muchas técnicas disponibles en J. M. Steward y J. D. Young, "Solid Phase Peptide Synthesis", W. H. Freeman Co.,
San Francisco, 1969, y J. Meienhofer, "Hormonal Proteins and Peptides”, Vol. 2, pag. 46, Academic Press (Nueva
York), 1983 para la sintesis peptidica en fase sélida, y E. Schroder y K. Kubke, "The Peptides", Vol. 1, Academic
Press (Nueva York), 1965 para la sintesis en solucion tradicional.

En general, estos métodos comprenden la adicion secuencial de uno o mas residuos aminoacidicos o residuos
aminoacidicos protegidos adecuadamente a una cadena peptidica creciente. Normalmente, el grupo amino o
carboxilo del primer residuo aminoacidico se protege por un grupo protector adecuado que puede eliminarse
selectivamente. Se utiliza un grupo protector diferente que puede eliminarse selectivamente para aminoacidos que
contienen un grupo de cadena reactiva (por ejemplo, lisina).

Usando una sintesis en fase solida como ejemplo, el aminoacido protegido o derivado se une a un soporte sélido

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 562 806 T3

inerte a través de su grupo carboxilo o amino desprotegido. Después, el grupo protector del grupo amino o carboxilo
se elimina selectivamente y el siguiente aminoacido en la secuencia que tiene el grupo de complementariedad
(amino o carboxilo) adecuadamente protegido se mezcla y se hace reaccionar en condiciones adecuadas para la
formacion del enlace amida con el residuo ya unido al soporte soélido. Después, el grupo protector del grupo amino o
carboxilo se elimina de este residuo aminoacidico recién afiadido, y después se afiade el siguiente aminoacido
(adecuadamente protegido), y asi sucesivamente. Después de que todos los aminoacidos deseados se han unido en
la secuencia apropiada, cualquier grupo protector del grupo terminal o lateral restante (y cualquier soporte sélido) se
retira secuencialmente o simultaneamente, para proporcionar el polipéptido final. Después, ese polipéptido se lava
mediante disolucion en un alcohol alifatico inferior y se seca. El polipéptido tensioactivo secado puede purificarse
adicionalmente mediante técnicas conocidas, si se desea.

En ciertas realizaciones, pueden usarse métodos usados cominmente, tales como proteccion t-BOC o f-MOC de los
grupos alfa-amino. Ambos métodos implican sintesis por etapas, por lo que se afiade un Unico aminoacido en cada
etapa partiendo del extremo C del péptido (Véase, Coligan y col., Current Protocols in Immunology, Wiley
Interscience, 1991, Unit 9). Los péptidos de la invencién pueden sintetizarse, por ejemplo, mediante métodos de
sintesis peptidica en fase solida ya conocidos descritos en Merrifield, 3. Am. Chem. Soc. 85: 2149, 1962, y Stewart e
Young, 1969, Solid Phase Peptides Synthesis, pags. 27-62, usando un copoli(estirenodivinilbenceno) que contiene
aminas 0,1-1,0 mMol/g de polimero. Una vez terminada la sintesis quimica, los péptidos pueden desprotegerse y
escindirse del polimero por tratamiento con HF liquido-anisol al 10 % durante aproximadamente 1/4-1 horas a 0 °C.
Después de la evaporacion de los reactivos, los péptidos se extraen del polimero con una solucién al 1 % de &cido
acético que después se liofiliza para producir el material en bruto. Esto normalmente puede purificarse mediante
tales técnicas como filtracién en gel en Sephadex G-15 usando &cido acético al 5% como un disolvente. La
liofilizacion de facciones apropiadas de la columna producird el péptido homogéneo o derivados peptidicos, que
después pueden caracterizarse por dichas técnicas convencionales como analisis de aminoacidos, cromatografia de
capa fina, cromatografia liquido de alto rendimiento, espectroscopia de absorcion ultravioleta, rotacion molar,
solubilidad, y cuantificarse mediante la degradacion de Edman en fase sdlida.

En una realizacion, los péptidos SP-B recombinantes y/o sintéticos contienen los amino&cidos 2, 4, 6 y 9 de la SEQ
ID NO: 5. Las prolinas 2, 4 y 6 y el triptéfano 9 de la SEQ ID NO: 5 pueden constituir motivos estructurales
esenciales para la funcion de la proteina. En algunas realizaciones, los péptidos SP-B pueden estar sustituidos en
cualquier residuo aminoacidico distinto del aminoécido triptéfano 9 (con respecto a la SEQ ID NO: 5).

Un imitador de polipéptido tensioactivo pulmonar es generalmente un polipéptido que se crea para imitar los
atributos basicos de una proteina tensioactiva humana. Un péptido mimético ejemplar imita SP-B. Un ejemplo de un
imitador de SP-B es KL4, un péptido de residuo de 21 aminoacidos que comprende la secuencia
KLLLLKLLLLKLLLLKLLLLK (SEQ ID NO: 94). Esta proteina mimética SP-B también se conoce como Lucinactant
(Surfaxin®, Discovery Laboratories).

Lipidos Tensioactivos

En ciertas realizaciones, un agente tensioactivo para su uso en la invencion comprende una proteina tensioactiva,
una porcioén de la misma, o una mezcla de la misma, que se asocia a lipidos tensioactivos naturales in vivo. En otras
realizaciones, un agente tensioactivo para su uso en la invencién comprende un lipido o un complejo lipido-proteina.

El tensioactivo pulmonar mamifero natural es un complejo de fosfolipidos, fosfolipidos neutros y proteinas. El agente
tensioactivo para su uso en la invencion desvelada en el presente documento puede comprender uno o mas lipidos.
En algunas realizaciones, el agente tensioactivo puede comprender, por ejemplo, desde un minimo de
aproximadamente el 0,05 al 100 % en peso de lipido, siempre que la composicion resultante tenga actividad
tensioactiva. Por por ciento en peso se refiere al porcentaje de un compuesto en peso en una composicion en peso.
Por lo tanto, una composicion que tiene un 50 por ciento en peso de lipido contiene, por ejemplo, 50 gramos de
lipidos por 100 gramos de composicidn total. Un agente tensioactivo puede contener del 0,1 al 50 por ciento en peso
de lipido, aunque pueden usarse concentraciones mayores de lipido. Los agentes tensioactivos que contienen tanto
fosfolipido como un polipéptido tensioactivo, 0 una porciéon del mismo, pueden contener, por lo tanto, del 0,1, 1, 10,
50, 80 a casi el 100 por ciento en peso de lipido, y aproximadamente del 50, 20, 10 a menos del 1 por ciento en
peso de polipéptido tensioactivo. Como alternativa, los agentes tensioactivos pueden contener las relaciones
inversas de lipido con respecto al polipéptido resultante.

El término "lipido", como se usa en este documento, se refiere a un compuesto de origen natural, sintético o semi-
sintético (es decir, natural modificado) que generalmente es anfipatico. Los lipidos comprenden tipicamente un
componente hidréfilo y un componente hidréfobo. Los lipidos ejemplares incluyen, pero sin limitacién, fosfolipidos,
acidos grasos, alcoholes grasos, grasas neutras, fosfatidas, aceites, glucolipidos, alcoholes alifaticos, ceras,
terpenos y esteroides. La expresion semi-sintético (o natural modificado) representa un compuesto natural que se ha
modificado quimicamente de alguna manera.

Los ejemplos de fosfolipidos incluyen fosfolipidos nativos y/o sintéticos. Los fosfolipidos que pueden usarse
incluyen, pero sin limitacion, fosfatidilcolinas (saturadas e insaturadas), fosfatidilgliceroles, fosfatidiletanolaminas,
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fosfatidilserinas, acidos fosfatidicos, fosfatidilinositoles, esfingolipidos, diacilglicéridos, cardiolipina, ceramidas,
cerebrosidas y similares. Los fosfolipidos ejemplares incluyen, pero sin limitacion, dipalmitoil fosfatidilcolina (DPPC),
dilauril fosfatidilcolina (DLPC) (C12:0), dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC) (C14:0), diestearoil fosfatidilcolina (DSPC),
difiitanoil fosfatidilcolina, nonadecanoil fosfatidilcolina, araquidoil fosfatidilcolina, dioleoil fosfatidilcolina (DOPC)
(C18:1), dipalmitoleoil fosfatidilcolina (C16:1), linoleoil fosfatidilcolina (C18:2), miristoil palmitoil fosfatidilcolina
(MPPC), esteroil miristoil fosfatidilcolina (SMPC), esteroil palmitoil fosfatidilcolina (SPPC), palmitoiloleoil
fosfatidilcolina (POPC), palmitoil palmitooleoil fosfatidilcolina (PPoPC), dipalmitoil fosfatidiletanolamina (DPPE),
palmitoiloleoil fosfatidiletanolamina (POPE), dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), dimiristoil fosfatidiletanolamina
(DMPE), distearoil fosfatidiletanolamina (DSPE), dioleoil fosfatidilglicerol (DOPG), palmitoiloleoil fosfatidilglicerol
(POPG), dipalmitoil fosfatidilglicerol (DPPG), dimiristoil fosfatidilglicerol (DMPG), distearoil fosfatidilglicerol (DSPG),
dimiristoilfosfatidilserina (DMPS), distearoilfosfatidilserina (DSPS), palmitoiloleoil fosfatidilserina (POPS), lecitina de
soja, lecitina de yema de huevo, esfingomielina, fosfatidilinositoles, difosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina, acidos
fosfatidicos y fosfatidilcolina de huevo (EPC).

Los ejemplos de acidos grasos y alcoholes grasos incluyen, pero sin limitacién, esteroles, acido palmitico, alcohol
cetilico, &cido laurico, acido miristico, acido estearico, acido fitanico, acido dipalmitico, y similares. Los acidos grasos
ejemplares incluyen acido palmitico.

Los ejemplos de ésteres de acidos grasos incluyen, pero sin limitacion, palmitato de metilo, palmitato de etilo,
palmitato de isopropilo, palmitato de colesterilo, palmitato palmitilo, palmitato sédico, palmitato potasico, tripalmitina,
y similares.

El polipéptido tensioactivo y los lipidos tensioactivos interactian mediante interacciones hidrostaticas. Los
aminoacidos cargados interactian con los grupos principales polares de lipidos y los aminoacidos hidréfobos
interactdan con cadenas laterales de acil fosfolipido. Por ejemplo, SP-B y SP-C son proteinas hidréfobas. Tanto SP-
B como SP-C se unen preferiblemente a lipidos aniénicos, tal como fosfatidilglicerol (PG), y no DPPC. SP-A y SP-D
son proteinas hidrdéfilas e interactian con una amplia gama de lipidos anfipaticos, incluyendo glicerofosfolipidos,
esfingofosfolipidos, glicoesfingolipidos, lipido A, y lipoglicanos. SP-A se une a DPPC. A modo de ejemplo, se
observan interacciones hidrostaticas con el mimético SP-B, KL4 y los lipidos en tensioactivo natural o lipidos
comprendidos en el agente tensioactivo. Por ejemplo, los residuos de lisina en el péptido KL4 interactdan con los
grupos principales de carga de DPPC vy los residuos de leucina hidréfobos interactian con las cadenas laterales de
acil fosfolipido de fosfatidilglicerol.

En ciertas realizaciones, una composicién de farmaco como se desvela en el presente documento comprende un
agente tensioactivo que comprende una porcion de un polipéptido tensioactivo pulmonar mamifero o un imitador del
mismo, y no comprende adicionalmente un lipido o una mezcla de lipidos. Las composiciones farmacoldgicas
administradas por inhalacion que comprenden agentes tensioactivos que comprenden Unicamente una porcion de un
polipéptido tensioactivo pulmonar mamifero, o un imitador del mismo, pueden interactuar con un tensioactivo natural
en los pulmones a través de interacciones hidrostaticas. Por ejemplo, SP-B recombinante puede interactuar con un
tensioactivo natural en los pulmones uniendo fosfolipidos anidnicos, tal como fosfatidilglicerol.

En otras realizaciones, una composicion de farmaco como se desvela en el presente documento comprende un
agente tensioactivo que comprende tanto una porcién de un polipéptido tensioactivo pulmonar mamifero, o un
imitador del mismo, como al menos un lipido. Para facilitar la absorcion de composiciones de farmacos que
comprenden tanto un polipéptido, o imitador del mismo, como al menos un lipido en un tensioactivo natural en los
pulmones, pueden usarse monocapas de fosfolipidos que imitan a las que se encuentran en un tensioactivo natural.
Las mezclas lipidicas ejemplares incluyen dipalmitoilfosfatidilcolina/palmitoiloleoilfosfatidilglicerol, por ejemplo, en
una relacion 7:3 de p/p. El polipéptido tensioactivo pulmonar mamifero puede insertarse en la monocapa fosfolipidica
y la mezcla proteina/lipido puede absorberse en el tensioactivo natural en la interfaz alveolar/gaseosa en los
pulmones tras la inhalacién.

Farmaco Pulmonar Activo

Los farmacos pulmonares activos pueden incluir, pero sin limitacion, inhibidores de la elastasa, corticosteroides,
broncodilatadores, antibidticos y acidos quimioterapéuticos.

Los inhibidores de elastasa ejemplares incluyen los compuestos mostrados en la figura 17. Otros inhibidores de
elastasa ejemplares incluyen los compuestos descritos por Philip D. Edwards y Peter R. Bernstein en "Synthetic
Inhibitors of Elastase", Medicinal Research Reviews, Vol. 14, N° 2, 127-194 (1994), que se incorpora en la presente
memoria por referencia. Dos 0 mas inhibidores de elastasa pueden unirse a un agente tensioactivo de la invencion y
administrase en combinaciéon. Como alternativa, un inhibidor de la elastasa puede unirse a un agente tensioactivo y
administrarse junto con un segundo inhibidor de elastasa unido a un agente tensioactivo.

Los corticosteroides ejemplares que pueden administrase en los pulmones incluyen, pero sin limitacion,

alclometasona, aldosterona, amcinonida, beclometasona, betametasona, budesonida, ciclesonida, clobetasol,
clobetasona, clocortolona, cloprednol, cortisona, cortivazol, deflazacort, deoxicorticosterona, desonida,
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desoximatasona, desoxicortona, dexametasona, diflorasona, diflucortolona, difluprednato, fluclorolona,
fludrocortisona, fludroxicortida, flumetasona, flunisolida, fluocinolona acetonida, fluocinonida, fluocortina,
fluocortolona, fluorometolona, fluperolona, fluprednideno, fluticasona, formocortal, halcinonida, halometasona,
hidrocortisona/cortisol, hidrocortisona aceponato, hidrocortisona buteprato, hidrocortisona butirato, loteprednol,
medrisona, meprednisona, metilprednisolona, metilprednisolona aceponato, mometasona furoato, parametasona,
prednicarbato, prednisona, prednisolona, prednilideno, rimexolona, tixocortol, triamcinolona y ulobetasol. Dos 0 mas
corticosteroides pueden unirse a un agente tensioactivo de la invenciéon y administrarse en combinacion. Como
alternativa, un corticosteroide puede unirse a un agente tensioactivo y administrarse junto con un segundo
corticosteroide unido a un agente tensioactivo.

Los farmacos pulmonares activos también pueden incluir, broncodilatadores, tales como agonistas del receptor p2-
adrenérgico de accion corta, agonistas del receptor B2-adrenérgico de accion prolongada, anti-colinérgicos de accién
corta, y anti-colinérgicos de accion prolongada. Los agonistas del receptor p2-adrenérgico de accién corta no
limitantes incluyen salbutamol o albuterol, terbutalina, fenoterol, bromhidrato de fenoterol, rimiterol, reproterol,
pirbuterol, isoprenalina, orciprenalina, bitolterol y broxaterol. Los agonistas del receptor p2-adrenérgico de accion
prolongada no limitantes incluyen salmeterol, xinafoato de salmeterol, formoterol, fumarato de formoterol, clenbuterol
y procaterol. Los anti-colinérgicos de accion corta no limitantes incluyen ipratropio, bromuro de ipratropio, oxitropio y
sus sales. Los anti-colinérgicos de accion prolongada no limitantes incluyen tiotropio y bromuro de tiotropio
monohidrato. Otros broncodilatadores pueden incluir, pero sin limitacion, aminofilina, iorciprenalina, oxtrifilina, sulfato
de terbutalina y teofilina. Dos o mas broncodilatadores pueden unirse a un agente tensioactivo de la invencion y
administrarse en combinacién. Como alternativa, un broncodilatador puede unirse a un agente tensioactivo y
administrarse junto con un segundo broncodilatador unido a un agente tensioactivo.

Los antibidticos ejemplares que pueden administrarse en el pulmoén incluyen, pero sin limitacion, penicilinas,
penicilinas e inhibidores de beta-lactamasa, cefalosporinas (generacion 1, 1, 1l y 1V), macrélidos y lincosaminas,
quinolonas y fluoroquinolonas, carbepenemos, monbactamas, aminoglucdsidos, glicopéptidos, tetraciclinas,
sulfonamidas, rifampina, oxazolidonas, estreptograminas, sulfanomidas, y otros. Dos 0 mas antibidticos pueden
unirse a un agente tensioactivo de la invencion y administrarse en combinacién. Como alternativa, un antibidtico
puede unirse a un agente tensioactivo y administrarse junto con un segundo antibidtico unido a un agente
tensioactivo.

Las penicilinas ejemplares incluyen, pero sin limitacion, amoxicilina, ampicilina, bacampicilina, carbenicilina,
carbenicilina indanilo, mezlocilina, piperacilina y ticarcilina.

Las penicilinas e inhibidores de beta-lactamasa ejemplares incluyen, pero sin limitacion, amoxicilina-acido
clavulanico, ampicilina-sulbactama, bencilpenicilina, cloxacilina, dicloxacilina, fenoximetilpenicilina, carbenicilina,
meticilina, oxacilina, penicilina G (benzatina, potasio, procaina), penicilina V, propicilina, epicilina, ciclacilina,
piperacilina y tazobactama, ticarcilina y acido clavulanico, y naficilina.

Las cefalosporinas ejemplares (generacion 1) incluyen, pero sin limitacion, cefadroxilo, cefazolina, cefalexina,
cefalotina, cefapirina y cefradina. Las cefalosporinas (generaciéon Il) incluyen, pero sin limitacion, cefaclor,
cefamandol, cefoicida, ceforanida, cefoxitina, cefprozilo, ceftmetazol, cefuroxima, cefuoxima axetilo y loracarbef. Las
cefalosporinas (generaciéon Ill) incluyen, pero sin limitacion, cefdinir, ceftibuteno, cefditoren, cefatamet,
cefoperazona, cefixima, cefotaxima, cefpodoxima, ceftazidima, ceftibuteno, ceftizoxima y ceftriaxona. Las
cefalosporinas (generacion 1V) incluyen, pero sin limitacién, cefepima.

Los macrdlidos y lincosaminas ejemplares incluyen, pero sin limitacion, azitromicina, claritromicina, clindamicina,
diritromicina, eritromicina, lincomicina, telitromicina y troleandomicina.

Las monobactamas incluyen, pero sin limitacion, aztreonam. Los carbepenemos incluyen, pero sin limitacion,
doripenem, imipenem-cilastatina y meropenem.

Los aminoglucésidos incluyen, pero sin limitacion, amikacina, sulfato de amikacina, gentamicina, sulfato de
genatmicina, kanamicina, metilmicina, neomicina, netilmicina, estreptomicina, tobramicina y paromicina.

Los glucopéptidos incluyen, pero sin limitacion, dalbavancina, oritavancina, telavancina, teicoplanina y vancomicina.

Las tetraciclinas incluyen, pero sin limitaciéon, demeclociclina, doxiciclina, metaciclina, minociclina, oxitetraciclina,
tetraciclina y cloretraciclina.

Las oxazolidononas incluyen, pero sin limitacién, linezolida. Las estreptograminas incluyen, pero sin limitacién,
quinoprisitina y dalfopristina.

Las sulfonamidas incluyen, pero sin limitacion mafenida, sulfadiazina de plata, sulfacetamida, sulfadiazina,
sulfametoxazol, sulfasalazina, sulfanilamida, sulfisoxazol, trimetoprima-sulfametoxazol y sulfametizol.
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Otros antibioticos incluyen, pero sin limitacién, bacitracina, cloramfenicol, Colistemetato, Fosfomicina, Isoniazida,
Metenamina, Metronidazol, Mupirocina, Nitrofurantoina, Nitrofurazona, Novobiocina, Polimixina B, Espectinomicina,
Trimetoprima, Colistina, Cicloserina, Capreomicina, Pirazinamida, acido para-aminosalicilico, eritromicina
etilsuccinato mas sulfisoxazol, y tigeciclina.

Los farmacos quimioterapéuticos que pueden administrarse en el pulmén incluyen, pero sin limitacion, agentes
alquilantes, antiestrégenos, aclarrubicina, actinomicina D, aldesleukina, alemtuzumab, alitretinoina, allopurinol,
altretamina, amifostina, anastrozol, asparaginasa, bexaroteno, bisantreno, bleomicina, busulfan, BCNU (carmustina),
calusterona, capecitabina, carboplatino, celecoxib, clorambucilo, cisplatino, cladribina, ciclofosfamida, inhibidor de la
ciclooxigenasa-2, citarabina, CCNU (lomustina), dacarbazina, daunorrubicina, daunomicina, denileucina diftitox,
dexrazoxano, diaziquona, docetaxel, doxorrubicina, epirrubicina, epoetina alfa, esorrubicina, estramustina, etopésido
(VP-16), exemestano, Filgrastim, floxuridina, fludarabina, 5-fluorouracilo, fulvestrant, galactitol, gemcitabina,
gemtuzumab, acetato de goserelina, hidroxiurea, ibritumomab tiuxetan, idarrubicina, ifosfamida, imatinib mesilato,
interferon alfa, interferébn gamma, iriniotecano, iroplatino, letrozol, leucovorina, levamisol, lonidamina, acetato de
megrestrol, melfalan, mercaptopurina, mesna, metotrexato, metoxsaleno, mitomicina C, mitotano, mitoxantrona,
mitoguazona, fenpropionato de nandrolona, Nofetumomab, mostaza nitrogenada, oprelvekina, oxaliplatino,
paclitaxel, pamidronato, pegademasa, pegaspargasa, pedfilgrastima, pentostatina, pipobromano, plicamicina,
porfimero sddico, procarbazina, progestinas, prednimustina, PCNU, quinacrina, rasburicasa, rituximab,
sargramostima, estreptozocina, talco, tamoxifeno, temozolomida, tenipdsido (VM-26), testolactona, tioguanina,
tiotepa, topotecan, toremifeno, tositumomab, trastuzumab, tertrinoina, mostaza de uracilo, valrubicina, vinblastina,
vincristina, vindesina, vinorelbina y zoledronato.

Dos 0 méas agentes quimioterapéuticos pueden unirse a un agente tensioactivo de la invenciéon y administrarse en
combinacion. Como alternativa, un agente quimioterapéutico puede unirse a un agente tensioactivo y administrarse
junto con un segundo agente quimioterapéutico unido a un agente tensioactivo. Las terapias de combinacién
ejemplares incluyen paclitaxel y carboplatino, cisplatino y vinorelblina tartrato, cisplatino y etoposido, y carboplatino y
etoposido.

Enlace Covalente

Pueden usarse muchas estrategias para unir covalentemente un farmaco pulmonar activo a un agente tensioactivo
para su uso en la invencion. Generalmente, el farmaco pulmonar activo puede unirse covalentemente al agente
tensioactivo usando un enlace o un enlazador que conserva el sitio nativo del farmaco y mantiene un tiempo de
permanencia significativo del agente tensioactivo en la interfaz pulmonar/aire. Puede afadirse al menos un residuo
adicional al extremo amino o carboxi o en un residuo aminoacidico interno de un polipéptido tensioactivo desvelado
en el presente documento, para generar un enlazador para unir covalentemente una molécula de farmaco al agente
tensioactivo. En una realizacion ejemplar, SP-B se extiende por al menos un aminoacido para crear un aminoécido
sintético mediante sintesis peptidica automatizada. Un farmaco puede configurarse con el aminoacido, por ejemplo,
un residuo glicina a través de un grupo amino o hidroxilo. Los enlaces covalentes representativos pueden incluir un
éster, una amida o una urea. (March, Advanced Organic Chemistry, 42 Ed., John Wiley & Sons, 1992).

Los enlazadores de residuos aminoacidicos tienen normalmente al menos y residuo y pueden ser 40 0 mas
residuos, con mas frecuencia de 1 a 10 residuos, y con mayor frecuencia de 1 a 5 residuos aminoacidicos de
longitud. El enlazador normalmente es un aminoacido pequefio neutro polar o no polar. Los residuos aminoacidicos
tipicos usados para la unién son glicina, tirosina, cisteina, lisina, 4cido glutdmico y acido aspéartico, o similares.

En otras realizaciones, el enlazador puede ser un enlazador heterobifuncional que no es un aminoéacido de origen
natural.

Métodos de Administracién

Las composiciones de la invencion se administran en los pulmones por inhalacion. Pueden usarse dispositivos de
inhalacién, tal como inhaladores (incluyendo un inhalador de polvo seco e inhaladores de dosis medida) y
nebulizadores (también conocidos como atomizadores) para administrar las composiciones desveladas en los
pulmones. Los inhaladores de polvo seco ejemplares pueden obtenerse en Inhale Therapeutic Systems como se
describe en las Pat. de Estados Unidos N° 5.458.135; 5.740.794; 5.785.049. También pueden obtenerse inhaladores
de polvo seco en 3M como se describe en la Patente de Estados Unidos 6.029.661.

Las composiciones desveladas en el presente documento también pueden administrarse usando un inhaladora de
dosis medida (MDI) que contiene una solucibn o una suspension de farmaco en un propulsor liquido
farmacéuticamente inerte, por ejemplo, un clorofluorocarbono (CFC) o fluorocarbono, como se describe en la Pat. de
Estados Unidos N° 5.320.094 y la Pat. de Estados Unidos N° 5.672.581. Los inhaladores de dosis medida estan
disefiados para administrar una dosis unitaria fija de medicamento por accionamiento o "inhalacion”, por ejemplo, en
el intervalo de 10 a 5000 microgramos de medicamento por inhalacion. Pueden obtenerse inhaladores de dosis
medida ejemplares en 3M como se describe en las Patentes de Estados Unidos N° 5.224.183; 5.290.534; 5.511.540;
6.454.140; y 6.615.826. Los inhaladores de dosis medida también pueden no contener CFC. Las composiciones de

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 562 806 T3

farmaco que se van a usar con un inhalador pueden estar en forma de particulas sélidas en aerosol o gotas de
liquido o suspension.

Como alternativa, las composiciones descritas en el presente documento pueden disolverse o suspenderse en un
disolvente, por ejemplo, agua o solucion salina, y administrarse por nebulizacién. Los nebulizadores ejemplares para
administrar una solucion en aerosol incluyen AERx™ (Aradigm), Ultravent® (Mallinkrodt), Pari LC Plus™ o Pari LC
Star™ (Pari GmbH, Alemania), DeVilbiss Pulmo-Aide, y Acorn lI® (Marquest Medical Products).

Formulacion del Farmaco

Las composiciones de farmaco desveladas en el presente documento pueden formularse en una solucion y/o una
suspension de particulas en un vehiculo apropiado para la inhalacion en las vias respiratorias y los pulmones.
Dichos vehiculos también se conocen bien por el experto familiarizado con inhalantes para la administracion de
gotas finas e insuflaciones para la administracion de particulas finas inhalables, del orden de, por ejemplo,
aproximadamente de 0,5 a 1 micrometro, y preferiblemente de aproximadamente 0,5 a aproximadamente
0,7 micrébmetros, compuestas por polvos, nebulizaciones o aerosoles, en las vias respiratorias como se describe
Remington's Pharmaceutical Sciences, 162 edicion, 1980, Ed. By Arthur Osol, que se incorpora en la presente
memoria por referencia.

En una realizacion, las composiciones de fdrmacos para su administracién por inhalacion pueden administrarse en
forma de polvos. El farmaco o composicion en polvo se sitia normalmente dentro de un recipiente tal como una
cépsula de gelatina dura o un envase de blister, o un dispositivo multi-dosis. La capsula o blister se rompe o se abre
dentro de un dispositivo inhalador, permitiendo asi que el polvo se inhale. Generalmente, el tamafio de particula
medio del farmaco usado para la inhalacion esta entre 1 y 10 micrometros, siendo el intervalo de tamafio entre 2 y
5 micrometros particularmente adecuado para penetrar las vias respiratorias periféricas de los pulmones. Dichos
intervalos de tamafio de particula se consiguen cominmente por micronizacién o secado por pulverizacion.

A menudo una composicién de farmaco en polvo se administra como una composicion que comprende una
combinacién o mezcla del medicamento con un vehiculo inerte. Normalmente, el vehiculo inerte tiene un tamafio de
particula medio sustancialmente mayor que el del farmaco. Esto proporciona, entre otras ventajas, una mejora en las
propiedades de flujo y la precisién de la dispensacion de la composicion.

Los materiales de vehiculos que se describen cominmente para el farmaco producido incluyen carbonato de calcio y
azucares, por ejemplo sacarosa, manitol o dextrosa, 0 mas particularmente, lactosa, que son farmacéuticamente
aceptables y no tienen problemas de toxicidad, ya que cualquier residuo absorbido durante la dosificacion se tolera
bien tras la digestion o puede eliminarse facilmente por disolucién (por ejemplo, en el caso de los azUcares) o
depuracién mucociliar del pulmon.

La composicion en la cépsula o blister es con frecuencia aproximadamente 25 mg. Esto peso representa
probablemente la cantidad maxima de polvo que puede inhalarse comodamente sin demasiados efectos
secundarios, tal como tos, y también corresponde a la cantidad minima que se dispensa normalmente por las
magquinas de llenado.

En ciertas realizaciones, las composiciones formuladas para la inhalacion de polvo comprenden un vehiculo
presente a una concentracion de aproximadamente el 95,0 al 99,99 %. Mas particularmente, del 97,0 al 99,9 %,
especialmente del 98,0 al 99,8 %, en peso. Los procesos para preparar dichos polvos, mediante la aplicacién o
adaptacion de métodos conocidos, también constituyen caracteristicas de la invencion.

En otras realizaciones, la composicion de farmaco puede formularse como una formulacion en aerosol usando
métodos ya conocidos en la técnica. Un método usado ampliamente para dispensar tal formulacion en aerosol
implica preparar una formulacion en suspension del farmaco en forma de un polvo finamente dividido en un gas
propulsor licuado. Como alternativa, puede prepararse una formulacion en solucion donde el farmaco se disuelve en
un sistema propulsor, que puede contener solubilizantes y codisolventes para facilitar la disolucién del farmaco.
Normalmente se usan inhaladores de dosis medida presurizados (pMDI) para dispensar dichas formulaciones a un
paciente. Los propulsores pueden incluir propulsores de clorofluorocarbono (CFC), fluorocarbono (FC) o
hidrofluroalcano (HFA).

Métodos de Tratamiento

La divulgacién también proporciona métodos para tratar un sujeto que padece inflamacién pulmonar o enfermedad
pulmonar. En otra realizacién, la divulgacion proporciona un método para tratar un sujeto que esta en riesgo de
padecer un trastorno pulmonar. EI método comprende administrar al sujeto un conjugado que comprende un
farmaco pulmonar activo unido covalentemente a un agente tensioactivo, que tiene una afinidad para la interfaz
alveolar/gaseosa humana y que comprende al menos una porcién de un polipéptido tensioactivo pulmonar mamifero
0 un imitador del mismo que es sustancialmente inmundgeno en seres humanos. El conjugado se administra al
sujeto por inhalacion en una cantidad eficaz para inducir un efecto farmacolégico en los pulmones. El sujeto puede
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ser un ser humano, mono, chimpancé, caballo, perro, gato, vaca, oveja, cerdo, rata o ratén. En realizaciones
ejemplares, el sujeto es un ser humano.

El sujeto que necesita tratamiento padece inflamacion pulmonar o padece o tiene el riesgo de padecer una
enfermedad pulmonar. Las enfermedades pulmonares ejemplares que pueden tratarse con la composicion de
farmaco que se describe en el presente documento incluyen, pero sin limitacion, enfisema, bronquitis crénica,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), asma, sindrome de dificultad respiratoria (SDR), neumonia,
tuberculosis u otra infeccién bacteriana, fibrosis quistica, y/o cancer de pulmén.

Dosificacion

La administracién farmacos pulmonares activos conjugados con un agente tensioactivo reduce la frecuencia de
dosificacion con respecto a la administracion de un farmaco no conjugado. En ciertas realizaciones, la etapa de
administracion puede repetirse una vez al dia, cada dos dias, cada tres dias, cada cuatro dias, cada cinco dias, o
semanalmente.

Ejemplos
Ejemplo 1: Conjugacion de Inhibidores de Elastasa de Neutr6filos Humanos con un péptido SP-B

Un panel de potentes inhibidores de elastasa de neutréfilos humanos (HNE) de molécula pequefia puede
configurase con un péptido SP-B que comprende los 25 aminodcidos amino terminal de SP-B
(FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKG) (SEQ ID NO: 88). El peso molecular total del péptido SP-B que comprende los
25 aminoacidos amino terminal es 2926,97 después de la eliminacion de la molécula de agua. Los inhibidores de
HNE se conjugan en 25-mer N-terminal SP-B usando un enlazador de glicina similar al enlace representado en la
figura 18.

Ejemplo 2: Sintesis de la Diana B

Todos los disolventes usados para la reaccion eran disolventes de calidad LR. La temperatura ambiente (TA) indica
una temperatura que varia de 27-32 °C. Todas las reacciones se controlaron por TLC a menos que se especifique
otra cosa. Las soluciones se evaporaron a presion reducida usando un evaporador rotatorio. El espectro de RMN se

tomd en un Varian 400 MHz. La cromatografia en columna se hizo usando una malla 100-200 de gel de silice a
menos que se especifique otra cosa.

Cbz-Val-Pro-OH N
H,N > CbzNH
OH o N
O H oH

Esquema 1

Sintesis de la Fase 1

Una solucion de Cbz-Val-Pro-OH (5 g, 14 mmol) en tetrahidrofurano seco (85 ml) se enfri6 a -20°C en una
atmdsfera de nitrogeno. A la mezcla de reaccion se le afiadi6 N-metilmorfolina (1,74 ml, 15 mmol) seguido de
cloroformiato de isobutilo (2 ml, 15 mmol). La mezcla de reaccion se agit6é a -20 °C durante 15 min y después se dejo
enfriar a -40 °C. A la mezcla de reaccion se le afiadié gota a gota una soluciéon de L-Valinol (1,62 g, 15 mmol) en
tetrahidrofurano (25 ml). La mezcla de reaccion se dejo calentar a temperatura ambiente durante una noche. La
mezcla de reaccion se filtr y el filtrado se diluyé con acetato de etilo (60 ml). Las capas organicas combinadas se
lavaron sucesivamente con HCI 1 N (60 ml), NaHCO3 (30 ml) y salmuera (30 ml). La capa organica se sec6 sobre
sulfato sodico, se filtré y se concentré para dar el producto deseado (5,7 g). Tr HPLC: 5,76; LCMS (M+1): 434;
Rendimiento: 92,5 %.

Sintesis de la Fase 2

Oxidacién Swern

N = CbzNH H

CbzNH

Esquema 2
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Una solucién de cloruro de oxalilo (2,45 ml, 28 mmol) en diclorometano seco (110 ml) se enfri6 a -60 °C y se afiadié
gota a gota una solucion de DMSO (4,09 ml, 57,7 mmol) en diclorometano (35 ml) durante un periodo de 1 h,
manteniendo la temperatura de la mezcla de reaccion a -45 °C. La mezcla de reaccion se dejo calentar a -30 °C y se
afiadié gota a gota una solucion de la fase 1 (6,1 g, 14 mmol) en diclorometano (35 ml) durante un periodo de 1 h. La
mezcla de reaccion se agit6 a -25 °C durante 1 h. La mezcla de reaccion se enfrié a -40 °C y se afiadio gota a gota
diisopropiletilamina (10 ml, 57,7 mmol) durante un periodo de 1 h. La reaccion se calent6 a temperatura ambiente y
después se lavé con HCI 1 N (60 ml) y salmuera (60 ml). La capa organica se sec6 sobre sulfato sddico, se filtré y el
filtrado se concentrd a presién reducida para dar el producto deseado (5,7 g). Tr HPLC: 6,81; LCMS (M+1): 432;
Rendimiento: 94 %.

Sintesis de la Fase 3

FoF
o )erOEt i
0 N F

b karN = CbzNH OEt
z H ZnITHF/Reflujo 0 N
o 4 N

Esquema 3

Iz
@]

Una suspension de cinc (2,5 g, 39 mmol) y la fase 2 (5,64 g, 13 mmol) en tetrahidrofurano seco (100 ml) se calent6 a
60 °C en una atmésfera de nitrégeno. Se afiadio bromodifluoroacetato de etilo (7,93 g, 39 mmol) y la reaccion se
calentd a 60 °C durante 1 h. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente, el tetrahidrofurano se retiré a
presion reducida y se afiadio acetato de etilo (100 ml). La mezcla de reaccion se lavo con KHSO4 1 M (50 ml) y
salmuera (50 ml) y se sec6 sobre sulfato sédico. La capa organica se filtré y se concentrd a presién reducida para
dar el producto en bruto, que después se purificé por HPLC preparativa para dar el producto deseado (2,9 g). Tr
HPLC: 7,44; LCMS (M+1): 556; Rendimiento: 40 %.

Sintesis de la Fase 4

N FF
CbzNH Ot ——— N FF H
5 " CbzNH N
O H om© © N
O H om©

Esquema 4

Una solucion de la fase 3 (1,8 g, 3,2 mmol) y bencil amina (1,06 ml, 9,7 mmol) en etanol (40 ml) se agité a la
temperatura de reflujo durante 4 h. La mezcla de reaccion se enfrié a temperatura ambiente y se agité durante 48 h
mas en una atmdsfera de nitr6geno. El disolvente se retir6 a presion reducida. El residuo se disolvié en acetato de
etilo (50 ml) y la solucion se lavé con HCI 1 N (20 ml) y salmuera (20 ml). La capa organica se sec6 sobre sulfato
sddico, se filtrd y el disolvente se retird al vacio para dar el producto deseado (1,7 g). Tr HPLC: 7,56; LCMS (M+1):
616; Rendimiento: 88 %.

FF HQ N FF H\/Q
CszH\/qu MN — HQN\’Q( 2 MN
o} ‘ O N
o ﬁ on © O W on O

Esquema 5

Fase 5

Una mezcla de la fase 4 (1,85 g, 3 mmol) e hidréxido de paladio al 20 % (1 g) en acetato de etilo (50 ml) se puso en
un recipiente a presién a 200 psi (1,38 MPa) durante 20 h. La mezcla de reaccion se filtr6 a través de celite y el
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filtrado se concentré al vacio para dar el producto deseado junto con algo de material de partida, .que se uso tal cual
para una reaccion adicional sin purificacién (1,1 g). Tr HPLC: 4,90; LCMS (M+1): 482; Rendimiento: 80 %.

0 ‘

N FF Hp

Hzl\lj;(? MN — EtO\H\N N FE K
O N H

Esquema 6

Fase 6

A una solucion de la fase 5 (1 g, 2,1 mmol) en diclorometano seco (50 ml) a 0 °C se le afiadié trietilamina (0,25 ml,
1,8 mmol). Después, se afiadi6 gota a gota una solucion de cloruro de etil oxalilo (0,2 ml, 1,87 mmol) en
diclorometano (20 ml). La mezcla de reaccion se dej6 calentar a temperatura ambiente y se agitd durante 2 h mas.
La mezcla de reaccion se inactivd con agua (25 ml). La capa organica se separd, se seco sobre sulfato sddico y se
evaporé a presion reducida para dar el producto deseado, que después se purificé por HPLC preparativa. Tr HPLC:
6,72; LCMS (M+1): 583; Rendimiento: 0,5 g (42 %).

o
EtO N FF H\Q ‘ *
W)\Nj;( N —————s  E10 N FF H
° © "N 0 H
H OH o) o N
o N & o

Esquema 7

Fase 7

Se afiadio acido trifluoroacético (0,92 ml, 12,02 mmol) a una solucion agitada de la fase 6 (1,75 g, 3 mmol) y
peryodinano de Dess-Martin (5,1 g, 12,02 mmol) en diclorometano seco (25 ml). La mezcla se agité durante 4 h a
temperatura ambiente en una atmadsfera de nitrégeno. Se afiadié acetato de etilo (100 ml) y la mezcla se lavo con
tiosulfato sodico saturado (60 ml), NaHCO; saturado (60 ml) y salmuera (60 ml). La capa organica se secO sobre
sulfato sddico, se filtrd y se evaporé a presion reducida para dar el producto deseado, que se usé tal cual para la
siguiente etapa. Tr HPLC: 7,32; LCMS (M+1): 581; Rendimiento: 1,7 g (97 %).

Fase 8

0
EtO N NI o
o " o N N N
© H O ° o 0 N
oo N } o

Esquema 8

Una solucién de la fase 7 (2,2 g, 3,7 mmol) en 1:1 de metanol-agua (20 ml) se traté con NaOH 1 N (0,18 g,
4,5 mmol) y se agitd a temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccion se concentrd para retirar el
metanol, se acidificé con HCI 1 N y se extrajo con acetato de etilo (60 ml). La capa organica se sec6 sobre sulfato
sédico y se evaporé a presion reducida para dar el producto deseado, que después se purificé por HPLC
preparativa. Tr HPLC: 6,47-6,61; LCMS (M+1): 553; Rendimiento: 500 mg (24 % después de prep.).

Fase 9

Q | .\ (o]
HO N FFH SP-B,-,,NH N FF H
” N —_— - 1728 N N
H
@] O fo) [}
o N % o ool § o

Esquema 9
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Una resina de Wang (2,59, 0,5 equiv.) se tratdé con piperidina al 20 % en DMF (15ml) y se agité durante
aproximadamente una hora. Después, se lavé con DMF (2 veces, 15 ml), DCM (3 veces, 15 ml) y después se seco
al vacio. Se realizé una prueba Kaiser sobre la resina para garantizar una eliminacién completa del grupo F-moc.
Después, se uso para el acoplamiento con el producto de la fase 8. A una solucion de la resina en DMF se le afiadio
una solucién del &cido anterior (97 mg, 0,176 mmol) en DMF (5 ml) seguido de la adicion de PyBoP (91 mg,
0,176 mmol) y N-metil morfolina (0,24 ml, 0,22 mmol). La mezcla de reaccién se dej6 agitar en un agitador durante
aproximadamente 3 h. La solucion se decanto, se afiadié de nuevo un lote fresco de los reactivos anteriores y se
dej6 agitar adicionalmente durante 3 h. Este proceso se repitié aproximadamente 4 veces. La solucién se decanto, y
la resina se lavd con DMF (3 veces, 15 ml), DCM (3 veces, 15 ml) y se secé al vacio. Se realiz6 la prueba Kaiser
sobre la resina para garantizar que el acoplamiento se ha producido.

Fase 10

e O rawn LD oy 5 O
SP-BW_zsNH\rH\N N FF 3 —_— P \")LN N
o " o o "o N
[a] H ) 0 (8] H O (o]

Esquema 10

Procedimiento para preparar la solucién de escision. TFA (81 %), fenol (5 %), Tioanisol (5 %), 1,2-Etanoditiol
(2,5 %), agua (3 %), Dimetilsulfuro (2 %), yoduro de amonio (1,5 %). A la resina se le afiadio la solucién de escision
y se dej6 en agitacion en un agitador durante aproximadamente 3 h. La resina se filtr6 a través de algodon y se lavo
con TFA. Después, el filtrado se concentré al vacio y se triturd con éter frio para dar un sélido de color blanco, que
después se purificd por HPLC preparativa para dar el producto deseado. LCMS (M/3): 1155; Rendimiento: 46 mg
(1,84 %).

Ejemplo 3: Sintesis de la Diana C

o] O
N EF H\Q FF H\Q
HJE?MN —.—;-.E1OJULN N N
H
o] N [e]
O H on © . M B S o

Esquema 11

Fase 6

A una solucién de la fase 5 (3,2 g, 6,6 mmol) en THF seco (50 ml) a temperatura ambiente se le afiadié mono etil
malonato (0,7 ml, 6 mmol) seguido de HOBT (1,63 g, 12 mmol), EDCI (1,27 g, 6,6 mmol) y N-metil morfolina (1,6 ml,
15 mmol). Después, la mezcla de reaccion se dejé agitar a temperatura ambiente durante 4 h. Después, la mezcla
de reaccién se inactivd con agua y se evapor6 a presion reducida para retirar el THF. Después, la capa acuosa se
extrajo con acetato de etilo (100 ml). La capa organica se secO sobre sulfato sodico y se concentrd para dar el
producto en bruto que después se purifico por HPLC preparativa (0,98 g). Tr HPLC: 6,44; LCMS (M+1): 596;
Rendimiento: 25 % después de prep.

Fase 7

N FSoH F H
EtO N MN _— Elouu N? mh} ‘
o N
o} © N
1 O H oH ‘ o0 o ©

Esquema 12

Se afiadi6é acido trifluoroacético (0,45 ml, 5,7 mmol) a una solucién agitada de la fase 6 (0,86 g, 1,45 mmol) y
peryodinano de Dess-Martin (2,46 g, 5,7 mmol) en diclorometano seco (30 ml). La mezcla se agité durante 4 h a
temperatura ambiente en una atmésfera de nitrégeno. Se afiadié acetato de etilo (50 ml) y la mezcla se lavo con
tiosulfato sédico saturado (20 ml), NaHCO3 saturado (20 ml) y salmuera (20 ml). La capa organica se sec6 sobre
sulfato sédico, se filtr6, y el disolvente se retird al vacio para dar el producto deseado (0,74 g). Tr HPLC: 7,05; LCMS
(M+1): 595; Rendimiento: 86 %.
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Fase 8
(@] [e] . \/@ oro
H
e A O U T A § W SO g
© 7N ) "o N~ T
H © o j§ o ©

Esquema 13

Una solucion de la fase 7 (0,75 g, 1,2 mmol) en 1:1 de metanol-agua (5 ml:5 ml) se trat6 con NaOH 1 N (0,060 g,
1,5 mmol) y se agitdé a temperatura ambiente durante 4 h. La mezcla de reaccidon se concentrd para retirar el
metanol, se acidificé con HCI 1 N (hasta pH 2) y se extrajo con acetato de etilo (50 ml). La capa organica se seco
sobre sulfato sédico y se concentré a presion reducida para dar el producto deseado, que después se purificé por
HPLC preparativa (0,4 g). Tr HPLC: 6,01-6,51; LCMS (M+1): 567; Rendimiento: 56 % después de prep.

Fase 9

o 0
o o
N FF Hp - H
HOJULE\J;(? m S OB O ‘
—25 H
0 N
0 0 o N
H o " H B 0

Esquema 14

Una resina Wang (2 g, 0,08 mmol) se tratd6 con piperidina al 20% en DMF (20ml) y se agitd6 durante
aproximadamente una hora. Después, se lavo con DMF (2 veces), DCM (3 veces) y después se secO a presion
reducida. Se realizd una prueba Kaiser sobre la resina para garantizar la eliminacion completa del grupo F-moc.
Después, se uso para acoplamiento con la fase ., A una solucién de la resina (2 g, 0,08 mmol) en DMF (5 ml) se le
afadié una solucion del acido anterior (0,1 g, 0,16 mmol) en DMF (3 ml), seguido de la adicién de PyBoP (0,83 g,
0,16 mmol) y N-metil morfolina (0,2 ml, 0,2 mmol). La mezcla de reaccion se dejé en agitacion en un agitador
durante aproximadamente 3 h. La solucién se decantd, se afiadieron de nuevo lotes frescos de los reactivos
anteriores y se dejé adicionalmente en agitacion durante 3 h. Este proceso se repitié aproximadamente 4 veces. La
solucion se decantd, y la resina se lavé con DMF (3 veces), DCM (3 veces) y se sec6 a presion reducida. Se realizd
una prueba Kaiser sobre la resina para garantizar que el acoplamiento se ha producido.

Fase 10

O o]
jj‘\ N Y HQ "™ spB -NHJ\/ILN N VN :
SP-B,_,. NH N N i3 it
O N o N
./ el 5 © 0O H o ©

Esquema 15

Procedimiento para preparar la solucién de escision. TFA (81 %), fenol (5 %), Tioanisol (5 %), 1,2-Etanoditiol
(2,5 %), agua (3 %), Dimetilsulfuro (2 %), yoduro de amonio (1,5 %). A la resina se le afiadio la solucion de escision
(25 ml) y se dejé en agitacién en un agitador durante aproximadamente 3 h. La resina se filtré a través de algodon y
se lavo con TFA. Después, el filtrado se concentré a presion reducida y se triturd con éter frio para dar un sélido de
color blanco, que después se purificé por HPLC preparativa para dar el producto deseado (0,080 g). LCMS (M/3):
1160; Rendimiento: 2,4 %.

Ejemplo 4: Lavado Broncoalveolar de los Pulmones tras Exposicion a HNE

Se usaron un total de 14 animales en este estudio. Los ratones anestesiados recibieron 0,1 ml de solucion
administrada por un catéter de punta roma en la abertura de la traquea y se dejo que los animales aspirasen la
solucion en sus pulmones. Todos los animales se expusieron al tratamiento durante 2 horas y se anestesiaron de
nuevo. El lavado broncoalveolar de los pulmones se realizd6 como se describe a continuacién. Los cuatro animales a
los que se les dio HNE (el agente causante de enfisema) tenian un nivel de células sanguineas pulmonares medio
en peso de 0,053 gramos. La administracion de la Diana 2 (un potente inhibidor de HNE desarrollado por Zeneca en
a principio de 1990) con la HNE, redujo el nivel sanguineo medio en los pulmones en un 34 % hasta 0,035 gramos.
La administracién de la Diana C (la molécula de Zeneca unida covalentemente al extremo N de los primeros 25
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residuos del péptido B tensioactivo humano) con la HNE redujo el nivel sanguineo medio en los pulmones en un
87 % hasta 0,007 gramos.

Se us6 un conjunto de animales para determinar la concentracion 6ptima de HNE para el estudio. Una muestra
inicial expuesta a 50 microgramos de HNE no sobrevivi6 a la exposicion. La cantidad de HNE se redujo a
40 microgramos para mantener un efecto perjudicial maximo pero al que se pueda sobrevivir. Los animales
expuestos a 40 microgramos de HNE pudieron sobrevivir lo suficiente para realizar el estudio completo. Todos los
animales restantes en el estudio completo se expusieron a 40 microgramos de HNE.

La Diana 2 (la molécula de Zeneca) se administr6 en un exceso molar de 70 veces con respecto a HNE. En los
estudios cinéticos, la Diana 2 tiene una afinidad 2 nM. La Diana C (la molécula de Zeneca unida covalentemente a
los primeros 25 residuos del péptido tensioactivo humano B) pierde aproximadamente dos érdenes de magnitud de
potencia en comparacion con la Diana 2 en los estudios cinéticos y, por lo tanto, la Diana C tiene aproximadamente
una afinidad 200 nM para HNE. Por consiguiente, la Diana C se administré a los animales en un exceso molar de
100 veces con respecto a HNE en estos estudios.

El lavado broncoalveolar (BAL) se realiza 1) anestesiando los animales; 2) realizando una traqueotomia en los
animales y abriendo el térax y separando las costillas para permitir una expansion pulmonar completa; 3)
presurizando 1 ml de solucién en tampén PBS en los pulmones a través del catéter de la traqueotomia; 4) aspirando
la solucién de los pulmones; 5) centrifugando la solucién recuperada para separar la fraccién de glébulos rojos de la
fraccion liquida; y 6) pesando la fraccion de glébulos rojos.

Tabla 2: Mediciones del Nivel Células Sanguineas de Pulmén

Tratamiento Grupo de ratones | Grupo de ratones | Grupo de ratones | Grupo de ratones Media de los
1 2 3 4 Grupos
PBS/DMSO 0 0 0 No realizado 0
HNE/DMSO 0,099 0,049¢g 0,021g 0,051 g 0,053 g
Diana 2+HNE 0,03 g 0,041 g 0,03 g 0,039 g 0,035¢g
Ctl'arl‘\laE 0 0,007 g 0,014 g No realizado 0,007 g

EQUIVALENTES

La invencién puede realizarse en otras formas especificas sin apartarse del espiritu o las caracteristicas esenciales
de la misma. Por lo tanto, las realizaciones anteriores se consideraran en todos los aspectos ilustrativas en lugar de
limitantes en la invencion descrita en el presente documento. Por lo tanto, el de la invencion se indica por las
reivindicaciones adjuntas en lugar de por la descripcion anterior, y todos los cambios que entran dentro del
significado o rango de equivalencia de las reivindicaciones pretenden incluirse en la presente.

Tabla 1: Péptidos SP-B humanos ejemplares (truncamientos C-terminal)

Péptidos SP-B humanos SEQ ID NO
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS SEO ID NO: 36
VILLDTLLGRMLPQLVCRLVLRC Q )
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS SEO ID NO: 37
VILLDTLLGRMLPQLVCRLVLR Q :
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICOCLAERYS SEO ID NO: 38
VILLDTLLGRMLPQLVCRLVL Q :
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS SEO ID NO: 39
VILIDTLLGRMLPQLVCRLV Q )
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS SEO ID NO: 40
VILLDTLLGRMLPQLVCRL Q )
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS SEO ID NO: 41
VILLDTLLGRMLPQLVCR Q )
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS SEO ID NO: 42
VILIDTLLGRMLPQLVC Q )
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS SEO ID NO: 43
VILLDTLLGRMLPQLV Q )
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS SEO ID NO: 44
VILLDTLLGRMLPQL Q -
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS SEO ID NO: 45
VILLDTLLGRMLPQ Q )
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS SEQ ID NO: 46
VILLDTLLGRMLP )
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS SEQ ID NO: 47
VILLDTLLGRML )
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FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS

VILLDTLLGRM SEQID NO: 48
FPIPLEYCWLCRALTRRTQRMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGTCOCLAERYS | (100 4o
VILLDTLLGR '
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS _
VILLDTILG SEQ ID NO: 50
FPTPLPYCHLCRALTRR IQAMTPRGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS | (oo oy
v

F].EIIJ]}.;EE%%WLCRALIKRIQAMI PRGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQOCLAERYS _
VIL1DTL SEQ ID NO: 52
5?; i;?YCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGI COCTAERYS | (e no: 53
5113]{ iISPYCWLCRALIKRIQAMI PRGALAVAVAQUCRVVPLVAGGTCQCLAERYS | (r o' o7
\Ff};i iLPYCWLCRALIKRIQAMI PRGALAVAVAQVCRVVPLVAGGTCQCLAERYS | o\ o or
\F/I;i PLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS | 1D NO: 56
FPIPLPYCWLCRALIKR IQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS _
v1 SEQ ID NO: 57
5PIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS SEQ ID NO: 58
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYS | SEQ ID NO: 59
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERY SEQ ID NO: 60
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAER SEQ ID NO: 61
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAE SEQ ID NO: 62
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLA SEQ ID NO: 63
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCL SEQ ID NO: 64
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQC SEQ ID NO: 65
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQ SEQ ID NO: 66
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGIC SEQ ID NO: 67
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGI SEQ ID NO: 68
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAGG SEQ ID NO: 69
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVAG SEQ ID NO: 70
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLVA SEQ ID NO: 71
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPLY SEQ ID NO: 72
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVPL SEQ ID NO: 73
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVVP SEQ ID NO: 74
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRVV SEQ ID NO: 75
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCRV SEQ ID NO: 76
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVCR SEQ ID NO: 77
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQVC SEQ ID NO: 78
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQV SEQ ID NO: 79
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVAQ SEQ ID NO: 80
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAVA SEQ ID NO: 81
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVAV SEQ ID NO: 82
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAVA SEQ ID NO: 83
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALAV SEQ ID NO: 84
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGALA SEQ ID NO: 85
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGAL SEQ ID NO: 86
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKGA SEQ ID NO: 87
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKG SEQ ID NO: 88
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPK SEQ ID NO: 89
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIP SEQ ID NO: 90
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAMI SEQ ID NO: 91
FPIPLPYCWLCRALIKRIQAM SEQ ID NO: 92
FPIPLPYCWLCRALIKRIQA SEQ ID NO: 93
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion de farmaco formulada para su inhalacién, que comprende:

un agente tensioactivo caracterizado por una afinidad para la interfaz alveolar/gaseosa humana,
comprendiendo dicho agente tensioactivo al menos una porcion de un polipéptido tensioactivo pulmonar
mamifero o un imitador del mismo sustancialmente no inmunégeno en seres humanos; y,

unida covalentemente a dicho agente,

un farmaco pulmonar activo que se une a una diana unida a una superficie extracelular o celular accesible
para la interfaz pulmonar/gaseosa, en la que el farmaco pulmonar activo se selecciona entre: un inhibidor
de la elastasa, un corticosteroide, un broncodilatador, un antibiético, y un agente quimioterapéutico.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el agente comprende un polipéptido tensioactivo
pulmonar humano, un tensioactivo pulmonar no humano, por ejemplo un polipéptido tensioactivo pulmonar porcino o
bovino, o peptidomimético que comprende mutante de deleciébn o sustitucion aminoacidica de un polipéptido
tensioactivo pulmonar mamifero, o una fraccion del mismo.

3. La composicion de la reivindicacion 1, en la que el agente comprende una porcion sintética o
producida de forma recombinante del componente polipeptidico de un resto tensioactivo pulmonar mamifero.

4. La composicion de la reivindicacién 3, en la que el agente comprende al menos una porcion de SP-A,
SP-B, SP-C, SP-D, o una mezcla de los mismos, por ejemplo el fragmento de 25 aminoéacidos del extremo N de SP-
B.

5. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende adicionalmente
un lipido.
6. La composicion de la reivindicacion 1, en la que dicho agente comprende, 0 se obtiene a partir de, un

tensioactivo pulmonar mamifero recogido de los pulmones de un mamifero.

7. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que el farmaco pulmonar activo es un
corticosteroide seleccionado entre: betametasona, budesonida, cortisona, dexametasona, hidrocortisona,
metilprednisolona, prednisolona, prednisona y triamcinolona.

8. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que farmaco pulmonar activo es un
broncodilatador seleccionado entre: salbutamol, albuterol, terbutalina, fenoterol, bromhidrato de fenoterol, rimiterol,
reproterol, pirbuterol, isoprenalina, orciprenalina, bitolterol, broxaterol, salmeterol, xinafoato de salmeterol, formoterol,
fumarato de formoterol, clenbuterol, procaterol, ipratropio, bromuro de ipratropio, tiotropio, bromuro de tiotropio
monohidrato, aminofilina, iorciprenalina, oxtrifilina, sulfato de terbutalina y teofilina.

9. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que el farmaco pulmonar activo es un
antibidtico seleccionado entre: amoxicilina, ampicilina, bacampicilina, carbenicilina, carbenicilina indanilo,
mezlocilina, piperacilina, ticarcilina, antoxiciclina-acido clavulanico, ampicilina-sulbactama, bencilpenicilina,
cloxacilina, dicloxacilina, fenoximetilpenicilina, carbenicilina, meticilina, oxacilina, penicilina G (benzatina, potasio,
procaina), penicilina V, propicilina, epicilina, ciclacilina, piperacilina y tazobactama, ticarcilina y &cido clavulanico,
naficilina, cefadroxilo, cefazolina, cefalexina, cefalotina, cefapirina, cefradina, cefaclor, cefamandol, cefoicida,
ceforanida, cefoxitina, cefprozilo, ceftmetazol, cefuroxima, cefuoxima axetilo, loracarbef, cefdinir, ceftibuteno,
cefditoren, cefatamet, cefoperazona, cefixima, cefotaxima, cefpodoxima, ceftazidima, ceftibuteno, ceftizoxima,
ceftriaxona, cefepima, azitromicina, claritromicina, clindamicina, diritromicina, eritromicina, lincomicina, telitromicina,
troleandomicina, aztreonam, doripenem, imipenem-cilastatina, meropenem, amikacina, sulfato de amikacina,
gentamicina, sulfato de genatmicina, kanamicina, metilmicina, neomicina, netilmicina, estreptomicina, tobramicina,
paromicina, dalbavancina, oritavancina, telavancina, teicoplanina, vancomicina, demeclociclina, doxiciclina,
metaciclina, minociclina, oxitetraciclina, tetraciclina, cloretraciclina, linezolid, quinoprisitina y dalfopristina, mafenida,
sulfadiazina de plata, sulfacetamida, sulfadiazina, sulfametoxazol, sulfasalazina, sulfanilamida, sulfisoxazol,
trimetoprima-sulfametoxazol, sulfametizol, bacitracina, cloramfenicol, colistimetato, fosfomicina, isoniazida,
metenamina, metronidazol, mupirocina, nitrofurantoina, nitrofurazona, novobiocina, polimixina B, espectinomicina,
trimetoprima, colistina, cicloserina, capreomicina, pirazinamida, acido para-aminosalicilico, etilsuccinato de
eritromicina mas sulfisoxazol, y tigeciclina.

10. La composicion de cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en la que el farmaco pulmonar activo es un
agente quimioterapéutico seleccionado entre: agentes alquilantes, antiestrogenos, aclarubicina, actinomicina D,
aldesleukina, aleantuzumab, alitretinoina, allopurinol, altretamina, amifostina, anastrozol, asparaginasa, bexaroteno,
bisantreno, bleomicina, busulfan, BCNU (carmustina), calusterona, capecitabina, carboplatino, celecoxib,
clorambucilo, cisplatino, cladribina, ciclofosfamida, inhibidor de la ciclooxigenasa-2, citarabina, CCNU (lomustina),
dacarbazina, daunorrubicina, daunomicina, denileucina diftitox, dexrazoxano, diaziquona, docetaxel, doxorrubicina,
epirrubicina, epoetina alfa, esorrubicina, estramustina, etopdsido (VP-16), exemestano, Filgrastim, floxuridina,
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fludarabina, 5-fluorouracilo, fulvestrant, galactitol, gemcitabina, gemtuzumab, acetato de goserelina, hidroxiurea,
ibritumomab tiuxetan, idarrubicina, ifosfamida, imatinib mesilato, interferén alfa, interferon gamma, iriniotecano,
iroplatino, letrozol, leucovorina, levamisol, lonidamina, acetato de megrestrol, melfalan, mercaptopurina, mesna,
metotrexato, metoxsaleno, mitomicina C, mitotano, mitoxantrona, mitoguazona, fenpropionato de nandrolona,
Nofetumomab, mostaza nitrogenada, oprelvekina, oxaliplatino, paclitaxel, pamidronato, pegademasa, pegaspargasa,
pedfilgrastim, pentostatina, pipobroman, plicamicina, porfimero sédico, procarbazina, progestinas, prednimustina,
PCNU, quinacrina, rasburicasa, rituximab, sargramostim, estreptozocina, talco, tamoxifeno, temozolomida,
tenipdsido (VM-26), testolactona, tioguanina, tiotepa, topotecan, toremifeno, tositumomab, trastuzumab, tertrinoina,
mostaza de uracilo, valrubicina, vinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina y zoledronato.

11. La composicién de cualquiera de las reivindicaciones anteriores dispuesta en un dispositivo de
inhalacién para su uso por un paciente humano.

12. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1-11 para su uso en el tratamiento por
inhalacién de una enfermedad o afeccién del pulmén humano.

13. La composicion de la reivindicacion 12, en la que dicha composicion se administra una vez al dia,
cada dos dias, cada tres dias, cada cinco dias, o semanalmente.

14. La composicion de la reivindicacion 12 o 13, en la que dicha administracion reduce la biodisponibilidad
sistémica del farmaco con respecto a la administracién por inhalacién de un farmaco no conjugado.

15. La composicién de una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 14, en la que dicha administracién

aumenta el tiempo de residencia del farmaco en el pulmén con respecto a una administracion por inhalaciéon de un
farmaco no conjugado.
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Figura 1

A

1 ccaagcagct ggaggctctyg tgtgtgggtc gctgatttct tggagcctga aaagaaagta
61 acacagcagg gatgaggaca gatggtgtga gtcagtgaga gcagcgactg gacccagagc
121 catgtggctg tgccctctgg ccctcaacct catcttgatg gcagcocctctg gtgetgtgtg
181 cgaagtgaag gacgtttgtg ttggaagcce tggtatcecec ggcactcectg gatcacacgg
2471 cctgccaggce agggacggga gagatggtct caaaggagac cctggeccte caggocccat
301 gggtccacck ggagaaatgc catgtcctcece tggaaatbtgat gggckbgectg gagcccctgg
361 tatccctgga gagtgtggag agaaggggga gcctggogag aggggcecctce cagggcttcec
421 agctcatcta gatgaggagc tccaagccac actccacgac tttagacatc aaatcctgca
481 gacaagggga gccctcagtc tgeagggeoto cataatgaca gtaggagaga aggtottcte
541 cagcaatggg cagtccatca cttttgatgc cattcaggag gcatgtgcca gagcaggcgg
601 ccgcattgct gtcccaagga atccagagga aaatgaggec attgcaagcet tcgtgaagaa
661 gtacaacaca tatgcctatg taggcctgac tgagggbccce agecctggag acttcecogcta
721 ctcagacggg acccctgtaa actacaccaa ctggtacega ggggagecceg caggtegggg
781 aaaagagcag tgtgtggaga tgtacacaga tgggcagtgg aatgacagga actgoctgta
841 ctcccgactyg accatctgtg agttctgaga ggcatttagyg ccabtgggaca gggaggacgc
901 tctectggeck teggectoca toctgaggoclh ccacttggto tgbgagatge tagaactcococo
961 tttcaaca

(SEQ ID NO: 1)

B.
MWLCPLAINLILMAASGAVCEVKDVCVGSPGIPGTPGSHGLPGRDGRDGLKGDPGPPGPMGPPG
EMP CPPGNDGLPGAPGIPGECGEKGEPGERGP PGLPAHLDEELQATLHDFRHQILOTRGALSLQ
GSIMTVGEKVFSENGQSITFDAIQEACARAGGRIAVPRNPEENEATASFVKKYNTYAYVGLTEG
PSPGDFRYSDGTPVNY TNWYRGEPAGRGKEQCVEMY TDGQWNDRNCLY SRLTICEF

(SEQ D NO: 2)
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1 geccatggetg agtcacacct gcotgcagtgg chtgectgetgc tgctgceccac gcoctctgtgge
61 ccaggcacty ctgcctggac cacctcatcee ttggcoctgtg cccagggecce tgagttcetgg

121
181
241
301
361
421
4B
541
601
681
T21
781
841
901
981
1021
1081
1141
1201
126l
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981

tgccaaagec
tggggacaty
aacaagatgg
tgcaacgtcc
ttecceoocetgg
cbgggrotgl
ctgeccaaac
gtgetgeccy
caattcccca
gccatgattc
ctggtggcag
acgcetgetgy
gatgacagcyg
cacctctgea
gcaatgctce

gagcagcaca
tgeecaggece
gacctttgat
gggaccatgg
aagaagecctc
ggtggaccac
gacaccagag
gagctaetgea
cactgcttta
tcaaagatcg
catacagaac
agcaattccc
ccgggcaagc
ataaazaaggyg
cctagggtga
agctagggac
tcttttatga

(SEQ ID NO: 3)

B

MAESHLLOWLLLLLPTLCGPGTAAWTTSSLACAQGPEFWCOSLEQALQCRALCGHCLQEVWCHVG
ADDLCQECEDIVHILNKMAKEATFODTMRKFLEQECNVLPLKLLMPQCNQVLDDYFPLVIDYFQ
NQTDSNGICMHLGLCKSRQPEPEQEPGMSDPLPKPLRDPLPDPLLDKLVLPVLPGALQARPGPH
TEDLSEQQFPIPLPYCWLCRALIKRIQAMIPKCALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYSVI
LLDTLLGRMLPOLVCRLVLRCSMDDSAGPRSPTGEWLPRDSECHLCMSVTTQAGNSSEQATEQA
MLOACVGSWLDREKCKQFVEQHTPQLLTLVPRGWCAHTTCQALGVCGTMSSPLOQCIHSPDL

(SEQ ID NO: 4)

C

tggagcaagc
tgggagccga
ccaaggagqc
tocecttgaa
tcatcgacta
gcaaatcccy
ctctgoggga
gggcceccteca
ttcetctoec
Ccaaggygtbygc
gcggcatctg
gccgeatget
ctggcccaag
tgtccgtgac
aggcctgtgt
cgecccagcet
tcggggtgtyg
gagaactcaqg
tgaccagget
agctcccaca
gggccococag
cccacttcca
gocctocacac
caggacagygyg
gattttacag
tctaaaagat
cagcgtagte
tttettecte
gtttetittt
ttectatttet
ccattcotgt
aaaaaaaaaa

MLPQLVCRLVLRCSM
(SEQ ID NO: 5)

attgcagtgce
tgacctatgc
cattttccag
gctygceteaty
cttcecagaac
gcagccagag
ccctcotgoca
g
ctattgctgg
gckbagetgtyg
ccagtgcctg
gccecagetyg
gtcgccgaca
cacceagged
tggetectgg

gegaggeet

gctgaccctg
tgggaccatg
ctgtccaget
ctteecectge
ccgecctect
ccetgtgteg
tcectetotgg
ctaccaacgac
yyttgaaget
ctacttgcaa
agacatcaga
aagggtggac
gagatgctct
gtcetttctgt
gctgtgattt
gtaatacaat
aaaaaaaaaa

agagccctag
caagagtgtyg
gacacgatga
cecccagtgea
cagactgact
ccagagcaqgg
gaccctctge
gggecteaca
ctctgcaggyg
gcagtggece
gctgageget
gtctgeogee
ggagaatggc
gggaacagca
ctggacaggy

gtgcccaggg
tccagecectce
gcaaaggaaa
tceetggeee
caccgeectt
gccttgtetg
tgtgaggcac
ct.cecaggge
gagceeuygeo
ttcaaaacte
aattgttaag
actgcacgcet
gectgettgay
aaggtggact
atctgctgaa
gtctgecacca
aaaaasaaaa

23

ggcattgoect
aggacatcgt
ggaagttcct
accaagtgct
caaacggcat
agccagggat
tggacaagct
cacaggatet
ctctgatcaa
aggtgtgccy
actccgtcat
tcgtectecyg
tgocgcgaga
gcgagcagge
aaaagtgcaa
gctgggatge
tccagtgtat
agccaagtga
tecgocagetg
ccteggeagt
tctcagctea
agcgagggca
tgggcteagg
tecavaccede
agaagaataa
ttaagctttt
ctggcatgat
agctattgct
tccagetttt
agctcagctg
atgctaataa
aaaaaa

acaggaagtc
cracatcett
ggagcaggag
tgacgactac
ctgtatgcac
gtcagaccce
cgtcctcococt
ctcogagcag
gcggatccaa
cgtggtacct
cctgoctcgac
gtgctccatg
cLctgagtgce
cataccacag
graatttgtg

ccacaccacc
ccacagcoec
gazgggctet
cecaggctgaa
cacttccact
accacagtct
gcatctggag
aaaaaccagc
cceceakgrac
aazatgggaa
tcaaaaaatc
gggatggcga
ttgttaagat
gattgaaagt
gggttgtgea
agtcctatte

FPIPLPYCWLCRALTIKRIQAMIPRKGALAVAVAQVCRVVPLVAGGICQCLAERYSVILLDTLLGR
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Figura 3

A.

1 cttatctecgg ctteogtttet ggagggccag gadcaaacag gettcaaage caagggettg
61 getggcacac agggogettg gtocttceace tetgtocect cteoctacgyg acacatataa
121 gaccctggte acacctggga gaggaggaga ggagacgcata gcacctgcag caagatggat
181 gtgggcagca aagaggtcct gatggagagc ccgccggact actccgcage tccecggggce
241 cgatttggca ttcectgeotg cccagtgcac ctgaaacgcec ttcttatcgt ggtggtggtg
301 gtgotectea tegtegtggt gattgtggga geocctgetea tgggtctcoca catgagecaqg
361 aaacacacgg agatggtbct ggagatgagc attggggcge cggaagcecca gcaacgcoctg
421 gccetgagtg agcacctggt taccactgce accttctceca tcggctecace tggectcegtg
481 gtgtatgact accagcagct gcectgatcgcco tacaagccag cccctggcac ctgctgctac
541 atcatgaaga tagctccaga gagcatcccoc agtcttgagg ctctcaatag aaaagtccac
601 aacttccaga tggaatgctc tctgcecaggcc aagcccgceag tgectacgte taagcectgggce
661 caggcagagg ggcgagabtgc aggctcagca coctceggag gggaccegge cttectggge
721 atggccgtga acacccetgtg tggegaggtg ceqetctact acatctagga cgectecqggt
781 gagecagggtc agbggaagec ccaacgggaa aggaaacgoc cogggceaaag ggtetitige
841 agcttttgca gacgggcaag aagctgecttco tgeccacace gcagggacaa accctggaga
901 aatgggagct tggggagaygyg alygggagbtgy gragagglygy cacccaggyyg ceogggaact
961 cctgccacaa cagaataaag cagcctgatt g

(SEQ ID NO: 6)

B.
MDVGSKEVLMESPPDYSAAPRGRFGIPCCPVHLKRLLIVVVVVVLIVVVIVGALLMGLHMSQKH
TEMVLEMSIGAPERQORLALSEHLVTTATFSIGSTGLVVYDYQQLLIAYKPAPGTCCYIMKIAD
ESIPSLEALNRKVHNFOMECSLQAKPAVPTSKLGQAEGRDAGSAPSGGDPAFLGMAVNTLCGEV
PLYYI

(SEQ ID NO: 7)

C.

FGI PCCPVHLKRLLIVVVVVVLIVVVIVGALLMGLHMSQKHTEMVLEMS IGAPEAQORLALSEH
LVTTATFSIGSTCLVVYDYQQLLIAYKPAPGTCCYIMKIAPESIPSLEALNRKVHNFQMECSLQ
AKPAVPTSKLCQAEGRDAGSAPSGGDPAFLCMAVNTLCGEVPLYYI (SEQ ID NO: §)
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Figura 4

Al
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1 agtttgcttg gagctectgg ggoctaacaa aaagaaacct gccatgctge tcttectect
61 ctetgcactg gtoctgcoctoa cacagcccct gggctacclbg gaagcagaaa tgaagaccta

121 ctcecacaga acaatgccca
181 cclLgcctggt cgegatggac
241 aggtttgecca ggagctgcag
301 caaaggggac aatggctctg
361 acctccagga ccbeoecoggty
421 ggggaacata ggacctcagyg
481 agtaggtgcc ccaggcatgce
541 agagcgaggt gtccctgotg
601 tggagccatg ggtcocccagg
661 caaaggcatt cctggagaca
721 tctgaggcag caggttgagg
781 tcagtataag aaagrtgagc
841 gacagcaggc tttgtaaaac
901 acagdgttyggoce tcetecacget
961 taagaacgag gctgctttee

gtgcttgecac
gggatgggag
ggcaagcagg
ttggagaace
Ltgecectggtee
geaagecagy
agggctcggce
agcgtggagt
gaagtocagg
aaggagcaaa
ccttacaggyg
tctteccaaa
catttacgga
ctgeegectga
tgagcatgac

1021 ccccacagga gagtcooctgg tetattcocaa

1081 cgggtcagag gactgtatgg
1141 agaaaagcgt cttgtggtct

agatcttecac
gcegagttcetg

1201 gcccaggagt ttggocagaa grtoaaggctt
1261 aaggtgacca teotqtqocgg gaaaaaaaaa

(SEQ ID NO: 6)

B

MLLFLLSALVLLTQPLGYLEAEMKTYSHRTMPSACTLYVMCSSVESGLPGRDGRDGREGPRGEKG
DPGLPGAAGQAGMPGQAGPVGPKGDNGSVGEPGPKGDTGPSGPPGPPGVPGPAGREGPLGKOGN
IGPQGKPGPKGEAGPKGEVGAPGMQGSAGARGLAGPKGERGVPGERGVPGNTGAAGSAGAMGPQ
GSPGARGPPGLKGDKGIPGDRKGAKGESGLPDVASLRQOVEALQGOVOHLOAAFSCYKKVELFPH
GQSVGEKIFKTAGFVRKPFTEAQLLCTQAGGQLASPRSAAENAALQQOLVVAKNEAAFLSMTDSKT

cctggtcatg
agagggcoct
gatgcctgga
tggaccaaag
agctggaaga
cccaaaagga
aggggcaaga
ccectggaaac
tgcoagggga
gggagaaagt
acaagtacag
tggccaaagt
ggcacagcekyg
gaatgcocgcec
tgattccaag

tgtagctcag
¢ggggcgaga
caagctggec
ggagacactg
gaaggtcecc
gaagetgggc
ggcctocgeag
acaggggcag
ccccogyggat
gggcttceag
cacctccagg
gteggoggaga
ctgtgcacac
ttgcaacagc
acagagggca

tggagagtgg
agggggaccc
cagttgggcce
ggccaagtgg
tggggaagca
coazaggaga
geectaaggg
cagggtcotge
tgaaggggga
atgttgctte
ctgctttcte
agablbilcaa
aggctggtgg
tggtcgtagce
agttcaccta

ctgggeorca ggggagecoa acgatgatyg
caatggcaag tggaatgaca gggcettgtgg
agccaactgg ggtgggtggy geagtgsttg
agaccctcat gcetgccaata tcctaataza

daaazaaaaa

EGKFTYPTGESLVYSNWAPGEPNDDGGSEDCVEIFTNGKWNDRACGEKRLVVCEE

(SEQ ID NO: 10)

C.

AZMKTYSHRT MPSACTLVMC SSVESGLPGR

GSVGEPGPKG DTGPSGPPGP PGVPGPAGRE GPLGKQ

LAGPKGERGY PGERGVPGNT GAAGSAGAMG
VEALQGQVQH LQAAFSQYKK VELFPNGQSV
QOLVVAKNEA AFLSMTDSKT EGKFTYPTGE

VVCEF
(SEQIDNO: 11)

PQGSPGARGP
GEXKIFKTAGF
SLVYSNWAPG

25

DGRDGREGPR GEKGDPGLPG AAGQAGMPGQ AGPVGPKGDN
GNIG PQOGKPGPKGE AGPKGEVGAP GMQGSAGARG
PGLEKGDKGIP GDKGAKGESG LFDVASLRQQ
VKPFTEAQLL CTOAGGQLAS PRSAAENAAL
EPNDDGGSED CVEIFTNGKW NDRACGEKRL



Figurab

A
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1 ggctatggag gcagggageca tgggetgtgt teogtgcagga ggagctgetg gagcaggcege

61 catgctgctg tgeotctttga cccttaccct ccteotggatg gtggcttetg gectogagtg

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1221
1981

cgatgtcaag
cctgccagga
gggcceecect
cetcectgga
agcatatcta
gtcacagggce
taccaatggg
acatattgct
gtacaacact
cctggatgga
taaagagaag
gtaccgactyg
ctatctttce
attcecttgt
tgactccteoe
cactcttgge
tttettgteeo
cleccacagea
gcttgcecccag
tgggaaattt
ctgtggggag
atgatggaag
gggtgtcage
ctygcctyclty
tgtcacacca
agacatatga
tatacaagga
gaaqcaattg
zattacctet
dadddddaddda
aaaaaaaaaa
zaaaaaaaaa

(SEQ ID NO: 12)

B

gaagtttgtc
agagatggga
ggaggaatgc
gagegtggag

gatgaagagc
gtcctecgtt
cagtcagtea
geccocegagga
tatgcttacc
geccctgtga
tgtgtagaaa
gecatetgtg
ttttagecte
ggctatcaga
cecaatgatca
agccactcta
agttecttta
cracactgece
cctcatcaag
cacatgtgtyg
gcatcttgtt
ccaacttatt
caacacctet
atgaacacat
ccgtttattg
tttaatctte
cactgaaatt
gcagaggcetg
celtetecatt
aaaaaaaata
aaaaaaaaaa
aaaaszaaaaa

ttggaagcce
gagatggtat
caggcectece
aaaagggaga

tccagggcac
tgcaggggte
attttgatge
gtccagayga
tgggcctggt
attataccaa
tatacacaga
agttctgage
catecctgggg
attgaaggca
ctaatcagtc
actttgceoct
tttatagatg
Lacttecclgy
atttagcagt
gagctaagga
aggctctoca
cctagtgatt
aaggaagatg
tccccaccle
agcacatact
acacagtgtc
tagagaagtt
gtttcaaace
gaacagagat
ddddddddaa
Aasaaaaanaa
asaaaaaaaa

tggcattcct
caaaggagac
tgggcgtgat
gcctggegag
actccatgag
cgtgetggeyg
cattaaagag
gaatgaagecc
cgaaggcccc
ttggtaccca
tggtcagtgg
aggcaccaaa
atccacctgg
ctcttgagea
tgactcceece
tctgcaagag
geaacagtaa
cceecectota
gctgctcaag
tacatttggg
tgaagtcaga
ggcaggtatt
tcacccecac
ttcagaaatc
atataccaag
atgggatgag
aaatgttttg
catctacctyg
gattcacgtg
ddcdddddada
aasaaaaaaa
aasaaaaaaa

ggcactcectg
cctgggecte
gggatgactg
agaggteccte
atcagacatc
gtgggagaga
ttatgtgcea
attgtgagca
accgctggag
ggggagccca
aatgacaaga
gccacaggat
tctatgaate
ctccactcect
agaacecectt
acagaggttt
ggtectgaga
ctcbgteottt
cacaatgata
tttatctatc
gggccaggtyg
atceacttee
catagacatt
aglgaggagt
caccgtgaca
catcattttc
catttttttt
gacctaaage
taatacatca
dddddaddadd

sdaaaaaaaaa’

aaaaaaaaaa

gatcccatgg
caggecccat
gageccctgg
cagggtttee

aagtcctgca
aggtcttecte
gagtaggtgg
tecgtgaagaa
acttctatta
ggcgecgggy
actgcctgca
ggacacagte
agotgcetata
ggctggatce
ctecagcattg
cttzeetect
tgaaggttce
geagctcack
gatgtacttc
aacctgagat
agtgectecage
ttgagtctta
acccaagtac
tcacgctect
tgcacttcta
cccaatcttt
cttttaacat
ttgrgcteat
tgaatgtgtt
ddadddddad
azaaaaaaaa
aszaaaaa

MLLCSLTLTLLWMVASGLECDVKEVCLGSPGIPGTPGSHGLPGRDGRDGIKGDPGPPGPMGPPG
GMPGLPGRDGMTGAPGLPGERGEKGEPGERGPPGFPAYLDEELQGTLHEIRHQVLOSQGVLRLQ
GSVLAVGEKVFSTNGQSVNFDAIKELCARVGGHTAAPRSPEENEAIVSIVKKYNTYAYLGLVEG

PTAGDFYYLDGAPVNYTNWYPGEPRCRCKEKCVEIYTDCQWNDEKNCLOYRLAICEF
(SEQ ID NO: 13)
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A
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1 ggtcecaggcet gtggaggtgc catggccaag tcacacctge ttcecatgget tcetgetgetg
61 cccatactcet gtggtcoecggg cactgctgct gogatcacet attccctggce ctgtgccecag

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
g01
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441

ggeecoegagl
tgcetgeagg
atctceceogeco
tttctggagc
ctgetggaca
ttcatctgte
gagccatggg
gccaagectg
tactgectgge
ctggccatga
cagtgcetgg
ceecagetgg
ctcecctgece
tgcatgtttg
cgccaggect

aacgcgcccc
gccctgggga
tgatgagaat
tgaggggtgg
ggccacctge
gatgggacct
gagggagaat
caatecactet

tctggtgtea
aagtctgggg
tcctecaccaa
aggagtgcga
cctatttcce
agcacgtggg
gcectetget
ggcctcagac
tctgeeggac
ctgtggceca
ttgagecgcta
tctgcggect.:
tggggtcegt
tgaccaccca
geectgggeac

ggctgcagac
catgtgcgge
gcacagccat
ccaaggccte

acatcccacc
tgtcgtggec
cctgtgcteg
getaacgett

aagtoctggag
acatgtggaa
gatggccaag
tgtcectteocg
tetgateatt
cctatgcaag
ggacaagctg
acaggaccte
tctgatcaaa
ggtgtgccac
cteggteate
cgtectecyy
gcctggagaa
ggcaggygaac
ctggctggac
tckgglgleo
tcecgtteagt
ggcagectgg
gtctteotgga
agtgccagcce
ccccagtect
cgtcactcec
tcacaaaatt
dddddddadd

caagcattgc
gcecgatgacc
gaggccattt
ctgaaactgt
gagcacttec
cccaggcace
gccctcoeeo
tetgageage
cggatcecagg
gtggtcecceec
ctecctggaca
tgctccagtyg
tggctgecac
agcagtgagc
aggcaaaagt
agtggctggy
ccteteocagt
aaccagaggce
caaggaatgc
caactctcac
tctctaagte
atctccatgt
aagaattcgyg
aaaaaaadaas

agtgcagagc
tgtgccagga
tccaggactce
tggcgceccect
agagccatat
cagagccagyg
tgctgecagg
tgttececat
ctgtgattcec
tgetggtggg
cgctgctagyg
aggacagcege
aagactctga
aggeccacgcece
gtgagcggtt

atgcccacat
gtgtccacag
actteccgtee
agatggggct

cacacecccea
ctggcatcaa
gcatgagatg
dagaataaaa
aaaasaaaaa

cctagggoac
atgtgagaac
agtgcgcaaa
gtgtecgecac
gaacccgaag
gaaggggcca
ggtcccecag
tceccatecee
caagggtgtt
cggeatetge
ccgecatgetg
tggccecagee
ctgccagcte
acaggcaatyg
cgtggaggag
ggcctgooag
cceceactte
actttgggag
tccggeccag
geactgggee
gaggacagcg
ctagcttktta

gtgggaacag
aaaaaaaaaa

1501 asagtcccag
1567 aaaaaaaaaa

(SEQ ID NO: 14)

dddagacaaa

aaaaaaaaaa a

B.
MAKSHLLPWLLLLPILCGPGTAAALTYSLACAQGPEFWCQSLEQALOCRALGHCLOEVWGHVEA
DDLCQECENISRLLTKMAKEATFQDSVRKFLEQECDVLPLKLLAPLCRHLLDTYFPLITEHFOS
HMNPKFICOHVGLCKPRHPEPGKGPEPWGPLLDKLAL PLLPGVPQAKPGPQTQDLSEQLFPTPT
PYCWLCRTLIKRICAVIPKGVLAMTVACVCHVVELLVGGICQCLVERYSVILLDTLLGRMLPQL
VCGLVLRCSSEDSAGPALPALGSVPGEWLPCDSDCQLCMFVTTQAGNSSEQATPQAMRQACLGT
WLDRQKCERFVEENAPRLQTLVSSGWDAHMACQALGTCAAPFSPLQCVHSPHE

(SEQ ID NO: 15)

27



ES 2 562 806 T3
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A.

1 atggatgtgg gcagcaaaga ggtcttgatg gagagccecgce cggactacac agcagtcocct
61 gggggccggce tcoctcatcee ttgcectgtceccc gtgaacatca aacgecttcect catcgtggtc
121 gtggttgtgg tcettgtigt cgtggtgatc gtaggggccc tgctcatggg ccttcacatg
181 agccagaaac atacagagat ggttctagag atgagcatca caggcccaga agcacagcaa
241 cgectggece tgagtgageg tgtgggaace actgccactt tetecattgg ctecactgge
301 actgtggttt atgactacca gcggctcctg attgectaca agccagccec cggaacctge
361 tgctacatca tgaagatgge tccgcagaac atcccaagte tegaggetct caccagaaaa
421 ttgcagaact tccaggccaa gococcaagtg ccttoctega agetgggcoca ggagcagggce
481 catgacgceceyg getcagcatt ctoctggggac ctggcecttec tgggcaggac cgtgagcacc
541 ctgtgtggcg aggtgccccoct gtactacacc taggactggt cagggcctca ggaagccecca
601 gagggacagc ggagatccag gagcaaaggyg tettgtgeag actggcagga agcagatcect
661 gtcgacacca ctgggactgg ccctgcagaa atgggactgt ggggggaggt gggcagagga
721 gaag

(SEQ ID NO: 16)

B.

MDVGSKEVLMESPPDYTAVPGGRLLIPCCPVNIKRLLIVVVVVVLVVVV IVGALLMGLHMSOKH
TEMVLEMSITGPEAQORLALSERVGTTATFSIGSTGTVVYDYQRLLIAYKPAPGTCCYIMKMAP
ONIPSLEALTRKLONFQAKPQVPSSKLGREQGHDAGSAFSGDLAFLGRTVSTLCGEVRPLY YT
(SEQID NO: 17)
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1 aattccgggt gctatagttyg ctbcctgtay gactycagac tccagtacta gtctgtceccag
61 agcaacaagt gataggaaac aagccagcat tgtaagagga catgcttcectc ctcecetctet

121
181
241
301
36l
421
481
541
601
‘661
721
781
841
0L
961
1021
1081
1141
1201
1281
1321
1381
1441

ccgtgetgcet
cccagasaaac
tgcectggteg
gttcaccagg
aaggagacaa
ctccaggtat
gacctccagg
caggcattea
agcccggage
ggccitcagyg
gaggagcaaa
tcttagaggg
tettccctaa
cgtttcagga
ctggagcetga
tgagcatgag
tctattccaa
agacctttce
gcgagttctyg
gggtcggggg
agtgacccte
ctectatgga
aaaaaccgga

(SEQ 1D NO: 18)

B

MLLLPLSVLLLLTQPWRSLGAEMKIYSQKTMANACTLVMCSPPEDGLPGRDGRDGREGPRGEKG
DPGSPGPAGRAGMPGPAGPIGLKGDNGSAGEPGPKCDTGPPGPPGMPGPAGREGPSGKOGSMGP
PGTPGPKGDTGPKGGVGAPGIQGSPGPAGLKGERGAPGEPGAPGRAGAPGPAGAIGPQGPSGAR
GPPGLKGDRGTPGERGAKGESGLAEVNALRQRVGILEGQLORLONAFSQYKKAMLEFENGRSVGE
KIFKTVGSEKTFODAQQICTQAGGQLEPSPRSGAENEALTQLATAQNKAAFLSMSDTRKEGTFIY

cctgcteaca
aatggccaac
tgatggacga
acctgcagga
tggctectget
gcctggacca
cacaccaggc
gggctaccca
ccctggacgt
tgccaggggce
gggggagagt
acaactacaa
tggceggagt
tgcccageag
aaacgaggec
cgacaccagg
ctgggccccee
caatggcaag
agctecetect
ggg9ggatggg

tactggccagy

atacatcecccet
attc

cagccctgga
geetotacce
gatgggagag
cgagcaggaa
ggagaacccyg
gctggaagag
cccaaaggag
ggccctgcag
gctggggeac
cccocaggac
gggcttgeag
cggctccaga
gtceggggaga
atcrocacac
rtgactcage

gatcectggg
tggtcatgtg
aaggcccccyg
tgoetggace
gaccaaaggqg
agggccecte
acactgggec
gtctcaaagg
cagggcctgc
tgaagggaga
aggtcaatgce
atgccticte
agatctttaa
aggctqggagy
tggccacage

aaggagggta ctttcatcta
caggagcececa acaalygalgy
Lggaatgaca aagtcltgcgg
gcacacacac acacacatag
cagtgcccag agcetgeattt
ggottctoca cagagccaca

cagaataaag

tttgaaacty

agcagaaatg
tagcceecoeyg
gg9gg9gagaag
agctggecct
agacactgga
agggaagcag
caaaggagga
agagagaggt
tggagccata
cagaggtact
tetcaggeag
tcagtataag
gacggtaggc
acagttgcce
ccagaacaag
ccccacggag
cygeleagay
agagcagcge
tgtgtgtgtt
ttccagtgtt
ggataaggcc
gcttcacaca

PTGEPLVYSNWAPQEPNNDGGSENCVEIFPNGKWNDKVCGEQRLVICEF
(SEQ ID NO: 19)

29

aagatctatt
gagyatggtt
ggagatccag
attgggctga
ccacctggyge
gggagcatgg
gtgggtgccce
gceccctggtyg
ggtccacagyg
cectggagaaa
cgggtgggaa
aaagcgatge
tctgaaasaa
tocecccacgtt
gotgatttoe
gagcecetgg
aactgltygtyy
ctcgtgatet
9999cggtgg
tgaataaaat
agaggcaggg
aaaaaaaaaa
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Figura 9

A

1 tggcagtggg agagaaggtce ttcetccacca atgggcagte agtcegctttt gatgtcatta
61 gagagttgtyg tgccagagca ggtggacgca tcgetgcecec aaggagtcca gaggagaatg
121 aggccattygc aagcattgtg aagaaacaca acacttatgce ttacctcegge ctggttgagg
181 gccecactge tggagacttc ttctacttgg atggaaccce tgtgaattac accaactggt
241 acccagggga acccaggggt cggggcaaag agaagtgtgt ggagatgtac acagatggcc
30> agtggaatga caggaactgc cagcagtacc gactggccat atgtgagttt tga

(SEQ ID NO: 20)

B.
AVGEKVFSTNGOSVAFDVIRELCARAGGRIAAPRSPEENEAIASIVKKHNTYAYLGLVEGPTAG
DEFFYLDGTPVNYTNWYPGEPRGRGKEKCVEMYTDGQWNDRNCQQYRLAICEF

(SEQ ID NO: 21)

Figura 10

A

1 ctttcecgetg gtcgtbgatc acttccagag ccaaatgaac ctgaaggcca tctgcaagea
61 cttgoggccectg tgcaaacctg agcatccaga gocaggecag gggcecagage tgacaggete
121 tctgectggac aagctggccc tceccccocctgct gcocccgraggc ctcoccaggcga ggcctgggoco
181 tkcagacacag gatctctcca agcagaaghtt ccccattect cttcecccttet getogctetg
241 caqg

(SEQ ID NO: 22)

B.
FPLVVDHFQSOMNLKAICKHLGLCKPEHPEPGQGPELTGSLLDKLALPLLPAGLQARPGPQTQD
LSKQKFPIPLPFCWLCR

(SEQ ID NO: 23)
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Figura 11

A,

1 ctctcecctec tggtgcatat aagaccctgg tcacacttgg ggatgagcag gggaaggtgce
61 ctacagcaag atggatgtag gcagcaaaga agtcctgatg gagagccege cggactacte
121 agcagtccca gggggccggc tccgcatccc ctgetgtoct gtgaacctca aacgecttcet
181 tgtcgtggtce gtggtggtgyg ttcttgtegt cgtggtgatt gtaggggcoccce tgctcatggg
241 tcttcacatg agccagaaac atactgagat ggtcctagag atgagcctcg cagggccaga
301 agcccagcaa cgectggccc tgagtgagca tgtgggaacc actgccacct toctccattgg
361 ctctagtyggce aatgtggtct atgactacca gcggetcecoctyg attgoctaca agccagceoce
421 gggaacctge tgetatgtca tgaagatgtc tccgcagagt atgecgagte ttgaggetcet
481 caccaaaaaa ttcecagaact tccaggccaa gccctcgacg cctacctcta agetgggeca
541 ggaggagggc cgkgtcgctg gctcagcacc ctccggggac ctggccttco tgggcagcac
601 catgagcacc ctgtgtggcg aagtgcccct cttgtacatc taggaaacat cagggcctca
661 ggaagccecceca agaggacagce aaagatcocag gagcaaagag tcttgtgcag actcacagga
721 agccgcettct gggacaccac ggggactggc ccoctggagaaa tgggagetgt ggggagaggt
781 gggcagagga gaagcagctg ttaggggccc gggggcttct accaccaaag aataaagcag
841 cctgattgaa aaasaaaaaa aaaaaaa

(SEQ ID NO: 24)

B.

MDVGSKEVLMESPPDYSAVPGGRLRT PCCPVNLKRLLVVVVVVVLVVVVIVGALLMGLHMSQKH
TEMVLEMSLAGPEAQQORLALSEHVGTTATFSIGSSGNVVYDYQORLLIAYKPAPGTCCYVMKMSP
QESMPSLEALTKKFONFQAKPSTPTSKLGOEEGRVAGSAPSGDLAFLGSTMSTLCGEVPLLY T
(SEQID NO: 25) .
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1 cgagtttgee tggagattct gagetcotaga ggacgcaact gacatgettc toctcectet
61 ctccgtgetg atcctgetea cacagcoeccoe gaggtcactg ggagcagaaa tgaagaccta

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
8§41
501
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

ttcccagaga
cctgectggt
aggtttgcca
caaaggggac
gccteocagga
ggggaacata
agtgggtgcce
agagagaggt
tggagccacyg
cagaggtcct
tctgaggcaa
tcagtataag
gacgggaggc
acagatggcece
tcagaataag

ccccacgggg
tggcagcage
ggcctgcgga
ggtgtccaga
gcttoctecac
cagaataaag

aaaaa

(SEQ ID NO: 26)

B

MLLLPLSVLILLTQPPRSLGAEMKTYSCRAVANACALVMCS PMENGTL.PGRDGRDGREGPRGEKG
DPGLPGAVGRAGCMPGLAGPVGPKGDNGS TGEPGAKGDIGPCGPPGPPGI PGPAGKEGPSGQQGN
IGPPGTPGPKGETGPKGEVGALGMOGSTGARGPAGLKGERGAPGERGAPGSAGAAGPAGATGPQ
GPSCARGPPGLKGDRGPPGERGAKGESCGLPGITALRQQVETLOGOVORLOKAFSQYKKVETL FPN
GRGVGEKIFKTGGFEKTFQDAQQVCTQAGGOMASPRSETENEALSQLVTAQNKAAFLSMTDIXKT

gcagtggceca
cgtgatggtce
ggagctgtag
aacggctcta
cctecaggta
ggacctecag
ctgggcatge
gcceceggtyg
ggccctcagg
cctggagaaa
caggtggaga
aaagtggagc
tttgaaaaga
Lcececacget
gctgctttee
gagccecctgg
ggagcagaga
gaactgcgceco
gctgtgtgct
agagccgtgyg
tacgaaactyg

acgcctgege
gggatgggag
ggcgagegygg
ctggagaacce
tacctggtec
gcacaccagg
agggctctac
agcgtggage
gccettecagg
gaggagccaa
cettacagygyg
tcttccccaa
ctitiltcagga
ctgagactga
tgagcatgac
tctatgeccaa
actgtgtgga
tegtgateta
accaacgtcc
gacgaggcca
gcctcacaaa

cctggtcatg
agagggcect
gatgcctgga
cggagcaaag
agccggaaaa
ccocaaagga
aggggcaaga
ccctggaagt
tgecagggge
gggagagagt
gcaggtacaa
tggccgaggt
tyctcageag
gaacgaggcc
tgacatcaag
ctgggccect
gatectttece
cgagttetga
caataaatag
gaaggtaggg
aaaaaaaaaa

tgtagcceca
cggggcgaga
ctggetggee
ggagacattg
gaaggtcect
gagactgggc
ggccecctgcag
gctggggceag
cceccaggac
ggactcccag
cgcctcocaga
gtecggggaga
gtatgcacac
ttgagccagce
acggagggca
ggggagcececd
aatggcaagt
gcccctgggg
gtgaccttct
agcctatgga
aaaaaaaaaa

tggagaatgg
agggggatce
cagttgggee
gaccatgcgg
cagggcagca
ccaaaggaga
gtcttaaagyg
cagggecctge
tgaaagggga
gcatcactge
aggccttectce
agatcttcaa
aggcegggygy
tggtcacagc
atttcaccta
acaacaatgg
ggaatgacaa
agggaggggc
gctggecagg
acgccteect
adaaaaaaaa

EGNFTYPTGEPLVYANWAPGEPNNNGGSSGAENCVEIFPNGKWNDKACGELRLVICEF
(SEQID NO: 27)
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1 agcatgggct gtgttegtge aggaggagcc gotggagcag gegcoccatget getgtgetcet
61 ttgaccctta tgctectctg gatggtgget tectggccteg agtgcgacac aaaggaagtit

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861

tgtcttggaa
gggagagatg
atgccaggcc
ggagaaaagg
gagctccagg
attttgcagg
ctcaattttg
aggagtccgg
tacctggggce
gtgaattata
gagatataca
tgtgagttct
cctcecatecect
cagaagtgaa
atcactaatc
tctaactttg
tttatttata
tgggtgcetyg
catcaagatt
acatgtggag
tcttgttagg
atttattect
cgectetaag
aacacattce
tttattgage
gatttaatct
aacgctgaaa
ggcagaggct
acctcactga
daaaaaaaaa

(SEQ ID NO: 28)

B

gccctggcat
gtatcaaagg
tccctgggeg
gagagcctgg
gcagcactcea
ggtccatget
atgceattaa
aggagaatga
tggctgaagy
ccaactggta
cagatggtca
gagcaggcac
gggaatccac
ggcactcttyg
agtctgactc
ccetteoctgea
gatggcaaca
cttecetggee
tagcagttcet
ctaaggatac
ctctecatga
agtgattggce
gaagatctta
ccacctette
acatactata
tcacacagtg
tttagagaag
ggtttcaaac
acagagatga
aaaaaaaaaa

tcctggcact
agaccctggg
tgatgggatg
cgagagaggt
tgagatcaga
ggaagtggyga
agagttatgt
ggccattacce
ccecaccget
cccaggggag
gtggaatgac
caaagccaca
ctggtctatg
atcactccac
ccccagaacce
agagacagag
gtaaggtect
cectetacte
gctcaagcac
atttgggttt
agtcagaggy
aggtattatc
ccccocaccgt
agaactcagt
caccaa.gcac
tcatgggatg
ttaaatgttt
tcatctacclh
ttcaagtgta
aaaaaaaaaa

cccggatccc
cctecaggec
actggagccc
cctcocagggt
catcaagtcee
gagaaggtct
gccagagcag
agcatcgtga
ggagacttct
cccaggggcc
aagaactgcce
ggatggacag
gatcaggtge
tcctggatgg
ccttctcage

gtttctttce
gagatgaagg
tgtectttgea
aatgataggt
atctatcaac
tecaggtagtyg
cactteottyg
agacattacc
gaggagttca
cttgacatgc
agcattattt
tgagtrtctt
ggacctgaag
ataaatcatg

atggcctgcc
ccatgggecc
ctggcctccc
tteccagegta
tgcagtcaca
tctctaccaa
gtggacacat
agaagcacaa
attacctgga
ggggtaaaga
tgcagtaceg
agtcctatct
tataattcct
atcctaacte
attgractct

tcctcttctt
ttecectecat
gctcactget
ggacttctgg
ctgagatcta
ctecageatyg
agtettgggy
caagtaactg
caccacttgt
acttctaaaa
tccccaatct
tttttaaaca
cttgtgctca
actgtgttaa

daaaaqdaaaa a

MLLCSLTLMLLWMVASGLECDTKEVCLGSPGIPGTPGSHGLPGR
DGRDGIKGDPGPPGPMGPPGGMPGCLPGRDGMTGAPGLPGERGEKGEPGERGPPCGFPAY
LDEELOGTLHEIRHQVLOSQCVLILOGSMLEVGEKVFSTNGQSLNFDATKELCARAGG
HIAAPRSPEENEAITSIVKKHNTYAYLGLAEGPTAGDFYYLDGAPVNYTNWYPGEPRG
RGKEKCVEIYTDGQWNDKNCLQYRLAICEF
(SEQ ID NO: 29)

33

aggaagagat
ccetggagga
tggagaacgt
tctagatgaa
gggcgtecte
tgggcagtca
cgctgececa
cacttatgcet
tggagcccct
gaagtgtgta
actggccatce
ttectttecag
ttgtggctat
ctcceccaatg
tggcagccac
gtccagttec
agcaccacac
tgceccagect
gaaatttcac
tggggaggca
atggaggcca
tgtcagccag
cctgetgatyg
cacaccacca
catcttatgt
tttatataac
tgaagcaatt
taaccaccce
aaaaaaaaaa
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1 gccaagtcac gectgetgec gtggctgetg ctgetgeotge ceatgetetg tggtetggge
61 tctgcagctg tggggaccac ctactcecctg acctgtgeccc agggccccac attctggtgce

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
90L
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

caaaqtctgg
ggacatgegg
aagatggcca
gatgttctte
cctctgatca
ggcctratgea
ctggacaaga
acacaggacc
actctgatca
caggtgtgee
tactctgtca
ctcgtectee
ctgcctggag
caggcaggga

acctggcrtgyg
actctggtgt

actccgttea

atggcaggct
tcaaaccecge
cagcttyctg
cteacagacc
tgcectttect
ccategectg
gaggtgaccc
agagggaagc
ccaacatgaa

(SEQ ID NO: 30)

B

agcaagcttt
cagccgatga
aggaggccat
cgctgaaact
ttgaccactt
agoccaggea
tggecctoeco
tetcccagea
aacgaatcca
acgtggtece
tcectoctgga
ggtgctccag
aatggctgcce
acagcagtga
acaggcaaaa
ccageggctyg
gtecetcteca
gaactcaagg
tecacceoctcet
gcoetoecco
accctcectgca
gaaactcayg
actcoctecta
cttaggacayg
gccectbgaga
ggtcatgtat

gcagtgcaga
cctgtgceag
tttccaggac
cttggtgecece
ccagagccag
cccagagoca
cekygctgeca
geggtteoce
ggctgtgatt
cetgetggtyg
cacgctgcta
cgaggacagc
acaagactct
gcaggccatyg
gtgtgagcag
ggatgcccac
gtgtatcecac
ctectgaggg
gcecagaatce
agcccagagyg
tgcactgalc
ggacaccaga
cctgagacte
agtgggggtce
agagacctgg
tcaaaaaaaa

gecctaggge
gaatgtgaga
acagtgcgea
cagtgtogee
atgaacccga
gggaaggggc
gygygcectoe
atccctetec
cccaagggtg
ggegacatcet
ggccgcatgc
gctggocccag
gagtgccagce
ccacaggcaa
tttgtggagy
atggcctgee
agcceccact
cccecggeage
cccatggegt
gaagcttceg
ctecagtacca
cattgctcce
ctecctgtet
agaggcagac
caacttcaca
aaaaaaaaaa

actgcctgea
acatctcceg
aattcctgga
acctgctgga
agttcatctyg
cagagcecatg
aggccaagcc
ccttcectgotyg
tactggccat
gocagtgect
tgccccaget
ccetecctge
tctgcatgtt
tgegecagge
agcatgegece
aggecctgay
tctgatgaga
accatctega
tcagtgcecag
Lgcebgacca
aatgtgettg
caaagatgcc
ccetcaatgt
tccatgccayg
gttctgteca

ggaagtctgg
catceteace
gcaggagtge
cacctactte
tcagcatgtyg
gggtectetg
LgggcclLecayg
gctctgeoccgg
gactgtggecc
ggttgagcge
ggtctgcggce
cctggggtceco
tgtgaccact
ctgectggge
ccggetacag
gacatgtgcg
acgcacagcc
ctgtectote
gcceoggceteco
tggcetttcco
caccaagcco
aggaactcct
cactgggtca
gtgcctccgyg
gagcaagccc

AKSRLLPWLLLLLEMLCGLGSAAVGTTYSLTCAQGPTFWCQSLEQAT.QCRATLGHCLOEVWGHAE
ADDLCQECENISRILTKMAKEATIFODTVRKFLEQECDVLPLKLLVPQCRHLLDTYFPLIIDHFQ
SOMNPKFICOHVGLCKPRHPEPGKGPEPWGPLLDKMALPLLPGALCAKPGPQTODLSQQRFPIP
LPFCWLCRTLIKRIQAVIPKGVLAMTVAQVCHVVPLLVGGICQCLVERYSVILLDTLLGRMLEQ
LVCGLVLRCSSEDSAGPALPALGSLPGEWLPODSECQLCMFVTTQAGNS SEQAMPOAMRQACLG

TWLDRQKCEQFVEEHAPRLOTLVSSGWDAHMACQALGTCATPFSPLQCIHSPHF
(SEQ ID NO: 31)
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1l gtctacagca agatggabtgt gggcagcaaa gaggtcttga tggagagccc gccggactac
61 tcagcagtcc ccggaggccg gctccgecatc ccctgctgtc ccgtgaacat caaacgcett

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

ctcategtgg
ggtcticaca
gaagcacagc
ggctccackg
cccggaacct
ctcactagaa
caggagcagqg
accgtgagca
caggaagccce
gaagtggata
ggtgggcaga
gcatcctgat

ttgtggttgt
tgagccagaa
aacgectgge
gcactgtggt
gctgctacat
aattgccgaa
geegtgacge
ccctgtgtgg
caaagggaca
ctgtcgacac
ggagaagcag
tgcaaaaaaa

ggtccttgtc
acatacagag
cctgagtgag
gtatgactac
tatgaaggtg
cttccaggee
cggetcagea
cgaggtgccce
gtggagatcc
cactgggact
ttcectaggge
aaaaaaaaa

gtecgtggtga
atggttctag
cgtgtgggaa
cagcggceteco
gctcecgecaga
aagceccecag
ttetetggyy
ctgtactaca
aggagcaaag
ggccetggag
ccaagggggc

tegtaggage
agatgagcal
ccactgccac
tgattgccta
gcatcccaag
tgcettecte
acectggectt
cttaggactg
ggtcettgtge
aaatgggagc
tcectacecace

cetgeteatg
cgecaggeceg
tttctecate
caagccagcc
tctcgaggcet
gaagctggge
cctgggcagy
gtcagggcect
agattggcag
tgtggggaga
aaagattaaa

(SEQ ID NO: 32)

B.
MDVGSKEVLMESPPDYSAVPGGRLRI PCCPVNIKRLL IVVVVVVLVVVVIVGALLMGLEMSQKH
TEMVLEMSTAGPEAQORLALSERVGTTATFSIGSTGTVVYDYQRLLIAYKPAPGTCCYIMKVAP
QSIPSLEALTRKLPNFQAKPPVPSSKLGRQEQGRDAGSAFSGDLAFLGRTVSTLCGEVPLYYT
(SEQ ID NO: 33)

Figura 16

A.

1 ttccctgatg gccggagtgt cgggaagaag atctttaaga cggcaggcte tgaaaaaacyg
61 tttcaggatg cccagcaggb ctgcacacag gctggaggac agetgcccte cccacgttcet
121 gcagctgaga atgaggcttt gactcagctg gccacagccc agaacaagac tgctttcctg
181 agcatgaccg ataccaggaa ggagggtact ttcatctacc ccacggggga gcccctggte
241 tattccaact gggcccccca ggagcccaac aatgatggcg gcetcagagaa ctgtatggag
301 atc

(SEQ ID NO: 34)
B.
FPDCRSVCKKIFKTAGSEKTFQDAQQVCTOAGGQLPSPRSANENEALTQLATAQNKTAFLSMTD

TRKEGTFIYPTGEPLVYSNWAPQEPNNDGGSENCVET
(SEQ ID NO: 35)
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Figura 17
Residuos SP-B 1-25

H —Phe—Pre—!le —Pro—1 eu—Pro—Tyr—Cys—Trp=Leu—Cys—Arg—Ala—l eu—|le—Lys—Arg—| e —Gin—Ala—Mer—ile—Pro—Lys—Cly— OH
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Figura 17 Cont.
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Figura 18

Esquema General

CRZ-VAL-PRO-OH Bz, I"/N a) Oxid. Swern
HN BUOCO,C / NMM b b) HC(OE,
o © o N ) Cromatografia
d) H+

BZ. N CF |/ DMF
N csz‘
o H cinc activado
[8) N
H
o]

H,/Pd-C a) EDAC/4cido dicloroacético
(o Peryodinano de Dess-Martin)

b) H, / Pd-C

Fy CF,
(&) E‘ © o} ﬁ T

X=01,0 2CH2

T

Los compuestos finales serén aproximadamente mezclas 1:1 de epimeros
en el centro estereogénico o con respecto a la cetona carbonilo (segun
J. Med. Chem. 1997, 40(12), 1876).

Administrables

Ligando: 50 mg
Ligando + enlazador: 50 mg mas aprox. 0,5-1,0 g para la union a peptido.
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Figura 19
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