ES 2657445 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

i I .
= ESPANA
@NUmero de publicacion: 2 657 445
GDint. Ci.;
CO7K 7/64 (2006.01)

A61K 38/12 (2006.01)
A61K 38/19 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 05.03.2010  PCT/AT2010/000056
Fecha y nimero de publicacion internacional: 10.09.2010 WO10099556

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  05.03.2010 E 10709949 (1)

Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 15.11.2017  EP 2403519

Tl'tulo: Procedimiento parala prevencion y para el tratamiento de una hiperpermeabilidad

Prioridad: @ Titular/es:

05.03.2009 AT 3592009 APEPTICO FORSCHUNG UND ENTWICKLUNG
GMBH (100.0%)

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la Mariailferstrafte 136, Top 1.15

% i 1150 Wien , AT
traduccion de la patente:
05.03.2018 (™ Inventorfes:

FISCHER, BERNHARD y
LUCAS, RUDOLF

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 657445 T3

DESCRIPCION
Procedimiento para la prevencion y para el tratamiento de una hiperpermeabilidad

La presente invencion se refiere a un procedimiento para la prevencidon y para el tratamiento de una
hiperpermeabilidad en células endoteliales y células epiteliales.

Las células endoteliales y células epiteliales asumen funciones decisivas en todos los tejidos y érganos del cuerpo
humano y animal.

El endotelio se compone de una capa delgada de células endoteliales. La capa de células endoteliales forma, entre
otras, la superficie interior de los vasos sanguineos, tales como venas y capilares, y la barrera entre la sangre y la
pared exterior de los vasos sanguineos. Las células endoteliales recubren todo el sistema sanguineo, desde los
vasos sanguineos grandes hasta los capilares mas pequefios. Las células epiteliales forman capas celulares simples
o multicapa, las cuales cubren todas las superficies corporales interiores y exteriores de los 6rganos humanos y
animales. Las células epiteliales estan en una proximidad cercana entre si, y son ricas en contactos celulares. Para
las células epiteliales, puede hacerse una distincion en un lado exterior, apical, que esta orientado hacia el exterior o
la luz, y un lado basal. Ademas, las células epiteliales tienen un complejo de adhesién (complejo de unién), que se
compone de una zoénula ocluyente (union estrecha), zénula adherente (union adherente) y desmosoma (macula
adherente), que, por un lado, representa una barrera fisicoquimica y por otro lado, interconecta las células epiteliales
adyacentes.

Es extremadamente importante para la funcion fisioldgica de los d6rganos y organulos animales y humanos, la
integridad, en particular de las células y las capas celulares delimitantes. Si, por ejemplo, se produce una lesién de
las células endoteliales o una lesion del endotelio de los vasos sanguineos, el liquido puede escapar de los vasos
sanguineos y llevar a trastornos masivos en la vitalidad del organismo global.

Si, por ejemplo, se produce una lesion de las células epiteliales o una lesion del epitelio de los érganos, el liquido
tanto puede escapar de los o6rganos o el liquido puede penetrar, y de esta manera, dafiar gravemente la
funcionalidad de los 6rganos.

Mediante una lesion del endotelio y del epitelio puede producirse una denominada hiperpermeabilidad, es decir, un
paso descontrolado del liquido desde los vasos sanguineos y hasta los 6rganos y tejidos vitales.

Ademas de las causas mecanicas, una infeccién o el impacto de toxinas, puede llevar a una hiperpermeabilidad. Las
toxinas microbianas son moléculas formadoras de poros que se unen al colesterol, que se liberan por bacterias
Gram positivas. Debido al efecto de las toxinas, se generan en primer lugar poros en las membranas celulares y
luego macroporos. De esta manera, las capas celulares llegan a ser permeables para el liquido y las sustancias
contenidas en el mismo.

Toxinas conocidas son, entre otras, listeriolisina de Listeria monocytogenes o también de neumolisina de
Streptococcus pneumoniae. Estas toxinas pueden llevar a la formacion de moléculas de oxigeno reactivas en las
células. Las moléculas de oxigeno reactivas causadas por las toxinas llevan después a un dafio del endotelio y del
epitelio entre otras cosas, debido a que se dafia la funcién de barrera de las células.

Para la conservacion de la funcion de barrera de las capas de células endoteliales y capas de células epiteliales, las
células se interconectan por medio de fibras de proteina. Los constituyentes de tales fibras de proteina son, por
ejemplo, la cadena ligera de miosina. Sin embargo, debido a una fosforilacion de la cadena ligera de miosina, se
producen tensiones en las células y las conexiones célula-célula, asi como la formacién de espacios intercelulares,
mediante lo cual el liquido puede penetrar y también derramarse de manera descontrolada.

Un componente adicional en la regulacion de la funcidn de barrera de las células epiteliales y las células endoteliales
es la proteina quinasa C. Para las proteinas quinasa C, se conocen varias isoenzimas, por ejemplo, la proteina
quinasa alfa y zeta. Estas isoenzimas de la proteina quinasa C se activan por las moléculas de oxigeno reactivas,
peroxido de hidrogeno, toxinas microbianas, tales como neumolisina y listeriolisina y las proteinas de coronavirus
hidréfilas. Ademas, la proteina quinasa C activada lleva a una reduccion de la expresion del canal de sodio epitelial
(ENaC), que es responsable del transporte de sodio y liquido en las células epiteliales, y de esta manera, la proteina
quinasa C activada contribuye esencialmente al desarrollo de una hiperpermeabilidad.

Otras causas para el desarrollo de una hiperpermeabilidad en los pulmones son, por ejemplo, virus, tales como los
virus influenza, coronavirus asociados con el sindrome respiratorio agudo grave (SRAG-CoV) ("Severe Acute
Respiratory Syndrome-associated Coronavirus" o el virus sincitial respiratorio "Respiratory Syncytial Virus", que
pueden llevar a una hiperpermeabilidad del endotelio y epitelio, asi como a una neumonia atipica. Es sabido que las
proteinas de SRAG-CoV, debido a la activacion de la isoforma de la proteina quinasa C, llevan a una reduccion del
nivel y la actividad del canal de sodio epitelial, lo que favorece el desarrollo de una hiperpermeabilidad. También es
sabido que para estas enfermedades viricas de los pulmones, no muestran efecto alguno los agonistas beta-2-
adrenérgicos usados frecuentemente.
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De esta manera, en total, es sabido que las toxinas microbianas llevan a un nivel elevado de moléculas de oxigeno
reactivas en las células endoteliales y epiteliales. De esta manera se produce la fosforilacion de la cadena ligera de
miosina, lo que, a su vez, lleva a un trastorno de la interaccion célula-célula y al desarrollo de una
hiperpermeabilidad.

Las toxinas microbianas, las moléculas de oxigeno reactivas, asi como las proteinas viricas, llevan a una activacion
de las isoenzimas de la proteina quinasa C. La activacién de la proteina quinasa C lleva después a una disminucién
de la expresion del canal de sodio epitelial (ENaC) y la inhibiciéon de su actividad. También, estos mecanismos llevan
al desarrollo de una hiperpermeabilidad en el endotelio y el epitelio.

Una hiperpermeabilidad de los tejidos de los pulmones es un constituyente esencial de diferentes enfermedades de
los pulmones, por ejemplo, lesién pulmonar aguda, sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA), inflamacion
pulmonar (neumonia). En la actualidad, no hay una terapia estandar para el tratamiento de una hiperpermeabilidad
del endotelio y del epitelio.

El documento DE 600 04 340 T2 describe determinados inhibidores de tirosina quinasa (1,4-dihidroindenol[1,2-
C]pirazoles sustituidos) para la prevencion de la hiperpermeabilidad vascular y de los edemas asociados con esta.

El documento US 2003/0185791 A1, el documento EP 2 009 023 A1, el documento WO 2006/013183 A1, el
documento EP 1 264 559 A1 y Marquardt et al. (J. Pept. Sci. 13 (2007): 803-810) divulgan péptidos derivados de
TNF para el tratamiento de edemas.

Por lo tanto, es objetivo de la presente invencién proporcionar medios y procedimientos con los que pueden
prevenirse o tratarse enfermedades en las que la prevencion de una hiperpermeabilidad de células epiteliales y
células endoteliales desempefia un papel esencial en el tratamiento, en particular enfermedades pulmonares, tales
como lesiones pulmonares agudas, SDRA o enfermedades pulmonares viricas.

En particular, con la invencion se proporcionara una molécula biolégicamente efectiva para la prevencion y el
tratamiento de la hiperpermeabilidad del endotelio y epitelio y para la prevencion y el tratamiento del dafio pulmonar
agudo y las consecuencias de la neumonia.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere a un péptido que se compone de 7-17 aminoacidos adyacentes y
que comprende el hexamero TX/EX2X3E, en el que X4, X2 y X3 pueden ser cualquier aminoacido natural o no natural,
en el que el péptido no presenta actividad de union de receptor de TNF y esta ciclado, para la aplicacion para la
prevencion de edemas mediante disminucién de la hiperpermeabilidad, basandose en lesiones de las capas
endotelial y epitelial.

Preferentemente, la presente invencion se refiere a un péptido que se compone de 7-17 aminoacidos adyacentes y
que comprende el hexamero TPEGAE (SEQ ID No. 4), en el que el péptido no presenta actividad de unién de
receptor de TNF y esta ciclado, para la aplicacion para la prevencion de edemas mediante disminucion de la
hiperpermeabilidad, basandose en lesiones de las capas endotelial y epitelial.

Una forma de realizacion especialmente preferida de la presente invencion se refiere a un péptido ciclado que se
compone de una secuencia de aminoacidos sucesivos, seleccionada del grupo que consiste en

- QRETPEGAEAKPWY (SEQ ID No. 5)

- PKDTPEGAELKPWY (SEQ ID No. 6)

- CGQRETPEGAEAKPWYC (SEQ ID No. 1)y
- CGPKDTPEGAELKPWYC (SEQ ID No. 7)

y fragmentos de al menos 7 aminoacidos de las mismas que presentan fragmentos del hexamero TPEGAE, para la
producciéon de un medicamento para la aplicaciéon para la prevencion de edemas mediante disminucién de la
hiperpermeabilidad, basandose en lesiones de las capas endotelial y epitelial.

Los péptidos de acuerdo con la invencion se usan preferentemente para la aplicacion para la prevencion de edemas
en el caso de neumonia, lesidon pulmonar aguda, sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) o enfermedades
pulmonares bacterianas o viricas, en particular infecciones con Listeria monocytogenes, Streptococcus pneumoniae,
virus influenza, SRAG o VRS. La causa de la inflamacion pulmonar (neumonia), que puede tratarse o prevenirse de
acuerdo con la invencion, es independiente de la causa de la inflamaciéon pulmonar e independiente de si es una
inflamacién aguda o cronica. Por consiguiente, de acuerdo con la invencion, pueden tratarse, preferentemente, las
neumonias, que son provocadas por una infeccién con bacterias, virus, micoplasmas, protozoarios, gusanos u
hongos, pero también las inflamaciones pulmonares provocadas de manera toxica (por ejemplo, por inhalacion de
sustancias venenosas) o de manera inmunoldgica o por radiacion (por ejemplo, rayos X, terapia de radiacion en
pacientes con cancer). Especialmente en el caso de las inflamaciones pulmonares provocadas por inhalacién de
sustancias venenosas o irradiacion, sin embargo, el aspecto preventivo de la presente invencion es particularmente
esencial, también en personas postradas en cama, en particular personas mayores, O para personas
inmunocomprometidas, tales como pacientes con VIH o pacientes de trasplante. En particular, de acuerdo con la
invencion, la inflamacién pulmonar puede combatirse o prevenirse en un momento en el que aun no puede
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apreciarse dafo alguno mediante rayos X.

Los patdégenos de las neumonias primarias son principalmente neumococos, estafilococos, Haemophilus influenzae,
micoplasmas, clamidia, legionella (Legionella pneumophila) y virus tales como el virus de la gripe, adenovirus y virus
de parainfluenza. Para las neumonias secundarias, el espectro de los patégenos se cambia al virus del herpes
(CMV, VHS), hongos, Pneumocystis jirovecii, protozoarios (toxoplasmosis), asi como bacterias anaerobias. En
particular, las inflamaciones pulmonares que se provocan por estos patdgenos, pueden tratarse, de acuerdo con la
invencion, de manera especialmente preferida o prevenirse (en particular, en cuanto a las neumonias secundarias).

Los péptidos de acuerdo con la invencion son, por ejemplo, conocidos por la patente Europea EP-1 264 599-B1, y se
propusieron en el estado de la técnica para el tratamiento de acumulaciones de liquido (edema pulmonar) y, en
particular, para la reabsorcién de estas acumulaciones de liquido, devolviéndose el liquido de edema desde los
alvéolos del tejido pulmonar a los capilares, es decir, bombeandose desde los alvéolos.

De acuerdo con la invencién, se ha demostrado de manera totalmente sorprendente, que estos péptidos también
influyen en el flujo de liquido opuesto a través del endotelio de los capilares hacia el epitelio del pulmén, sin
embargo, de una manera contraria: mientras que en el tratamiento de edemas, el transporte fuera del liquido
requiere mecanismos de bombeo abiertos y completamente activos, de acuerdo con la invencion, se detiene el
pasaje del liquido a los alvéolos; de esta manera, se evita la entrada desde el principio. La activacion de la
reabsorciéon del edema de acuerdo con el documento EP 1 264 599 B1, mediante los péptidos de acuerdo con la
invencion, por lo tanto, parece que se basa en un mecanismo completamente diferente - que discurre en la direccién
opuesta y regulador - que la reduccion de la hiperpermeabilidad de acuerdo con la invencion, basandose en lesiones
de las capas endotelial y epitelial, mediante lo cual los edemas se previenen incluso evitando la transferencia de
liguido a los alvéolos. Por consiguiente, con la presente invencién — ademas del tratamiento de edema del
documento EP 1 264 599 B1 (que se muestra solo en un estadio tardio de la evolucién de la enfermedad) — se abren
indicaciones totalmente nuevas y sorprendentes para los péptidos de acuerdo con la invencion.

Por consiguiente, la presente invencion se basa en la circunstancia de que también se encontré dentro del
transcurso de los trabajos para la invencion, que los péptidos usados de acuerdo con la invencion, tal como se han
definido en el documento EP 1 264 599 B1, tienen una influencia sobre los efectos de las toxinas, moléculas de
oxigeno reactivas, sobre la activacion de la proteina quinasa C, la fosforilacion de la cadena ligera de miosina y la
expresion del canal de sodio epitelial. Esto no fue esperado con base en el conocimiento existente acerca de estos
péptidos.

Un péptido muy especialmente preferido para la aplicacion de acuerdo con la presente invencion se compone de la
secuencia de aminoacidos CGQRETPEGAEAKPWYC y esta ciclado a través de los residuos de C (en posiciéon 1y
17).

La ciclacion de los péptidos de acuerdo con la invencion puede conseguirse a través de una ciclacion directa a
través de un puente disulfuro entre los dos residuos de C en el extremo N y C terminal, o acoplandose el péptido a
través de ambas cisteinas a una sustancia de soporte. A este respecto, en los péptidos de acuerdo con la invencién,
los residuos de cisteina se proporcionan, preferentemente, al comienzo y al final de la molécula. También pueden
usarse otros grupos funcionales que consiguen una ciclacion del péptido, por ejemplo, llevando un grupo acido con
una amina o un alcohol que lleva a un cierre de anillo de amida o éster (en este caso pueden ciclarse
preferentemente intramolecularmente, por ejemplo, los aminoacidos acido aspartico y acido glutamico con serina,
treonina, tirosina, asparagina, glutamina o lisina). Por lo tanto, otros péptidos preferidos de acuerdo con la invencion,
son, por ejemplo, CGQKETPEGAEAKPWYC (SEQ ID No. 8), CGQRETPEGAEARPWYC (SEQ ID No. 9),
CGQRETPEGAEAKPC (SEQ ID No. 10), CQRETPEGAEAKPWYC (SEQ ID No. 11) o CGQRETPEGAEAKFWYC
(SEQ ID No. 12).

Como sustancias de soporte se tienen en cuenta todas las sustancias comunes, que pueden usarse
farmacéuticamente, que pueden, por ejemplo, formar un enlace covalente con los grupos SH de las cisteinas, siendo
especialmente adecuados las proteinas de soporte comunes, tales como hemocianina de lapa californiana (KLH),
toxina de tétanos, etc. Los residuos bifuncionales adyacentes también pueden proporcionarse en el soporte (por
ejemplo, el grupo acido junto a grupo amina o alcohol). En este aspecto, es importante que la "ciclaciéon" comprenda
el cierre de anillo intramolecular como la integracion de un soporte (del que sobresale el péptido enlazado (estando
unido al soporte el extremo N y C terminal del péptido)), mostrando el péptido ciclado de tal manera que muestra la
estructura espacial ciclica y estando estabilizado de manera correspondiente.

Los péptidos de acuerdo con la invencion pueden usarse preferentemente para proteger células epiteliales y células
endoteliales frente a hiperpermeabilidad, desencadenada por moléculas de oxigeno reactivas o por toxinas
bacterianas.

Los péptidos de acuerdo con la invencion pueden usarse también para inhibir la fosforilacion de la cadena ligera de
miosina, para inhibir la activacién de la proteina quinasa C o para aumentar la expresion del canal de sodio epitelial.

A este respecto, los péptidos de acuerdo con la invencién pueden usarse para la prevenciéon de edemas mediante
disminucion de una hiperpermeabilidad, desencadenada por moléculas de oxigeno reactivas, toxinas microbianas,
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microorganismos Gram positivos o mediante ataque de virus pulmonar.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencidon se refiere a una composicion farmacéutica que contiene un
péptido de acuerdo con la invencién (o una mezcla de distintos péptidos de acuerdo con la invencién) y un vehiculo
farmacéutico. Esta composicion farmacéutica se emplea de acuerdo con la invencion para la prevencion y el
tratamiento de hiperpermeabilidad, tal como se describié anteriormente, en particular para la prevencion y el
tratamiento de neumonia, lesion pulmonar aguda, sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) o enfermedades
pulmonares viricas, en particular infecciones con Listeria monocytogenes, Streptococcus pneumoniae, SRAG, VRS,
o virus influenza, en particular virus influenza A. La expresién "una composicién farmacéutica" se refiere a cualquier
composicion que comprende un péptido, tal como se define anteriormente, que previene, mejora o cura los estados
que se describen en el presente documento. En particular, la expresion "una composicion farmacéutica" se refiere a
una composicion que presenta un péptido, tal como se describe anteriormente, y un vehiculo o excipiente
farmacéuticamente aceptable (ambas expresiones pueden usarse de manera intercambiable). Vehiculos o
excipientes adecuados, que son conocidos por el experto, son solucion salina, solucion de Ringer, solucion de
dextrosa, solucidon de Hank, aceites fijos, oleato de etilo, dextrosa al 5% en solucién salina, sustancias que mejoran
la isotonia y la estabilidad quimica, tampones y agentes conservantes. Otros vehiculos adecuados incluyen
cualquier vehiculo que no induce en si la produccién de anticuerpos que son dafiinos para el individuo que recibe la
composicion, tales como proteinas, polisacaridos, poli(acidos lacticos), poli(acidos glicélicos), aminoacidos
poliméricos y copolimeros de aminoacidos. A este respecto, el péptido de acuerdo con la invenciéon también puede
ciclarse a estos vehiculos por medio de un enlace covalente directo. Esta composicion farmacéutica puede
administrarse (como medicamento) con cualquier procedimiento adecuado conocido por el experto. La ruta de
administracion preferida es la administracion parenteral, en particular, por inhalacién (con aerosoles) o
administracion intravenosa. En el caso de la administracion parenteral, el medicamento de esta invencién se formula
en una forma de dosis unitaria, inyectable, tal como solucién, suspensién o emulsién, en conjunto con el excipiente
farmacéuticamente aceptable definido anteriormente. Sin embargo, la dosificacion y el tipo de administracion,
dependen del individuo. En general, el medicamento se administra de modo que el péptido de la presente invencion
se administre a una dosis entre 1 yg/kg y 10 mg/kg, mas preferentemente entre 10 ug/kg y 5 mg/kg, de manera
sumamente preferente entre 0,1 y 2 mg/kg. Preferentemente se administra como dosis en bolo. Puede usarse
también una infusidon continua. En este caso, el medicamento puede infundirse en una dosis de entre 5 y 20
pg/kg/minuto, mas preferentemente entre 7 y 15 pg/kg/minuto.

De acuerdo con la presente, un péptido de acuerdo con la invencion especialmente preferido tiene la siguiente
secuencia de aminoacidos: SEQ ID:NO:1 (NH2)Cys-Gly-GIn-Arg-Glu-Thr-Pro-Glu-Gly-Ala-Glu-Ala-Lys-Pro-Trp-Tyr-
Cys(COQOH).

La determinacion de la concentracion de las moléculas de oxigeno reactivas en las células endoteliales cultivadas de
los pulmones dio como resultado que con el cultivo de las células endoteliales con un contenido normal de oxigeno
del 21% (mezcla de gas normdxica), se produce solamente una baja formacion de moléculas de oxigeno reactivas.
Con la deficiencia de oxigeno (0,1% de oxigeno, mezcla de gas hipoxica), sin embargo, se produce una formacion 3
veces mayor de moléculas de oxigeno reactivas. Si, sin embargo, un péptido de acuerdo con la invencién, en
particular, el péptido SEQ ID No. 1, se agrega a células endoteliales que se cultivan bajo la carencia de oxigeno
(contenido en oxigeno del 0,1%, mezcla de gas hipoxica), no se forman sorprendentemente moléculas de oxigeno
reactivas mediante las células endoteliales.

Otros examenes determinaron la resistencia eléctrica de las capas celulares de las células endoteliales y epiteliales
humanas, por medio del analisis de impedancia de sustrato celular eléctrico antes, durante y después de la adicion
las toxinas microbianas neumolisina y listeriolisina. Los examenes mostraron que con una adicion de 125 ng/ml y
250 ng/ml de listeriolisina a las células endoteliales humanas cultivadas, se inicia el desarrollo de una
hiperpermeabilidad. Este proceso se mejoré aun por una concentracion de toxina de 250 ng/ml de listeriolisina. La
adicion de 62.5 ng/ml de neumolisina a las células endoteliales humanas cultivadas también llevé al desarrollo de
una hiperpermeabilidad. Este proceso se mejoré aun por una concentracion de toxina de 125 ng/ml de neumolisina.
Sin embargo, sorprendentemente, se encontré que la adicion de un péptido de acuerdo con la invencion, en
particular 50 ug/ml del péptido SEQ ID No. 1, se inhibe la hiperpermeabilidad tanto inducida por neumolisina como
inducida por listeriolisina.

Otros examenes mostraron que también en las células endoteliales humanas puede inducirse por las toxinas
microbianas una hiperpermeabilidad. De esta manera, la incubacién de células epiteliales humanas con 1 pg/ml de
listeriolisina, lleva a una clara hiperpermeabilidad. De manera sorprendente, sin embargo, se encontré que la
hiperpermeabilidad se inhibe mediante la adicion de péptido de acuerdo con la invencién, en particular 50 ug/ml del
péptido SEQ ID No. 1.

Otros examenes mostraron que una adicion de 125 ng/ml de listeriolisina a las células pulmonares endoteliales
humanas, lleva a un aumento del contenido de la cadena ligera de miosina fosforilada. Este efecto se refuerza aun
por una concentracion de toxina de 250 ng/ml de listeriolisina. Una adicion de 62,5 ng/ml de la toxina neumolisina a
las células pulmonares endoteliales humanas, llevé a un aumento del contenido relativo en la cadena ligera de
miosina fosforilada. Este efecto se mejoré aun por una concentracion de toxina de .125 ng/ml de neumolisina. Sin
embargo, de manera sorprendente, se encontré6 que una adicion de péptido de acuerdo con la invencion, en
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particular 50 pug/ml del péptido SEQ ID No. 1, inhibe la fosforilacién de la cadena ligera de miosina provocada por las
toxinas listeriolisina y neumolisina.

Otros examenes dieron como resultado que con la aplicacién intratraqueal de toxinas en ratones, se estimula una
hiperpermeabilidad de los pulmones de los ratones, lo que se detectd por que el colorante azul de Evans pasa desde
los vasos sanguineos al tejido pulmonar. Sin embargo, sorprendentemente, se encontré6 que con la aplicacion
intratraqueal de un péptido de acuerdo con la invencion, en particular de 50 ug de péptido SEQ ID No. 1, se produce
una inhibicién de la hiperpermeabilidad provocada por toxinas.

Otros examenes mostraron que estimulando la hiperpermeabilidad en los pulmones de ratones, estimulados por la
aplicacion intratraqueal de toxina, por ejemplo, 250 ng de neumolisina, se produce un nimero elevado de leucocitos
en el liquido broncoalveolar. Sin embargo, sorprendentemente, se encontré que con la aplicacion intratraqueal de
péptido de acuerdo con la invencién, en particular, 50 ug de péptido SEQ ID No. 1, se inhibe el desarrollo de la
hiperpermeabilidad debido a toxinas, y claramente estan presentes menos leucocitos en el liquido broncoalveolar de
los pulmones de los ratones.

Otros examenes dieron como resultado que la toxina bacteriana lleva a un aumento sustancial del contenido en
proteina quinasa C alfa activada en las células endoteliales humanas de los pulmones. Sin embargo,
sorprendentemente, se encontré que una adiciéon de péptido de acuerdo con la invencién, en particular de péptido
SEQ ID No. 1, inhibe este efecto mediado por toxina, y de esta manera, lleva a un aumento en la expresion del canal
de sodio epitelial. Sorprendentemente, también se encontré que una adicién del péptido de acuerdo con la
invencion, en particular del péptido SEQ ID No. 1, a células epiteliales humanas, lleva a un aumento sustancial de la
expresion del canal de sodio epitelial (ENaC). La invencidon se explica ahora con mas detalle por medio de los
siguientes ejemplos y figuras, a los que, naturalmente, no esta limitada.

La Figura 1A muestra el cromatograma de HPLC de la proteina con la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 1.
Unidades: eje y "absorcion en mAU"; eje x "tiempo en minutos".

La Figura 1B muestra el cromatograma de HPLC de la proteina con la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 2.
unidades: eje y "absorcion en mAU"; eje x "tiempo en minutos".

La Figura 1C muestra el cromatograma de HPLC de la proteina con la secuencia de aminoacidos SEQ ID No: 3.
unidades: eje y "absorcion en mAU"; eje x "tiempo en minutos".

la Figura 2A muestra los espectros de resonancia electronica paramagnética (EPR) de células endoteliales que
se cultivaron con 21% de oxigeno (mezcla de gas normoéxica) o con 0,1% de oxigeno (mezcla de gas hipdxica)
con y sin adicion del péptido SEQ ID No. 1 o péptido SEQ ID No. 3.

La Figura 2B muestra el contenido relativo en moléculas de oxigeno reactivas (superoxido) en células
endoteliales que se cultivaron o bien con 21% de oxigeno (mezcla de gas normoéxica) o con 0,1% de oxigeno
(mezcla de gas hipdxica) con y sin adicion del péptido SEQ ID No. 1, o con 0,1% de oxigeno (mezcla de gas
hipdxica) con y sin adicion del péptido SEQ ID No. 3.

La Figura 3A muestra la evolucion de la resistencia eléctrica de células epiteliales humanas del pulmon sin
adicion de toxina listeriolisina, asi como después de la adicion de 125 ng/ml de listeriolisina (125 ng/ml de LLO) y
después de la adicion de 500 ng/ml de listeriolisina (500 ng/ml de LLO).

La Figura 3B muestra la evolucion de la resistencia eléctrica de células epiteliales humanas del pulmon sin
adicién de toxina neumolisina, asi como después de la adicion de 62,5 ng/ml de neumolisina (62,5 ng/ml de PLY)
y después de la adicion de 250 ng/ml de neumolisina (250 ng/ml de PLY).

La Figura 3C muestra la evolucion de la resistencia eléctrica de células epiteliales humanas del pulmon sin
adicion de toxina neumolisina / péptido SEQ ID No. 1 (control), asi como después de la adicion de 125 ng/ml de
neumolisina (125 ng/ml de PLY) y después de la adicién de 125 ng/ml de neumolisina / 50 ug/ml de péptido SEQ
ID No. 1 (125 ng/ml de PLY / 50 pyg/ml de péptido SEQ ID No. 1).

La Figura 3D muestra la evolucion de la resistencia eléctrica de células epiteliales humanas del pulmon sin
adicion de toxina listeriolisina / péptido SEQ ID No. 1 (control), asi como después de la adicién de 500 ng/ml de
listeriolisina (500 ng/ml de LLO) y después de la adicion de 500 ng/ml de listeriolisina / 50 ug/ml de péptido SEQ
ID No. 1 (500 ng/ml de LLO / 50 pg/ml de péptido SEQ ID No. 1).

La Figura 3E muestra la evolucion de la resistencia eléctrica de células endoteliales humanas del pulmoén sin
adicion de toxina listeriolisina / péptido SEQ ID No. 1 (control), asi como después de la adicion de 1 pg/ml de
listeriolisina (1 pg/ml de LLO) y después de la adicion de 1 pyg/ml de listeriolisina / 50 pyg/ml de péptido SEQ ID
No. 1 (1 ug/ml de LLO / 50 pg/ml de péptido SEQ ID No. 1).

La Figura 4A muestra el contenido relativo de cadena ligera de miosina fosforilada en células endoteliales
humanas del pulmén en funcidon de la concentracion de la toxina listeriolisina (125 ng/ml de LLO, 250 ng/ml de
LLO, 500 ng/ml de LLO).

La Figura 4B muestra el contenido relativo de cadena ligera de miosina fosforilada en células endoteliales
humanas del pulmoén en funcidn de la concentracion de la toxina neumolisina (62,5 ng/ml de PLY, 125 ng/ml de
PLY, 250 ng/ml de PLY).

La Figura 4C muestra el contenido relativo de cadena ligera de miosina fosforilada en células endoteliales
humanas del pulmén en funcién de la adicion de 50 pg/ml de péptido SEQ ID No. 1, 250 ng/ml de toxina
listeriolisina (LLO), 50 pg/ml de péptido SEQ ID No. 1 / 250 ng/ml de toxina listeriolisina (LLO), 50 pg/ml de
péptido SEQ ID No. 3 / 250 ng/ml de toxina listeriolisina (LLO).
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La Figura 4D muestra el contenido relativo de cadena ligera de miosina fosforilada en células endoteliales
humanas del pulmén en funcién de la adicion de 50 pg/ml de péptido SEQ ID No. 1, 125 ng/ml de toxina
neumolisina (PLY), 50 pug/ml de péptido SEQ ID No. 1 / 125 ng/ml de toxina neumolisina (PLY), 50 pg/ml de
péptido SEQ ID No. 3 / 125 ng/ml de toxina neumolisina (PLY).

La Figura 5A muestra el contenido en colorante azul de Evans en el tejido pulmonar de ratones 5,5 horas
después de la administracion intratraqueal de la toxina neumolisina con las dosis 250 ng neumolisina por raton
(250 ng PLY) y 500 ng neumolisina por ratén (500 ng PLY).

La Figura 5B muestra el contenido en colorante azul de Evans en el tejido pulmonar de ratones 5,5 horas
después de la administracion intratraqueal de 250 ng de toxina neumolisina por ratén, asi como después de la
administracion intratraqueal de 250 ng de toxina neumolisina y 50 ug de péptido SEQ ID No. 1 por raton.

La Figura 5C muestra el contenido de leucocitos en el liquido broncoalveolar de los pulmones de ratones 5,5
horas después de la administracion intratraqueal de 250 ng de toxina neumolisina por raton, asi como después
de la administracion intratraqueal de 250 ng de toxina neumolisina y 50 ug de péptido SEQ ID No. 1 por ratén.

La Figura 6 indica el contenido en proteina quinasa C alfa activada en relacion con el contenido total de proteina
quinasa C alfa, en funcién de la incubacién de células pulmonares endoteliales humanas con 250 ng/ml de toxina
neumolisina (250 ng/ml de PLY) y la mezcla de 250 ng/ml de toxina neumolisina y 50 pug/ml de péptido SEQ ID
No. 1 (250 ng/ml de PLY/50 ug/ml de péptido SEQ ID No. 1).

La Figura 7 muestra la expresion del canal de sodio epitelial (ENaC) en células pulmonares epiteliales humanas
en comparacion con condiciones de cultivo celular sin y después de la adicién de 50 ug/ml de péptido SEQ ID
No. 1, asi como después de la adicion de 50 ug/ml de péptido SEQ ID No. 3. El contenido en mRNS para ENaC
se determiné por medio de "PCR en tiempo real".

La Figura 8 muestra el cambio del peso corporal de los animales de ensayo con una neumonia virica (Grupo 1:
control negativo (PBS); Grupo 2: control positivo (influenza A por via nasal); Grupo 3: influenza A por via nasal +
10 ug de péptido SEQ.ID.NO. 1 por via intratraqueal);

La Figura 9 muestra el cambio de la temperatura corporal de animales de ensayo de estos grupos 1 a 3;

La Figura 10 muestra la tasa de supervivencia de animales de ensayo de estos grupos 1 a 3.

Ejemplos
Ejemplo 1A: Sintesis de un péptido con la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1

Se sintetizé de manera totalmente automatica un péptido con la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO: 1 por medio
de sintesis en fase sélida de Fmoc en las siguientes etapas:

Etapa Proceso Producto
1 Acoplamiento de los aminoacidos Péptido unido a la fase soélida
2 Escision de la fase sélida Péptido en disolucion
3 Purificacion Péptido purificado como sal de TFA
4 Purificacién / intercambio de sal Péptido purificado como sal de acetato
5 Examen analitico Péptido purificado

A continuacién se ciclo el péptido SEQ ID No. 1 mediante formacion oxidativa de un puente disulfuro entre las
cadenas laterales de los aminoacidos cisteina (posicion 1) y cisteina (posicion 17).

A continuacion se examiné el péptido por medio de HPLC inversa, obteniéndose el resultado tal como se muestra en
la Figura 1A. La pureza del péptido SEQ ID No. 1 era superior al 95%.

Ejemplo 1B: Sintesis de un péptido con la secuencia de aminoacidos SEQ ID No. 2

en la que se forma un enlace amida entre el grupo amino de la cadena lateral de la lisina Lys (I) y el grupo carboxilo
de la cadena lateral del acido glutamico Glu (19).

Se sintetizé de manera totalmente automatica un péptido con la secuencia de aminoacidos SEQ ID No. 2 por medio
de sintesis en fase soélida de Fmoc en las siguientes etapas:

Etapa Proceso Producto
1 Acoplamiento de los aminoacidos Péptido unido a la fase soélida
2 Escision de la fase sélida Péptido en disolucién
3 Purificacion Péptido purificado como sal de TFA
4 Purificacioén / intercambio de sal / Péptido purificado como sal de acetato
ciclacion oxidativa
5 Examen analitico Péptido purificado
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La ciclacién tuvo lugar mediante la unién del grupo amino épsilon de la lisina (posicion 1) con el grupo carboxilo
gamma del acido glutamico (posiciéon 19) con la formacién de un enlace amida. Esto tiene lugar por ejemplo porque
el grupo carboxilo gamma del grupo glutamina se convierte por medio de diciclohexilcarbodiimida (DHC) en un éster
activo que, a continuacion, reacciona espontaneamente con el grupo amino épsilon de la lisina con la formacion de
un cierre de anillo en el péptido.

A continuacion se examiné el péptido por medio de HPLC inversa, obteniéndose el resultado tal como se muestra en
la Figura 1B. La pureza del péptido SEQ ID No. 2 era superior al 95%.

Ejemplo 1C: Sintesis de un péptido con la secuencia de aminoacidos SEQ ID No. 3
SEQ ID No. 3
(MH2) Cys-Gly-Gln-Arg-Glu-pla-Pro-Ala-Gly-Ala-Ala-Ala-Lys-Fro-.
Trp-Tyr-Cys (COOH)

Se sintetizé de manera totalmente automatica un péptido con la secuencia de aminoacidos SEQ ID No. 3 por medio
de sintesis en fase soélida de Fmoc en las siguientes etapas:

Etapa Proceso Producto
1 Acoplamiento de los aminoacidos Péptido unido a la fase soélida
2 Escision de la fase sélida Péptido en disolucién
3 Purificaciéon Péptido purificado como sal de TFA
4 Purificacién / intercambio de sal Péptido purificado como sal de acetato
5 Examen analitico Péptido purificado

A continuacién se ciclo el péptido SEQ ID No. 3 mediante formacion oxidativa de un puente disulfuro entre las
cadenas laterales de los aminoacidos cisteina (posicion 1) y cisteina (posicion 17).

A continuacién se examiné el péptido por medio de HPLC inversa, obteniéndose el resultado que se muestra en la
Figura 1C. La pureza del péptido SEQ ID No. 3 era superior al 95%. La diferencia entre péptido SEQ ID No. 3 y el
péptido SEQ ID No. 1 consiste en que los aminoacidos Thr(6), Glu(8), Glu(11) del péptido SEQ ID No. 1 se
encuentran en Ala(6), Ala(8) y Ala(11) en el péptido SEQ ID No. 3.

Ejemplo 2: Influencia del péptido SEQ ID No. 1 sobre moléculas de oxigeno reactivas
Cultivo celular de células endoteliales

El cultivo celular de células endoteliales tuvo lugar con adicion y sin adicion de 50 ug/ml de péptido SEQ ID No. 1 o
con adicion y sin adicién de 50 pg/ml de péptido SEQ ID No. 3.

Para la generacion de las moléculas de oxigeno reactivas, las células endoteliales arteriales se cultivaron en una
mezcla de gas deficiente en oxigeno del 0,1% de oxigeno, 5% de mondxido de carbono y 94,9% de nitrégeno
(mezcla de gas hipoxica). En los experimentos de control, las concentraciones de gas fueron de 21% de oxigeno,
5% de monodxido de carbono y 74% de nitrégeno (mezcla de gas normoxica).

Después de 90 minutos bajo las condiciones deficientes en oxigeno, las células endoteliales se cultivaron durante 30
minutos mas con 21% de oxigeno. Después se afiadié a las células 20 pl de una solucién que se componia de 1-
hidroxi-3-metoxicarbonil-2,2,5,5-tetrametilpirrolidina HCI (CHM) 20 uM, DPBS 20 uM, desferrioxamina 25 uM y
dietilditiocarbamato 5 uM, asi como 2 ul de DMSO.

Tripsinizacion de las células

Después del cultivo celular se individualizaron las células de manera habitual en el laboratorio mediante la adicién de
una solucién de tripsina. Las células endoteliales se lavaron y se suspendieron en 35 pl de una solucion que se
componia de DPBS y desferrioxamina 25 uM y dietilditiocarbamato 5 pM.

Medicion de la Resonancia electrénica paramagnética (EPR)

La determinaciéon de la resonancia electronica paramagnética (EPR), denominada también resonancia de espin
electrénico, sirve para examinar sustancias paramagnéticas, por ejemplo para la deteccion de electrones no
apareados en moléculas de oxigeno reactivas (radicales del oxigeno).

Para ello se colocaron las células tratadas previamente en capilares de 50 ul y se examinaron en un ESR MiniScope
MS200 de la empresa Magnettech (Berlin, Alemania) a 40 mW de microondas, 3000 mG de amplitud de modulacion,
100 kHz de frecuencia de modulacion.
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Tal como muestran las Figuras 2A y 2B, en el caso de una concentracion de oxigeno normal de 21% (mezcla de gas
normoxica) se produce solamente una pequefia formacion de moléculas de oxigeno reactivas. Bajo una deficiencia
de oxigeno (0,1% de oxigeno, mezcla de gas hipdxica) se produce una formacién 3 veces mayor de moléculas de
oxigeno reactivas. Si, sin embargo, el péptido SEQ ID No. 1 ha de afadirse a células endoteliales, que se cultivan
bajo deficiencia de oxigeno (contenido en oxigeno 0,1%, mezcla de gas hipoxica), entonces no se forman moléculas
de oxigeno reactivas por las células endoteliales.

A diferencia del péptido SEQ ID No. 1, una adicién de péptido SEQ ID No. 3 a las células endoteliales, que se
cultivan bajo deficiencia de oxigeno (contenido en oxigeno 0,1%, mezcla de gas hipoxica), no lleva a una inhibicién
de la formacion de moléculas de oxigeno reactivas por las células endoteliales.

La diferencia entre péptido SEQ ID No. 3 y péptido SEQ ID No. 1 consiste en que los aminoacidos Thr(6), Glu(8),
Glu(11) del péptido SEQ ID No. | se encuentran en Ala(6), Ala(8) y Ala(11) en el péptido SEQ ID No. 3.

Ejemplo 3: Inhibicion de la hiperpermeabilidad en células endoteliales y células epiteliales por el péptido
SEQID No. 1

Materiales
Las células epiteliales humanas del pulmén tipo H441 se adquirieron de la empresa ATTC.

Las células endoteliales humanas del pulmén, aisladas de capilares del pulmén, se adquirieron de la empresa
Lonza.

Las toxinas microbianas listeriolisina (LLO) y neumolisina (PLY) se adquirieron de la Universidad de Giessen.
Cultivo celular

Las células endoteliales humanas del pulmén, aisladas de capilares del pulmén, se cultivaron de manera habitual en
el laboratorio.

Las células epiteliales del pulmén tipo H441 se cultivaron de manera habitual en el laboratorio en un medio RPMI
1640 comercial con los aditivos L-glutamina 2 mM, bicarbonato de sodio 1,5 g/l, glucosa 4,5 g/l, tampon HEPES 10
mM pH 7,4, suero bovino al 10%. Los experimentos de ECIS tuvieron lugar en medio libre de suero.

Hiperpermeabilidad

Para provocar la hiperpermeabilidad, es decir, lesiones de las células endoteliales y las células epiteliales, las
células epiteliales humanas del pulmén, asi como las células endoteliales humanas del pulmén, se cultivaron de
manera habitual en el laboratorio, hasta la formacién de una capa celular continua, y a subsecuentemente, se
afadieron las toxinas listeriolisina o neumolisina.

Determinacion de la resistencia transendotelial

Antes, durante y después de la adicién de las toxinas microbianas neumolisina vy listeriolisina a células endoteliales
humanas, se determind la resistencia eléctrica de la capa celular (resistencia transendotelial) por medio del analisis
de impedancia del sustrato celular eléctrico.

Como se muestra en la Figura 3A, la resistencia eléctrica disminuye con una adicion de 125 ng/ml de listeriolisina a
células endoteliales humanas cultivadas. Se produce el desarrollo de una hiperpermeabilidad. Este efecto es aun
mas claro con una mayor cantidad de 500 ng/ml de listeriolisina.

Como se muestra en la Figura 3B, la resistencia eléctrica disminuye con una adicion de 62,5 ng/ml de neumolisina a
células endoteliales humanas cultivadas. Se produce el desarrollo de una hiperpermeabilidad. Este efecto es aun
mas claro con una mayor cantidad de 250 ng/ml de neumolisina.

Como se muestra en la Figura 3C, la resistencia eléctrica disminuye con la adicion de 125 ng/ml de neumolisina a
células endoteliales humanas cultivadas. Se produce el desarrollo de una hiperpermeabilidad. Sin embargo, la
hiperpermeabilidad provocada por la adicion de la toxina neumolisina se inhibe mediante una adicion de 50 ug/ml de
péptido SEQ ID No. 1.

Como se muestra en la Figura 3D, la resistencia eléctrica disminuye con la adicién de 500 ng/ml de listeriolisina a
células endoteliales humanas cultivadas. Se produce el desarrollo de una hiperpermeabilidad. Sin embargo, la
hiperpermeabilidad provocada por la adicion de la toxina listeriolisina se inhibe mediante una adicion de 50 ug /ml de
péptido SEQ ID No. 1.

Como se muestra en la Figura 3E, la resistencia eléctrica disminuye con la adicion de 1 pyg /ml de listeriolisina a
células endoteliales humanas cultivadas. Se produce el desarrollo de una hiperpermeabilidad. Sin embargo, la
hiperpermeabilidad provocada por la adicion de la toxina listeriolisina se inhibe mediante una adicion de 50 ug/ml de
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péptido SEQ ID No. 1.
Ejemplo 4: Inhibicion de la fosforilacion de la cadena ligera de miosina por el péptido SEQ ID No. 1
Materiales

Las células endoteliales humanas del pulmén, aisladas de capilares del pulmén, se adquirieron de la empresa
Lonza.

Las toxinas microbianas de listeriolisina (LLO) y neumolisina (PLY) se adquirieron de la Universidad de Giessen.
Cultivo celular

Las células endoteliales humanas del pulmén, aisladas de capilares del pulmén, se cultivaron de manera habitual en
el laboratorio.

Determinacion de la fosforilacion de la cadena ligera de miosina

Para determinar la fosforilacion de la cadena ligera de miosina, y la influencia del péptido SEQ ID No. 1 sobre la
fosforilacion, se lavaron las células endoteliales humanas de los pulmones lavadas previamente con tampén fosfato
pH 7,4 que contenia ortovanadato 1 mM. El contenido celular se lis6 mediante incubacion de las células con una
solucion de tampoén Tris 20 mM (pH 7,4), NaCl 150 mM mol/l, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 al 1%,
pirofosfato de sodio 2,5 mM, beta-glicerofosfato 1 mM, vanadato de sodio 1 mM, leupeptina 1 pg/ml, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 1 mM. Adicionalmente, las células se descompusieron mediante ultrasonidos. El lisado celular se
centrifugd para obtener los constituyentes solubles. El lisado celular soluble se aplicé a continuacion de manera
habitual en el laboratorio a una electroforesis en gel de poliacrilamida y dodecilsulfato de sodio desnaturalizante y las
proteinas se separaron de manera correspondiente a su masa. Después se transfirieron las proteinas a membranas
de nitrocelulosa. Las transferencias de proteina se trataron de manera habitual en el laboratorio con una solucion de
Tween 20 al 0,1% y leche en polvo seca al 5% durante 1 hora. A continuacidon se incubaron las transferencias de
proteina con anticuerpos que estan dirigidos contra la cadena ligera de miosina, o que estan dirigidos contra la
cadena ligera de miosina fosforilada.

Para hacer visible la cadena ligera de miosina o la cadena ligera de miosina fosforilada, los anticuerpos se hicieron
visibles en una pelicula de diagnostico usando quimioluminiscencia de manera habitual en el laboratorio. Se
determind la intensidad de sefial mediante densitometria, y se determind la relacion de cadena ligera de miosina con
respecto a cadena ligera de miosina fosforilada.

Como se muestra en la Figura 4A, una adiciéon de la toxina 125 ng/ml de listeriolisina a células pulmonares
endoteliales humanas, lleva a un aumento del contenido relativo en cadena ligera de miosina fosforilada. Este efecto
se refuerza aun por una concentracion de toxina de 250 ng/ml de listeriolisina.

Como se muestra en la Figura 4B, una adicion de la toxina 62,5 ng/ml neumolisina a células pulmonares endoteliales
humanas, lleva a un aumento del contenido relativo en cadena ligera de miosina fosforilada. Este efecto se refuerza
aun por una concentracion de toxina de 125 ng/ml de neumolisina.

Como se muestra en la Figura 4C, una adicién de la toxina 125 ng/ml de listeriolisina a células pulmonares
endoteliales humanas, lleva a un aumento del contenido relativo en cadena ligera de miosina fosforilada. Una
adicion de 50 pg/ml del péptido SEQ ID No. 1 no tiene influencia alguna sobre el contenido de cadena ligera de
miosina fosforilada. El aumento del contenido en cadena ligera de miosina fosforilada por 250 ng/ml de toxina
listeriolisina se inhibe mediante una adicion de 50 pg de péptido SEQ ID No. 1. Un péptido SEQ ID No. 3 no tiene
influencia alguna sobre el aumento del contenido en cadena ligera de miosina fosforilada mediado por la toxina
listeriolisina.

Como se muestra en la Figura 4D, una adicion de la toxina 125 ng/ml de neumolisina a células pulmonares
endoteliales humanas, lleva a un aumento del contenido relativo en cadena ligera de miosina fosforilada. Una
adicion de 50 pg/ml del péptido SEQ ID No. 1 no tiene influencia alguna sobre el contenido de la cadena ligera de
miosina fosforilada. EI aumento del contenido en cadena ligera de miosina fosforilada en 125 ng/ml de toxina
neumolisina se inhibe por una adicién de 50 yg/ml de péptido SEQ ID No. 1. Un péptido SEQ ID No. 3 no tiene
influencia alguna sobre el aumento del contenido en cadena ligera de miosina fosforilada mediado por la toxina
neumolisina.

La diferencia entre péptido SEQ ID No. 3 y péptido SEQ ID No. 1 consiste en que los aminoacidos Thr(6), Glu(8),
Glu(11) del péptido SEQ ID No. 1 se encuentran en Ala(6), Ala(8) y Ala(11) en el péptido SEQ ID No. 3.

Ejemplo 5: Influencia del péptido SEQ ID No. 1 sobre la hiperpermeabilidad y los dafios pulmonares agudos
en el modelo animal

Induccién de la hiperpermeabilidad en ratones
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Ratones de laboratorio se trataron intratraquealmente con una mezcla de isofurano/oxigeno antes de la preparacion
de los pulmones, asi como con 100 pl por ratén de una mezcla de quetamina/rompun (1,33:1). Después de la
anestesia, se implanté un catéter venoso en los ratones. Para la induccién de una hiperpermeabilidad del pulmoén, se
nebulizaron a continuaciéon 25 pl de liquido en los pulmones con una jeringa fina. El liquido contenia el 0,9% de
solucion salina o 250 ng de toxina neumolisina o 250 ng/ml de neumolisina/50 pg/ml de péptido SEQ ID No. 1.

Visualizacién de la hiperpermeabilidad mediante azul de Evans

5,5 horas después de la administracion de la toxina neumolisina, se administrd a los ratones intravenosamente azul
de Evans, disuelto en solucién salina al 0,9%, a 100 mg/kg de peso del ratdon. Después de 30 minutos, se extrajo la
sangre de los animales por medio de puncion del corazén. A continuacion, se extrajeron los pulmones, se lavaron
con 1 ml de de EDTA-tampdn fosfato (pH 7,4) y se congelaron rapidamente en nitrogeno liquido. Para la
determinacion del contenido en colorante de azul de Evans en el tejido pulmonar, los pulmones después se
homogeneizaron en tampén fosfato frio (1 ml de tampdén por 100 mg de pulmédn), se incubaron con solucién de
formalina durante 18 horas, y se centrifugaron (5.000 x g, 30 minutos). En el sobrenadante liquido, después se
determinaron fotométricamente las absorciones a 620 nm y a 740 nm. El contenido en colorante de azul de Evans
en el tejido pulmonar se determiné basandose en una curva de referencia para el colorante de azul de Evans
disuelto en solucion de formalina, y descontando el contenido en pigmentos de hemoglobina. La descarga del
colorante azul de Evans de los capilares al tejido pulmonar debido a la hiperpermeabilidad inducida por medio de la
toxina neumolisina, se compard con la cantidad de colorante en el suero sanguineo.

Como se muestra en la Figura 5A, una administracion intratraqueal de la toxina neumolisina con una dosis de 250 ng
y 500 ng por ratén lleva a una hiperpermeabilidad, determinada porque el colorante azul de Evans pasa sangre de
los capilares pulmonares al tejido pulmonar, y puede detectarse en el tejido pulmonar.

Como se muestra en la Figura 5B, una administracion intratraqueal de la toxina neumolisina con una dosis de 250 ng
por raton lleva a una hiperpermeabilidad, determinada porque el colorante Evans pasa sangre de los capilares
pulmonares al tejido pulmonar, y puede detectarse en el tejido pulmonar. Mediante la administracion intratraqueal de
50 g de péptido SEQ ID No. 1 se produce la inhibicion del desarrollo de la hiperpermeabilidad debido a toxina.

Como se muestra en la Figura 5C, una administracion intratraqueal de la toxina neumolisina con una dosis de 250
ng por raton, debido a la manifestacion de una hiperpermeabilidad, lleva a un ndmero elevado de leucocitos en el
liquido broncoalveolar de los pulmones en ratones. Mediante la administracion intratraqueal de 50 ug de péptido
SEQ ID No. 1 se produce la inhibicion del desarrollo de la hiperpermeabilidad debido a toxina y una clara
disminucién del nimero de leucocitos en el liquido broncoalveolar en los pulmones de ratones.

Ejemplo 6: Inhibicion de la activacion de la proteina quinasa C por el péptido de la SEQ ID No. 1
Materiales

Las células endoteliales humanas del pulmén, aisladas de capilares del pulmén, se adquirieron de la empresa
Lonza.

La toxina microbiana neumolisina (PLY) se adquiri6 de la Universidad de Giessen.
Cultivo celular

Células endoteliales humanas del pulmoén, aisladas de capilares del pulmén, se cultivaron de manera habitual en el
laboratorio. Durante el cultivo celular se afadié la toxina neumolisina con una concentracion de 250 ng/ml, o la
toxina neumolisina con una concentracion de 250 ng/ml y el péptido SEQ ID No. 1 con una concentracién de 50
pg/mi.

Determinacion del contenido en proteina quinasa C alfa activada

El contenido de la proteina quinasa C alfa activada se determind mediante medicién de ELISA con el uso de un
anticuerpo dirigido contra la proteina quinasa C alfa activada (fosfotreonina 638 proteina quinasa C alfa). Al mismo
tiempo se determind el contenido total en proteina quinasa C alfa por medio de ensayo de ELISA comercialmente
disponible.

Como se muestra en la Figura 6 muestra, mediante la accion de la toxina neumolisina se produce un fuerte aumento
del contenido en proteina quinasa C alfa activada en comparacién con la concentracién total de proteina quinasa C
alfa. Mediante la adicion de péptido SEQ ID No. 1 se produce una inhibicion de la activacion de la proteina quinasa
C alfa.

Ejemplo 7: Aumento de la expresion del canal de sodio epitelial (ENaC) en células epiteliales por el péptido
SEQID No. 1

Materiales
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Las células epiteliales humanas del pulmén tipo H441 se adquirieron de la empresa ATTC.
Cultivo celular

Células epiteliales del pulmén tipo H441 se cultivaron de manera habitual en el laboratorio en un medio RPMI 1640
comercial con los aditivos L-glutamina 2 mM, bicarbonato de sodio 1,5 g/l, glucosa 4,5 g/l, tampén HEPES 10 mM
pH 7,4, suero bovino al 10%.

Deteccion de la expresion del canal de sodio epitelial

En las células epiteliales cultivadas se determind la expresion del canal de sodio (ENaC) por medio de "PCR en
tiempo real". Estos examenes tuvieron lugar en células sin y con adicién de 50 ug/ml de péptido SEQ ID No. 1, asi
como después de la adicion de 50 ug/ml de péptido SEQ ID No. 3.

Como se muestra en el examen 7, mediante adicion de 50 ug/ml de péptido SEQ ID No. 1 a células epiteliales del
pulmoén se produce una triplicacion de la expresion del canal de sodio ENaC.

Mediante una adicion de 50 pug/ml de péptido SEQ ID No. 3 no se produce un aumento sustancial de la expresion del
canal de sodio ENaC.

La diferencia entre péptido SEQ ID No. 3 y péptido SEQ ID No. 1 consiste en que los aminoacidos Thr(6), Glu(8),
Glu(11) del péptido SEQ ID No. 1 se encuentran en Ala(6), Ala(8) y Ala(11) en el péptido SEQ ID No. 3.

Ejemplo 8: Efecto del péptido SEQ ID No. 1 sobre la evoluciéon de la enfermedad de ratones con infeccion
pulmonar virica

Se examinaron los siguientes grupos de estudio de animales en cuanto al efecto del péptido SEQ ID No. 1 sobre una
infeccion pulmonar virica:

Grupo 1. Control negativo (PBS por via nasal).

Grupo 2. Control positivo (infeccion con aproximadamente 2.000 unidades de virus influenza A por via nasal).
Grupo 3. Grupo de prueba (infeccién con aproximadamente 2.000 unidades de virus influenza A por via nasal,
asi como administracion intratraqueal de 10 ug de péptido SEQ ID No. 1).

Se usaron 6 ratones BALB/c por cada grupo. Se procedié de acuerdo con el siguiente esquema de tratamiento:
Dia de tratamiento 0:

Grupo 1: administracién de PBS por via nasal.
Grupo 2: infeccién de los ratones con virus de influenza A por via nasal.
Grupo 3: infeccion de los ratones con virus de influenza A por via nasal y péptido SEQ ID No. 1.

Dias de tratamiento 0, 2, 4, 6, 8:

Grupo 1: administracién intratraqueal de PBS.
Grupo 2: administracién intratraqueal de PBS.
Grupo 3: administracion intratraqueal de péptido SEQ ID No. 1.

Dias de tratamiento 0 a 10:

Observacion diaria de temperatura corporal, peso corporal y tasa de supervivencia de los animales de
prueba.

Los examenes dieron como resultado que los animales de prueba con infeccién pulmonar virica (Grupo 2), en el
plazo de 10 dias, perdieron aproximadamente el 20% de su peso corporal.

Por el contrario el peso corporal de los animales de prueba se redujo en solo aproximadamente un 10%, cuando se
administro el péptido SEQ ID No. 1 (Grupo 3).

Los resultados estan representados en la Figura 8.

Los examenes dieron como resultado ademas que en el caso de animales de prueba con infeccién pulmonar virica
(Grupo 2), después de 7 dias, la temperatura corporal bajaba de 37,5 °C a 33 °C. A continuacion, la temperatura
corporal aumentaba hasta 35 °C.

Por el contrario, en el caso de animales de prueba con administracion del péptido SEQ ID No. 1 (Grupo 3), después
de 7 dias, bajo solo hasta 35 °C. A continuacion la temperatura corporal aumentaba de nuevo hasta 37 °C.

Los resultados estan representados en la Figura 9.
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Los examenes dieron como resultado ademas que 10 dias después de la infeccién pulmonar virica, habian muerto
2/3 de los animales de prueba del Grupo 2.

Por el contrario, en el caso de la administracion de péptido SEQ ID No. 1 (Grupo 3), la mortalidad de los animales de
prueba después de 10 dias era de solo 1/3.

Los resultados estan representados en la Figura 10.

En conjunto, los examenes en animales de prueba con infeccién pulmonar virica muestran que la administracion del
péptido SEQ ID No. 1 reduce tanto la bajada del peso corporal, aminora la disminucién de la temperatura corporal y
lleva a una tasa de supervivencia claramente elevada.

Ejemplo 9: Aplicacion del péptido SEQ ID No. 1 ("AP301") en un modelo de animal grande con SDRA
inducido por lavado

Materiales y métodos: Con el consentimiento de la comision protectora de animales competente, se indujo un dafio
pulmonar en dos cerdos (25 kg) bajo anestesia general por agotamiento del agente tensioactivo (4 veces de lavado
broncoalveolar, 30 mil/kg de peso corporal cada uno). A continuacion, se administré6 endotraquealmente 1 mg/kg de
peso corporal de AP301 (péptido SEQ ID No. 1). El animal 1 (1) recibié una inyeccion traqueal profunda de la dosis
global, en el caso del animal 2 (2), se realizé6 una nebulizacion de la misma dosificacion a lo largo de 30 min.
Posteriormente, tuvo lugar un periodo de ventilacion de cinco horas. La presion parcial de oxigeno arterial (paO) se
registré por medio de una sonda de medicidn en tiempo real, intraadrtica (FOXY, Ocean Optics, EE.UU.) validada de
antemano. La espirometria y la hemodinamica se registraron permanentemente, asi como las mediciones con la
tecnologia PiCCO realizada en intervalos de media hora.

Resultados: Durante la administracion del medicamento no se mostré ningun efecto hemodinamico indeseado. Los
ajustes de la ventilacion se mantuvieron constantes en el intervalo no protector (Pmax 40 mbar, volumen tidal = 10
ml/kg de peso corporal, PEEP < 10 mbar, frecuencia 25-35/min) para evitar los efectos terapéuticos. En ambos
animales se mostré6 una mejora limitada continuamente a aproximadamente 1,5 horas de la oxigenacion con un
aumento de paO, de, como maximo, 162,8 mmHg (1) o 224,6 mmHg (2). Con la nebulizacion de AP301, esto
presentd un retraso temporal en comparacion con la administraciéon traqueal profunda, sin embargo, era mas
marcado. En paralelo a la mejora del intercambio de gases, pudo registrarse una reducciéon del agua pulmonar
extravascular en un 15,8-52,5% con respecto al valor inicial después del agotamiento del agente tensioactivo.

Estos resultados muestran de forma espectacular que el nuevo planteamiento de accion farmacologico de acuerdo
con la invencidon demuestra ser eficiente en el tratamiento del SDRA también en el modelo de animal grande
aceptado para el tratamiento de SDRA.

Resumen de las secuencias:

SEQ ID No. 1 CGQRETPEGAEAKPWYC
SEQ ID No. 2 KSPGGQRETPEGAEAKPWYE
SEQ ID No. 3 CGQREAPAGAAAKPWYC
SEQ ID No. 4 TPEGAE

SEQ ID No. 5 QRETPEGAEAKPWY

SEQ ID No. 6 PKDTPEGAELKPWY

SEQ ID No. 7 CGPKDTPEGAELKPWYC
SEQ ID No. 8 CGQKETPEGAEAKPWYC
SEQ ID No. 9 CGQRETPEGAEARPWYC
SEQ ID No. 10 CGQRETPEGAEAKPC
SEQ ID No. 11 CQRETPEGAEAKPWYC
SEQ ID No. 12 CGQRETPEGAEAKFWYC

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Apeptico Forschung und Entwicklung GmbH
<120> Procedimiento para la prevencion y para el tratamiento de una hiperpermeabilidad
<130> R 55450

<150> A 359/2009
<151> 05-03-2009

<160> 12

<170> PatentIn versién 3.5
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<210> 1

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 1

Cys Gly GIn Arg Glu Thr Pro Glu Gly Ala GTu Ala Lys Pro Trp
i 5 10 15

Cys

<210> 2

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 2

Lys ser Pro Gly Gly GIn Arg Glu Thr Pro Glu Gly Ala Glu Ala Lys
1 5 10 15

Pro Trp Tyr Glu
20

<210> 3

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 3

Cys Gly GIn Arg Glu Ala Pro aAla Gly Ala Ala Ala Lys Pro Tep Tyr
1 5 10 15

Cys

<210> 4

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 4

Thr Pﬁo Glu Giy ?1a Glu

<210> 5
<211> 14
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<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 5

GIn Arg Glu Thr Ero Glu Gly Ala Glu ?aa Lys Pro Trp Tyr
1

<210> 6

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 6

Pro Lys Asp Thr l;r'o Glu Gly Ala Glu Iigu Lys Pro Trp Tyr
1

<210>7

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 7

Cys Gly Pro Lys Asp Thr Pro Glu Gly Ala Glu Leu Lys Pro Igp TYr
1 5 10

Cys

<210> 8

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 8

Cys Gly GIn Lys Glu Thr Pro Glu Gly Ala Glu Ala Lys Pro Trp Tyr
1 5 10 15

Cys

<210>9

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Péptido sintético

<400> 9

iys Gly GIn Arg §1u Thr Pro GTu Gly iaa Glu ATla Arg Pro Igp TYF

Cys

<210> 10

<211>15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 10

Cys Gly GIn arg Glu Thr Pro Glu Gly Ala Glu Ala Lys Pro Cys
1 5 10 lg

<210> 11

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 11

gys Gln Arg Glu Ehr Pro Glu Gly Ala gau Ala Lys Pro Trp Igr Cys

<210> 12

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido sintético

<400> 12

Cys Gly GIn Arg Glu Ther Pro Glu Gly Ala Glu Ala Lys Phe Trp Tyr
1 5 10 15

Cys
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REIVINDICACIONES

1. Péptido, que se compone de 7-17 aminoacidos adyacentes y que comprende el hexamero TX{EX2X3E, en donde
X1, X2 'y X3 pueden ser cualquier aminoacido natural o no natural, en donde el péptido no presenta actividad de unién
de receptor de TNF y esta ciclado, para la aplicacion para la prevencion de edemas mediante disminucion de la
hiperpermeabilidad, basandose en lesiones de las capas endotelial y epitelial.

2. Péptido, que se compone de 7-17 aminoacidos adyacentes y que comprende el hexamero TPEGAE, en donde el
péptido no presenta actividad de unién de receptor de TNF y esta ciclado, para la aplicacion para la prevencion de
edemas mediante disminucion de la hiperpermeabilidad, basandose en lesiones de las capas endotelial y epitelial.

3. Péptido ciclado, que se compone de una secuencia de aminoacidos consecutivos seleccionada del grupo que
consiste en

- QRETPEGAEAKPWY

- PKDTPEGAELKPWY

- CGQRETPEGAEAKPWYC y
- CGPKDTPEGAELKPWYC

y fragmentos de al menos 7 aminoacidos de la misma, fragmentos que presentan el hexamero TPEGAE, para la
producciéon de un medicamento para la aplicaciéon para la prevencion de edemas mediante disminucién de la
hiperpermeabilidad, basandose en lesiones de las capas endotelial y epitelial.

4. Péptido, tal como se define en una de las reivindicaciones 1 a 3, para la aplicacién para la prevencién de edemas
en el tratamiento de neumonia, lesion pulmonar aguda, sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) o
enfermedades pulmonares bacterianas o viricas, en particular infecciones con Listeria monocytogenes,
Streptococcus pneumoniae, virus del SRAG, VRS o virus influenza.

5. Péptido para la aplicacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 4, caracterizado porque comprende la
secuencia de aminoacidos CGQRETPEGAEAKPWYC y esta ciclado a través de los residuos C.

6. Péptido para la aplicacién de acuerdo con la reivindicacién 5, caracterizado porque esta ciclado a través de un
puente disulfuro entre los residuos C.

7. Péptido para la aplicacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque se usa para
proteger células epiteliales y células endoteliales frente a hiperpermeabilidad, desencadenada por moléculas de
oxigeno reactivas.

8. Péptido para la aplicacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque se usa para
proteger células epiteliales y células endoteliales frente a hiperpermeabilidad, desencadenada por toxinas
bacterianas.

9. Péptido para la aplicacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque se usa para
inhibir la fosforilacion de la cadena ligera de miosina.

10. Péptido para la aplicacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque se usa para
inhibir la activacion de la proteina quinasa C.

11. Péptido para la aplicacion de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque se usa para
aumentar la expresién del canal de sodio epitelial.

12. Péptido de acuerdo con una de las reivindicaciones 1 a 6, caracterizado porque se usa para la prevencion de
edemas mediante disminucién de una hiperpermeabilidad desencadenada por moléculas de oxigeno reactivas,
toxinas microbianas, microorganismos Gram positivos o0 mediante ataque de virus pulmonar.

13. Composicién farmacéutica para la aplicacién para la prevencion de edemas mediante disminucion de la
hiperpermeabilidad, basandose en lesiones de las capas endotelial y epitelial, que contiene un péptido de acuerdo
con una de las reivindicaciones 1 a 12 y un vehiculo farmacéutico.
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Figura 1A
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Figura 1C
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Figura 2A

Sin péptido “MMWMMH' Mezcla de gas normoxica

SEQID No. 1
m\—-j\/wﬂMw“ Mezcla de gas hipoxica

Con peptido Wﬁwﬂwd'bm Mezcla de gas normoxica
SEQ ID No. 1
MWWMMF- Mezcla de gas hipoxica

Con péptido W"d\/"% Mezcla de gas norméxica

SEQID No. 3
[.»” mrecnwes = l@ZCla de gas hipoxica

w-v*ﬂ/‘—r

Figura 2B

I
1

3]

Contenido en superdxido relativo
(aumento con la mezcla de gas hipéxica
frente a mezcla de gas normoxica)

- + - + - + Mezcla de gas hipoxica
- - + + - - 50 pg/ml de péptido SEQ ID No. 1
- - - - + + 50 pg/ml de péptide SEQ ID No. 3
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Figura 3A
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Resistencia normalizada (Q)

Resistencia normalizada (QQ)
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Figura 3C
1,5 -
M - Control
1,0 - \\. - 125 ng/ml de PLY / 50 pg/ml de péptido SEQ ID No. 1
T T TN =~ .. .125ng/mldePLY
0,5 -
! ]
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Figura 3D
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- Control

- 500 ng/ml de LLO / 50 pg/ml de péptide SEQ ID No. 1
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l I |
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Figura 3E
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Control 125 ng/ml
de LLO

Control 62,5 ng/ml
de PLY

250 ng/ml
de LLO

125 ng/ml
de PLY

500 ng/ml
de LLO

250 ng/ml
de PLY



Cadena ligera de miosina fosforilada
{contenido relativo)

Cadena ligera de miosina fosforilada
(contenido relativo)

ES 2 657445 T3

Figura 4C

Control 50 pg/ml 250 ng/ml 250 ng/ml 250 ng/ml
de péptido de LLO de LLO/ de LLO/

SEQID No. 1 50 pg/ml 50 pgiml
de péptido de péptido

SEQID Ne. 1 SEQID No. 3

Figura 4D

Control 50 pg/ml 125 ng/ml 125 ng/ml 125 ng/ml
de péptido de PLY de PLY/ de PLY /
SEQ ID No. 1 50 pg/mi 50 pgiml

de péptido de péptido

SEQID Ne. 1 SEQID No. 3



Absorcion de colorante azul de Evans

Absorcion de colorante azul de Evans

en el tejido pulmonar

en el tejido pulmonar

ES 2 657445 T3

Figura 5A
0,4-
02]
Control 250 ng 500 ng
de PLY de PLY
Figura 5B
0,4-

Control 250 ng 250 ng
de PLY de PLY /
50 ug
de péptido
SEQ ID No. 1
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Numero de leucocitos en el

liquido broncoalveolar
(x 10* leucocitos / ml)

ES 2 657445 T3

Figura 5C

(o)
5

o
o
[

o

Control 250 ng 250 ng
de PLY de PLY /
Figura 6 50 pg
de péptido
12 - SEQID No. 1

_ I |

Relacion de proteina quinasa C alfa activada
con respecto a proteina quinasa C alfa total

Control 250 ng/ml 250 ng/ml
de PLY de PLY
50 pg
de péptido
SEQ ID No. 1
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Figura | —— Grupo 1
—-— Grupo 2
120 —&— Grupo 3 |
100
80 4
60 4
40 4
20 A
0 y T - . |
0 2 4 6 8 10
| —— Grupo 1
! —&— Grupo 2
38 | —&— Grupo 3
37 -
36 -
35 4
34 4 _
33 : Figura 9
32 T T T T 1
0 2 4 §) 8 10
—e— Grupo 1!
|+ Grupo 2 'I
120 |+ Grupo 3 |
100
80 -
60 -
40 4
20 -
0 T T . ' |
0 2 4 6 8 10

Figura 10
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