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DESCRIPCION
Compuestos y composiciones para uso en un método de tratamiento del virus de parainfluenza
ANTECEDENTES

Los virus de la parainfluenza humana (PIV) son causas comunes de enfermedades del aparato respiratorio. Las
caracteristicas clinicas y epidemiolégicas de los cuatro PIV humanos difieren. La infeccion por PIV-1y PIV-2 se asocia
con laringotraqueobronquitis o hinchazén alrededor de las cuerdas vocales y otras partes de las vias respiratorias
superiores y medias. PIV-3 a menudo se asocia con bronquiolitis y neumonia. PIV-4 generalmente causa sintomas
méas leves que los otros tipos de PIV humano.

Los virus de la influenza (IFV) pueden causar infecciones que afectan principalmente a la nariz, la garganta, los
bronquios y los pulmones. La infeccién se caracteriza por la aparicién repentina de fiebre alta, dolor muscular, dolor
de cabeza y malestar intenso, tos no productiva, dolor de garganta y rinitis. Algunos virus de la influenza se transmiten
facilmente de persona a persona a través de gotitas y pequefias particulas que se producen cuando las personas
infectadas tosen o estornudan. La mayoria de las personas infectadas se recuperan en una o dos semanas sin
necesidad de tratamiento médico. Sin embargo, en los muy jévenes, los ancianos, y aquellos con otras afecciones
médicas graves, la infeccién puede provocar complicaciones graves de la afeccién subyacente, neumonia y muerte.
Ademas, ciertas cepas y tipos de virus de la influenza pueden causar enfermedades graves incluso en adultos sanos.

Los inhaladores de polvo seco se usan comlinmente para administrar farmacos a las vias respiratorias, por ejemplo
los pulmones. Sin embargo, para algunos pacientes, por ejemplo nifios, particularmente los menores de 5 afios, los
ancianos, los pacientes inmunodeprimidos y los enfermos graves, los inhaladores de polvo seco pueden resultar
dificiles de usar con eficacia.

Moscona et al., 2010 describen una proteina de fusién de sialidasa recombinante que inhibe la infeccién por el virus
de la parainfluenza humana in vitro e in vivo. Triana-Baltzer et al. describen una revisién de DAS181, una proteina de
fusién de sialidasa que protege el epitelio de las vias respiratorias humanas contra la infeccién por gripe. El documento
US 2007/190163 describe tecnologia para la preparacién de microesferas macromoleculares El documento US
2011/171132 describe métodos, compuestos y composiciones para el tratamiento y profilaxis en el aparato respiratorio.

FIGURAS

La Figura 1 es un conjunto de fotografias que representan el crecimiento y cultivo viral. Células LLCMK-2 se sembraron
24 horas antes de la infeccién, y después se inocularon con 0,02 o 0,2 ml de muestra positiva de cultivo viral. Las
células eran simplemente subconfluentes antes de la infeccion. El progreso de la infeccion se registré 3 y 5 dias
después de la inoculacién. La muerte celular y el CPE son detectables 3 dias después de la inoculacién, y han
progresado significativamente a los 5 dias después de la inoculacién. Tanto 0,02 como 0,2 ml de indculo inicial son
suficientes para iniciar la infeccion. NV=No viral. PI=Post-infeccién.

La Figura 2 es un conjunto de fotografias que representan los resultados del andlisis DFA. Las células se cultivaron
en cubreobjetos, se infectaron a la TFID50, y después se fijaron 72 horas después de la infeccién. Después de la
fijacién, las células se tifieron usando el ensayo Light Diagnostics PIV3 DFA. La fluorescencia se visualizé bajo el
microscopio usando canales especificos para la tincién, y se hicieron fotografias usando el software ProgRes
CapturePro (Jenoptik).

La Figura 3 es un conjunto de fotografias que representan placas representativas usando reactivo de DFA.

El ensayo de placas se realizé en una placa de 24 pocillos, y después se tifié con el reactivo de DFA como se describe
en Materiales y métodos. Se muestran placas representativas de cada dilucién, y el titulo final obtenido al contar todas
las placas en los pocillos se muestra en el lado derecho de las imégenes. Para obtener el titulo, los pocillos contables
se promediaron y multiplicaron por la dilucién. Las placas se representan en verde, mientras que los nucleos se
representan en azul. TNTC=Demasiado numerosos para contarlos. PI=Post-infeccion.

La Figura 4 es un conjunto de fotografias que representan placas representativas usando reactivo de DFA.

El ensayo en placas se realizé en una placa de 24 pocillos, y después se tifié con el reactivo de DFA como se describe
en Materiales y métodos. Se muestran placas representativas de cada dilucién, y el titulo final obtenido al contar todas
las placas en los pocillos se muestra en el lado derecho de las imégenes. Para obtener el titulo, los pocillos contables
se promediaron y multiplicaron por la dilucién. Las placas se representan en verde, mientras que los nucleos se
representan en azul. TNTC=Demasiado numerosos para contarlos. PI=Post-infeccion.

La Figura 5 es un par de graficos que representan el ensayo estandar de reduccion de placas en los dias6y 7. Los
ensayos de reduccién de placas se realizaron en placas de 6 pocillos con concentraciones crecientes de DAS181, y
se fijaron 6 o 7 dias después de la infeccién cuando se pudieron visualizar las placas. DAS181 permanecié en la
superposiciéon durante todo el ensayo. Las placas se contaron y se representaron graficamente para determinar los
valores de EC50.
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La Figura 6 es un conjunto de fotografias que representan la formacién de placas representativas mediante anélisis
de fluorescencia. Cuarenta y ocho horas después de la infeccién, las células se fijaron, y la formacién de placas se
visualizé usando el reactivo de PIV3 DFA. Las placas se representan en verde, mientras que los nlcleos se
representan en azul.

La Figura 7 es un grafico que representa ensayos de reduccién de placas realizados por triplicado, y se determinaron
valores de EC50 para cada ensayo. Se establecié un valor de EC50 promedio de alrededor de 4 nM usando estos
valores.

La Figura 8 es un conjunto de fotografias que representan la inhibicién de TCID50. Células LLCMK-2 se sembraron
24 horas antes de la infeccion, y después se infectaron con la TCID50 conocida. Dos horas después de la infeccién,
las placas se fijaron con glutaldehido al 0,05%, y después se tifieron con un anticuerpo alfaPIV. La mancha oscura
representa la propagacién del virus.

La Figura 9 es un conjunto de fotografias que representan el analisis de la propagacion viral. Las células se infectaron
a una MOI de 0,1, y entonces se analizé la propagacién viral 24, 48 y 72 horas después de la infeccién, con o sin
tratamiento con DAS 181 (10 nM). Las células se fijaron, y entonces se tifieron con reactivo de DFA especifico de
PIV3, y se visualizaron bajo el microscopio. La presencia de infeccién por PIV3 esté representada en verde, mientras
que los nucleos estan representados en azul.

La Figura 10 es un grafico que representa la liberacién viral con tratamiento con DAS 181 10 nM. Después de la
infeccion (MOI = 0,1), las células se trataron (o se trataron de forma simulada) con DAS181 10 nM, y entonces el virus
infeccioso liberado de las células se midi6 mediante ensayo de placas. Los sobrenadantes de cultivos tisular (con y
sin DAS 181) se analizaron el dia 1, 2y 3, y el titulo se representé graficamente a lo largo del tiempo.

La Figura 11 es un grafico que representa un estudio de liberacién viral de PIV3 de 6 dias. Las células se infectaron a
una MOI baja (0,01), y entonces se trataron, o se trataron de forma simulada, con DAS181 10 nM. La liberacién viral
se midié mediante la recoleccién de sobrenadante de cultivo tisular, y el virus infeccioso se analizé6 mediante un ensayo
de placas.

La Figura 12 es un conjunto de fotografias que representan la inoculacién inicial de una muestra de paciente. Muestras
sospechosas de contener PIV3 recolectadas de un paciente de EIND se usaron para inocular células LLCMK2. Los
cultivos se monitorizaron para detectar CPE y signos de infeccién viral. Hacia el dia 5 después de la infeccién, los
pocillos inoculados con 0,2 ml de la muestra del paciente exhibieron CPE sustancial y muerte celular, indicativos de
una infeccién viral. De estos pocillos se recogieron virus para su posterior amplificacién. La presencia de PIV3 se
confirmé mediante ensayo de DFA (Figura 13). El control NV no muestra tincién positiva para el antigeno PIV3,
mientras que la muestra de PIV3 infectada muestra que todas las células en el campo son positivas para PIV3
(representadas en verde). Los nucleos estan representados en azul.

La Figura 13 es un conjunto de fotografias que representan la identificacién del tipo viral. Los cultivos virales inoculados
se analizaron para detectar la presencia de un virus respiratorio, asi como para detectar la presencia de PIV3
especificamente mediante analisis DFA. Las células infectadas se colocaron en un portaobjetos de vidrio y se tifieron
con los anticuerpos apropiados (ya sea que reconocen un panel de virus respiratorios o especificos para PIV3). La
fluorescencia se visualizé bajo el microscopio usando canales especificos para la tincién, y se hicieron fotografias
usando el software ProgRes CapturePro (Jenoptik).

La Figura 14 es un conjunto de fotografias que representan placa representativa usando reactivo de DFA.

El ensayo de placas se realizd en una placa de 24 pocillos, y luego se tifié con el reactivo de DFA como se describe
en los Materiales y métodos. Se muestra una placa representativa de una dilucién, que demuestra la rapida
propagacién de la placa viral en 48 horas. Para obtener el titulo, los pocillos contables se promediaron y multiplicaron
por la dilucién. La placa esta representada en verde, mientras que todas las células del campo estan representadas
en azul.

La Figura 15 es un grafico que representa el ensayo de reduccién de placas (PRA). Los ensayos de reduccién de
placas se realizaron por triplicado, y se determinaron los valores de EC50 para cada ensayo. Se establecié un valor
de EC50 promedio de ~28 nM usando estos valores.

La Figura 16 es un conjunto de fotografias que representan la inhibicién de TCIDS0. Células LLCMK-2 se sembraron
24 horas antes de la infeccién, y después se infectaron con la TCID50 conocida. 2 horas después de la infeccién, las
placas se lavaron para eliminar el virus residual, y entonces se cubrieron con agarosa/medio que contenia DAS 181
diluido en serie. 3 dias después de la infeccién, las placas se fijaron con glutaraldehido al 0,05%, y después se tifieron
con un anticuerpo aPIV3. La fluorescencia verde indica la propagacion del virus a lo largo de la monocapa, mientras
que todas las células estan indicadas por la tincién azul.

La Figura 17 es un gréafico que representa los resultados de un estudio de liberacién viral de PIV3 de 3 dias. Las
células se infectaron a una MOI baja (0,01), y después se trataron o se trataron simuladamente con DAS 181 100 nM.
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La liberacién viral se midié mediante la recoleccién de sobrenadante de cultivo tisular, y el virus infeccioso se analizd
mediante un ensayo de placas.

La Figura 18 es un gréfico que representa la reduccién de la carga viral (los dias de dosificacién se indican en rojo).
La Figura 19 es un gréfico que representa los cambios en la carga viral.
La Figura 20 es un gréfico que representa los cambios en la carga viral en funcién del dia de tratamiento.

La Figura 21 es un conjunto de gréficos que representan el tratamiento con prednisona y tacrolimus, la administracién
de oxigeno, y la carga de PIV3.

SUMARIO

Los aspectos de la invencion para los que se busca proteccion se definen en el conjunto de reivindicaciones adjunto.
La descripcién puede contener informacién técnica adicional, que aunque no forma parte de la invencion reivindicada,
se proporciona para ubicar la invencién en un contexto técnico méas amplio e ilustrar posibles desarrollos técnicos
relacionados. Las referencias aqui a métodos de tratamiento del cuerpo humano o animal deben entenderse como
referencias a medicamentos para uso en un método de tratamiento.

En un aspecto, la invencién proporciona una composicién que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de
una proteina que comprende SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 para uso en un método para tratar la infeccion por el virus
de la parainfluenza o de la gripe, compreniendo el método administrar dicha composicién al aparato respiratorio de un
paciente, en el que la composicién estd en forma liquida y la administracion es mediante nebulizador, en el que se
administra al paciente 0,1 - 10 mg de la proteina por dia.

Se describen aqui métodos y formulaciones para tratar pacientes usando formulaciones liquidas (por ejemplo,
nebulizadas) de proteinas, por ejemplo proteinas de fusién, que tienen actividad de sialidasa (por ejemplo, DAS 181).
Los métodos y formulaciones se pueden usar para tratar pacientes infectados con PIV o virus de la gripe (IFV).
También se describen aqui métodos para tratar la infeccidén por PIV en pacientes inmunodeprimidos usando proteinas,
por ejemplo proteinas de fusion, que tienen actividad de sialidasa (por ejemplo, DAS181). Estos inmunodeprimidos
pueden tratarse con formulaciones secas o formulaciones liquidas (por ejemplo, nebulizadas).

Las proteinas utiles que tienen actividad sialidasa incluyen DAS181, una proteina de fusién recombinante de 46 kDa
que consiste en un dominio funcional de sialidasa fusionado con una secuencia de unién a anfirregulina
glicosaminoglicano que ancla la sialidasa al epitelio respiratorio. Al escindir los acidos sialicos (SA) de la superficie de
la célula hospedante, DAS 181 inactiva los receptores de la célula hospedante reconocidos tanto por PIV como por
IFV, y por lo tanto potencialmente hace que las células hospedantes sean resistentes a la infeccién por PIV e IFV.

Se describe aqui un método para tratar la infeccion por PIV o IFV en un paciente, comprendiendo el método:
administrar al aparato respiratorio del paciente una composicién que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz
de una composicién liquida (por ejemplo, una composicién nebulizada) que comprende una proteina que tiene
actividad de sialidasa. También se describe aqui un método para tratar a un sujeto en riesgo de infeccién por PIV o
IFV, comprendiendo el método: administrar al aparato respiratorio del sujeto una composiciéon (por ejemplo, una
cantidad terapéuticamente eficaz de una composicién) que comprende una composicién liquida (por ejemplo, una
composiciébn nebulizada) o una formulacién en polvo seco que comprende una proteina que tiene actividad de
sialidasa. En diversos casos: el paciente es un paciente inmunodeprimido; el paciente padece una inmunodeficiencia
primaria; el paciente inmunodeprimido sufre una inmunodeficiencia secundaria; el paciente inmunodeprimido esta
siendo o ha sido tratado con una terapia inmunosupresora; el paciente inmunodeprimido esta siendo o ha sido tratado
con un agente quimioterapéutico; el paciente inmunodeprimido es un paciente trasplantado; la proteina comprende o
consiste en una secuencia de aminoacidos que es al menos 90 % (95 %, 98 %) idéntica o completamente idéntica a
SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO:2; la proteina es DAS181; la composicidn comprende ademas uno o mas compuestos
adicionales; la administracién se realiza mediante el uso de un inhalador de polvo seco; la administracién es mediante
el uso de un aerosol nasal; la administracién es mediante el uso de un nebulizador; la administracién se realiza
mediante el uso de un tubo endotraqueal (tubo ET) y un inhalador de polvo seco; la proteina comprende una sialidasa
0 una porcién activa de la misma. En algunos casos: la sialidasa o porcién activa de la misma comprende una
secuencia de aminoéacidos que es al menos 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a: sialidasa de Actinomyces
viscosus o su dominio catalitico, sialidasa de Clostridium perfringens o su dominio catalitico, sialidasa de Arthrobacter
ureafaciens o su dominio catalitico, sialidasa de Micromonospora viridifaciens o su dominio catalitico, sialidasa Neu2
humana o su dominio catalitico, o sialidasa Neu4 humana o su dominio catalitico; y en otros casos, la sialidasa o
porcidn activa de la misma es al menos 90 % idéntica a la sialidasa de Actinomyces viscosus o su dominio catalitico.
En algunos casos: el péptido comprende un dominio de anclaje, en el que el dominio de anclaje es un dominio de
union a glicosaminoglicano (GAG) (por ejemplo, el dominio de unién a GAG es al menos 90 %, 95 %, 98 %, 99 % o
100 % idéntico al dominio de unién a GAG del factor plaquetario humano 4, el dominio de unién a GAG de la
interleucina 8 humana, el dominio de unién a GAG de la antitrombina Il humana, el dominio de unién a GAG de la
apoproteina E humana, el dominio de unién a GAG de la proteina migratoria angio-asociada humana, o el dominio de
unién a GAG de la anfirregulina humana).
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En algunos casos, el paciente tiene una funcidén pulmonar insuficiente para hacer un uso eficaz del inhalador de polvo
seco, 0 no puede usar ningln inhalador de polvo seco, por ejemplo pacientes con ventilador mecénico. En algunos
casos, el paciente es un paciente inmunodeprimido infectado con PIV y se trata con una formulacién liquida (por
ejemplo, usando un nebulizador) o se trata con una formulacién seca (por ejemplo, usando un inhalador de polvo
Seco).

En algunos casos, los pacientes inmunodeprimidos pueden incluir pacientes con neoplasias malignas, leucemias,
enfermedades vasculares del colageno, inmunodeficiencia congénita o adquirida, incluido el SIDA, receptores de
trasplantes de 6rganos que reciben terapia inmunosupresora, y otros pacientes que reciben terapia inmunosupresora.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion resultaran evidentes a partir de la siguiente descripciéon detallada y
figuras, y de las reivindicaciones.

DESCRIPCION DETALLADA

A continuacién se describen estudios que muestran que DAS181, una proteina de fusién que tiene actividad de
silidasa, es eficaz contra aislados clinicos de PIV y en pacientes infectados por PIV. Diversas proteinas que tienen
actividad de sialidasa se describen en la patente de EE.UU. n°® 8.084.036; y DAS181 se describe en la patente de EE.
UU. n°7.807.174.

DAS 181 es una proteina de fusién que comprende un dominio catalitico de una sialidasa, y un dominio de anclaje.
En algunos casos, la DAS181 aislada tiene una metionina amino terminal (Met), y en algunos casos no. Aqui, el término
DAS181 se refiere a cualquier forma o a una mezcla de las dos formas, cuyas secuencias se proporcionan aqui como
SEQ ID NO: 1y SEQ ID NO:2. Varios de los ejemplos descritos aqui usan DAS 181 o composiciones que contienen
DAS181.

DAS 181 y otras proteinas que tienen actividad de sialidasa, por ejemplo proteinas descritas en la patente de EE.UU.
n® 8.084.036 o la patente de EE.UU. n°® 7.807.174 se pueden incluir en composiciones farmacéuticas que se
administran al aparato respiratorio en una formulacién liquida o una formulacién seca.

Las proteinas descritas aqui se pueden formular en composiciones farmacéuticas que incluyen diversos excipientes.
En algunos casos, las formulaciones pueden incluir ingredientes activos adicionales que proporcionan efectos
beneficiosos adicionales.

La presente invencién incluye métodos que usan compuestos terapéuticos y composiciones que comprenden al menos
una actividad de sialidasa. Las proteinas que son al menos 90 %, 95 %, 98 % o0 99 % idénticas a SEQ ID NO: 1 0 SEQ
ID NO:2 se encuentran entre las que pueden resultar utiles. En algunos casos, los aminoacidos que difieren de aquellos
en SEQ ID NO: 1 0 SEQ ID NO:2 son sustituciones conservativas. Las sustituciones conservativas pueden definirse
como intercambios dentro de uno de los siguientes cinco grupos:

I. Restos pequefios, alifaticos, apolares o ligeramente polares: Ala, Ser, Thr, Pro, Gly
Il. Restos polares cargados negativamente y sus amidas: Asp, Asn, Glu, Gin

Ill. Restos polares cargados positivamente: His, Arg, Lys

IV. Restos grandes alifaticos no polares: Met, Leu, lle, Val, Cys

V. Restos arométicos grandes: Phe, Try, Trp

Dentro de los grupos anteriores, las siguientes sustituciones se consideran "altamente conservativas": Asp/Glu,
His/Arg/Lys, Phe/Tyr/Trp, y Met/Leu/lle/Val. Las sustituciones semiconservativas se definen como intercambios entre
dos de los grupos (1)-(IV) anteriores que se limitan al supergrupo (A), que comprende (1), (Il) y (lll) anteriores, o al
supergrupo (B), que comprende (V) y (V) anteriores. Ademas, cuando se especifican aminoécidos hidréfobos en la
solicitud, se refieren a los aminoéacidos Ala, Gly, Pro, Met, Leu, lle, Val, Cys, Phe, and Trp, mientras que los
aminoécidos hidréfilos se refieren a Ser, Thr, Asp, Asn, Glu, GIn, His, Arg, Lys, y Tyr.

Las formas de dosificacién o administracion mediante nebulizadores generalmente contienen grandes cantidades de
agua, ademés del ingrediente activo. También pueden estar presentes cantidades menores de otros ingredientes,
tales como ajustadores de pH, emulsionantes o agentes dispersantes, conservantes, tensioactivos, o amortiguadores
y otros agentes estabilizantes y solubilizantes.

Las formulaciones nasales se pueden administrar en forma de gotas, pulverizaciones, aerosoles, 0 mediante cualquier
otra forma de dosificacién intranasal. Opcionalmente, el sistema de administracién puede ser un sistema de
administracién de dosis unitaria. El volumen de disolucién o suspensién administrado por dosis puede ser cualquiera
desde alrededor de 5 a alrededor de 2000 microlitros, desde alrededor de 10 a alrededor de 1000 microlitros, o desde
alrededor de 50 a alrededor de 500 microlitros. Los sistemas de administracién para estas diversas formas de
dosificacién pueden ser frascos cuentagotas, unidades exprimibles de pléstico, atomizadores, nebulizadores, o
aerosoles farmacéuticos, ya sea en paquetes de dosis unitarias o de dosis mdltiples.
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Las formulaciones liquidas de esta invencién se pueden variar para incluir; (1) otros &cidos y bases para ajustar el pH;
(2) otros agentes que imparten tonicidad, tales como sorbitol, glicerina y dextrosa; (3) otros conservantes
antimicrobianos, tales como otros ésteres del acido parahidroxibenzoico, sorbato, benzoato, propionato, clorbutanol,
alcohol feniletilico, cloruro de benzalconio, y mercuriales; (4) otros agentes que imparten viscosidad, tales como
carboximetilcelulosa sédica, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, alcohol polivinilico y otras gomas; (5)
potenciadores de la absorcién adecuados; (6) agentes estabilizantes, tales como antioxidantes, como bisulfito y
ascorbato, agentes quelantes de metales, tales como edetato de sodio, y potenciadores de la solubilidad de farmacos,
tales como polietilenglicoles; y (7) otros agentes, tales como aminoacidos.

La invencién incluye composiciones farmacéuticas liquidas que a diversos niveles de dosificacion, tales como niveles
de dosificacién de DAS181 (u otro polipéptido que tenga actividad de sialidasa) estan entre alrededor de 0,1 y
alrededor de 10 mg. Ejemplos de tales niveles de dosificacién incluyen dosis de alrededor de 0,1 mg, 0,5 mg, 1 mg, 5
mg o 10 mg/dia. Las dosis anteriores se pueden administrar una vez al dia, durante un dia, dos dias, tres dias, cuatro
dias, cinco dias, seis dias, siete dias, ocho dias, nueve dias, diez dias, once dias, doce dias, trece dias, o catorce o
méas dias. En diversos ejemplos descritos aqui, se trataron ratones con diversas dosis de las composiciones descritas
aqui, incluidas dosis de 0,0008 mg/kg, 0,004 mg/kg, 0,02 mg/kg, 0,06 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,3 mg/kg, 0,6 mg/kg, 1,0
mg/kg, 2,0 mg/kg, 3,0 mg/kg, 4,0 mg/kg y 5,0 mg/kg.

Una "sialidasa" es una enzima que puede eliminar un resto de acido sialico de una molécula sustrato. Las sialidasas
(N-acilneuraminosilglicohidrolasas, EC 3.2.1.18) son un grupo de enzimas que eliminan hidroliticamente restos de
acido siélico de sialo-glicoconjugados. Los acidos sialicos son alfa-cetoacidos con cadenas principales de 9 carbonos
que generalmente se encuentran en las posiciones mas externas de las cadenas de oligosacéridos que estan unidas
a glicoproteinas y glicolipidos. Uno de los principales tipos de acidos sialicos es el acido N-acetilneuraminico (Neu5Ac),
que es el precursor biosintético de la mayoria de los otros tipos. La molécula sustrato puede ser, como ejemplos no
limitativos, un oligosacarido, un polisacarido, una glicoproteina, un gangliésido, o una molécula sintética. Por ejemplo,
una sialidasa puede escindir enlaces que tienen uniones alfa(2,3)-Gal, alfa(2,6)-Gal, o alfa(2,8)-Gal entre un resto de
acido siélico y el resto de una molécula sustrato. Una sialidasa también puede escindir cualquiera o todas las uniones
entre el resto de acido sialico y el resto de la molécula sustrato. En la naturaleza se encuentran dos uniones principales
entre NeuSAc y el penultimo resto de galactosa de las cadenas laterales de hidratos de carbono: Neu5Ac alfa (2,3)-
Gal y NeuSAc alfa (2,6)-Gal. Tanto las moléculas NeuSAc alfa (2,3)-Gal como NeuSAc alfa (2,6)-Gal pueden ser
reconocidas por los virus de la gripe como el receptor, aunque los virus humanos parecen preferir NeuSAc alfa (2,6)-
Gal, los virus aviar y equino reconocen predominantemente Neu5Ac alfa (2,3)-Gal. Una sialidasa puede ser una
sialidasa natural, una sialidasa modificada por ingenieria (tal como, pero sin limitacién, una sialidasa cuya secuencia
de aminoacidos se basa en la secuencia de una sialidasa de origen natural, incluyendo una secuencia que es
sustancialmente homéloga a la secuencia de una sialidasa de origen natural). Como se usa aqui, "sialidasa" también
puede significar la porcién activa de una sialidasa de origen natural, o un péptido o proteina que comprende secuencias
basadas en la porcidn activa de una sialidasa de origen natural.

Una "proteina de fusién" es una proteina que comprende secuencias de aminoacidos de al menos dos fuentes
diferentes. Una proteina de fusién puede comprender una secuencia de aminoacidos que deriva de una proteina de
origen natural o que es sustancialmente homoéloga a toda o una parte de una proteina de origen natural, y ademas
puede comprender de uno a un nimero muy grande de aminoacidos que derivan de o sustancialmente homdlogos a
toda o una porciéon de una proteina de origen natural diferente. En la alternativa, una proteina de fusién puede
comprender una secuencia de aminoacidos que deriva de una proteina de origen natural o que es sustancialmente
homéloga a toda o una parte de una proteina de origen natural, y ademés puede comprender de uno a un nimero
muy grande de aminoacidos que son secuencias sintéticas.

Una "proteina de dominio catalitico de sialidasa" es una proteina que comprende el dominio catalitico de una sialidasa,
0 Una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente homéloga al dominio catalitico de una sialidasa, pero no
comprende toda la secuencia de aminoacidos del dominio catalitico de sialidasa de la que deriva, en el que la proteina
del dominio catalitico de sialidasa retiene sustancialmente la misma actividad que la sialidasa intacta de la que deriva
el dominio catalitico. Una proteina del dominio catalitico de sialidasa puede comprender secuencias de aminoécidos
que no derivan de una sialidasa, pero esto no es necesario. Una proteina de dominio catalitico de sialidasa puede
comprender secuencias de aminoéacidos que derivan de, o son sustancialmente homodlogas a, secuencias de
aminodacidos de una o mas proteinas conocidas, o puede comprender uno 0 mas aminoéacidos que no derivan de, o
no son sustancialmente homdélogas, a secuencias de aminoacidos de otras proteinas conocidas.

"Cantidad terapéuticamente eficaz" significa una cantidad de una composicién o compuesto que se necesita para un
efecto o respuesta terapéutico, profilactico u otro efecto biolégico deseado cuando una composicién o compuesto se
administra a un sujeto en una forma de dosificacién Unica. La cantidad particular de la composicién o compuesto
variard ampliamente segln condiciones tales como la naturaleza de la composicién o compuesto, la naturaleza de la
afeccién que se esta tratando, la edad y el tamafio del sujeto.

"Tratamiento" significa cualquier manera en la que uno o mas de los sintomas de una afeccién, trastorno o enfermedad
se mejoran o se modifican de otro modo de forma beneficiosa. El tratamiento también abarca cualquier uso
farmacéutico de la composicién o compuesto aqui, tal como para reducir la mucosidad en el aparato respiratorio.
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"Vias respiratorias” significa las vias respiratorias desde la nariz hasta los alvéolos pulmonares, incluidos la nariz, la
garganta, la faringe, la laringe, la tradquea, y los bronquios, y también incluye los pulmones, y a veces los médicos se
refieren a ellas como el sistema respiratorio.

"Inhalador" significa un dispositivo para administrar medicamentos en forma de aerosol o polvo seco que se inhala (se
respira de forma natural o se fuerza mecanicamente hacia los pulmones) a través de la nariz o la boca, e incluye, sin
limimtacién, un ventilador pasivo o activo. (mecanico con o sin tubo endotraqueal), nebulizador, inhalador de polvo
seco, inhalador de dosis medidas, e inhalador de dosis medida presurizado.

"Inhalante" es cualquier sustancia que se inhala por la nariz o la boca.

"Excipiente", como se usa aqui, significa una o méas sustancias o compuestos inactivos que, solos 0 en combinacién,
se usan como portador de los ingredientes activos de un medicamento. Como se usa aqui, "excipiente" también puede
significar una o mas sustancias o compuestos que se incluyen en una composicién farmacéutica para mejorar sus
efectos beneficiosos o que tienen un efecto sinérgico con el ingrediente activo.

EJEMPLOS
Ejemplo 1 - Aislado clinico

A continuacién se describen estudios in vitro que demuestran que DAS 181 puede inhibir un aislado clinico de PIV.
Los estudios son importantes debido a que los aislados clinicos de PIV se parecen mas al PIV que infecta a los
pacientes que a las cepas de PIV de laboratorio. La concentracidn eficaz requerida para inhibir la replicacion viral en
un 50% (EC50) establecida para este virus fue ~4 nM de DAS 181.

Los analisis de crecimiento viral también demostraron que sin DAS181, ya sea infectado a una MOl de 0,01 0 0,1, el
virus progresa rapidamente a través de la monocapa del cultivo celular. En ambos casos, hacia el dia 3 después de la
infeccién, se observd un efecto citopatico (CPE) y muerte celular significativos sin tratamiento con DAS181. Sin
embargo, en presencia de DAS181 10 nM, la capa celular permaneci6 intacta durante todo el curso de la infeccién, y
la liberacién viral medida segln ensayo de placas se redujo sustancialmente. En conjunto, estos datos indican que
DAS 181 es eficaz contra este aislado clinico de PIV3, y protege contra la citotoxicidad inducida por virus y la muerte
celular.

Disefio y resultados del estudio

Las muestras recibidas en hielo seco se almacenaron a -80°C hasta su analisis. Cuando estuvieron listas para el
analisis, las muestras se analizaron para detectar virus usando células LLC-MK2, y se evaluaron para detectar
infeccién viral (tipo y cepa viral). Cuando se confirmé la infeccién, el virus se pasd 2 veces, hasta que la amplificacién
del lote viral fue suficiente. Se establecieron la caracterizacién de las propiedades de crecimiento del virus y las dosis
inhibidoras eficaces de DAS 181.



10

15

20

25

30

ES 2970401 T3

ESQUEMA DE LA PRUEBA
Obtener aislados clinicos

\j
Cultivar virus en células LLC-MK2
Probar usando el reactivo de DFA (PIV3)

Ningun aislado viral viable Prueba de DFA positiva

Detener Detectar el tipo viral individual

Cepa de PIV confirmada

|

Pasada minima para
obtener lote de aislado

Caracterizar la sensibilidad de DAS-181

Se usaron muestras (BAL y sobrenadante positivo de cultivo tisular) para la inoculacién en células LLCMK2 después
de una breve centrifugacién a baja velocidad para eliminar las células y obtener sélo el sobrenadante. Se realizaron
analisis de fluorescencia directa (DFA) para la identificacidn inicial de cualquier especie viral usando un filtro de DFA
de virus respiratorio. El sobrenadante viral separado (0,02 o 0,2 ml) se inoculé sobre una placa de 6 pocillos con
procedimientos de identificacién y etiquetado adecuados.

El sobrenadante de los pocillos que contenian el in6culo viral inicial se colocé en multiples pocillos de células recientes
que contenian medio de crecimiento viral (VGM). Las células se monitorizaron para determinar el CPE como se
describi6 anteriormente. Tres dias después de la infeccion, se recogié un pocillo de cada aislado para el anélisis DFA.

Las inoculaciones virales iniciales de células LLC-MK2 se monitorizaron para detectar CPE durante multiples dias
(variaron segun la cepa viral y las propiedades de crecimiento). Se documentaron observaciones tales como la muerte
celular, la formacién de sincitios, el redondeo o agrandamiento de las células, y los cambios generales en el
crecimiento celular. Aproximadamente 3-5 dias después de la inoculacidén (o cuando las células presentan CPE), las
células se congelaron a una temperatura entre -70 y -80°C, para permitir la liberaciéon del virus. Después de la
amplificacién del virus en un recipiente de crecimiento mas grande, el virus se congelé a entre -70 y -80°C para su
almacenamiento a largo plazo.

Pasadas de muestras virales: Los pocillos duplicados del aislamiento inicial anterior se usaron para continuar el
crecimiento del virus. Tras una lisis/muerte celular sustancial, el sobrenadante se transfiri6 a nuevas células. El virus
de cada pasada del virus también se congeld a entre -70 y -80°C para preservar el lote viral. Para amplificar, el virus
se pasa con células no infectadas hasta que se pueda obtener un volumen sustancial de virus de alto titulo. Para
congelar el virus, se aflade DMSO al 1%, y el virus se congela en alicuotas entre -70 y -80°C.

Confirmacién de antigenos virales respiratorios: El analisis DFA inicial se us6 para detectar la presencia de un
patégeno viral respiratorio (incluyendo adenovirus, gripe A, gripe B, parainfluenza tipo 1, parainfluenza tipo 2,
parainfluenza tipo 3, y virus sincitial respiratorio). Los analisis DFA se realizaron segun las instrucciones del fabricante
(n° de cat. 3137, Millipore, Temecula, CA). Tras un resultado positivo con la prueba de deteccién para indicar la
presencia de antigeno viral respiratorio, la cepa viral se confirmé usando componentes del kit anterior que son
especificos para cepas y subtipos virales individuales. Para el andlisis de la cepa viral, las células se colocaron en
portaobjetos (0 se cultivaron en cubreobjetos de vidrio) para permitir un anélisis apropiado, segun las instrucciones
del fabricante.

Identificacion del aislado viral: Después de la pasada del virus como se describe anteriormente, se realizé un analisis
DFA confirmatorio en la muestra que produjo una infeccidén productiva para confirmar el subtipo viral identificado. Se
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realiz6 una confirmacién continua a lo largo de estudios virales en diversos periodos de tiempo, lo que permitid
monitorizar cambios en el tipo viral.

Congelacién y organizacién de lotes virales: Una vez identificada y confirmada la cepa viral, los lotes virales se
amplificaron a partir del aislado original, y se congelaron a -70°C en mdltiples alicuotas para garantizar una pasada
baja. Los procedimientos operativos estandar (SOP) y las modificaciones del ensayo de placas se realizaron como se
describe a continuacién. Se usé virus de pasada baja para todos los anélisis posteriores, con el fin de mantener
caracteristicas (tanto fenotipicas como genotipicas) que sean lo mas cercanas posible al aislado original.

Titulacién de lotes virales: Los lotes de virus se titularon en monocapas de células LLC-MK2, y se analizaron entre los
dias 2 a 7 después de la infeccién fijandolos con glutaraldehido al 0,05 % o formaldehido al 4 % e incubando después
con anticuerpos especificos del subtipo PIV y reactivos de DFA. Después de la tincién, las placas se contaron, y se
determind el titulo segln los recuentos.

Inhibicién de TCID50: Se sembraron células LLC-MK2 en una placa de 6 pocillos 1 dia antes de la infeccién, a una
densidad de 3 x 108 células/placa. Al dia siguiente, las células se lavaron con 1X PBS una vez, y después se infectaron
a la TCIDS0 identificada para el lote viral. 2 horas después de la infeccidn, las células se cubrieron con agarosa que
contenia concentraciones variables de DAS 181 que oscilaban de 1000 nM a 0,1 nM (diluciones en serie 10X).
También se evalu6 un control sin farmaco y un control no viral (NV). 3-5 dias después de la infeccién (cuando las
células exhibieron un efecto citopatico sustancial), las células se fijaron y desupés se tifieron con un anticuerpo
especifico para PIV2/3. Después de teflir con el anticuerpo, las placas se lavaron 3X con 1X PBS + Tween-20 al
0,05%. Después, las placas se tifieron con el sustrato TBP/BCIP durante 10 a 15 minutos, o hasta que la tincidén fuera
visible. Se hicieron fotografias representativas, y se hicieron observaciones sobre la propagacién del virus, asi como
el nivel de inhibicién proporcionado por el tratamiento con DAS181.

Ensayo de reduccidén de placas: Se realizdé un ensayo de reduccidén de placas (PRA) modificado, para determinar el
nivel de DAS181 suficiente para inhibir la infeccién al 50% (EC50). Las células se sembraron el dia antes de la infeccién
a una densidad de 3 x 108 células/placa en una placa de 24 pocillos. Al dia siguiente, las células se lavaron con 1X
PBS, y después se infectaron con €100 ufp/pocillo durante 2 horas. Después de las 2 horas iniciales, el medio se
aspird, y las células se lavaron nuevamente en 1X PBS. Las placas se cubrieron con agarosa en medio esencial
minimo de Eagle (EMEM) 2X (1: 1) que contiene una concentracién apropiada de DAS 181 (1000 nM a 0,1 nM). Cada
concentracion de DAS 181 se analizd en pocillos duplicados, y los recuentos de placas resultantes se promediaron de
los 2 pocillos. Se dejé que se formaran las placas durante 2 dias, momento en el que las placas se fijaron con
glutaraldehido al 0,05 % o formaldehido al 4 %. Después de la fijacidn, las placas se tifieron con el anticuerpo
apropiado o reactivo de DFA segun las instrucciones del fabricante.

Curva de crecimiento viral (+/- DAS181) usando ensayo de placas: La liberacién viral a lo largo del tiempo +/- DAS181
se evalué sembrando células en una placa de 24 pocillos (3 x 10° células/placa) el dia antes de la infeccion. Al dia
siguiente, las células se infectaron con una multiplicidad de infeccién (MOI) baja (entre 0,01 y 0,1), y 2 horas después
de la infeccién, el medio se retird y se repuso con medio nuevo con o sin DAS 181 a la concentracién identificada
necesaria para inhibir el virus. El sobrenadante viral se recogié cada 24 horas hasta que fue evidente una muerte
celular de ~80-90% en los pocillos tratados con control, y entonces se repuso el medio que contenia DAS 181. El
sobrenadante se congel6 a -80°C, y después se evalud el titulo viral para cada muestra mediante un ensayo de placas
estandar para PIV. La propagacién del virus también se evalud usando este montaje experimental, excepto que las
células se cultivaron en cubreobjetos de vidrio y después se fijaron y tifieron como se describié anteriormente para el
ensayo de reduccion de placas.

Curva de crecimiento viral usando RT-PCR cuantitativa en tiempo real: También se intentd el montaje del ensayo
descrito anteriormente (seccién 8.3) para la cuantificacién viral mediante transcripcién inversa cuantitativa en tiempo
real (RT-PCR). El sobrenadante viral se recogié como se indicé anteriormente, y después se preparé el ARN. Se usd
un volumen igual de sobrenadante viral como material de partida, y se afiadié un ARN de control (GAPDH) a cada
muestra para controlar las diferencias en la cantidad de ARN aislado de cada muestra debido a diferencias de
purificaciéon entre muestras. El ARN se analizé entonces en una reaccién de RT-PCR de una sola etapa.

Inoculaciédn inicial de muestras de PIV3: Los cultivos se inocularon con 0,02 o 0,2 ml de muestra del paciente (ya sea
un BAL o un sobrenadante de cultivo tisular positivo previamente identificado). Se dejé que las células crecieran
durante 5 dias, y se observaron diariamente para detectar CPE u otro signo de infeccién viral. En los dias 3 y 5 después
de la infeccién, se hicieron fotografias, y se observé CPE en células inoculadas con el sobrenadante del cultivo tisular
(Figura 1). Las muestras de BAL no produjeron una infeccién viral productiva, mientras que los sobrenadantes del
cultivo viral mostraron signos de CPE tan pronto como 3 dias después de la infeccion. Las células inoculadas con 0,2
ml de sobrenadante viral mostraron proporcionalmente mas CPE que las células inoculadas con 0,02 ml. Hacia el dia
5 después de la infeccién, las células infectadas con 0,2 ml de sobrenadante viral habian progresado sustancialmente,
y exhibieron aproximadamente un 50 % de muerte celular, lo que indica propagacién viral por todo el cultivo. La
muestra inoculada con 0,02 ml de sobrenadante viral progresé méas ese dia, pero estaba sustancialmente menos
infectada en comparacién con la muestra inoculada con 0,2 ml. Las muestras de BAL todavia no mostraban signos de
infeccién viral en ese momento. Observaciones adicionales (hasta el dia 14) confirmaron que no se aislé ninguna
infeccion viral productiva para esta muestra. La presencia de PIV3 se confirmé mediante el ensayo de DFA (Figura 2).
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El control NV no muestra tincién positiva para el antigeno PIV3, mientras que la muestra de PIV3 infectada muestra
que todas las células en el campo son positivas para PIV3.

Ensayo de placas para determinar el titulo: El PIV3 aislado de este paciente se pasdé minimamente en células LLC-
MK2, y después se titulé usando un ensayo de placas modificado. Se probaron multiples variaciones de este ensayo
estandar dado que este virus no formaba placas con tanta facilidad y consistencia como una cepa de referencia de
PIV3. En comparacién con los ensayos anteriores de placas con cepas de referencia de PIV, este virus tardé mucho
més en producir placas que fueran visibles a simple vista cuando se tifieron con los anticuerpos apropiados. Hacia el
dia 6 después de la infeccién, se podian visualizar las placas, aunque el tamafio de las mismas era variable, y muchas
todavia eran mucho mas pequefias. Hacia el dia 7, las placas eran muy faciles de visualizar, aunque todavia se notaba
variacién en el tamafio (datos no mostrados). En comparacion, las cepas de referencia se visualizaron de manera facil
y consistente usando este método el dia 3 después de la infeccion. Para obtener resultados precisos y consistentes
tanto con el ensayo de placas como con el ensayo de reduccién de placas, ambos se modificaron para disminuir el
tiempo de cultivo requerido para recuentos de placas consistentes, asi como para aumentar la capacidad de visualizar
placas mas pequefias que son inherentes a este aislado viral particular. El ensayo modificado se basa en el mismo
principio que se describe para el ensayo de placas/ensayo de reduccidn de placas estandar. Sin embargo, debido a
que la formacién de placas de PIV no requiere una gran superficie, se cambid el formato del ensayo para realizarlo en
una configuracidén de placa de 24 pocillos. El virus se diluyé en serie (10-1-10-6), y pocillos duplicados se infectaron
para el ensayo de placas, y entonces el virus se lavd y se cubrié con una mezcla de 2X MEM:Agarosa como se
describe para el procedimiento normal de ensayo de placas. Se dejé que la infeccidén progresara durante 48 horas, y
entonces las células se fijaron y tifieron usando el mismo reactivo de DFA usado para la identificacién y confirmacién
del tipo viral (Figura 4).

Prueba de DAS181 del aislado clinico de PIV3: En el ensayo de reduccidn de placas estandar, se requirid tratamiento
con DAS 181 durante un periodo prolongado, hasta 7 dias, para que se desarrollaran placas visibles. La cantidad de
DAS181 necesaria para inhibir el virus aument6 a medida que aumentaba el tiempo restante en cultivo a medida que
se perdia la actividad farmacolégica en los pocillos. Este tiempo se consideré demasiado largo para lograr informacién
inhibitoria consistente y precisa (Figura 5). Para el ensayo de reduccién de placas modificado, el virus se diluyd para
infectar células a 50 ufp/pocillo en VGM. Dos horas después de la infeccién, las placas se lavaron y se cubrieron con
2X VGM:Agarosa que contenia DAS181 diluida en serie (1000 nM-0,1 nM), o sin DAS181 para control. Se dejé que la
infeccién viral continuara durante 48 horas, y entonces las células se fijaron y tifieron con el reactivo de DFA descrito
anteriormente. En la Figura 6 se muestran placas representativas para cada dilucién. El tamafio de las placas también
se redujo a medida que aumenté la concentracion de DAS 181. Se muestran graficos de los recuentos totales por
dilucién, y se indican los valores de EC50 para cada grafico (Figura 7). El ensayo de reduccién de placas se realizé 3
veces en tres dias diferentes para garantizar valores de EC50 precisos a lo largo de multiples dias y pasadas. A partir
de estos datos, el valor promedio de EC50 establecido para este virus es ~4 nM.

Inhibicién por DAS 181 de TCID50 del aislado clinico de PIV3: Dado que DAS181 inhibié en gran medida la produccién
viral usando el ensayo de reduccién de placas, también probamos la capacidad del farmaco para inhibir el virus en
una mayor multiplicidad de infeccién. Para lograr esto, las células se infectaron a la TCID50 aproximada identificada
para el aislado clinico de PIV3, y entonces se trataron con DAS181 diluida en serie (0,1-100 nM) 2 horas después de
la infeccién, y se cubrieron con agarosa. Cinco dias después de la infeccién, las células se fijaron y se tifieron con un
anticuerpo especifico para PIV3. El antigeno viral se visualizé usando un anticuerpo secundario conjugado con
fosfatasa alcalina, y entonces se tifié con un sustrato TBPBCIP (Figura 8). El antigeno viral esta representado con una
mancha de color plrpura oscuro. Se observé inhibicidn de la infeccidn viral entre 1-10 nM, mientras que las células
tratadas con DAS 181 0,1 nM exhibieron una propagacién viral similar a la del control sin farmaco. En apoyo del ensayo
de reduccién de placas, estos resultados sugieren que la concentracion inhibidora de DAS181 necesaria para limitar
la propagacién de la infeccién viral estaba entre 1-10 nM. Se observé formacién de placas puntiformes en cada uno
de los pocillos que se infectaron; sin embargo, la propagacién se inhibié sustancialmente en todas las concentraciones
analizadas de DAS 181 por encima de 0,1 nM.

Inhibiciéon por DAS 181 de la propagacion y liberacién viral: Para cuantificar mejor la inhibicién de la infeccidn viral, se
realizaron analisis de crecimiento viral. En primer lugar, la propagacién viral se monitorizd durante todo el curso de la
infeccién (72 horas) usando analisis DFA para monitorizar la propagacién viral. Para hacer esto, las células se
cultivaron en cubreobjetos de vidrio, y se infectaron a una MOI de 0,1. El virus se eliminé 2 horas después de la
infeccién, y las células se trataron con DAS 181 (o se trataron de forma simulada con PBS), y entonces se analizé la
propagacién viral cada 24 horas. Los cubreobjetos se tifieron con el reactivo de DFA para PIV3, y se evalu6 la
presencia de infeccién viral. En todo momento después de la infeccién, el tratamiento con DAS 181 10 nM inhibid
significativamente la propagacion del virus (Figura 9). También se evaluaron las mismas células usadas en la Figura
9 para determinar la liberacién viral a lo largo del tiempo. El sobrenadante del cultivo tisular se recogié cada 24 horas
de los pocillos tratados con DAS181 o tratados de forma simulada, y entonces se congelé a -80°C hasta el analisis. El
titulo viral (ufp/ml) se evalué mediante un ensayo de placas como se describi6é anteriormente, y entonces se representd
gréficamente a lo largo del tiempo. La cantidad de virus liberado de las células tratadas con DAS 181 se redujo
drasticamente con el tiempo (mas de 2 logs) en comparacion con las células no tratadas (Figura 10).

Para evaluar la liberacién viral durante un curso mas prolongado de infeccién, las células se infectaron a una MOl mas
baja (0,01), y después se evaluaron como se indicd anteriormente. Se observé una tendencia similar por cuanto las
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células tratadas con DAS181 produjeron significativamente menos virus infeccioso durante eltranscurso de la infeccién
(Figura 11). Hacia el dia 3 después de la infeccién, la infeccién viral en las células no tratadas habia progresado
sustancialmente, y todas las células presentaban CPE. Hacia el dia 4 después de la infeccién, las células no tratadas
comenzaron a morir (-50%), y hacia el dia 6, los pocillos no tratados exhibieron una muerte celular de ~90-95%. En
las células tratadas con DAS181, no se observé CPE viral hasta el dia 4 después de la infeccién, momento en el que
un pequefio porcentaje de células mostré signos de infeccion viral (redondeo o muerte celular). Hacia el dia 6 después
de la infeccion, la infeccién viral se habia extendido ligeramente, pero la mayoria de las células todavia estaban vivas
y mostraban signos minimos de CPE. La liberacién viral también aumenté hacia el dia 4 después de la infeccién en la
muestra tratada con DAS181, aunque todavia fue considerablemente menor que en la muestra no tratada.

Conclusiones

DAS 181 inhibe eficazmente esta cepa clinica de PIV3 a todas las concentraciones entre 1-10 nM. La EC50 establecida
fue ~4 nM, que es menor que la necesaria para inhibir la mayoria de las cepas de gripe que se han analizado en este
ensayo. El tratamiento con DAS181 durante el curso de la infeccién en cultivo celular reduce eficazmente la liberacién
viral a lo largo del tiempo en mas de 2 logs. La citotoxicidad y la muerte celular inducidas por la infeccion por PIV3 son
sustanciales hacia el dia 3 después de la infeccién, cuando se infecta a una MOI baja. La modificaciéon del ensayo de
placas estdndar y del ensayo de reduccién de placas permite una mayor consistencia y viabilidad de estos ensayos.
Estos datos amplian el conocimiento actual sobre la capacidad de DAS 181 para inhibir eficazmente diferentes
aislados de PIV, y demuestran la inhibicién por DAS181 de una cepa clinica de PIV.

Materiales y métodos

Células y virus: Las células LLC-MK2 originales se recibieron de ATCC (Manassas, VA), y se pasaron un minimo de
veces (menos de 4) para obtener multiples viales de origen. Las células se descongelaron antes de recibir las muestras
en cuestion, y se pasaron al menos 2 veces antes de la inoculacién con la muestra de prueba.

Medio de mantenimiento de cultivo celular y crecimiento viral: Las células se dividieron cada 3-4 dias, y se alimentaron
cada 2-3 dias con Eagles-MEM (n® de cat. 11095-098, Life Technologies, Carlsbad, CA), 10% de FBS (n° de cat. 14-
502F, Lonza, Riverside, CA), 1X Glutamax (n°® de cat. 35050, GIBCO, Carlsbad, CA) y disolucién
antibiética/antimicética 1X (n° de cat. A5955, Sigma, St. Louis, MO). Las células se mantuvieron en medios abundantes
segun protocolos estédndar, y se cultivaron a 37°C en una camara humidificada que contenia 5 % de CO2, a menos
que se retiraran para mantenimiento o pruebas. Las células se lavaron con PBS (n° de cat. 14040, GIBCO, Carlsbad,
CA), y se tripsinizaron usando TrypLE Express (n° de cat 12605-010, GIBCO, Carlsbad, CA). Los matraces individuales
de células se mantuvieron segun protocolos estandar, y se etiquetaron con la fecha de la pasada, las iniciales del
cientifico, el nimero de pasadas de la célula, y el nombre de las células. Las infecciones virales se realizaron en el
aparato de prueba apropiado, incluidas placas de 6 o 24 pocillos (Corning, Lowell, MA), segln lo definido por el
experimento. Las células se mantuvieron en matraces de poliestireno (Corning, Lowell, MA) durante la amplificacién
antes de la infeccién. Los medios de crecimiento viral consistieron en E-MEM (mencionado anteriormente), 1X
Glutamax (mencionado anteriormente), 3,0 mg/ml de tripsina acetilada (n° de cat. T6763, Sigma) diluida hasta una
concentracion final de 3,0 ug/ml, y 1% de ITS (n° de cat. 41400, GIBCO, Carlsbad, CA). El medio de cubrimiento del
ensayo en placa consistié en una mezcla 1:1 (vol:vol) de los medios E-MEM enumerados anteriormente (concentracién
2X)y 1,8 % de Noble Agar (n° de cat. 10907, USB Corp., Cleveland, OH) en dH-O para lograr una concentracién final
de medio 1Xy 0,9 % de agarosa. El lote de DAS181 usado para estos estudios fue el lote n.° 20080715, preparado el
20 de enero de 2009 a una concentracién de 25,5 mg/ml.

Extraccién y amplificacién de ARN: La extraccién de ARN se realizé usando el kit de purificacion de ARN viral QlAamp
(n° de cat. 52904, Qiagen, Valencia, CA) o el kit de aislamiento de ARN total MagMAX™-96 (n° de cat. AM1830,
Ambion, Foster City, CA), segln las instrucciones del fabricante. La amplificacién y cuantificacién del ARN viral se
intent6 usando el kit TagMan® One-Step RT-PCR Master Mix Reagents (n° de cat. 4309169), segun las instrucciones
del fabricante. Estos anélisis se iniciaron, aunque se determiné que el formato de ensayo establecido actualmente no
era fiable para estos estudios, y por lo tanto estos datos no se incluyeron en este informe.

Anticuerpos y reactivos de tincién: Para tincién de placas TCID50, se uso el anticuerpo aPI1V2/3 (n° de cat. 20-PG90,
Fitzgerald, Acton, MA), seguido de un anticuerpo secundario anti-cabra de burro (n° de cat. V1151, Promega, Madison,
WI). La tincién con anticuerpos se visualizdé usando el sustrato NBT/BCIP de 1 etapa (n° de cat. 34042, Thermo
Scientific, Rockford, IL).

Ejemplo 2 - Aislado clinico de PIV3
Disefio y resultados del estudio

En un estudio separado, se estudié un segundo aislado clinico de PIV3. En comparacidn con las cepas de referencia
(adaptadas en laboratorio), este aislado clinico crecié més rapido en cultivo y formé placas que se propagaron
facilmente por el cultivo en 24 horas. Este virus también alcanzé titulos muy altos, lo que indica que esta cepa particular
de PIV3 es muy virulenta. La EC50 establecida para este virus es ~28 nM.
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Los analisis de crecimiento viral también demostraron que sin DAS181, cuando se infecta a una MOI de 0,01, el virus
progresa réapidamente por la monocapa del cultivo celular. Hacia el dia 3 después de la infeccién, se observaron CPE
y muerte celular significativos sin tratamiento con DAS181. Sin embargo, en presencia de DAS 181 100 nM, la capa
celular permanecié predominantemente intacta durante todo el curso de la infeccién, y la liberacién viral medida
mediante ensayo de placas se redujo sustancialmente. En conjunto, estos datos indican que DAS 181 es eficaz contra
este aislado clinico de PIV3, y protege contra la citotoxicidad inducida por virus y la muerte celular.

Las muestras se almacenaron a -80°C hasta el analisis. Cuando estuvieron listas para el andlisis, las muestras se
analizaron para detectar virus usando células LLC-MK2, y se evaluaron para detectar infeccidn viral (tipo y cepa viral).
Cuando se confirmd la infeccién, el virus se pasé 2 veces, hasta que la amplificacién del lote viral fue suficiente. Se
establecieron la caracterizaciéon de las propiedades de crecimiento del virus y las dosis inhibidoras eficaces de DAS
181.

ESQUEMA DE LA PRUEBA
Obtener aislados clinicos

\

Cultivar virus en células LLC-MK2

|

Probar usando el reactivo de DFA (PIV3)

4/\\\.

Ningun aislédo viral viable Prueba de DFA positiva
Detener Detectar el tipb viral individual

l

Cepa de PIV confirmada

}

Pasada minima para
obtener lote de aislado

l

Caracterizar la sensibilidad de DAS-181

Inoculacién de muestras clinicas: Se usaron muestras (hisopos nasales) para la inoculaciéon en células LLC-MK2
después de una breve centrifugacién a baja velocidad para eliminar las células y obtener sélo el sobrenadante. Sélo
el hisopo nasal recolectado antes del tratamiento con DAS181 permitié una infeccién productiva. Se llevaron a cabo
DFA para la identificacién inicial de cualquier especie viral usando una prueba de DFA de virus respiratorio. El
sobrenadante viral separado (0,02 o 0,2 ml) se inoculé sobre una placa de 6 pocillos con procedimientos de
identificacién y etiquetado adecuados. La presencia del antigeno PIV3 se probé con el reactivo de DFA especifico
para el tipo viral.

Aislamiento del in6culo inicial: El sobrenadante de los pocillos que contenian el inéculo viral inicial se colocé en
multiples pocillos de células recientes que contenian medio de crecimiento viral (VGM). Las células se monitorizaron
para determinar el CPE como se sefiala anteriormente. Tres dias después de la infeccién, se recogié un pocillo de
cada aislado para DFA.

Amplificacién viral: Las inoculaciones virales iniciales de células LLC-MK2 se monitorizaron para detectar CPE durante
varios dias. Se documentaron observaciones tales como la muerte celular, la formacién de sincitios, el redondeo o
agrandamiento de las células, y los cambios generales en el crecimiento celular. Aproximadamente 3-5 dias después
de la inoculacién (o cuando las células presentan CPE), las células se congelaron a una temperatura entre -70 y -
80°C, para permitir la liberacién del virus. Después de la amplificacién del virus en un recipiente de crecimiento mas
grande, se dividieron alicuotas del virus y se congelaron entre -70 y -80°C para su almacenamiento a largo plazo.

Confirmacién de antigenos virales respiratorios: Se us6é DFA inicial para detectar la presencia de un patégeno viral
respiratorio (incluyendo adenovirus, gripe A, gripe B, parainfluenza tipo 1, parainfluenza tipo 2, parainfluenza tipo 3, y
virus sincitial respiratorio). Los anélisis DFA se realizaron segun las instrucciones del fabricante (n° de cat. 3137,
Millipore, Temecula, CA). Tras un resultado positivo con la prueba de deteccién para indicar la presencia de antigeno
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viral respiratorio, la cepa viral se confirmé usando componentes del kit anterior que son especificos para cepas y
subtipos virales individuales. Para el analisis de la cepa viral, las células se colocaron en portaobjetos (o se cultivaron
en cubreobjetos de vidrio) para permitir un analisis apropiado, segun las instrucciones del fabricante.

Congelacién y organizacién de lotes virales: Una vez identificada y confirmada la cepa viral, los lotes virales se
amplificaron a partir del aislado original, y se congelaron a -70°C en mdltiples alicuotas para garantizar una pasada
baja. Se usé virus de pasada baja para todos los anélisis posteriores, con el fin de mantener caracteristicas (tanto
fenotipicas como genotipicas) que sean lo mas cercanas posible al aislado original.

Titulacidon de lotes virales: Los lotes de virus se titularon en monocapas de células LLC-MK2 y se analizaron el dia 2
después de la infeccion fijandolos con glutaraldehido al 0,05 % o formaldehido al 4 % e incubando después con
reactivo de DFA especifico del subtipo de PIV. Después de la tincién, las placas se contaron, y se determiné el titulo
segun los recuentos.

Inhibicién de TCID50: Se sembraron células LLC-MK2 en una placa de 6 pocillos 1 dia antes de la infeccién, a una
densidad de 3 x 108 células/placa. Al dia siguiente, las células se lavaron con 1X PBS una vez, y después se infectaron
a la TCIDS0 identificada para el lote viral. 2 horas después de la infeccidn, las células se cubrieron con agarosa que
contenia concentraciones variables de DAS 181 que oscilaban de 1000 nM a 0,1 nM (diluciones en serie 10X).
También se evalué un control sin farmaco y un control no viral (NV). A los 3-5 dias después de la infeccién (cuando
las células presentaban CPE sustancial), las células se fijaron y después se tifieron con el reactivo de DFA especifico
de PIV3. Después de tefir con el anticuerpo, las placas se lavaron 3X con 1X PBS + Tween-20 al 0,05%. Las placas
se analizaron entonces para determinar la propagacién viral. Se hicieron fotografias representativas, y se hicieron
observaciones sobre la propagacién del virus, asi como el nivel de inhibicién proporcionado por el tratamiento con
DAS181.

Ensayo de reduccidén de placas: Se realizdé un ensayo de reduccidén de placas (PRA) modificado, para determinar el
nivel de DAS181 suficiente para inhibir la infeccién al 50% (EC50). Las células se sembraron el dia antes de la infeccién
a una densidad de 3 x 108 células/placa en una placa de 24 pocillos. Al dia siguiente, las células se lavaron con 1X
PBS, y después se infectaron con €100 ufp/pocillo durante 2 horas. Después de las 2 horas iniciales, el medio se
aspirg, y las células se lavaron nuevamente en 1X PBS. Las placas se cubrieron con agarosa en EMEM 2X (relacién
1: 1) que contiene una concentracién apropiada de DAS181 (1000 nM a 0,1 nM). Cada concentracién de DAS 181 se
analizé en pocillos duplicados, y los recuentos de placas resultantes se promediaron de los 2 pocillos. Se dejd que se
formaran las placas durante 2 dias, momento en el que las placas se fijaron con glutaraldehido al 0,05 % o
formaldehido al 4 %. Después de la fijacion, las placas se tifieron con el anticuerpo apropiado o reactivo de DFA segun
las instrucciones del fabricante.

Curva de crecimiento viral (+/- DAS181) usando ensayo de placas: La liberacién viral a lo largo del tiempo +/- DAS181
se evalué sembrando células en una placa de 24 pocillos (3 x 10° células/placa) el dia antes de la infeccion. Al dia
siguiente, las células se infectaron a una multiplicidad de infeccién (MOI) de 0,01, y 2 horas después de la infeccién,
el medio se eliminé y se repuso con medio reciente con o sin DAS181 a la concentracién identificada necesaria para
inhibir el virus (100 nM). El sobrenadante viral se recogid cada 24 horas hasta que fue evidente una muerte celular de
~80-90% en los pocillos tratados con control, y entonces se repuso el medio que contenia DAS181. El sobrenadante
se congel6 a -80°C, y después se evalué el titulo viral para cada muestra mediante un ensayo de placas.

Inoculaciédn inicial de muestras de PIV3: Los cultivos se inocularon con 0,02 o 0,2 ml de muestra del paciente (ya sea
un BAL o un sobrenadante de cultivo tisular positivo previamente identificado). Se dejé que las células crecieran
durante 5 dias, y se observaron diariamente para detectar CPE u otro signo de infeccién viral. El dia 5 después de la
infeccién, se hicieron fotografias, y se observd el CPE en células inoculadas con 0,2 ml de sobrenadante de cultivo
tisular (Figura 12). Las células inoculadas con 0,2 ml de sobrenadante viral mostraron proporcionalmente mas CPE
que las células inoculadas con 0,02 ml, y por lo tanto estos pocillos continuaron para la propagacién viral. Hacia el dia
5 después de la infeccion, las células infectadas con 0,2 ml de sobrenadante viral habian progresado sustancialmente,
y exhibieron aproximadamente un 50 % de muerte celular, lo que indica propagacién viral por todo el cultivo. La
muestra inoculada con 0,02 ml de sobrenadante viral progresd algo ese dia, pero estaba sustancialmente menos
infectada en comparacién con la muestra inoculada con 0,2 ml.

Los cultivos virales inoculados se analizaron para detectar la presencia de un virus respiratorio, asi como para detectar
la presencia de PIV3 especificamente mediante DFA. Las células infectadas se aplicaron en un portaobjetos de vidrio
y se tifieron con anticuerpos que reconocian un panel de virus respiratorios o especificos para PIV3 (Figura 13).

Ensayo de placas para determinar el titulo: El PIV3 aislado de este paciente se pasdé minimamente en células LLC-
MK2, y después se titulé6 usando un ensayo de placas modificado. En comparacién con ensayos de placas de cepa
de referencia de PIV anteriores y con otro aislado clinico de PIV3, este virus crecié mucho més rapido y produjo placas
que eran visibles a simple vista cuando se tifieron con los anticuerpos/reactivo de tincién apropiados. Hacia el dia 2
después de la infeccidn, se pudieron visualizar las placas, y muchas se habian extendido significativamente en ese
momento. El ensayo modificado usado para este virus se basa en el mismo principio que se describe para el ensayo
de placas/ensayo de reduccién de placas estandar. Sin embargo, debido a que la formacién de placas de PIV no
requiere una gran superficie, el formato del ensayo se realizé en una configuracidén de placa de 24 pocillos. El virus se
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diluyé en serie (10-1-10-6), y pocillos duplicados se infectaron para el ensayo de placas, y entonces el virus se lavo y
se cubrié con una mezcla de 2X MEM:Agarosa como se describe para el procedimiento normal de ensayo de placas.
Se dej6 que la infeccién progresara durante 36-48 horas, y entonces las células se fijaron y tifieron usando el mismo
reactivo de DFA usado para la identificacién y confirmacidén del tipo viral (Figura 14). El titulo identificado del virus
infeccioso producido a partir de esta inoculacion fue 8 x 108 ufp/ml. Este es sustancialmente mayor (en comparacion
con 2x10° ufp/ml) que el otro aislado clinico de PIV3.

Prueba de DAS181 del aislado clinico de PIV3: Para el ensayo de reduccién de placas, el virus se diluyé para infectar
células a 50 ufp/pocillo en VGM. 2 horas después de la infeccidn, las placas se lavaron y se cubrieron con 2X
VGM:Agarosa que contenia DAS181 diluida en serie (1000 nM-0,1 nM), o sin DAS181 para control. Se dejé que la
infeccién viral continuara durante 48 horas, y entonces las células se fijaron y tifieron con el reactivo de DFA descrito
anteriormente. El primer ensayo de reduccién de placas realizado no arrojé valores de EC50 precisos, ya que la
pérdida de infeccién viral dependiente de la dosis demostré un valor de EC50 mas bajo en comparacién con los
graficos de ensayos posteriores, y por lo tanto no se incluyé en el calculo de EC50 promedio. Se determiné que debido
a que las propiedades de crecimiento de este virus son muy diferentes a las de otras cepas de PIV3 probadas hasta
ahora, este experimento inicial fue un caso atipico. Se realizaron tres ensayos diferentes de reduccién de placas
después de establecer las propiedades de crecimiento del virus, y se indican los valores de EC50 para cada
experimento (Figura 15). Los ensayos de reduccién de placas se realizaron 3 veces en tres dias diferentes, para
garantizar valores de EC50 precisos en multiples dias y pasadas. El valor promedio de EC50 establecido para este
virus es ~28 nM.

Inhibicién por DAS 181 de TCID50 del aislado clinico de PIV3: Dado que DAS181 inhibié en gran medida la produccién
viral usando el ensayo de reduccién de placas, también probamos la capacidad del farmaco para inhibir el virus en
una mayor multiplicidad de infeccién. Para lograr esto, las células se infectaron a la TCID50 aproximada identificada
para el aislado clinico de PIV3, y entonces se trataron con DAS181 diluida en serie (0,1-1000 nM) 2 horas después de
la infeccién, y se cubrieron con agarosa. 3 dias después de la infeccién, las células se fijaron y se tifieron con un
anticuerpo especifico para PIV3 (Figura 16). El antigeno viral esta representado en verde. Se observé inhibicién de la
infeccién viral entre 10-100 nM, mientras que las células tratadas con DAS181 0,1-1 nM exhibieron una propagacion
viral similar a la del control sin farmaco. En apoyo del ensayo de reduccién de placas, estos resultados sugieren que
la concentracién inhibidora de DAS 181 necesaria para limitar la propagacién de la infeccién viral estaba entre 10-100
nM. Se observé formacidén de placas puntiformes en cada uno de los pocillos que se infectaron; sin embargo, la
propagacién se inhibié sustancialmente en todas las concentraciones analizadas de DAS181 por encima de 1 nM. En
los pocillos sin DAS181 o con DAS181 0,1 nM, la monocapa celular exhibié un CPE significativamente mayor en
comparacion con los pocillos tratados con concentraciones mas altas con DAS181, lo que indica que DAS 181 también
tiene un efecto protector con respecto a la citotoxicidad (datos no mostrados).

Inhibiciéon por DAS 181 de la propagacion y liberacién viral: Para cuantificar mejor la inhibicién de la infeccidn viral, se
realizaron analisis de crecimiento viral. En primer lugar, se monitorizd la propagacién viral durante todo el curso de la
infeccién (72 horas) usando DFA y un ensayo de placas para determinar las cantidades virales liberadas en el
sobrenadante. Para hacer esto, las células se infectaron a una MOI de 0,01, y después se eliminé el virus 2 horas
después de la infeccién y las células se trataron con DAS181 100 nM (o se trataron de forma simulada con PBS).
Cada 24 horas, se monitorizé el CPE de las células, y el sobrenadante viral se recogié y se congel6 para analisis de
titulos posteriores. En todo momento después de la infeccién, el tratamiento con DAS181 100 nM protegié la monocapa
celular de los efectos citotdxicos de la infeccién viral (datos no mostrados). La liberacién viral también se inhibié durante
el curso de la infeccién en ~1 log, aunque hacia el dia 3 después de la infeccién los titulos virales (ufp/ml) liberados
en el sobrenadante eran comparables (Figura 17). El dia 3 después de la infeccién, las células que se trataron de
forma simulada exhibieron aproximadamente un 95 % de muerte celular, como lo indica la caida en el titulo viral,
mientras que en los pocillos tratados con DAS181 todavia sobrevivia aproximadamente un 70 % de la monocapa
celular. Estos resultados explicarian por qué los titulos virales eventualmente se volvieron comparables en este
ensayo, y probablemente se deba a la rapida progresién de la infeccién viral para este aislado en particular.

Conclusién

DAS 181 inhibe eficazmente esta cepa clinica de PIV3 a todas las concentraciones entre 10-1000 nM. La EC50
establecida fue 28 nM. El tratamiento con DAS181 durante el curso de la infeccién en cultivo celular reduce
eficazmente la liberacion viral con el tiempo en aproximadamente un log durante el ciclo de infeccién activa. La
citotoxicidad y la muerte celular inducidas por la infeccién por PIV3 son sustanciales hacia el dia 3 después de la
infecciéon cuando se infecta a una MOI baja y no se trata con DAS181, mientras que el tratamiento con DAS181 protege
con éxito la monocapa celular frente a la citotoxicidad inducida por virus. Estos datos amplian el conocimiento actual
sobre la capacidad de DAS 181 para inhibir eficazmente diferentes aislados de PIV, y demuestran ademas que DAS
181 es eficaz contra aislados clinicos de PIV3, incluso aquellos que se consideran las cepas mas virulentas.

Materiales y métodos

Células y virus: Las células LLC-MK2 originales se recibieron de ATCC (Manassas, VA), y se pasaron un minimo de
veces (menos de 4) para obtener multiples viales de origen. Las células se descongelaron antes de recibir las muestras
en cuestién, y se pasaron al menos 2 veces antes de la inoculacién con la muestra de prueba. Se inocularon muestras
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que contenian PIV3 en las células LLC-MK2, y se pasaron 2 veces para obtener un gran volumen de sobrenadante
viral. Se recogié sobrenadante viral que habia sufrido minimas pasadas en cultivo celular para mantener las
caracteristicas del virus.

Medio de mantenimiento de cultivo celular y crecimiento viral: Las células se dividieron cada 3-4 dias, y se alimentaron
cada 2-3 dias con Eagles-MEM (n® de cat. 11095-098, Life Technologies, Carlsbad, CA), 10% de FBS (n° de cat. 14-
502F, Lonza, Riverside, CA), 1X Glutamax (n°® de cat. 35050, GIBCO, Carlsbad, CA) y disolucién
antibiética/antimicética 1X (n° de cat. A5955, Sigma, St. Louis, MO). Las células se mantuvieron en medios abundantes
segln protocolos estandar, y se cultivaron a 37°C en una cadmara humidificada que contenia 5 % de CO,, a menos
que se retiraran para mantenimiento o pruebas. Las células se lavaron con PBS (n° de cat. 14040, GIBCO, Carlsbad,
CA), y se tripsinizaron usando TrypLE Express (n° de cat 12605-010, GIBCO, Carlsbad, CA). Los matraces individuales
de células se mantuvieron segun protocolos estandar, y se etiquetaron con la fecha de la pasada, las iniciales del
cientifico, el nimero de pasadas de la célula, y el nombre de las células. Las infecciones virales se realizaron en el
aparato de prueba apropiado, incluidas placas de 6 o 24 pocillos (Corning, Lowell, MA), segln lo definido por el
experimento. Las células se mantuvieron en matraces de poliestireno (Corning, Lowell, MA) durante la amplificacién
antes de la infeccién. Los medios de crecimiento viral consistieron en E-MEM (mencionado anteriormente), 1X
Glutamax (mencionado anteriormente), 3,0 mg/ml de tripsina acetilada (n° de cat. T6763, Sigma) diluida hasta una
concentracion final de 3,0 ug/ml, y 1% de ITS (n° de cat. 41400, GIBCO, Carlsbad, CA). El medio de cubrimiento del
ensayo en placa consistié en una mezcla 1:1 (vol:vol) de los medios E-MEM enumerados anteriormente (concentracién
2X) y 1,8 % de Noble Agar (n° de cat. # 10907, USB Corp., Cleveland, OH) en dH20O para lograr una concentracién
final de medio 1X y 0,9 % de agarosa. El lote de DAS181 usado para estos estudios fue el lote n.° 20080715, preparado
el 20 de enero de 2009 a una concentracién de 25,5 mg/ml.

Anticuerpos y reactivos de tincién: Para la tincién de placas de TCID50, se us6 un kit de analisis de anticuerpos por
fluorescencia directa (n° de cat. 3137, Millipore, Temecula, CA) seguln las instrucciones del fabricante.

Los Ejemplos 3-10 a continuacién describen los resultados de un subconjunto de pacientes con EIND tratados con
DAS 181 usando un nebulizador y una formulacién liquida de DAS181 o un inhalador de polvo seco y una formulacién
seca de DAS181.

Ejemplo 3 - Tratamiento del Paciente 1 con DAS181 nebulizada

Se inicié el tratamiento con DAS181 para un bebé (nifia) de 18 meses con diagnéstico de infeccién por PIV3. A este
bebé también se le diagnosticé concomitantemente leucemia linfoblastica aguda (ALL). El plan de dosificacion
conservativo inicial se redacté basandose en los datos de toxicologia animal existentes. Debido a la edad del paciente,
el medicamento sélo pudo administrarse en forma nebulizada. El nebulizador usado en este caso se describe en la
Tabla 1.

Tabla 1: Caracteristicas del nebulizador

Nebulizador Aerogen Pro X

MMAD 2,1 um

Fraccién de particulas finas (FPF, 1-5 um) 68,2%

Produccién media 0,35 ml/min a un caudal de 6 a 60 I/min.

El plan de dosificacién inicial se ideé mientras el paciente estaba intubado. Se recomend6 comenzar con una dosis de
2 min segln la informacién toxicolégica disponible. Con una produccidén de 0,35 mil/min, la velocidad respirable (1-5
pm) fue 0,24 ml/min, correspondiente a 0,16 mg de DAS181/min administrados. Para una dosis de 2 min, se proyectd
que se administrarian 0,32 mg de aerosol respirable de DAS181 (se administraria un total de 0,46 mg de DAS181).

Plan de dosificacién de seguimiento:

Si no se observaron sintomas de efectos adversos y la paciente estaba clinicamente estable, la duracién de la
nebulizacién se aumentd a 4 min, y los sintomas se monitorizaron nuevamente durante los dos dias siguientes.

Después de los tres dias iniciales de dosificacion, la carga viral de PIV disminuyé sustancialmente segun lo medido
mediante PCR cuantitativa especifica para PIV3. Inicialmente se determiné que la paciente tenia una carga viral muy
alta (10° copias/ml en el aspirado traqueal), y este nivel caydé méas de 5 logs (hasta 10* copias/ml) dos dias después
del dltimo dia de administracién. Sin embargo, la paciente tuvo un rebote en la carga viral después de que se suspendié
la dosis inicial, lo que indica que las dosis iniciales no fueron suficientes para eliminar la infeccién. Durante este tiempo,
la paciente mejoré clinicamente, mostrando radiografias de térax ligeramente mas claras. También se observé una
mejora en el soporte ventilatorio después de estas dosis iniciales de DAS 181. Debido a la falta de eliminacion del
virus, asi como al estado clinico de la paciente, se recomendé continuar dosificando al paciente con DAS 181.
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La paciente se dosificé nuevamente durante 4 minutos. Se observé una leve mejoria clinica, pero la paciente auln dio
positivo para PIV tanto en las evaluaciones cualitativas de DFA como en las de PCR cuantitativa. Se administr a la
paciente la quinta dosis de DAS 181. El estado clinico de la paciente continu6 mejorando, y la paciente se extubd
después de 5 dosis.

Aunque hubo una mejoria clinica, la carga viral de PIV de la paciente sé6lo disminuy6 ligeramente (~1 log) después de
las dosis Unicas intermitentes de DAS 181. Se recomendé tratar a la paciente con otro ciclo de DAS 181. El plan de
dosificacion se revisé ligeramente debido a que la paciente se extubd como se describe anteriormente.

En nifios mas pequefios no intubados, una mascarilla facial es la forma mas facil de administrar un farmaco nebulizado
en lo que respecta al cumplimiento, la facilidad de uso y la comodidad del paciente. Para estimar la dosis adecuada,
se consider6 la pérdida del farmaco en las cavidades bucal y nasal, asi como la eficacia de la administracién usando
la mascarilla facial. Se requirié una dosis mas grande para compensar la pérdida de eficiencia en la administracién.

Los datos de desarrollo del polvo seco de DAS181 con un tamafio de particula de 3 a 5 um demostraron que
aproximadamente 30 a 35 % del farmaco administrado se depositara en la cavidad bucal y la orofaringe. Los datos de
la bibliografia también muestran que la deposicién pulmonar es alrededor de 48% de la dosis emitida cuando se usa
un nebulizador y una mascarilla facial en nifios en una situacién ideal. Cabe sefialar que la bibliografia sobre el depésito
de farmacos en los pulmones de un bebé varia considerablemente, y depende en gran medida del caudal, la
cooperacién del bebé, el ajuste/disefio de la mascarilla, y el tiempo de dosificacién. Tomando en conjunto los factores
que contribuyen a la eficiencia de la administracién, se esperaba una reduccién de al menos 50% en la eficiencia de
la administracion. En base a esto, se recomend6é comenzar con 8 minutos de dosificacién usando el nebulizador
estandar con la configuraciéon de mascarilla facial. El tiempo de dosificacién adicional representé la pérdida potencial
en la cavidad oral/nasal y en la configuraciéon de la mascarilla facial en comparacién con la dosificaciéon al paciente
mientras estaba intubado. No hubo cambios en la preparacidén de la disolucién de dosificacién. Para una dosis de 8
minutos, se esperaba que se administraran 1, 8 mg de DAS181 en total, y se esperaba que 1,25 mg de DAS181
estuviera en forma respirable.

La paciente se trat6 con cinco (8 minutos) dosis una vez al dia de DAS 181. Después de esta ronda de dosificacion,
la carga viral de PIV3 volvié a caer sustancialmente (més de 3 logs), como lo demuestra la evaluacién cuantitativa de
la carga viral en muestras de lavado nasal tomadas de la paciente inmediatamente antes de cada dosis, y en los dias
siguientes a la dosificacién. La reduccién de la carga viral continué disminuyendo durante 5 dias después de la ultima
dosis, como se muestra en la Figura 18 (los dias de dosificacién se indican en rojo), y continué disminuyendo mucho
después de la dosificacién. Finalmente, la paciente fue dado de alta del hospital, y la carga viral cay6 a indetectable.

Los resultados de este caso demuestran un método de administracidn viable de la disolucién nebulizada de DAS 181
tanto a un paciente intubado como a un paciente que usa una mascarilla facial. El plan de dosificacién estimado fue
preciso, y se administré una cantidad comparable de DAS181 con ambos métodos. Ademas, estos datos respaldan el
uso de DAS181 en bebés pequefios, lo que demuestra la seguridad, la administracién eficaz del medicamento, y los
efectos antivirales del medicamento cuando se usa con este método de administracion.

Ejemplo 4 - Tratamiento del Paciente 2 con DAS181 nebulizada

El paciente era un hombre de 61 afios que se habia sometido a un trasplante de células madre de sangre periférica
para la AML. El curso posterior al trasplante se complicé por EICH cutanea, neumonia por VRS, nédulos pulmonares
de etiologia incierta y un episodio de sintomas vesicales que se cree que se deben a EICH, por lo que fue tratado con
esteroides. Al afio siguiente acudié a un hospital externo con tos, disnea y dolor toracico. Se sometié a un BAL,
comenzé a tomar cidofovir por una posible neumonia por adenovirus, y fue trasladado a un hospital el 1 de julio con
insuficiencia respiratoria progresiva. Se encontré adenovirus en sangre (86.000 copias/ml), y tenia adenovirus
(Ct=38,4) y PIV-3 (Ct=32,3) en una muestra nasofaringea mediante PCR. Se continué con cidofovir (1 mg/kg, 3 veces
por semana). Se intubd, en cuyo momento un BAL no mostré adenovirus ni otros patégenos pero fue positivo para
PI1V-3 por DFA y por PCR (Ct=18,8). Su condicién se estaba deteriorando gradualmente, con una creciente necesidad
de asistencia respiratoria (FIO2 = ~90 %, 10 mm PEEP) antes del tratamiento. Un aspirado traqueal fue positivo para
PIV3, con un Ct = 13, presumiblemente una carga viral muy alta.

DAS181 debia administrarse mediante un nebulizador en linea una vez al dia. La concentracién de DAS181 en la
disolucion debia ser 1,29 mg/ml. El dia 1, se debian administrar 1,5 ml, mientras que el dia 2 se debia aumentar la
dosis a 2,5 ml. En los dias 3-5, la dosis recomendada estaba entre 2,5 ml-5 ml, escogiéndose la dosis final en funcién
de la respuesta clinica del paciente. Se debian realizar cargas virales diarias, anélisis de laboratorio y observaciones
clinicas.

Después de un dia de tratamiento con DAS 181 nebulizada (1,5 ml), el paciente toleré bien el farmaco, y la carga viral
disminuyé aproximadamente 1 log. A una velocidad de produccién de 0,35 ml/min, esta cantidad se dosific6 en
aproximadamente 4 min. La dosis generada fue aproximadamente 1,3 mg de DAS181 en el intervalo respirable.

Después de la segunda dosis (2,5 ml, 2,2 mg de DAS181 en el intervalo respirable), el paciente seguia vivo y se
documenté que estaba ligeramente mejor, ya que su oxigenacién mejor6 levemente (0,9 FiO2 y 10 de PEEP con sats
de 93 % en lugar de 1,0, y 12 con sats de 88-90 %) y su distensibilidad pulmonar mejoré (volumenes corrientes de
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430 con control de presién 18 en comparacién con 380 con control de presién 20). Su radiografia de térax continué
teniendo infiltrados difusos, pero pueden haber sido menos denso en la parte superior de los pulmones bilateralmente.
La carga viral disminuy6 mas de un log después de dos dosis, como se muestra a continuacion en la Tabla 2.

Tabla 2
Dia de dosificacion Carga viral (copias de ARN viral/ml)
Pretratamiento 6,27 x 1010
Dia 1 post-dosis 9,41 x 10°
Dia 2 post-dosis 1,96 x 10°

Después de la segunda dosis de DAS181, la familia del paciente decidié que deseaba retirar todas las medidas de
soporte vital. Por tanto, no se administraron dosis adicionales de DAS 181.

Ejemplo 5 - Tratamiento del Paciente 3 con DAS181 nebulizada

Esta paciente era una mujer de 47 afios que fue evaluada por posible neumopatia intersticial. A esta paciente se le
diagnostic6 posible neumonitis por hipersensibilidad, y se le trat con esteroides. La paciente ingresé con insuficiencia
respiratoria. Un BAL obtenido de esta paciente fue positivo para PIV-3 mediante PCR cualitativa (panel viral
respiratorio). Todas las demas pruebas diagnésticas fueron negativas. En esta paciente se observd neumonitis difusa,
y estaba en ECMO para oxigenacién.

La dosis propuesta para esta paciente fue la administracién de DAS 181 mediante nebulizador, debido al deterioro del
estado de la funcién pulmonar de la paciente. La primera dosis iba a ser de 1,5 ml de disolucién madre de DAS181
con una concentracion de 1,3 mg/ml, para una dosis total de 1,3 mg de DAS181 en el intervalo respirable. La segunda
dosis debia aumentarse a 2,5 ml segun el estado de la paciente, y las lecturas de laboratorio (2,5 ml de la disolucién
madre equivalen a 2,2 mg de DAS181 en el intervalo respirable). La dosis entre los dias 3-5 debia estar entre 2,5-5,0
ml. El sistema nebulizador Aerogen Pro-X debia usarse segln las instrucciones del fabricante y la recomendacién del
centro clinico.

Después de 5 dias de administracién de DAS181, la paciente permanecié en ECMO durante gran parte del tratamiento.
Su radiografia de térax parecié mejorar después de las primeras 3 dosis. Se sospechd que se estaba produciendo
algun sindrome disneico agudo (SDRA), y se concluyé que multiples factores contribuian a su mal estado pulmonar.
Después de completar el ciclo de tratamiento, se retiré la ECMO a la paciente y parecia poder respirar usando oxigeno
suplementario mediante una mascarilla facial, una mejora notable en el estado clinico del paciente.

La Tabla 3 resume los resultados de laboratorio obtenidos de esta paciente. Los resultados de virologia se obtuvieron
de muestras de hisopos de garganta recolectadas del sujeto inmediatamente antes de la dosificacién cada dia (2
hisopos inoculados en 3 ml de medio de transporte viral estdndar Copan).

Tabla 3
Dia de dosificacion Dosis recibida Carga viral de PIV3
Dia 1 1,5ml 8100
Dia 2 2,5ml 20100
Dia 3 2,5ml 6350
Dia 4 2,5ml BLQ
Dia 5 2,5ml BLQ
Dia 6 (1 dia después de la dosis) Ninguna No probado

La Figura 19 muestra los datos presentados en la tabla anterior.
Ejemplo 6 - Tratamiento del Paciente 4 con DAS181 nebulizada

El paciente 4 era un varén de 7 meses con una enfermedad subyacente de SCIDS (T-/B+NK-) complicada con GVHD
después de un trasplante de médula 6sea, que presentaba una infeccién persistente por PIV3. La infeccién por PIV3
persistié6 durante aproximadamente 6 semanas antes del tratamiento con DAS181, y el paciente tuvo necesidades
persistentes de oxigeno durante todo el proceso. El paciente progresé hasta necesitar ventilacién mecanica, y también
se le diagnosticé neumonia, que fue tratada con un tratamiento de 21 dias con esteroides y antibiéticos. El paciente
recibié IGIV, pero la infeccidn por parainfluenza persisti6. El paciente se extubd, aunque permanecié persistentemente
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hipdxico con radiografias de térax anormales, requiriendo suplementacién persistente de oxigeno. El paciente recibid
un autotrasplante de médula 6sea, y enfermé cada vez més después de recibir inmunosupresién para la EICH después
del trasplante de médula dsea. La infeccién por PIV3 se confirmé antes del tratamiento con DAS181 mediante PCR
con matriz de peliculas respiratorias. Ademas, PIV3 se confirmé mediante analisis de fluorescencia directa (DFA).

Se recomend6 un ciclo inicial de 5 dias de polvo seco disuelto de DAS 181 administrado mediante nebulizador, con la
opcién de un ciclo de tratamiento de seguimiento de 5 dias adicionales de dosificacién. Se otorgé la aprobacién de la
FDA para este EIND. El farmaco se administré mediante mascarilla con un nebulizador Aeroneb.

La primera dosis de DAS181 (1,5 ml; 1,9 mg de DAS 181) se administré sin efectos adversos. Posteriormente, se
administraron las siguientes cuatro dosis (1,5 ml; 1,9 mg de DAS 181). Durante los primeros cinco dias de
administracion, el paciente comenzé a mostrar signos modestos de mejoria clinica. Se presentaron crepitantes en los
pulmones, pero se resolvieron cuando se administrd la tercera dosis de DAS 181. Sin embargo, el paciente permanecié
sintomatico durante los primeros cinco dias de la administracion, con necesidad continua de oxigeno suplementario
(4-6 litros a través de una canula nasal de alto flujo). No se observaron efectos adversos relacionados con el farmaco
del estudio durante todo el tratamiento. Los médicos recomendaron continuar el tratamiento con DAS 181 durante una
ronda adicional de dosificacion.

Se administraron cuatro dosis adicionales de DAS181 (1,5 ml, 1,9 mg de DAS 181) mediante mascarilla. Debido a los
aumentos en los niveles de fosfatasa alcalina, DAS 181 se administré en dias alternos durante las Ultimas 3 dosis del
tratamiento con DAS 181. Durante este curso de tratamiento, el paciente parecié exhibir una mejora clinica sustancial.
Los requerimientos de oxigeno suplementario comenzaron a mejorar, cayendo a sélo 0,5 I/min al final del tratamiento.
También se informd que la funcién pulmonar mejoré sustancialmente, tanto mediante radiografia de térax como
mediante observacion general. El paciente también experimentd una reduccién de la tos durante el tratamiento, y los
patrones respiratorios del paciente se volvieron més normales.

Los resultados de la carga viral de este paciente se obtuvieron a partir de la evaluacibn mediante DFA
(semicuantitativa) y mediante qPCR (cuantitativa). Las muestras nasofaringeas debian analizarse diariamente
mediante gPCR, y segun fuera necesario, mediante DFA. La Tabla 4, a continuacién, resume los resultados de carga
viral obtenidos de cada evaluacion. La lectura de DFA se mide entre negativa (no se observa infeccién) y 4+ (el 100%
de las células en el campo son positivas para PIV). El resultado de qPCR mide copias de ARN/mI. Para ambas
evaluaciones se usaron hisopos nasofaringeos.

Tabla 4
Fecha Resultado del DFA Resultado de la qPCR
Dia 1 (valor inicial (antes de la dosis 1)) 4+ 5,44 x 10°
Dia 2 (antes de la dosis 2) Sin datos 6,61 x 10°
Dia 3 (predosis 3) Sin datos 6,14 x 107
Dia 4 (predosis 4) 2-3+ 8,48 x 107
Dia 5 (predosis 5) Sin datos 7,53 x 107
Dia 6 (predosis 6) Sin datos 7,38 x 10°
Dia 7 (predosis 7) 2-3+ 1,40 x 108
Dia 8 (predosis 8) 1+ 7,50 x 10°
Dia 9 (sin dosis administrada) Traza a 1+ 3,00 x 107
Dia 10 (predosis 9) 1+ 4,93 x 10°
Dia 12 (sin dosis administrada) Raro/Trazas 1,03 x 108
Dia 14 (sin dosis administrada) Negativo Sin datos

En general, el paciente mostré una marcada mejoria clinica durante todo el tratamiento, sin que se informaran efectos
adversos del farmaco, aparte del aumento observado de la fosfatasa alcalina. Los resultados viroldgicos fueron algo
divergentes, por cuanto la evaluacién de DFA mostré una reduccidn sustancial de la infeccion viral, o que llevé a un
resultado de DFA negativo al final del tratamiento. Sin embargo, los resultados de la gPCR indican que el virus todavia
estaba presente en las muestras al final del tratamiento. Se desconoce en este momento por qué los resultados son
diferentes. Es posible que los resultados discrepantes se deban al hecho de que la evaluaciéon de DFA mide las células
intactas infectadas activamente, mientras que la PCR mide todo el ARN viral presente en la muestra, ya sea infeccioso
0 no.
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Ejemplo 7: Tratamiento del Paciente 5 con DAS181 en forma de polvo seco

El paciente 5 era un hombre de 59 afios con antecedentes de enfermedad de Crohn, diabetes mellitus y enfermedad
pulmonar intersticial, que se someti6 a trasplante de pulmén izquierdo. Se mantuvo con un régimen de
inmunosupresién de mantenimiento crénico de tacrolimus, micofenolato mofetilo, y prednisona 5 mg al dia, ademas
de un tratamiento mensual con adalimumab para su enfermedad de Crohn grave. Su evolucién posterior al trasplante
se complic6 por broncomalacia y varias infecciones del aparato respiratorio, incluida la neumonitis por virus respiratorio
sincitial (VSR) y la neumonia por Klebsiella. Regresé casi a su nivel inicial después de estas infecciones respiratorias.

Desarroll6 fiebres, escalofrios, y esputo purulento que llevaron a su hospitalizacién. Su fiebre disminuy6, y su esputo
purulento se resolvié con terapia empirica con vancomicina, ceftazidima, y levafloxacina; sin embargo, su disnea de
esfuerzo, sibilancias, y tos mejoraron lentamente. Estaba afebril, pero necesitaba 2 litros de oxigeno, y presentaba
sibilancias y crepitantes en el examen pulmonar. Se realizé una tomografia computarizada de térax, que mostré
infiltrados de aspecto inflamatorio en su I6bulo inferior izquierdo. Continué recibiendo vancomicina, ceftazidima, y
levofloxacina. Le hicieron una broncoscopia, y se observd que tenia secreciones amarillentas. Su muestra de lavado
broncoalveolar (BAL) dio positivo para parainfluenza-3 (PIV3) mediante PCR cualitativa; todos los demas cultivos y
estudios virales no fueron reveladores.

El régimen posolégico propuesto es de 10 mg de DAS181 durante 3 a 5 dias, dependiendo de la respuesta y los
efectos adversos. El medicamento debia administrarse mediante un inhalador de polvo seco, y podria justificarse un
ciclo de tratamiento adicional segln la sintomatologia y la seguridad. Se debian recolectar hisopos nasofaringeos
diariamente para determinar la carga viral cuantitativa de PIV-3. También se debian realizar laboratorios diarios
(incluidos hemograma completo, quimica completa, pruebas de funcién hepatica, PT, y PTT). También se debian
realizar pruebas de funcién pulmonar basales y diarias.

Los signos vitales obtenidos inmediatamente antes del tratamiento indicaron que el paciente requirié 2 litros de O»
suplementario mediante canula nasal. Las pruebas de funcién pulmonar obtenidas antes de la administracién de su
primera dosis de DAS181 demostraron un FEV1 de 1,52 litros y una FVC de 1,70 litros.

Se recolectaron las siguientes muestras antes de cada dosis: un hisopo nasofaringeo (N/P) y un lavado orofaringeo
(OP) para monitorizar la diseminacién viral, y muestras de sangre para analizar los niveles de DAS 181. El In-Check
DIAL se us6 para el entrenamiento de inhalacién. Después de un entrenamiento satisfactorio adicional en la técnica
de inhalacién con el Cyclohaler y una cépsula vacia, se administré DAS181 a través del Cyclohaler. El paciente no
tuvo reacciones inmediatas a la administracién de DAS181.

El paciente recibié tratamiento durante 5 dias consecutivos sin experimentar ningln evento adverso evidente. Mejord
clinicamente durante el ciclo de tratamiento desde el punto de vista respiratorio y sistémico. Al segundo dia de
tratamiento, se sinti6 menos disneico, y su tos se volvi6 mas seca. Hacia el Ultimo dia de tratamiento, se sinti6
nuevamente a alrededor del 90% de su valor inicial en términos de energia y respiracién. Al dia 6 de iniciar DAS181,
se realiz6 una broncoscopia, y el liquido del BAL volvié a ser positivo para PIV3, con carga viral de 3,50E+07.

El paciente fue dado de alta a su domicilio dos dias después de completar el tratamiento con DAS181. Todos sus
signos vitales después del tratamiento mostraron una mejoria, y cuando lo contactamos por teléfono 2 semanas
después del tratamiento, informé que se sentia bien y no tenia signos de recaida. Su tolerancia al ejercicio habia vuelto
a su nivel inicial antes de su enfermedad. En general, el paciente también mejoré en cuanto a sus necesidades de
oxigeno al finalizar el tratamiento.

Se enviaron hisopos nasofaringeos y muestras de lavado orofaringeo para pruebas de carga viral de PIV3. Los
resultados se resumen en la siguiente tabla:

Dia posterior a la dosis Copias de PIV en hisopo NF/ml Copias de PIV en lavado OF/ml
Dia 1 (predosis 1) 7,87 x 10° 5,39 x 104
Dia 2 (predosis 2) 1,46 x 10° 2,63 x 10°
Dia 3 (predosis 3) 7,77 x 108 3,46 x 104
Dia 4 (predosis 4) 8,87 x 107 2,67 x 10
Dia 5 (predosis 5) 1,45 x 10° 1,73 x 10°
Dia 6 (+1) (1 dia después de la dosis 5) 2,01 x 104 4,41 x 10°
Dia 7 (+2) (2 dias después de la dosis 5) | 2,56 x 104 2,20 x 10°

Hubo cierta variabilidad diaria en las medidas cuantitativas de la carga viral de PIV3, posiblemente debido a diferencias
en las técnicas de recogida de muestras por parte de diferentes proveedores y a la exquisita sensibilidad del ensayo

19



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2970401 T3

en si a pequefias variaciones en los viriones en la muestra. Los datos sugieren una caida de = 1 log en la carga viral,
independientemente del tipo de muestra.

Ejemplo 8: Tratamiento del Paciente 6 con DAS181 en forma de polvo seco

La paciente 6 era una mujer de 51 afios con antecedentes de cancer de mama y TCMH alogénico de AML s/p
relacionado con el tratamiento. A pesar de la remisién de su leucemia, habia desarrollado enfermedad de injerto contra
hospedante crénica, y sindrome de bronquiolitis obstructiva, que requeria tratamiento con micofenolato mofetilo,
imatinib, y esteroides crénicos. Desarrollé un aumento agudo de su disnea hasta el punto de que no podia realizar sus
actividades basicas de la vida diaria. También desarroll6 fiebre nueva y tos persistente e improductiva. Fue ingresada
en el hospital para recibir atencién adicional. La TC de térax demostré opacidades difusas en vidrio esmerilado y
algunas opacidades nodulares broncovasculares. La PCR de un hisopo nasofaringeo al ingreso fue positiva para
parainfluenza 1 (PIV1) y negativa para gripe y VSR. Se realiz6 lavado broncoalveolar, y la PCR para PIV1 volvi6 a ser
positiva. Presenté tos seca persistente, disnea de esfuerzo, y requerimiento de oxigeno suplementario de 2 litros.

El régimen de dosificacién propuesto fue 10 mg de DAS181, administrados diariamente mediante un inhalador de
polvo seco durante un maximo de 5 dias, dependiendo de la respuesta y si se observaron efectos adversos. Se
planificé obtener muestras de hisopos nasofaringeos para la determinacién cuantitativa de PCR del virus de la
parainfluenza y cultivos virales. Se debian recolectar laboratorios de seguridad que incluyeran hemograma completo
y anélisis quimicos completos. Se debian realizar pruebas de funcién pulmonar basales y diarias durante el
tratamiento. Se dejé como posibilidad 5 dosis adicionales de DAS181, dependiendo de la sintomatologia y seguridad
del paciente.

Se recolectaron muestras antes de cada dosis, incluyendo: hisopos nasofaringeos (NF), lavado orofaringeo (OF) y
muestras sanguineas PK de DAS 181. El In-Check DIAL se usé para el entrenamiento de inhalacién. También se
realizaron pruebas de funcién pulmonar (PFT). El dia 1 de tratamiento los resultados fueron: volumen espiratorio
forzado en 1 segundo (FEV 1) = 0,78; capacidad vital forzada (FVC)=1,78. Después de un entrenamiento adicional de
la técnica de inhalacidén con el Cyclohaler y una capsula vacia que se considerd satisfactoria, el sitio clinico procedid
a administrar la capsula de DAS181 a través del Cyclohaler. La paciente necesitd 3 inhalaciones para vaciar el
contenido de la capsula. No tuvo reacciones inmediatas a la administracién.

La paciente recibi6 tratamiento durante 5 dias consecutivos, sin experimentar eventos adversos evidentes. Mejord
clinicamente durante el ciclo de tratamiento. Al segundo dia de tratamiento, fue dada de alta a casa con menos
dificultad para respirar subjetiva. Se autoadministré el tratamiento de DAS 181 los dias 3 y 4. Hacia el ultimo dia de
tratamiento, se sinti6 mucho mejor, con una tolerancia al ejercicio ligeramente mayor, pero ain no habia recuperado
su nivel respiratorio inicial. Disminuyeron las secreciones y la tos. Las PFT del dltimo dia de tratamiento mostraron un
FEV1 de 0,83 1y una FVC de 1,96 |. Fue evaluada 4 dias después de su Ultima dosis, y sus sintomas mejoraron aun
mas. El médico llamé a la paciente dias después y not6 que se sentia bien, sin efectos adversos relacionados con el
medicamento. Su dificultad para respirar mejoré sustancialmente, y pudo reducir su dosis de esteroides para el
tratamiento de su enfermedad pulmonar crénica de injerto contra hospedante y el sindrome de bronquiolitis obstructiva.

Se enviaron muestras nasofaringeas y orofaringeas para prueba de carga viral de PIV-1, con los siguientes resultados.

Dia posterior a la dosis Copias de PIV1 en hisopo NF/ml Copias de PIV1 en lavado OF/ml
Dia 1 (antes de la dosis 1) 9,60 x 10° 3,95 x 104
Dia 2 (antes de la dosis 2) 5,95 x 10° 4,82 x 10°
Dia 5 (antes de la dosis 5) 3,42 x 107 5,30 x 10°
?)ia 9 (4 dias después de la dosis 1,03 x 10* 5,70 x 10°

Tanto la carga viral de PIV nasofaringeo como orofaringeo mostraron una caida sustancial después del tratamiento
con DAS181, lo que fue paralelo a su marcada mejoria clinica.

Ejemplo 9: Tratamiento del Paciente 7 con DAS181 en forma de polvo seco

La paciente 7 era una mujer de 64 afios con antecedentes de fibrosis pulmonar idiopética (FPI) que se sometié a un
trasplante de pulmén derecho. Su curso inicial postrasplante se complicé por un rechazo humoral agudo manejado
con plasmaféresis e IGIV, y no podia tolerar MMF o Imuran, por lo que se mantuvo con prednisona y tacrolimus. Varias
semanas antes de su ingreso, su marido enfermé con una infeccién de las vias respiratorias superiores de la que se
recuperd sin incidentes. La paciente comenzd entonces a experimentar dificultad para respirar y tos cada vez mayores,
tuvo una saturacién de O, en casa que era del 80%, y posteriormente fue admitida en la institucién clinica. Una
broncoscopia (BAL) no mostré evidencia de infeccién bacteriana o flngica, o PJP, pero dio positivo para PIV3 mediante
PCR. Mas tarde, desarrolld una hipoxia que empeord, y fue trasladada a la unidad de cuidados intensivos para recibir
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soporte y monitorizacién con oxigeno de alto flujo. Continué necesitando soporte de oxigeno de alto flujo y permanecié
en una FiO; del 65% sin signos de mejoria. Su inmunosupresién se estaba minimizando en la medida de lo posible.

Se inicié la dosificacion con DAS181. La paciente recibié 5 dosis de DAS 181 (10 mg/dia mediante inhalador de polvo
seco). La paciente recibid el farmaco y respondié bastante bien, con una rapida mejoria tanto en los parametros
virolégicos como clinicos. No tuvo efectos adversos significativos asociados con el medicamento. Se observé una
marcada mejora en la carga viral de PIV3, como se muestra en la Figura 20.

En la Figura 21 se muestra una descripciéon general de la dosificacidn, los medicamentos relevantes concomitantes,
la carga viral y los requisitos de oxigeno de apoyo. Como se puede observar, la carga viral y el soporte de oxigeno
requerido se redujeron notablemente después de la dosificacién con DAS181.

Ejemplo 10: Tratamiento del Paciente 8 con DAS181 en forma de polvo seco

El paciente 8 era un hombre de 57 afios con antecedentes de enfermedad de Hodgkin que recibié un TCMH alogénico
por enfermedad recurrente. Posteriormente recayé y recibié una infusién de linfocitos de un donante. Su curso clinico
se complicé por la enfermedad de injerto contra hospedante (EICH).

Ingresé con quejas de dificultad para respirar, tos, hemoptisis, y sindrome nefrético de nueva aparicién. La
broncoscopia con lavado broncoalveolar fue significativa para la hemorragia alveolar difusa. La tomografia
computarizada del térax fue notable por opacidades difusas en vidrio esmerilado, y al paciente se le confirmé
parainfluenza tipo 3 mediante PCR en liquido BAL. Su estado clinico empeoraba y requeria 5 litros/minuto de oxigeno
(O2) y tenia una saturacién del 93%. Su saturacién de oxigeno cayé en los 80 con una actividad minima.

El uso de DAS181 en el caso de este paciente fue aprobado por la FDA. El régimen de dosificacién aprobado fue la
administracién de DAS 181 en forma de polvo seco durante 5 dias consecutivos. Se recogieron muestras de hisopos
nasofaringeos antes de cada dosis para evaluar la carga viral. Tras el entrenamiento de la técnica de inhalacién con
el Cyclohaler, que fue satisfactorio, se le administré DAS 181. El paciente no tuvo reacciones inmediatas a la
administracién. Recibi6 tratamiento durante 5 dias consecutivos, sin presentar eventos adversos evidentes. El paciente
tomé su ultima dosis de DAS 181 y fue dado de alta del hospital tras mejorar clinicamente.

Se evaluaron muestras nasofaringeas para detectar copias de ARN de PIV3/ml, y mostraron una caida sustancial en
la carga viral, lo que eventualmente condujo a titulos indetectables.

Dia de dosificacién (Dia 1=Dosis 1) Copias de PIV3 en hisopo nasofaringeo/ml
Dia 1 (muestra tomada antes de la dosis 1) 26.400

Dia 2 (muestra tomada antes de la dosis 2) 4.900

Dia 3 (muestra tomada antes de la dosis 3) 11.600

Dia 4 (muestra tomada antes de la dosis 4) 3.290

Dia 5 (muestra tomada antes de la dosis 5) Indetectable

Como se puede ver en la tabla anterior, la carga viral cayé a indetectable después del tratamiento con DAS 181 en
forma de polvo seco durante 5 dias. Esta caida en la carga viral también se correlaciond con la mejoria clinica y el
posterior alta hospitalaria experimentada por este paciente. El paciente también requiridé un soporte sustancial de
oxigeno suplementario antes del tratamiento con DAS 181, que se alivié después del tratamiento.

Ejemplo 11 - Preparaciéon de DAS181
Preparacién de DAS181 para uso en formulaciones en aerosol

Una disolucién madre de DAS181 (1,0 -10,0 mg/ml) en agua se puede almacenar a 2 - 8°C durante al menos una
semana. Las disoluciones de dosis a menor concentracion se preparan recientes diariamente y se almacenan en
condiciones ambientales o se refrigeran hasta su uso. Para disoluciones dosificadas, la disolucién madre se puede
diluir en disolucién salina normal u otra disolucién acuosa farmacéuticamente adecuada.

DAS181 es una proteina de fusién que contiene el dominio de unién a heparina (glisosaminoglicano, o0 GAG) de la
anfirregulina humana fusionado a través de su extremo N al extremo C de un dominio catalitico de Actinomyces
viscosus (la secuencia de aminoacidos en DAS 181 que tiene una Met amino terminal se expone en SEQ ID NO: 1; la
secuencia de aminoacidos en DAS181 que carece de una Met amino terminal se expone en SEQ ID NO: 1).

La proteina DAS 181 se puede preparar y purificar como se describe en Malakhov et al. 2007 Antimicrobial Agents
Chemotherapy 1470-1479. Brevemente, un fragmento de ADN que codifica DAS181 con una Met amino terminal se
cloné en el vector plasmidico pTrc99a (Pharmacia) bajo el control de un promotor inducible por IPTG (isopropil-B-D-
tiogalactopiranésido). El constructo resultante se expresé en la cepa BL21 de Escherichia Coli (E.Coli). Las células de
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E. coli que expresan la proteina DAS181 se lavaron mediante diafiltracién en una etapa de lavado de cosecha de
fermentacién, usando amortiguador Toyopearl 1, cartucho de fibra hueca UFP-500-E55 (GE Healthcare) y una bomba
peristéltica Watson-Marlow. La proteina DAS 181 recombinante se puede purificar en masa a partir de las células

10

como se describe en los documentos publicados US 2005/0004020 y US 2008/0075708.

SEQ ID NO:1

SEQ ID NO:2

MGDHPQATPA
LLTISYDERPK
KKVGYSDPSY
STSTDNGWTW
YTIRTAGGAV
SRASDGSGFR
DPRAKVLLLS
IAVQSDGSIG
GKNGKNRRNR

GDHPQATPAP
LISYDERPKD
KVGYSDPSYV
TSTDNGWTWT
TIRTAGGAVQ
RASDGSGFRK
PRAKVLLLSH
AVOSDGSIGL
KNGKNRRNRK

PAPDASTELP
DNGNGGSDAP
VVDHQTGTIFEF
THRTITADIT
QAVSVYSDDH
KVAHSTDGGQ
HSPNPRPWSR
LLSEDAHNGA
KKKNP

APDASTELFA
NGNGGSDAPN
VDHQTGTIFEFN
HRTITADITK
AVSVYSDDHG
VAHSTDGGQT
SEFNPRPWSRD
LSEDAHNGAD
KKNP

ASMSQAQHLA
NPNHIVQORRS
NFHVKSYDOG
KDKPWTARFA
GKTWQAGTPI
TWSEPVSDKN
DRGTISMSCD
DYGGIWYRNE

SMSQAQHLAA
PNHIVQRRST
FHVKSYDQGW
DKPWTARFAA
KTWQAGTPIG
WSEPVSDKNL
RGTISMSCDD
YGGIWYRNET

22

ANTATDNYRI
TDGGKTWSAP
WGGSRGGTDP
ASGQOGIQIQH
GTGMDENKVY
LPDSVDNAQT
DGASWTTSKV
TMNWLGEQCG

NTATDNYRIP
DGGKTWSAPT
GGSRGGTDPE
SGOGTQTQHG
TGMDENKVVE
PDSVDNAQII
GASWTTSKVE
MNWLGEQCGO

PATTTAPNGD
TYTHQGTETG
ENRGIIQAEV
GPHAGRLVQQ
ELSDGSLMLN
IRAFPNAAPD
FHEPEVGYTT
QKPAKRKKKG

ATTTAPNGDL
YIHOGTETGK
NRGIIQAEVS
PHAGRLVQQY
LSDGSLMLNS
RAFPNAAPDD
HEPFVGYTTI
KPAKRKKKGG
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REIVINDICACIONES

1.Una composicién que comprende una cantidad terapéuticamente eficaz de una proteina que comprende SEQ ID
NO: 1 0 SEQ ID NO: 2 para uso en un método para tratar la infeccién por el virus de la parainfluenza o de la gripe,
compreniendo el método administrar dicha composicién al aparato respiratorio de un paciente, en el que la
composicidén esta en forma liquida y la administracién es mediante nebulizador, en el que se administra al paciente
0,1 - 10 mg de la proteina por dia.

2.La composicién para uso segun la reivindicacién 1, en la que el paciente es un paciente inmunodeprimido.

3.La composicidbn para uso segln la reivindicacién 2, en la que el paciente inmunodeprimido padece una
inmunodeficiencia primaria.

4.La composicion para uso segun la reivindicacién 2, en la que el paciente inmunodeprimido padece una
inmunodeficiencia secundaria.

5.La composicidén para uso segln la reivindicacién 2, en la que el paciente inmunodeprimido esta siendo o ha sido
tratado con una terapia inmunosupresora.

6.La composicion para uso segun la reivindicacién 2, en la que el paciente inmunodeprimido esta siendo o ha sido
tratado con un agente quimioterapéutico.
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Ensayo de reduccidn de placas con EIND clinico para PIV3 Dia 6
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Prueba de PIV3 (virus de paciente con EIND) con DAS-181
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inoculacién de muestra de EIND de PIV3 en células LLCMKZ2
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Prueba de DFN en la pasada 1 (inoculacion inicial de PIV3-EIND#2)
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Formacién de placas 48 hpi de PIV3 EIND#2
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Andlisis de crecimiento 3 dias de PIV3 EIND #2
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