ES 2360617 T3

@ Numero de publicacién: 2 360 617

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
C12P 7/62 (2006.01)
@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 03747816 .1
Fecha de presentacion : 22.08.2003

Numero de publicacion de la solicitud: 1539976
Fecha de publicacion de la solicitud: 15.06.2005

Titulo: Procedimiento para la preparacion de particulas polimeras funcionalizadas y biodegradables y a su
uso como vehiculos para medicamentos.

Prioridad: 30.08.2002 DE 102 40 035 @ Titular/es: Massey University
Turitea Campus
Palmerston North, NZ

Fecha de publicacion de la mencién BOPI: @ Inventor/es: Rehm, Bernd Helmut Adam
07.06.2011

Fecha de la publicacion del folleto de la patente: Agente: Elzaburu Marquez, Alberto
07.06.2011

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

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2360617 T3

DESCRIPCION

Procedimiento para la preparacién de particulas polimeras funcionalizadas y biodegradables, y a su uso como vehiculos
para medicamentos.

Estado de la técnica

La eficacia de numerosas sustancias activas depende de que sean transportadas exactamente al sitio deseado en el
cuerpo del animal, puesto que con frecuencia las sustancias activas solo son capaces de desarrollar su actividad
completa en puntos determinados, mientras que en otros puntos no actlian o, incluso, tienen efectos negativos. Este
ultimo aspecto es especialmente vdlido en la lucha de enfermedades cancerosas y, sobre todo, de enfermedades
cancerosas que afectan al sistema nervioso central (SNC).

Un buen ejemplo de las dificultades que surgen en el transporte de sustancias activas en el cuerpo del animal es el que
ofrece la barrera hematoencefalica (BHE). Las sustancias activas que tienen su sitio de accién en el SNC deben superar
previamente esta barrera. Esta reticula de vasos sanguineos y células protege el SNC e impide que puedan penetrar en
el SNC sustancias que no sean hidrosolubles. Las sustancias liposolubles pueden atravesar esta barrera sin problemas
a través de un sencillo proceso de difusion. Para el transporte de sustancias e iones polares se requieren, por lo general,
sistemas de transporte activos y pasivos. Dado, sin embargo, que por ejemplo mas de 98% de los medicamentos de
reciente descubrimiento, cuyo sitio de accién es el SNC, no son hidrosolubles, no pueden atravesar la BHE vy, por
consiguiente, no pueden alcanzar su sitio de accion.

Este ejemplo pone de manifiesto las dificultades que pueden surgir en el transporte de sustancias activas en el
organismo animal. En el caso de la BHE se intenta, por ejemplo, hacerla mas permeable para las sustancias activas
modificando la permeabilidad de la membrana. Por ejemplo, la permeabilidad de la BHE para las sustancias activas se
puede lograr elevando artificialmente la presion osmotica o administrando analogos de bradiquinina. Sanovich et al.
(Sanovich, E. el al., Brain Res. 1995, Vol 705(1-2), pag. 125-135) y otros autores demostraron, por ejemplo, un aumento
de la permeabilidad de la BHE para lantano por medio de la administracion simultanea con el analogo de bradiquinina
RMP-7. Una desventaja fundamental de la apertura de la BHE por uno de los mecanismos anteriormente mencionados
es que se produce un aumento de la permeabilidad para todas las sustancias, incluidas por lo tanto las toxicas, capaces
de dafiar las células diana en el SNC.

Otra posibilidad consiste en modificar quimicamente la sustancia activa de tal manera que se convierta en lipéfila y
pueda atravesar mas facilmente la BHE, tal como se ha demostrado, por ejemplo, para los derivados de clorambucil
(Greig, N.H. et al., Cancer Chemother. Pharmacol. 1990, Vol 25(5), pag. 320-325).

El uso de nano- o microparticulas representa una alternativa para los dos sistemas citados anteriormente. Con su
empleo no es necesario modificar la permeabilidad ni de la membrana ni de la sustancia activa. Kreuter (Kreuter, J.J.,
Anat. 1996, Vol. 189(3), pag. 503-505) demuestra que las particulas polimeras utilizadas con este fin se pueden
preparar esencialmente por procedimientos quimicos tales como polimerizaciébn por emulsion, polimerizacion de
superficies limitrofes, desolvatacién, evaporacién y separacion de disolvente.

Segun el documento DE 197 45 950 Al, se utilizan particulas polimeras procedentes de las mas diversas sustancias
(polimeros (aqui, polibutil-cianoacrilato), lipidos sélidos o liquidos, emulsiones aceite de agua, emulsiones
agua/aceite/agua o vesiculas de fosfolipidos), que se unen a los medicamentos para transportarlos hasta el SNC.

Otro aspecto critico en el transporte de nano- y microparticulas a través de una membrana y, en especial, la membrana
de la BHE, es el tamafio de la particula polimera. Los resultados de investigaciones realizadas hasta la fecha
demuestran que las particulas polimeras con un tamafo de hasta 270 nm pueden superar la BHE (Lockman, P.R. et al.,
Drug Develop. Indust. Pharmacy 2002, Vol. 28(1), pag. 1-12).

Por lo tanto, es importante que las particulas polimeras usadas tengan un tamafio determinado. Segun Lockman
(Lockman, P.R. et al., Drug Develop. Indust. Pharmacy 2002, Vol. 28(1), pag. 1-12), el tamafio de las particulas
polimeras preparadas de acuerdo con el procedimiento anterior se determina muy a menudo por espectroscopia de
correlacion de fotones. Esta técnica, basada en el movimiento molecular de Brown, mide la particula polimera con un
rayo laser, en donde se utiliza la dependencia del tiempo de la modificacién de la luz para determinar el tamafio de la
particula. Sin embargo, este procedimiento analitico para la determinacion adicional del tamafio de la particula polimera
preparado es muy laborioso en cuestion de tiempo y coste.

Por lo tanto, misién de la presente invencion es poner a disposicién un sistema de transporte rapidamente utilizable y de
coste asumible para sustancias bioldgicamente activas, que permita un transporte efectivo y seguro de sustancias
activas en el organismo animal.

Por “sustancia biolégicamente activa” en el sentido de esta invencion se entiende toda sustancia capaz de
desencadenar en el organismo una reaccion bioldgica. Estas sustancias comprenden tanto enzimas como abzimas, que
catalizan una reaccion determinada en el organismo, proteinas tales como, por ejemplo, anticuerpos, que generan una
reaccion indirecta del organismo ante la presencia de esta sustancia en el organismo, asi como también moléculas
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inorganicas y organicas, que no son de origen biolégico, es decir, que no han sido formadas por un organismo de origen
natural, sino que han sido preparadas de forma artificial. A este Ultimo grupo pertenece también la gran mayoria de las
sustancias activas farmacéuticas. Las sustancias biolégicamente activas también pueden ser apropiadas, en funcion de
su tipo, para unirse a otras sustancias biolégicamente activas.

Para resolver la mision anteriormente citada, se pone a punto un procedimiento para preparar particulas polimeras
biodegradables. Este procedimiento comprende la incorporaciéon de al menos un gen inducible en un microorganismo,
en donde el gen codifica una proteina que controla el tamafio de la particula polimera, y al menos un gen adicional que
codifica una polimero-sintasa, en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusién que comprende una
proteina biolégicamente activa, 0 en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusion capaz, ademas,
de unirse directamente o a través de un agente de acoplamiento con una sustancia biolégicamente activa, y el cultivo
del microorganismo, bajo la induccién del al menos un gen inducible mencionado anteriormente, en un medio de cultivo,
bajo condiciones apropiadas para la fabricacion de la particula polimera biodegradable por parte del microorganismo.
Por medio de este procedimiento resulta posible preparar particulas polimeras biocompatibles y biodegradables,
adecuadas para el transporte de sustancias biolégicamente activas y que, bajo el control del tamafio de la particula
polimera en formacién, se puedan producir particulas polimeras del tamafio requerido. A través de la preparacion
controlada de particulas polimeras de un tamafio determinado, aumenta el rendimiento de particulas polimeras del
tamafio deseado, lo que conduce a una elevacion de la eficacia del procedimiento y, simultdneamente, contribuye a
reducir costes. Adicionalmente, por medio del procedimiento segun la invencion es posible preparar particulas polimeras
gue satisfagan los requisitos ya mencionados de tamafio de particula para el transporte a través de la BHE. Por medio
de este procedimiento se posible preparar, sobre todo, particulas polimeras que tengan un tamafio menor que el de las
particulas polimeras de este tipo, producidas naturalmente por el microorganismo. El tamafio medio de las particulas
polimeras producidas naturalmente por los microorganismos es de 300 a 500 nm (Wieczorek, R. et al., J. Bacteriol. 1997,
Vol. 177(9), pag. 2425-2435), en tanto que el procedimiento segun la invencién permite controlar la preparacién de
particulas polimeras de tal forma que su tamafio esté claramente por debajo de este valor medio.

La induccién del gen que determina el tamafio de particula tiene lugar, en este caso, a través de un promotor inducible
intercalado tal como, por ejemplo, un promotor BAD, que se induce por arabinosa. Los microorganismos utilizados para
ello carecen del gen destinado al control del tamafio de las particulas polimeras, o se inactiva este gen, y se le sustituye
por al menos un gen inducible descrito en el procedimiento segun la invencién, que codifica una proteina capaz de
controlar el tamafio de la particula polimera. En este caso, este gen se incorpora en la célula a través de un vector que
se describird mas detalladamente en la seccién experimental de esta memoria. De esta forma, resulta posible por
primera vez preparar particulas polimeras biodegradables y biocompatibles de un tamafo definido, en un procedimiento
microbiano.

Estas particulas polimeras se depositan como inclusiones citoplasméaticas en la célula. El nicleo de esta particula
polimera se compone de carboxilatos de polihidroxialquilo, en especial polihidroxialcanoatos, y estd rodeado por una
membrana de recubrimiento formada por proteinas y fosfolipidos. La membrana de recubrimiento esta compuesta por
lipidos y proteinas incluidas en dichos lipidos. Los carboxilatos de polihidroxialquilo que forman el nlcleo de estas
particulas polimeras, tienen puntos de fusion de 50°C hasta 176°C, una cristalinidad de 30% hasta 70% y valores de
elongacion de rotura de 5% hasta 300%.

Para poder aplicar este ventajoso procedimiento también en microorganismos mas apropiados para el cultivo
biotecnolégico (por ejemplo, determinadas formas de E. coli, clasificados como organismos GRAS), pero que debido a
su dotacién genética no son capaces de producir las particulas polimeras anteriormente citadas, ademas del al menos
un gen inducible que codifica una proteina que controla el tamafio de la particula polimera, se incorpora al menos un
gen adicional que codifica una proteina que interviene en la formacioén de la particula polimera. Es concebible el uso de
cualquier proteina capaz de influir sobre el metabolismo, que conduce a la formacién de la particula polimera y, por lo
tanto, sobre la composicion de la particula polimera en formacion. Para ello, el al menos un gen adicional que codifica la
proteina que interviene en la formacion de la particula polimera, se selecciona de tal manera que codifique una tiolasa,
una reductasa o una polimero-sintasa. Por la expresion polimero-sintasa se entiende toda proteina capaz de catalizar la
Ultima etapa para la formacién de un polimero. Ademas de las polimero-sintasas descritas en esta invencion, la
formacion de un polimero puede ser asumida también, por ejemplo, por una lipasa. Preferentemente, el al menos un
gen adicional que codifica la proteina que interviene en la formacion de la particula polimera, se selecciona de tal
manera que codifique la phaA-tiolasa, la phaB-cetoacil-reductasa o la phaC-sintasa de Ralstonia eutropha. A través de
la incorporacion de estos genes adicionales se modifica adicionalmente la célula de modo que se encuentra en situacién
de producir proteinas que permiten la formacién de particulas polimeras. Por medio de la seleccién dirigida del al menos
un gen adicional que codifica una proteina que interviene en la formacion de particulas polimeras, se puede influir
igualmente sobre la composicidon posterior de la particula polimera. Los genes codificadores de proteinas que
intervienen en la via metabdlica para la formacion de particulas polimeras, pueden tener diferente especificidad de
sustrato, formar diferentes productos de reaccion o bloquear desvios en la via metabdlica, con el fin de influir de manera
dirigida sobre los sustratos y moléculas que intervienen en la formacion de las particulas polimeras.

En microorganismos tales como los mutantes de la especie E. coli descritos en el Ejemplo 4, que tienen un metabolismo
modificado de los acidos grasos, se requiere ademas del al menos un gen inducible que codifica una proteina que
controle el tamafio de la particula polimera, solo la polimero-sintasa para facilitar la preparacién de las particulas
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polimeras. En funcion del organismo utilizado, se pueden incluir en la célula genes adicionales para permitir la creacion
de particulas polimeras bajo las condiciones establecidas. Si la célula no contiene todos los genes necesarios para la
formacion de la particula polimera, aun asi puede producirse la preparacion de particulas polimeras aportando a la
célula a través del medio de nutricion los productos intermedios ausentes que deberian fabricar las proteinas ausentes.
No obstante, para la formacion de particulas polimeras siempre resulta necesaria al menos una polimero-sintasa.

Por medio del control de la composicion de las particulas polimeras es posible influir sobre sus propiedades. Mediante la
influencia sobre sus propiedades se puede actuar, por ejemplo, sobre la velocidad de la biodegradabilidad de la
particula polimera. Ademas de la posibilidad, ya anteriormente mencionada, de seleccionar de manera dirigida los
genes adicionales incorporados en la célula, y que codifican las proteinas que intervienen en la formacion de las
particulas polimeras, para influir sobre la composicion de las particulas polimeras que se forman in vivo es preferible
incorporar en la célula al menos un gen adicional que codifique una tiolasa y/o una polimero-sintasa. La diferente
especificidad de sustrato de las tiolasas y de las polimero-sintasas da lugar a la aparicion de diferentes productos
intermedios y finales y, por consiguiente, a una diferente composicion del ndcleo polimero formado de la particula.

El principio de preparacion de esta particula polimera se explica mas detalladamente en base a la Figura 2. Los
precursores activados para la biosintesis de los polimeros pueden derivar basicamente de los metabolitos centrales
acetil-CoA, o de intermedios de las vias metabdlicas primarias del ciclo citrato, p-oxidacion de &acidos grasos y
biosintesis de novo de acidos grasos, asi como del metabolismo de aminoacidos. De este modo, los acidos grasos
acttian como fuentes de carbono, se preparan intermedios (acil-CoA, en especial 3-hidroxiacil-CoA) por la B-oxidacion
de acidos grasos, que actian como precursores activados para la biosintesis de PHA.

El control del tamafio de particula se lleva a cabo usando como el al menos un gen inducible que codifica una proteina
capaz de controlar el tamafio de la particula polimera, derivada de la familia de las proteinas similares a fasina,
seleccionandolo preferentemente del grupo que comprende el gen de fasina phaP de Ralstonia eutropha y el gen de
fasina phaF de Pseudomonas oleovorans. Las fasinas son proteinas anfifilas con un peso molecular de 14 hasta 28
kDa, que se fijan firmemente a la superficie hidrofoba de la particula polimera.

Las particulas polimeras con diferentes composiciones del polimero que las forma exhiben diferentes propiedades
mecanicas y liberan de manera diferente las sustancias biolégicamente activas, en particular las sustancias activas
farmacéuticas. Por ejemplo, las particulas polimeras compuestas por 3-hidroxiacidos grasos Ce-Ci14 muestran, como
consecuencia de la baja cristalinidad del polimero una tasa de degradacién més elevada del polimero. Habitualmente, el
incremento de la proporcion molar de los componentes del polimero con grandes cadenas laterales en la estructura
central del polimero, reduce la cristalinidad y conduce a propiedades elastomeras aumentadas. A través del control de
la composicion polimera segun el procedimiento descrito en la presente memoria es posible influir sobre la
biodegradabilidad de las particulas polimeras y, por lo tanto, también sobre la velocidad de liberacion de las sustancias
biol6gicamente activas, especialmente sustancias activas farmacéuticas.

Preferentemente, en el medio de cultivo se incorpora como sustrato para la formacién de las particulas polimeras al
menos un acido graso con grupos laterales funcionales y, de forma especialmente preferida, al menos un hidroxiacido
graso y/o al menos un mercapto-acido graso y/o al menos un B-amino-acido graso. Por “acidos grasos con grupos
laterales funcionales” se entienden acidos grasos saturados o insaturados. A los mismos pertenecen los acidos grasos
gue contienen grupos laterales funcionales seleccionados del grupo que comprende grupos metilo, grupos alquilo,
grupos hidroxilo, grupos fenilo, grupos sulfhidrilo, grupos amina primaria, secundaria y terciaria, grupos aldehido, grupos
ceto, grupos éter, grupos carboxilo, grupos ésteres O, grupos tioéster, grupos acido carboxilico-amido, grupos
semiacetal, grupos acetal, grupos fosfato-monoéster y grupos fosfato-diéster.

El uso de sustratos estéa determinado por la composicién deseada y las propiedades esperadas de la particula polimera,
lo que esta influido tanto genéticamente por el uso de distintos genes que codifican proteinas con diferentes
especificidades de sustrato, como también por los aditivos, sustratos y condiciones de reaccidon que se emplean en el
medio de cultivo.

Con el objeto de lograr un control mas preciso del tamafio de las particulas polimeras en formacion, el sustrato que se
agrega al medio de cultivo en cantidades suficientemente ajustadas para garantizar el control del tamafio de las
particulas polimeras. De este modo, se obtiene la posibilidad adicional de controlar de manera todavia mas eficaz de
regular el tamafio de particula.

Para la formacién de las particulas polimeras de acuerdo con el procedimiento segun la invencion, se selecciona el
microorganismo a utilizar entre las especies que comprenden Ralstonia, Alcaligenes, Pseudomonas y Halobiforma.
Preferentemente, el microorganismo utilizado se selecciona del grupo que comprende Ralstonia eutropha, Alcaligenes
latus, Escherichia coli, Pseudomonas fragi, Pseudomonas putida, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens y Halobiforma haloterrestris. Este grupo incluye tanto microorganismos que, de manera
natural estan en situacién de producir particulas polimeras biocompatibles y biodegradables, como microorganismos,
tales como E. coli, que a causa de su dotacion genética no lo estan. En los microorganismos mencionados en ultimo
lugar, se incorporan los genes necesarios segun el procedimiento segin la invencion para hacer posible la produccién
de las particulas polimeras. En principio, por medio del procedimiento descrito anteriormente se puede utilizar cualquier
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microorganismo cultivable para la fabricacion de particulas polimeras, aun cuando no sea capaz de preparar los
sustratos necesarios para la formacion de particulas polimeras debido a un metabolismo diferente. En tales casos, se
agregan los sustratos requeridos al medio de cultivo que, seguidamente, seran transformados en particulas polimeras
por las proteinas, expresadas a partir de los genes que se han incorporado en la célula.

Para obtener las particulas polimeras a partir de las células, se desintegran los microorganismos cultivados de manera
en si conocida y, a continuacion, se separan las particulas polimeras de los restos celulares. Para ajustar todavia mas el
intervalo de tamafio de las particulas polimeras obtenidas de este modo, se pueden aplicar procedimientos estandares
tales como, por ejemplo, cromatografia de exclusién o una centrifugacion por gradiente de densidad, para seleccionar
las particulas polimeras del tamafio deseado.

Del mismo modo, se puede modificar la membrana de recubrimiento — formada por proteinas y lipidos — de las
particulas polimeras preparadas segun la invencién, con el fin de proporcionar a las particulas propiedades mas
favorables para el transporte de las sustancias activas en el organismo animal. Para ello, en las particulas polimeras
preparadas por el procedimiento segun la invencion se separa una capa lipidica que se encuentra sobre la superficie de
la particula polimera, que se sustituye por otra capa lipidica de diferente composicion.

En la sustitucién de una capa lipidica por otra de distinta composicién, las propiedades de la nueva capa lipidica, que
influyen sobre el transporte de la particula polimera a través de una membrana biolégica, son de importancia. Cuando la
capa lipidica de la membrana de recubrimiento coincide con la capa lipidica de la membrana diana, se puede observar
una mejor incorporacion de las particulas (Fernart, L. et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 1999, Vol. 291(3), p4g. 1017-1022).
Por esta razoén, es posible retirar la capa lipidica de la particula polimera y sustituirla con una capa lipidica de diferente
composicion. Esto se lleva a cabo, preferentemente, por una extraccién con acetona, o bien de utilizan fosfolipasas o
detergentes no desnaturalizantes. A continuacion, se agrega a las particulas polimeras practicamente exentas de lipidos
una mezcla de las correspondientes moléculas anfifilas para obtener una capa lipidica con la composicion deseada. De
este modo, la nueva capa lipidica estd compuesta, preferentemente, por una mezcla de moléculas anfifilas
seleccionadas del grupo que comprende fosfolipidos y éter-lipidos.

Por medio del uso de los detergentes mencionados anteriormente es posible separar, ademas de los lipidos, también
las proteinas que se encuentran en la superficie de las particulas polimeras, hasta la polimero-sintasa, sustituyéndolas
por proteinas funcionalizadas. De esta forma, se pueden preparar particulas polimeras desnudas disponibles para una
serie de modificaciones posibles, que se describiran mas adelante. Para este tipo de modificaciones resultan
especialmente apropiadas las particulas polimeras obtenidas a partir del microorganismo H. haloterrestris.

En funcién de la aplicacion posterior de la particula polimera, el tamafio de particula se controla a través del al menos
un gen inducible de tal forma que las particulas polimeras generadas tengan un didmetro de 10 nm hasta 3 um,
preferentemente 1 nm hasta 900 nm y, de manera especialmente preferida, de 10 nm hasta 100 nm. En una forma de
realizacion especialmente preferida de la presente invencioén, este control de tamafio se puede alcanzar también por la
regulacion de la disponibilidad de un sustrato en el medio de cultivo, o por una combinacion de los dos mecanismos
citados.

Para la funcionalizacion de las particulas polimeras preparadas por el procedimiento segun la invencion es necesario
gue el al menos un gen inducible, incorporado en el curso del procedimiento, que codifica una proteina responsable de
controlar el tamafio de la particula polimera, comprenda un dominio de fijacién de la particula polimera y al menos un
dominio de fijacién, en donde este Ultimo sea capaz de unirse a una sustancia bioldgicamente activa y/o a un reactivo de
acoplamiento. Asi mismo, es especialmente preferido que el al menos un gen adicional, que codifica una proteina que
interviene en la formacioén de las particulas polimeras, comprenda un dominio de fijacién de la particula polimera y por lo
menos un dominio de fijacion, en donde este Ultimo dominio de fijacibn sea capaz de unirse a una sustancia
biol6gicamente activa y/o a un reactivo de acoplamiento.

Un “dominio de fijacién” designa la parte de la proteina que contiene el al menos un gen inducible previamente
incorporado por modificacion genética en la célula y/o el al menos un gen adicional, que codifica la proteina responsable
de la formacién de las particulas polimeras. Los dominios de fijacién que pueden unirse a sustancias biolégicamente
activas y/o a reactivos de acoplamiento, se seleccionan del grupo que comprende oligopéptidos, enzimas, abzimas y
proteinas no cataliticas. De manera preferente, este grupo comprende epitopos FLAG o al menos una cisteina. Estos
grupos se designan en la parte experimental también como proteinas funcionales. La secuencia de codificacion de los
miembros citados en estos grupos se debe incorporar en la secuencia codificadora del al menos un gen inducible
incorporado previamente en la célula y/o del al menos un gen adicional que codifica la proteina que interviene en la
formacion de particulas polimeras. De este modo, se producen proteinas que no solo participan en la formacién o en el
control de la formacién de particulas polimeras, sino que a través de sus dominios de fijacién generados por
modificacidn genética, son capaces de unirse a sustancias biolégicamente activas y/o reactivos de acoplamiento. Los
dominios de fijacion también se pueden obtener después de la preparacion de las particulas polimeras por modificacion
quimica de las proteinas localizadas en la superficie con ayuda de reactivos de acoplamiento (véase el Ejemplo 8).

En este sentido, un “reactivo de acoplamiento” es un compuesto inorganico u organico que es apropiado para unirse,
por un lado, a una sustancia biol6gicamente activa o a otros reactivos de acoplamiento, y por el otro lado, a los dominios
de fijacion.
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Esta estructura hace posible preparar particulas polimeras multifuncionales, apropiadas para el transporte de sustancias
bioldgicamente activas. El “dominio de fijacion de la particula polimera” estd compuesto, preferentemente, por una parte
de una proteina que, ademas, es capaz de unirse a la superficie hidréfoba de la particula polimera. Los dominios de
particulas polimeras que comprenden una parte de una proteina unida a la superficie de la particula polimera, se
seleccionan del grupo de proteinas que comprende una polimero-depolimerasa, un regulador de polimeros, una
polimero-sintasa y una proteina que controla el tamafio de particula. Estas proteinas proceden, preferentemente, de
microorganismos capaces de formar particulas polimeras, en especial de los microorganismos de las especies Ralstonia,
Alcaligenes y Pseudomonas. La proteina responsable del control del tamafio de la particula proviene, preferentemente,
de proteinas similares a fasina y, de forma mas preferida, se utiliza la fasina de R. eutropha y P. oleovorans.

Un “regulador de polimero” en el sentido de la invencién es una proteina que regula la transcripcion de los genes phaA,
phaB y phaC que intervienen en la formacion de las particulas polimeras. Se retira por la union a la superficie de la
particula de la regulacion de transcripcion. Un ejemplo de un regulador de este tipo es el represor de fasina (phaR) de R.
eutropha, que se une a un promotor de un gen similar a la fasina, cuyo producto de expresion regula el tamafio de la
particula polimera en formacién e impide que el gen sea desestimado. Por medio de una union del represor de fasina a
la superficie de las particulas polimeras en formacién, este punto queda liberado en el promotor y se puede iniciar la
transcripcion del gen situado inmediatamente detras.

El beneficio de los dominios de fijacion de una polimero-sintasa para la unidon de reactivos de acoplamiento y/o
sustancias biol6gicamente activas deriva de la elevada estabilidad de la unién entre el dominio de fijacion de la particula
polimera de esta proteina y el nicleo de la particula polimera. Sorprendentemente, los inventores han encontrado que
esta union al nacleo de la particula polimera biodegradable no puede ser destruida ni por reactivos desnaturalizantes
tales como, por ejemplo, dodecil sulfato sddico (SDS), urea, hidrocloruro de guanidina o ditiotreitol, ni mediante el
empleo de condiciones acidas. Preferentemente, se utiliza a tal efecto la polimero-sintasa derivada de R. eutropha, P.
oleovorans, P. putida o P. aeruginosa.

Una ventaja especial del procedimiento segln la invencion es que las modificaciones técnicas genéticas llevadas a cabo
sobre las proteinas que se unen a la superficie de las particulas polimeras no influyen sobre la funcionalidad de las
proteinas que intervienen en la formacién de las particulas polimeras. Asi, por ejemplo, se conserva la funcionalidad de
la polimero-sintasa cuando se fusiona a través de su extremo N-terminal con una proteina y genera de esta forma un
dominio de fijacion para la unién de sustancias biolégicamente activas y/o reactivos de acoplamiento. Aun en el caso de
que la funcionalidad de una proteina se viera afectada por la fusién, este déficit se podria compensar por la presencia
de un gen adicional, que codifiqgue una proteina que lleve a cabo la misma funcién y que esté presente en estado activo.

De este modo, resulta posible garantizar una union estable de las sustancias biol6gicamente activas y/o reactivos de
acoplamiento a la particula polimera a través de los dominios de fijacion de las proteinas, en particular de la polimero-
sintasa.

Entre los genes modificados genéticamente que codifican proteinas que, tras su expresion, se unen a la superficie de
las particulas, se pueden incorporar a la célula también genes con diferentes modificaciones. Después de la expresion
de estas proteinas con sus diferentes dominios de fijacién y la formacién de las particulas polimeras, se puede llevar a
cabo una multifuncionalizacion de la superficie de las particulas a través de los diferentes dominios de fijacién. Con la
ayuda de este procedimiento resulta posible una produccion masiva sencilla y eficiente de particulas polimeras
funcionalizadas.

Para la funcionalizacion ulterior de las proteinas unidas a la superficie de las particulas polimeras se utilizan reactivos
de acoplamiento, seleccionados preferentemente del grupo que comprende cloruro de bis-(2-oxo-3-oxazolidinil)-fosfono
(BOP-CI), hexafluorofosfato de bromo-tris-pirrolidin-fosfonio (PyBroP), hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-
pirrolidin-fosfonio  (PyBOP), N-hidroxi-succinimida-biotina, hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-
tetrametiluronio (HBTU), diciclohexil-carbodiimida, carbonato de disuccinimidilo, 1-(3-dimetil-aminopropil)-3-etil-
carbodiimida (EDC), bis-(2-oxo-3-oxazolidinil)-fosfina, diisopropil-carbodiimida (DIPC), tetrafluoroborato de 2-(1H-
benzotrioxazolil)-1,1,3,3-tetrametiluronio  (TBTU), tetrafluoroborato de 2-(5-norbornen-2,3-dicarboxiimido)-1,1,3,3-
tetrametiluronio  (TNTU), cloroformiato de para-nitrofenilo y tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-1,1,3,3-
tetrametiluronio (TSTU).

Como sustancias biolégicamente activas se utilizan, preferentemente, pesticidas, herbicidas, sustancias
farmacolégicamente activas y proteinas.

Las sustancias farmacolégicamente activas se seleccionan del grupo que comprende dideoxiinosina, floxuridina, 6-
mercaptopurina, doxorrubicina, daunorubicina, 1-darubicina, cisplatino, metotrexato, taxol, antibiéticos, anticoagulantes,
germicidas, agentes antiarritmicos y precursores y derivados de sustancias activas de los citados grupos de sustancias
activas.

Las proteinas se seleccionan preferentemente del grupo que comprende insulina, calcitonina, ACTH, glucagén,
somatostatina, somatotropina, somatomedina, hormona paratiroidea, eritropoyetina, factores de liberacion del
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hipotalamo, prolactina, hormona estimulante del tiroides, endorfinas, encefalinas, vasopresinas, opiaceos de origen no
natural, superéxido-dismutasa, anticuerpos, interferones, asparaginasa, arginasa, arginina desaminasa, adenosina
desaminasa, ribonucleasa, tripsina, quimotripsina y pepsina.

Un aspecto adicional de la invencion es un procedimiento para la preparacion in vitro de particulas polimeras
biodegradables, en donde el procedimiento comprende la disposicion de una solucion adecuada para la formacion de
particulas polimeras con al menos un sustrato, la incorporacion de una proteina a la solucion que es apropiada para
controlar el tamafio de la particula polimera, y la inclusion de al menos una proteina adicional, que interviene en la
formacion de las particulas polimeras. El procedimiento in vitro también ofrece la ventaja de poder regular el tamafio de
la particula polimera ya durante su fabricacion, evitando de este modo la necesidad de determinar posteriormente el
tamafio y la separacion de las particulas polimeras formadas de acuerdo con sus tamafios, con el ahorro de tiempo y
dinero que ello conlleva.

En este caso, la al menos una proteina adicional utilizada, que interviene en la formacion de las particulas polimeras, es
una polimero-sintasa, en donde la polimero-sintasa es una proteina de fusibn que comprende una proteina
biolégicamente activa, o en donde la polimero-sintasa es una proteina de fusion capaz de unirse directamente, 0 a
través de un agente de acoplamiento, a una sustancia biolégicamente activa; esta polimero-sintasa se selecciona,
preferentemente, del grupo que comprende las polimero-sintasas de R. eutropha, P. oleovorans, P. putida y P.
aeruginosa.

Al contrario que la sintesis in vivo, la sintesis in vitro, en la que se utilizan proteinas y enzimas aisladas de
microorganismos en el laboratorio, tiene normalmente un coste muy elevado, dado que tanto las enzimas como en parte
también los sustratos enzimaticos deben ser aislados y purificados previamente. En una forma de realizacién especial
de la presente invencion para la sintesis in vitro de particulas polimeras biocompatibles y biodegradables, la solucion
adecuada para la formacion de particulas polimeras contiene al menos un acido graso, de forma especialmente
preferida un B-mercapto-acido y/o un B-aminoacido graso y una acil-CoA oxidasa, u otras enzimas oxidantes y
activadoras para la formacién de las particulas polimeras. Por medio del uso de estos sustratos, en lugar de los 3-
hidroxiacidos grasos R/S y de la acil-CoA-sintetasa, se forma un sistema de reciclaje de CoA, en el que la acil-CoA
oxidasa activara y oxidara los acidos grasos, mientras consumo CoA e hidroliza ATP. Durante la polimerizacion, la
polimero-sintasa CoA se divide, de modo que puede ser reutilizada por la acil-CoA oxidasa. De esta forma, los costes
de este procedimiento in vitro se pueden reducir de manera destacada.

Una ventaja adicional del procedimiento in vitro para preparar particulas polimeras es que el al menos un sustrato de la
solucién apropiada para la formacion de particulas polimeras se agrega en una cantidad tal que puede ser
suficientemente regulada para garantizar el control del tamafio de las particulas polimeras.

Adicionalmente, el tamafio de las particulas polimeras en formacion se puede controlar también agregando la polimero-
sintasa a la soluciéon en una cantidad tal que sea suficiente para garantizar el control del tamafio de las particulas
polimeras en formacion. Al igual que en el procedimiento in vivo, en el procedimiento in vitro existen también
posibilidades adicionales de regular de manera mas precisa el control de tamafio de las particulas polimeras y aumentar,
de este modo, el rendimiento de particulas polimeras del tamafio deseado y, por lo tanto, aplicar este procedimiento de
forma mas eficiente y econédmicamente beneficiosa.

De forma general, el auténtico control de tamafio de particula tiene lugar en el procedimiento in vitro por la incorporaciéon
en la solucién de una proteina que controla el tamafio de la particula polimera, derivada de la familia de proteinas
similares a fasina y seleccionada, preferentemente, del grupo que comprende la fasina de Ralstonia eutropha y la fasina
de Pseudomonas oleovorans.

Por la seleccion de al menos un sustrato, asi como de la enzima utilizada es posible, al igual que en el procedimiento in
vivo, regular la composicién del polimero y obtener de este modo nucleos polimeros con diferentes propiedades.
Utilizando mas de un sustrato, se pueden obtener, por ejemplo, en funcién del tipo de polimeros formados a partir de
enzimas, particulas polimeras con diferentes composiciones del nucleo polimero. Tal como se ha descrito anteriormente,
los polimeros fabricados de esta forma proporcionan diferentes propiedades a las particulas polimeras.

En el procedimiento in vitro para la fabricacion de particulas polimeras se agrega a la solucion, para controlar la
composicién de la capa lipidica en la superficie de la particula polimera, al menos una molécula anfifila seleccionada del
grupo de fosfolipidos y éter-lipidos (sin la adicién de moléculas anfifilas adicionales se obtienen particulas in vitro que
estan recubiertas solamente con proteinas, lo que representa un tipo adicional de particula). De esta forma, es posible
preparar, por ejemplo, particulas polimeras con una carga superficial especifica, especialmente apropiada para la
membrana bioldgica que deberd superar posteriormente en el organismo animal. La ventaja de la modificacion de la
capa lipidica de la membrana de recubrimiento en el procedimiento in vitro es que desaparece la ulterior modificacion de
la capa lipidica que si tiene lugar en el procedimiento in vivo. Dado que las moléculas anfifilas tales como, por ejemplo,
fosfolipidos y éter-lipidos, se agregan ya a la solucion inicial, se genera ya desde el comienzo una capa lipidica con la
composicion deseada.

Otro aspecto del procedimiento in vitro, que también se aplica en el procedimiento in vivo, es que a la solucion
adecuada para la formacion de particulas polimeras se agrega al menos una sustancia farmacéuticamente activa. Esta
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se incluye durante la sintesis de las particulas polimeras en la particula polimera y puede ser liberada posteriormente en
el organismo animal por difusién, a través de la matriz de la particula, o por degradacion de la particula polimera. Esta
Ultima variante tiene la ventaja adicional, en las particulas polimeras producidas por el procedimiento segun la invencién,
de que se puede regular la velocidad de la degradacion biolégica de la particula polimera a través del control
anteriormente descrito de la composicion del nacleo polimero. De esta forma, resulta posible liberar de manera continua
la sustancia activa durante un periodo de tiempo determinado.

Ademas de la incorporacion de sustancias activas en las particulas polimeras en crecimiento, se lleva a cabo la
funcionalizacién, como sucede también en el procedimiento in vivo, seleccionando al menos una de las proteinas que se
agregan a la soluciéon apropiada para la formacion de particulas polimeras, de modo que la al menos una proteina
comprenda un dominio de fijacién de particulas polimeras y al menos un dominio de fijacion, en donde el al menos un
dominio de fijaciéon pueda unirse a una sustancia biolégicamente activa y/o a un reactivo de acoplamiento. Las proteinas
utilizadas en este caso para la formacién de particulas polimeras en el procedimiento in vitro se pueden obtener del
procedimiento in vivo descrito anteriormente y reflejan, en funcién del tipo de produccion descrito mas arriba, las
correspondientes propiedades. A continuacién, se agregan a la solucion apropiada para la formacion de particulas
polimeras y participan en la generacion de dichas particulas polimeras. Al igual que en el procedimiento in vivo, las
particulas polimeras preparadas de esta manera también se pueden someter a posteriores modificaciones con los
reactivos de acoplamiento que ya se han descrito anteriormente, o por medio de la adicién de sustancias biol6gicamente
activas, que se unen a los dominios de fijacién de las proteinas que estan fijados a la superficie de las particulas
polimeras.

Adicionalmente, la invencién comprende una particula polimera con un tamafio definido, con una capa superficial
formada por moléculas anfifilas y al menos una polimero-sintasa, que es una proteina de fusion, que incluye una
proteina biolégicamente activa, o en donde la polimero-sintasa es una proteina de fusién capaz de unirse directamente,
0 a través de un agente de acoplamiento, a una sustancia biolégicamente activa, en donde la al menos una proteina se
selecciona del grupo que comprende una polimero-depolimerasa, un regulador de polimero, una polimero-sintasa y una
proteina que influye sobre el tamafio de la particula, en donde la al menos una proteina comprende un dominio de
fijacion de particulas polimeras y un dominio de fijacién, que se puede unir a una sustancia biolégicamente activa y/o un
reactivo de acoplamiento, y que, en una forma de realizacion preferida, se prepara de acuerdo con el procedimiento
descrito anteriormente.

Debido a sus ventajosas propiedades, las particulas polimeras de la presente invencién son apropiadas, en particular,
para la preparacion de un medicamento, un pesticida o un herbicida, en donde el medicamento es adecuado,
preferentemente, para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central. A través de las posibilidades de
modificacion descritas en el presente procedimiento de las particulas polimeras, se logran las condiciones para superar
la BHE.

Los controles del tamafio de particula, el ajuste de la composicién de la membrana de recubrimiento y, en particular,
también la funcionalizaciéon de la superficie de la particula, hacen de estas particulas polimeras biodegradables un
vehiculo de transporte apropiado para sustancias biolégicamente activas de cualquier clase y, permiten, ademas, un
transporte dirigido de las particulas polimeras hasta su punto de accién. La multifuncionalizacion permite, por ejemplo, la
fijacion simultdnea de al menos una sustancia farmacéuticamente activa a la superficie de la particula, asi como la de un
anticuerpo que, debido a su especificidad de unién, permite un direccionamiento exacto hacia el punto de accion. Estas
y otras ventajas se explicaran mas detalladamente por medio de los siguientes ejemplos de realizacion.

Descripcion de las Figuras

Figura 1 es una representacién esquemética de una particula polimera biodegradable, preparada in vivo, y de las
proteinas y lipidos que estan unidos a la superficie. En este caso, las abreviaturas hacen referencia a las siguientes
proteinas:

A: Polimero-depolimerasa

B: Fasina (Nombre del gen codificador en R. eutropha: phaP, en P. oleovorans: phaF)
C: Polimero-sintasa

D: Fosfolipido

E: Reguladores del polimero (por ejemplo, el represor de fasina (PhaR de R. eutropha)

Figura 2 representa en forma de ejemplo la sintesis de uno de los posibles polimeros biodegradables en R. eutropha. El
polihidroxialcanoato sencillo &cido polihidroxibutirico (PHB) se prepara a partir del sustrato acetil-CoA por un proceso de
tres etapas. La unidad C4 repetida en PHB es el &cido B-hidroxibutirico. El Ultimo paso de la sintesis conduce a la
formacion de la particula polimera, sobre cuya superficie se encuentra fijada la polimero-sintasa.

Figuras 3 y 4 representan los resultados de los experimentos in vivo. La Figura 3 describe, en este sentido, el
comportamiento del didmetro de las particulas polimeras frente a un aumento de la expresion de fasina (aumento de la
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cantidad de inductor en la solucién), en tanto que la Figura 4 representa el comportamiento del nimero de particulas
polimeras en la célula frente a un incremento de la expresién de fasina (aumento de la cantidad de inductor en la
solucion).

Figuras 5 y 6 representan los resultados de los experimentos in vitro. La Figura 5 describe la influencia de la proporcion
cuantitativa de fasina con respecto a la polimero-sintasa sobre el diametro de las particulas polimeras, en tanto que la
Figura 6 muestra la influencia de la proporcién del sustrato con respecto a la polimero-sintasa sobre el diametro de las
particulas polimeras.

Figura 7 representa el vector pBBad22K (Sukchawalit, R. et al., FEMS Microbiol Lett. 1999, Vol. 181(2), pag. 217-223),
gue se utiliza como plasmido de partida para la construccién de los plasmidos pBBad-P (portador del gen phaP de R.
eutropha) y pBBad-F (portador del gen phaF de P. oleovorans).

Figura 8 representa el vector pBBad-P, portador del gen phaP para la expresion de la proteina fasina de R. eutropha,
responsable de la determinacion del tamafio de particula.

Figura 9 representa el plasmido pBHR68, que media en el almacenamiento del polimero (acido polihidroxibutirico)
(Spiekermann, P. et al., Arch. Microbiol. 1999, Vol. 171, pag. 73-80), que es portador de los genes phBge, phAge ¥
phbCge de Ralstonia eutropha, que constituyen el operdn de la biosintesis para la expresion de la phaA-tiolasa, phaB-
cetoacil-reductasa, y de la phaC-sintasa.

Figura 10 representa el plasmido pBHR71, que media en el almacenamiento del polimero (polihidroxialcanoatos)
(Langenbach, S. et al., FEMS Microbiol Lett. 1997, Vol. 150, pag. 303-309), que es portador del gen phaCl para la
expresion de la polimero-sintasa.

Figura 11 representa el vector pBBad-F, que es portador del gen phaF para la expresion de la proteina similar a fasina,
que determina el tamafio de la particula, de P. oleovorans.

Figura 12 representa el vector pBHR71-Cys, que se construye a partir del plasmido pBHR71 de la Figura 10. El gen
phaC1, que codifica la polimero-sintasa, porta en esta construccion dos restos cisteina en el extremo N-terminal para
permitir la unién directa de sustancias biolégicamente activas, o la conexion de sustancias biolégicamente activas a
través de agentes de acoplamiento.

Figura 13 representé el vector pBHR71-FLAG, construido igualmente a partir del plasmido pBHR71 de la Figura 10. El
gen phaC1l, que codifica la polimero-sintasa, porta en esta construccion dos epitopos FLAG en el extremo N-terminal.
Esto permite tanto in vivo la incorporacién de secuencias génicas para proteinas funcionales a través de la interfaz Spel
en el interior de la secuencia génica de FLAG, como también la union de reactivos de acoplamiento y/o sustancias
biol6gicamente activas in vitro a la polimero-sintasa ya expresada. Las sustancias biolégicamente activas, que se fijan
directamente o a través de reactivos de acoplamiento, median en la unién al punto de accion (por ejemplo, la superficie
celular) o una actividad bioldgica, en particular una actividad enzimatica.

Ejemplo 1. Control del tamafio de las particulas polimeras biodegradables preparadas in vivo

Ejemplo 1.1. Preparacion de particulas polimeras en R. eutropha

Para la produccién de particulas polimeras biodegradables se utiliza un mutante “knock-out” de Ralstonia eutropha
(anteriormente, Alcaligenes eutropha), York et al. (York, G.M. et al., J. Bacteriol. 2001, Vol. 183, pag. 4217-4226) que,
en relacién con el gen que codifica la expresion de la proteina superficial fasina sobre las particulas polimeras, exhibe
un defecto (phaP(-)), debido al cual el organismo ya no es capaz de expresar la fasina codificada por el gen phaP.
Adicionalmente, para la fabricacion dd las particulas polimeras biodegradables se pueden utilizar también
microorganismos que no contienen este gen ni los restantes genes necesarios para la biosintesis de particulas
polimeras. Ejemplos de estos microorganismos son Escherichia coli y Halobiforma haloterrestris. En un ejemplo de
realizacion, se usa Escherichia coli (véase el Ejemplo 2) que, de forma natural, no es capaz de producir las particulas
polimeras biodegradables anteriormente descritas.

Los microorganismos mencionados en Ultimo lugar se transforman entonces con un vector que, en el caso de R.
eutropha el gen phaP, que codifica fasina y que contiene la secuencia promotora. Este gen es inducido por un promotor
inducible, preferentemente controla un promotor BAD, que es inducido a través de arabinosa.

Etapas de clonacién

Para la clonacion se utiliza la secuencia codificadora de ADN de phaP de R. eutropha, registrado en el banco de datos
“GenBank” con el nimero AF079155 (Hanley, S.Z. et al., FEBS Letter 1999, Vol. 447, pag. 99-105). Este se inserta en la
interfax Ncol/BamHI del vector pBBad22K (Sukchawalit, R. et al., FEMS Microbiol. Lett 1999, Vol. 181(2), pag. 217-223,
véase también la Fig. 7), que contiene un promotor inducible (Pgap). Para la clonacién se insertan las correspondientes
interfaces de restriccion Ncol y BamHI a través de mutagénesis por PCR a través del cebador 5'-
aaaggccccatggtcctcaccccggaaca-3' (SEC ID NO: 1, la interfaz  Ncol aparece en negrita) y 5'-
aaaggccggatcctcagggceactaccttcatcg-3' (SEC ID NO: 2, la interfaz BamHI aparece en negrita) en la secuencia de
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codificacion de fasina. El fragmento de ADN obtenido de este modo, SEC ID NO: 3, se hidroliza con las enzimas de
restriccion Ncol y BamHI y se liga en el vector pBBad22K (Fig. 7) que esta también hidrolizado. El plasmido que
contiene ahora la secuencia nucleotidica para la proteina fasina se designa en lo sucesivo como pBBad-P (Fig. 8). Este
plasmido se transfiere al microorganismo por medio de técnicas de transformacion descritas en el estado de la técnica
para el organismo correspondiente. El inductor del promotor BAD de pBBad-P es arabinosa, que hace posible controlar
cuantitativamente la expresion de este gen en los microorganismos usados. Por medio de esta posibilidad de ajuste se
controla la expresion del gen de fasina y, en ultimo término, el tamafio de la particula polimera por la cantidad de fasina
presente en la célula.

Ejemplo 1.2: Generacién de microorganismos para la preparacion de particulas polimeras, originalmente incapaces de
formar particulas polimeras.

En el caso de microorganismos que, originalmente, no estan capacitados para formar particulas polimeras de este tipo,
un vector adicional o ese mismo vector contiene genes adicionales que intervienen en la formacion de particulas
polimeras. El tipo y numero de los genes necesarios, que se deben incorporar para producir particulas polimeras en un
organismo microbiano, se determinan en funcion de la dotacién bésica del organismo utilizado. En el caso mas sencillo,
por ejemplo para E. coli, se necesitan al menos una tiolasa, una reductasa y una polimero-sintasa para preparar
particulas polimeras por la via descrita en la Figura 2. Si se emplean organismos que exhiben mutaciones especificas
tal como, por ejemplo, la cepa de E. coli del Ejemplo 4, resultan suficientes también menos genes que los citados
anteriormente para permitir la preparacion de particulas polimeras. Lo mismo es vélido cuando en el organismo ya hay
disponibles determinados sustratos precursores procedentes del metabolismo de la sintesis de polimeros.

En caso de utilizar un plasmido adicional para incorporar en la célula los genes necesarios para la formacion de
particulas polimeras, resulta especialmente adecuado el plasmido pBHR68 (Fig. 9), que contiene el fragmento
Smal/EcoRI procedente del ADN cromosémico de R. eutropha. Esta plasmido contiene el operon de biosintesis para la
preparacion de las particulas polimeras biodegradables de R. eutropha (Spiekermann, P. et al., Arch. Microbiol. 1999,
Vol. 171, pag. 73-80).

Ejemplo 1.3: Control del tamafio de particula a través del vector pBBad-P

Los microorganismos modificados de este modo se incuban a 30° en medio Caldo de Luria. La induccién del promotor
con arabinosa tiene lugar en la fase de crecimiento logaritmica tardia. 24 h después de la incubacion, se determina el
tamafio de la particula en las células. A tal efecto, se separan las células del medio de cultivo por centrifugacion y se
someten a desintegracion. Seguidamente, se lleva a cabo la determinacion microscopica del tamafio de las particulas
polimeras con ayuda de un microscopio electronico de efecto tinel en combinacion con una cromatografia analitica de
filtracion sobre gel. Para determinar el nimero de particulas polimeras, se analizan las células intactas con un
microscopio Optico y se realiza el recuento de particulas polimeras/células.

Tal como muestran los resultados, por medio del control de expresion es posible dirigir tanto el tamafio medio de las
particulas polimeras formadas (véase la Fig. 3) como también el nUmero medio (véase la Fig. 4) en las células aisladas.
A través de la elevacién controlada del nUmero de copias de fasina se produce una reduccién del diametro medio de las
particulas polimeras, con un incremento simultdneo del nimero medio de particulas polimeras. De esta manera, se
puede incrementar claramente el rendimiento de particulas polimeras con el didmetro deseado. Esto permite una
produccion rapida y econdmicamente favorable de particulas polimeras.

Ejemplo 1.3: Control del tamafio de particula a través de la disponibilidad de sustratos

Un mecanismo adicional para controlar el tamafio de las particulas polimeras es la regulacion de la disponibilidad de los
sustratos o de la polimero-sintasa necesarios para la sintesis de las particulas polimeras. La disponibilidad de la
polimero-sintasa se puede controlar en el medio de nutricion por medio de tecnologia antisentido, por regulacion
genética o por la disponibilidad de los sustratos que se requieren para la formacion de la polimero-sintasa.

Como ejemplo de una regulacion del tamafio de particula a través de la disponibilidad de un sustrato en el medio
nutritivo, se puede citar un experimento en el que se reduce la concentracion de la fuente de carbono presente con el fin
de regular el diametro de las particulas polimeras formadas. Para ello, se cultiva una cepa de E. coli, que contiene el
plasmido ya anteriormente citado pBHR68 (Fig. 9) con el operdn de biosintesis para la produccion de particulas
polimeras biodegradables a partir de R. eutropha (Fig. 8), en medio M9 con 1,5 (p/v) de glucosa a 30°C. Al comienzo de
la fase de crecimiento estacionario se reduce la concentracion de la fuente de carbono a 1/50 de su valor original,
mediante la adicion de medio M9 sin glucosa, y los microorganismos se incuban bajo condiciones de crecimiento por lo
demas constantes durante 20 h adicionales. Tras finalizar el ensayo, los microorganismos contienen particulas
polimeras con un diametro medio de 130 nm.

Ejemplo 2. Influencia de la composicién de las particulas polimeras producidas in vivo

Para modificar la composicién de las particulas polimeras biodegradables, se pueden incorporar en la célula, ademas
del gen que codifica phaP, otros genes que codifican enzimas que ponen a punto los sustratos para la sintesis, en
especial tiolasas u otras polimero-sintasas. De este modo, la célula es capaz de incorporar, durante la formacion de las
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particulas polimeras, una serie de diversos mondmeros en la cadena polimera en desarrollo, produciendo asi particulas
polimeras cuyos nucleos estan compuestos por polimeros de diferente composicion.

Como ejemplos se muestran aqui diferentes polimero-sintasas que, en base a su especificidad de sustrato, incorporan
en los procedimientos tanto in vivo como in vitro diferentes 3-hidroxiacidos grasos (C4-Ci6) en la cadena polimera en
crecimiento. En este caso, se pueden utilizar las polimero-sintasas de R. eutropha, que producen cadenas polimeras
biodegradables a partir de acidos grasos C4 (C4), polimero-sintasas de Aeromonas punctata (C4 y C6), Thiocapsa
pfennigii (C4 y C8) y P. aeruginosa (C6 hasta C14). Del mismo modo, la incorporacion simultanea de multiples polimero-
sintasas en la célula permite producir particulas polimeras con propiedades diferentes. En un contexto adicional, se
pueden obtener también nuevas polimero-sintasas por mutagénesis aleatoria (evolucién in vitro) con especificidades de
sustrato modificadas.

Existe la posibilidad de influir sobre la composicién de las particulas polimeras en formacion también por otras vias. La
preparacion de diferentes fuentes de carbono, precursores de distintas fuentes de carbono e intermedios de las vias
metabdlicas, que conducen a la formacién de particulas polimeras, influyen igualmente sobre el tipo de polimero en
desarrollo. Adicionalmente, es posible controlar las vias metabdlicas que intervienen en la formacion de particulas
polimeras por medio de inhibidores, uso de mutantes “knock-out” de las vias metabdlicas afectadas, y la expresion de
enzimas que conducen en la via metabdlica a la formacion de productos intermedios o finales.

Para influir sobre el metabolismo de los &cidos grasos se utilizan las siguientes enzimas, que tienen la propiedad de
modificar los productos intermedios del metabolismo de los &cidos grasos y poner a disposicion, de esta forma,
diferentes productos, por ejemplo, acidos grasos con cadenas laterales diferentes, para la formacién de las particulas
polimeras: (R)-enoil-CoA hidratasas especificas, transacilasas y cetoacil-CoA/ACP reductasas. Estas enzimas exhiben
una especificidad diferente en relacion con la longitud de cadena del sustrato (R)-hidroxiacil-CoA preparado para la
polimero-sintasa. De esta forma, se crean bases estructurales en el polimero con diferentes longitudes de cadena y, por
lo tanto, polimeros de diversas composiciones.

Sin embargo, la influencia sobre las vias metabdlicas no se puede llevar a cabo solo por la incorporacion de enzimas
adicionales en la célula, sino también por la adicion de inhibidores de la via metabdlica al medio. Ejemplos de tales
inhibidores son el &cido acrilico y triclosan (sinénimos: TCC o 5-cloro-2-(2,4-diclorofenoxi)-fenol), por mencionar solo
algunos.

Ejemplo 3. Preparacién in vivo de particulas polimeras biodegradables a partir de acido (R)-3-hidroxibutirico, con nucleo
altamente cristalino

Para este ejemplo se utiliza una cepa de E. coli que contiene el plasmido ya mencionado en el Ejemplo 1, pBBad-P, y el
plasmido pBHR68. El cultivo se efectud bajo las condiciones indicadas en el Ejemplo i, usando glucosa como fuente de
carbono. Las particulas polimeras formadas estan compuestas por acido (R)-3-hidroxibutirico y tienen un diametro de 50
hasta 500 nm, en funcién de la cantidad de inductor (arabinosa) suministrado al medio. El tamafio medio de las
particulas polimeras formadas de esta manera fluctla solo en alrededor de 20 hasta 50 nm. Como aclaramiento de las
propiedades de control, que se generan a través de la fasina inducida por el plasmido pBBad-P, se repite el experimento
con la cepa de E. coli anteriormente mencionada, pero sin el plasmido pBBad-P. En este caso, se obtienen particulas
polimeras con un diametro de 150-250 nm. El control del tamafio de particula a través de fasina permite preparar, en
comparacion con el ensayo de control, particulas polimeras mucho mayores pero, sobre todo, mucho menores.

Se puede llevar a cabo un fraccionamiento adicional de las particulas polimeras en funcién de su tamafio mediante un
procedimiento conocido del estado de la técnica, por ejemplo, cromatografia de exclusién, centrifugacion sobre
gradiente de densidad o ultrafiltracion en solucion tampén de fosfato 5 mM (a pH 7,5).

Ejemplo 4. Preparacién in_vivo de particulas polimeras biodegradables a partir_ de (R)-3-hidroxiacidos grasos, con
nucleos de baja cristalinidad

En este experimento, se preparan particulas polimeras elastébmeras y biodegradables en E. coli, cuyos nucleos estan
formados por (R)-3-hidroxiacidos grasos. Las cadenas polimeras estan construidas en promedio por 6 hasta 14 atomos
de carbono. Esto se logra por la expresion reguladora del gen phaF de P. oleovorans en E. coli, que es muy similar al
gen codificador de fasina phaP de R. eutropha, y el gen para la polimero-sintasa de P. aeruginosa (phaC). En este
experimento, el producto de expresion del gen phaF se utiliza para controlar el tamafio de particula. Las particulas
polimeras se pueden preparar en células de E. coli con un metabolismo alterado de los acidos grasos solo a través de la
polimero-sintasa (phaC) de las Pseudomonas (Langenbach, S. et al., FEMS Microbiol Lett. 1997, Vol. 150, p4g. 303-
309). El metabolismo de los acidos grasos se modifica de tal forma que con el uso de &cidos grasos como fuente de
carbono se acumulan intermedios activados por CoA (por ejemplo, enoil-CoA) de la B-oxidacion de los &cidos grasos
gue, una vez mas, sirven como precursores de la sintesis de polimeros. Para esto se utilizan mutantes fadB de E. coli
(Langenbach, S. et al.,, FEMS Microbiol Lett. 1997, Vol. 150, pag. 303-309), o se usan inhibidores que inhiben de
manera correspondiente el metabolismo de los acidos grasos (por ejemplo, acido acrilico; Qi, Q. et al., FEMS Microbiol
Lett. 1998, Vol. 167, pag. 89-94). La cetoacil-reductasa y la tiolasa, necesarias en otros casos, ya no son precisas
cuando se utilizan mutantes o microorganismos inhibidos. Las enoil-CoA-hidratasas propias de E. coli catalizan
entonces la formacién de R-3-hidroxiacil-CoA a partir de enoil-CoA. Esta se transforma, a continuacién, por accion de la
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polimero-sintasa en poli(R)-3-hidroxiacido graso, que constituye el nucleo polimero de la particula polimera en
formacion.

Clonacion

El gen phaF de P. oleovorans, que ya fue descrito por Prieto et al. (Prieto, M.A. et al., J. Bacteriol. 1999, Vol. 181(3), pag.
858-868) y que esta registrado en el banco de datos “GenBank” con el nimero AJ010393, se transforma a través del
vector pBBad-F (Fig. 11) en E. coli. Este vector se obtiene a partir del vector pBBad22K (Fig. 7). Las distintas etapas de
clonacion se corresponden con las que se han descrito en el Ejemplo 1. El gen phaF se clona en la interfaz Ncol/BamH]
del vector pBBad22K. Los cebadores que se utilizan para la mutagénesis por PCR del gen phaF citado anteriormente
tienen las secuencias siguientes: 5’-aaagggccatggctggcaag-aagaattccgagaa-3' (SEC ID NO: 4; la interfaz de Ncol
aparece en negrita), y 5'-aaagg-gggatcctcagatcagggtaccggtgcctgtctg-3' (SEC ID NO: 5; la interfaz de BamHI aparece en
negrita). El fragmento de ADN formado de este modo, con la SEC ID NO: 6, se clona entonces en el plasmido
pBBad22K que se ha descrito anteriormente. La secuencia para el plasmido que contiene phaF se designa en lo
sucesivo pBBad-F (Fig. 11). Ademas de este plasmido, también se transforma en E. coli el plasmido pBHR71 (Fig. 10;
Langenbach, S. et al., FEMS Microbiol Lett. 1997, Vol. 150, pag. 303-309), que contiene la secuencia de nucleétidos
para la polimero-sintasa.

Como fuente de carbono para la subsiguiente expresién, se utiliza el acido graso acido decanoico. La expresion del gen
de fasina phaF también se control por medio del inductor arabinosa. Al igual que en el Ejemplo 1, se llev6 a cabo el
ensayo. Las particulas polimeras generadas de este modo tienen, en funcién de las cantidades del inductor previamente
usado, un didmetro de 100-500 nm.

Ejemplo 4. Control del tamafio de particulas polimeras biodegradables preparadas in vitro

El control del tamafio de las particulas polimeras biodegradables producidas, en el procedimiento in vitro, también se
determina a través de la disponibilidad de la polimero-sintasa, de fasina y de proteinas similares a fasina, asi como por
la disponibilidad de sustratos y de intermedios metabdlicos.

Para la preparacion in vitro de las particulas polimeras biodegradables, se deben poner a disposicion inicialmente las
enzimas Yy sustratos necesarios. Para este ensayo se utiliza la polimero-sintasa recombinante de R. eutropha o P.
aeruginosa (Gerngross, T.U. y Martin, D.P., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995, Vol. 92, p4g. 6279-6283; Qi, Q et al., Appl.
Microbiol. Biotechnol. 2000, Vol. 54, pag. 37-43), purificada por medio de cromatografia por afinidad (con fusion His-Tag
o] Ni2+-NTA-agarosa). De manera analoga, se purifican las proteinas responsables del tamafio de las particulas
polimeras de R. eutropha o P. aeruginosa, para el control del tamafio de particula. Para la expresion de esta proteina en
R. eutropha se utiliza el vector que se us6 ya en el Ejemplo 1 para la expresion del gen de fasina. La mezcla reactiva
para la preparacion in vitro de las particulas polimeras biodegradables contiene, ademas de la polimero-sintasa y de la
proteina fasina responsable del tamafio de las particulas polimeras: R-3-hidroxibutiril-CoA o R-3-hidroxidecanoil-CoA
como sustrato para la sintesis de las particulas polimeras, solucién tamponada con fosfato 50 mM (a pH 7,5), MgCl, 1
mM vy glicerol al 5% (v/v) para la estabilizacion. Debido al empleo de R-3-hidroxibutiril-CoA o R-3-hidroxidecanoil-CoA
como productos precursores para la polimero-sintasa, no es necesario recurrir al uso de las tiolasas y de las reductasas
(véase también la Fig. 2).

Los resultados de la Fig. 5 muestran la influencia de las proporciones cuantitativas de fasina con respecto a la polimero-
sintasa sobre el diametro de las particulas polimeras, en tanto que la Fig. 6 muestra la influencia de la proporcién de
sustrato con respecto a la polimero-sintasa sobre el diametro de las particulas polimeras. Estos resultados demuestran
también que la regulacion del tamafio de las particulas polimeras se puede controlar por medio de la cantidad de la
polimero-sintasa presente. De este modo, por medio del procedimiento segun la invencion se puede alcanzar una
regulacion efectiva del tamafio de particula.

Ejemplo 5. Influencia de la composicién de las particulas polimeras formadas in vitro

Ejemplo 5.1: Influencia de la composicién del polimero

Para modificar la composicion de las particulas polimeras biodegradables, se pueden agregar a la mezcla de reaccion
diferentes sustratos y/o utilizar distintas polimero-sintasas con diferentes espectros de sustrato (véase también el
Ejemplo 7). De esta manera, en la formacion de las particulas polimeras se incluye una serie de diferentes monémeros
en la cadena polimera en crecimiento, y se producen particulas polimeras con diversas composiciones polimeras. A
través del uso de la polimero-sintasa de P. aeruginosa, se incorporan en la cadena polimera en crecimiento estructuras
béasicas de R-3-hidroxiacido graso con 6 hasta 14 atomos de C. Si, por ejemplo, se ofrece un solo sustrato, se obtienen
particulas polimeras homopolimeras mediante el uso de la polimero-sintasa de P. aeruginosa.

En el Ejemplo 2 se pueden encontrar ejemplos adicionales de como modificar la composicion de las particulas
polimeras.
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Ejemplo 5.2: Influencia sobre la composicion de membrana de las particulas polimeras

Para una posterior fusién con la membrana de una célula en la que se deba incorporar, por ejemplo, una sustancia
activa, existe la posibilidad de controlar la composicion de la capa de fosfolipidos en la superficie de las particulas
polimeras biodegradables. En la produccion in vitro de particulas polimeras biodegradables (Ejemplo 4), esta regulacion
tiene lugar ya en la preparacion de la soluciéon apropiada para la formacion de particulas polimeras. Por la adiciéon de
una mezcla de diferentes moléculas anfifilas se puede adaptar la membrana a los correspondientes requisitos.

A la mezcla de reaccion in vitro se agregan fosfolipidos. Ahora participa en la formacién de las particulas polimeras un
numero definido de moléculas de la polimero-sintasa. Las particulas polimeras segun la invencion aumentan de tamafio
progresivamente con el incremento de la polimerizacion y las polimero-sintasas presentes en la superficie ya no son
capaces de proteger por completo la superficie de la particula polimera. En consecuencia, quedan expuestos sectores
hidrofobos (polimero) sobre los que se depositan de manera espontanea moléculas anfifilas.

En el caso de las particulas generadas in vivo, es necesario separar, en primer lugar, la capa de fosfolipidos que ya esta
presente. Con este fin se lleva a cabo una extraccién con acetona o se utlizan fosfolipasas o detergentes no
desnaturalizantes para degradar la capa de fosfolipidos. A continuacion, tal como se ha descrito anteriormente, se
suministra una mezcla de las correspondientes moléculas anfifilas a las particulas polimeras ahora practicamente
exentas de lipidos. Preferentemente, se utilizan en este caso fosfolipidos de carga negativa o fosfatidilcolina. En un
ejemplo de realizaciéon para la regulacion dirigida de la composicion de membrana, se suspenden las particulas
polimeras en PBS que contienen octilglicésido al 1% (a pH 7,5), y se dializa con agitacién contra un exceso de
fosfatidilcolina. La superficie de particula producida de este modo es especialmente apropiada para la fusién con las
células endoteliales de los capilares del cerebro (BCEC).

Ejemplo 5.3: Incorporacién de diferentes sustancias en las particulas polimeras en crecimiento

Con ayuda del colorante fluorescente lipofilo Rojo Nilo (Sigma, St. Louis, Mo, EE.UU.) o Rhodamin 123 se ha
investigado ya cualitativamente la absorcion de sustancias en el nldcleo de las particulas polimeras biodegradables
(Spiekermann, P. et al., Arch. Microbiol. 1999, Vol. 171, pag. 73-80). Cuando se agrega el colorante fluorescente Rojo
Nilo al medio o0 a la mezcla de reaccidn, en los procedimientos in vivo o in vitro, respectivamente, se puede observar una
coloracién de las particulas polimeras producidas, es decir, la coloracion de las particulas polimeras aparece ya durante
su sintesis e, incluso, antes de aislarlas de la célula.

A través de la adicién de sustancias farmacéuticamente activas, es posible incorporarlas en el nicleo polimero de las
particulas. Por ejemplo, en un experimento in vitro para preparar particulas polimeras, se agrega el antitumoral apolar
Paclitaxel a la mezcla de reaccion. El Paclitaxel insoluble en agua se disuelve y se concentra en el nacleo polimero
hidréfobo de las particulas polimeras. Paclitaxel se agrega Gnicamente a la solucion para la formacién de particulas
polimeras, tras lo cual la sustancia activa se concentra en las particulas. Esto se comprueba retirando las particulas
polimeras tras su formacion de la mezcla de reaccion, y analizando en la solucidn por HPLC la presencia de Paclitaxel.
El descenso de la concentracion de Paclitaxel en la solucién demuestra que se ha incorporado a las particulas
polimeras. Con la posterior biodegradacién de las particulas polimeras en el organismo, se produce la liberacién de la
sustancia activa. Como ensayo de control se utiliza una mezcla de reaccion exenta de particulas polimeras, en la que la
concentracion de Paclitaxel no se reduce en la solucion adecuada para la formacién de particulas polimeras.

Ejemplo 6. Funcionalizacién de la superficie de las particulas

Las sustancias biolégicamente activas pueden unirse a proteinas que se encuentran ya en la superficie de las particulas
polimeras. Para ello, se toman en consideracion todas las proteinas citadas en la Fig. 1. De este modo, se plantea una
serie de estrategias de entrecruzamiento, que permiten un enlace covalente de la sustancia biolégicamente activa con
proteinas que estan unidas a la superficie de la particula.

Ejemplo 6.1: Modificacién dirigida de una proteina de superficie para la fijaciéon de una sustancia activa farmacéutica

Un ejemplo de la funcionalizacion de las particulas polimeras es la fijacion de doxorrubicina ligada a hidrazona (King,
H.D. et al., Biconjugate Chem. 1999, Vol. 10, pag. 279-288 describieron la doxorrubicina ligada a hidrazona) a la
polimero-sintasa PhaC1 de P. aeruginosa, que esta unida a la superficie de la particula polimera y contiene los dos
restos cisteina incorporados en el extremo N-terminal. Estos restos cisteina forman el dominio de fijacién de la polimero-
sintasa, a través del cual se pueden unir las sustancias biologicamente activas.

Clonacion

Los tripletes codificadores de los restos cisteina se clonan por mutagénesis por PCR en el gen que codifica PhaC1l que,
a continuacion, se clona en la interfaz de Xbal y BamHI del plasmido pBHR71 representado en la Figura 10. En esta
mutagénesis por PCR se incorporan en el gen también las interfaces para Xbal y BamHI. Los cebadores utilizados para
la mutagénesis por PCR del gen que codifica PhaC1 tienen las secuencias siguientes: Cebador para el extremo N-
terminal
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5’-gggctctagaaataaggagatatacatatgtgttgtaagaacaataacgagctt-3' (SEC ID NO: 7, la interfaz de Xbal aparece en negrita;
triplete Cys subrayado), y cebador para el extremo C-terminal

5’-aaacgcggatccttttcatgttcatgca-3' (SEC ID NO: 8, la interfaz de BamHI aparece en negrita). El fragmento de ADN
formado de este modo, con la SEC ID NO: 9, se hidroliza entonces con Xbal y BamHI y se liga en el plasmido pBHR71
que ha sido hidrolizado de manera analoga. El plasmido resultante, denominado pBHR71-Cys (Fig. 12) se transforma en
E. coli por medio de técnicas conocidas, donde hace posible la formacién de particulas polimeras que portan sobre su
superficie una polimero-sintasa que presenta dos restos cisteina para la union de diversas sustancias, en particular,
sustancias farmacéuticas.

Ejemplo 6.1.1. Unién de doxorrubicina (Sindnimo: hidroxil daunorrubicina)

A través de estos restos cisteina expuestos en la superficie puede tener lugar un entrecruzamiento mediado por
hidrazona. Para ello, se procede de la forma siguiente: se incuban 100 mg de la particula polimera aislada (volumen
total 1 ml), sobre la que esta unida la polimero-sintasa, con PBS tratado con gas helio (a pH 7,5) y ditiotreitol (DTT) 5
mM, durante 3 h a 37°C. Por medio de este tratamiento, se reducen los puentes disulfuro en la polimero-sintasa. A
continuacion, se separan por centrifugacion durante 30 min a 4°C y 40.000 x g los enlaces moleculares inferiores.
Entonces, se suspende la particula polimera reducida, con 1 ml de tampon PBS (a pH 7,5), que contienen 10 umol de
doxorrubicina unida a hidrazona, y se incuba durante 30 min a 4°C. Seguidamente, se lleva a cabo una nueva
centrifugacion bajo las condiciones mencionadas mas arriba, para lavar la particula polimera tratada. Por medio de la
subsiguiente HPLC se detecta doxorrubicina no fijada y, a través de la concentracion reducida, se comprueba su eficaz
incorporacion a la polimero-sintasa.

Ejemplo 6.2: Unidn de sustancias biolégicamente activas, en especial sustancias farmacéuticamente activas, a los
dominios de fijacién de la particula polimera

Las sustancias activas también pueden unirse a las particulas polimeras fijandose a través de los dominios de fijacion a
las proteinas que estan unidas a la superficie de la particula polimera. Para ello, se debe obtener en primer lugar un
dominio de fijacion. La unién de sustancias biolégicamente activas se consigue por la modificacién genética de las
proteinas de la particula polimera unidas a la superficie (tales como, por ejemplo, polimero-depolimerasa, fasina o
proteinas similares a fasina, polimero-sintasa, regulador del polimero), de manera que estas proteinas formen un
dominio de fijaciéon orientado hacia el exterior, a través del cual se puede unir un reactivo de acoplamiento o una
sustancia biolégicamente activa. En la fusion de las proteinas de superficie anteriormente mencionadas de la particula
polimera con una proteina que hace posible directamente la unién de un reactivo de acoplamiento o de una sustancia
biolégicamente activa, se debe prestar atenciéon en este procedimiento al hecho de que, después de la fusién con la
proteina de superficie de la particula polimera se deben conservar por completo la funcionalidad tanto de la proteina de
superficie como de la proteina fusionada.

En un ejemplo de realizacion, se fusiona una particula polimera con dos epitopos FLAG directamente en el extremo N-
terminal de la polimero-sintasa PhaCl de P. aeruginosa. Los epitopos FLAG permiten la unién de anticuerpos
monoclonales (mAbs) anti-FLAG comerciales (Anti-FLAG M2, Sigma-Aldrich) y, subsiguientemente, de marcadores
enzimaticos, que deben confirmar la realizacién correcta del procedimiento. En este ejemplo, se utlizan como
marcadores enzimaticos conjugados secundarios de anticuerpo-fosfatasa alcalina (Anti-Ratdon-Fosfatasa Alcalina,
Sigma-Aldrich). Subsiguientemente, se determina por fotometria la actividad de la fosfatasa alcalina en la superficie de
la particula polimera.

Ejemplo 6.2.1: Preparacién de una particula polimera con una proteina de fusién FLAG-PhaC1

Para la preparacion de la proteina de fusién de FLAG-polimero-sintasa se utilizan los siguientes oligonucleétidos: 5'-
tatgactagtgattataagatgatgatgataaaca-3' y 5'-tatgtttatcatcatcatctttataatcactagtca-3' (SEC ID NO: 10 y SEC ID NO: 11,
respectivamente, interfaz de Spel en negrita, epitopo FLAG subrayado). Para la obtencion de ADN de doble cadena por
hibridacion, se mezclan ambos oligonucleétidos en cantidades equimolares (sendos 10 puM) entre si y se incuba a
temperatura ambiente (RT) durante 30 min. El ADN de doble cadena obtenido de esta forma codifica el epitopo FLAG
(DYKDDDDK) y posee extremos superpuestos (TA), que son complementarios con los extremos superpuestos de la
interfaz (CAVTATG / GTAT- AC). Este fragmento de ADN se hidroliza con la enzima de restriccion Ndel y se clona en el
vector pBHR71 que esta hidrolizado también de manera analoga (Fig. 10). El plasmido formado de este modo, pBHR71-
FLAG (Fig. 13), contiene el gen con la SEC ID NO: 12 y media la expresion de una polimero-sintasa con una fusion-
FLAG N-terminal (esta parte de la proteina forma el dominio de fijacién). A través de este dominio de fijacion se pueden
unir entonces sustancias biolégicamente activas y/o reactivos de acoplamiento. La interfaz Spel singular, que también
se ha incorporado durante la clonacién, se encuentra disponible adicionalmente para la insercion de cualquier fragmento
adicional de ADN que codifique la proteina de fusion.

Como ejemplo de la funcionalidad de la construccibn mencionada anteriormente, se procede del modo siguiente: Las
particulas polimeras se expresan después de la transformacién del plasmido pBHR71-FLAG en cepas de E. coli que ya
contienen el plasmido pBBad-F, y que exhiben un metabolismo modificado de los acidos grasos (véase el Ejemplo 3).
Por la desintegracién de las células, se aislan las particulas polimeras de las células y se lavan tres veces con tampén
PBS (a pH 7,5). A continuacion, se incuban las particulas polimeras durante 30 min a RT con anticuerpos monoclonales
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anti-FLAG, que se unen a los epitopos FLAG. Seguidamente, se lavan nuevamente las particulas polimeras de la forma
descrita anteriormente y, a continuacion, se incuban con un conjugado secundario de fosfatasa alcalina durante 30 min
a RT en tampo6n PBS. Después de los 30 min de incubacion, se lavan estas particulas en Tris-HCI 0,1M (a pH 8,5) vy,
entonces, se agregan a la suspension de particulas 2 mg/ml de fosfato de p-nitrofenilo como sustrato para la fosfatasa
alcalina. La actividad de la fosfatasa alcalina se mide por espectrometria a 410 nm. Como controles negativos se utilizan
particulas polimeras que contienen una polimero-sintasa sin dominios de fijacion, es decir, exentas del epitopo FLAG.
Debido a la ausencia de reaccion del fosfato de p-nitrofenilo suministrado, las mediciones espectrométricas a 410 nm en
los controles dan un resultado negativo. El hecho de que se hayan podido formar las particulas polimeras es una
confirmacion de que la incorporacion del epitopo FLAG no ejerce ningun efecto sobre la funcionalidad de la polimero-
sintasa.

Este procedimiento se puede llevar a cabo también con otras proteinas de superficie de las particulas polimeras que ya
se han mencionado. Si se modifican simultAneamente mudltiples proteinas de superficie, es posible unir miltiples
sustancias diferentes a la particula polimera y hacer posible, de este modo, una multifuncionalidad que permite su
utilizacién en diversas aplicaciones.

Aunque en el ejemplo anterior se ha unido una sustancia biolégicamente activa de forma ulterior a una proteina de
superficie de la particula polimera ya expresada y formada, existe evidentemente también la posibilidad de fusionar la
proteina directamente con la proteina de superficie y que su expresion se efectle solo entonces. Para ello, se fusionan
las secuencias de codificacién de las proteinas (por ejemplo, enzimas) con los extremos C-terminales del gen de phaC1
del plasmido pBHR71-FLAG.

Por PCR se obtienen fragmentos de ADN que codifican respectivamente la proteina que se debe incorporar y la seccién
C-terminal de la polimero-sintasa, para permitir la fusion con el gen phaC1. Los dos fragmentos se ligan entre si sobre
una interfaz de restriccién equipada con cebadores superpuestos. En el extremo 5’ de este gen hibrido se introducen, a
través de un cebador superpuesto, un punto de fijacion ribosémico (GAGGAG) y una interfaz de restriccion a una
distancia de 7 nt con respecto al codon de inicio. Cuando el vector usado como, por ejemplo, el vector pBHR71-FLAG
empleado en este caso, contiene ya un punto de fijacion ribosémico, ya no es necesario introducir adicionalmente otro
punto de fijacion ribosémico. Junto con una interfaz de restriccion insertada en el extremo 3’ de este gen hibrido, resulta
posible la clonacién dirigida en el vector de expresion pBHR71-FLAG. Las interfaces de restriccion de los extremos 5’ y
3’ del gen hibrido se deben seleccionar de manera que no aparezcan repetidas una segunda vez dentro del gen hibrido,
para que la clonacién en un vector de expresion se pueda llevar a cabo de forma co-lineal con el promotor presente. En
este ejemplo, se amplifica el gen lacZ de E. coli por PCR con cebadores que contienen una interfaz Spel: 5'-
ggactagtatgagcatgattacggattcactggc-3° (SEC ID NO: 13, interfaz de Spel en negrita), y 5’-ccactagttttigaca-
ccagaccaactggtaatggtagcg-3’' (SEC ID NO: 14, interfaz de Spel en negrita). Adicionalmente, usando estos cebadores se
separa el coddn de detencion de la secuencia del gen lacZ con el fin de obtener un marco de lectura ininterrumpido. El
fragmento de ADN resultante de aqui, SEC ID NO: 15, se clona directamente en la interfaz Spel del pldsmido pBHR71-
FLAG. La proteina de fusién obtenida dio lugar a la formacion de particulas polimeras con actividad de B-galactosidasa.
Se aislan las correspondientes particulas polimeras y bajo condiciones de reduccién, se detecta la actividad de B-
galactosidasa con el sustrato o-nitrofenil-beta-D-galactopiranésido (Calbiochem).

Ejemplo 7. Estabilidad de la unién entre las proteinas de superficie y el nucleo polimero de las particulas polimeras

En el marco de la invencion, los estudios realizados han demostrado que la polimero-sintasa no se puede desprender
del nucleo de las particulas polimeras biodegradables mediante tratamiento con reactivos desnaturalizantes tales como,
por ejemplo, dodecilsulfato sédico (SDS), urea, hidrocloruro de guanidina o ditiotreitol, ni por el uso de condiciones
acidas. Esto sefiala hacia un enlace covalente formado entre la particula polimera y el dominio de fijacion de la particula
polimera de la polimero-sintasa. La elevada estabilidad de la unién permite un transporte estable de las sustancias
unidas o incorporadas en la particula polimera hasta su punto de accién. La seccién N-terminal de la polimero-sintasa
unida a la superficie (extremo N-terminal hasta el inicio de los dominios de o/f-hidrolasa conservados) es
extraordinariamente variable y puede ser sustituida, por procedimientos genéticos, con proteinas funcionales. En este
caso, la actividad de la polimero-sintasa y la sintesis de particulas polimeras (Rehm, B.H.A. et al., Biochem. Biophys.
Acta 2002, Vol. 1594, pag. 178-190) estan conservadas. En consecuencia, se alcanza una funcionalizacion de la
superficie que exhibe una alta estabilidad. En caso de necesidad, es posible aplicar simultdaneamente una mezcla de
diferentes proteinas con diversos dominios de fijacion, a los que se unen sustancias bioldgicamente activas y/o reactivos
de acoplamiento, de modo que se alcanza una multifuncionalizacion de la superficie de la particula polimera. La
administracion de estas proteinas se lleva a cabo, in vitro, por el aporte de las proteinas purificadas con diferentes
dominios de fijacibn a la mezcla de sintesis o, in vivo, por la expresion de los genes en el correspondiente
microorganismo, que codifica una proteina determinada con un dominio de fijacion.

Ejemplo 7.1: Posibilidades adicionales de modificacién de las proteinas de superficie de la particula polimera

La seccién C-terminal de la proteina de superficie fasina (PhaP) de R. eutropha (restos de aminoacidos a partir de > Ala
141) es hidréfila y puede ser sustituida con proteinas funcionales, sin impedir el anclaje de la fasina a través del dominio
de fijacion de la particula polimera a la superficie de la particula polimera. Este anclaje se basa en interacciones
hidrofobas y es reversible (Hanley, S.Z. et al., FEBS Letters 1999, Vol. 447, pag. 99-105). Esta seccion C-terminal de las
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polimero-depolimerasas intracelulares se fusiona por procedimiento de ingenieria genética con proteinas funcionales y
permite, de esta forma, la funcionalizacion de la superficie de la particula polimera por medio de la subsiguiente unién
de sustancias biolégicamente activas y/o reactivos de acoplamiento.

El extremo C-terminal (restos de aminoacidos a partir de >180) de la polimero-depolimerasa intracelular de R. eutropha
facilita la union de la enzima al nucleo de la particula polimera (Saegusa, H. et al., J. Bacteriol. 2001, Vol. 183(1), pag.
94-100). Esta seccién C-terminal de las polimero-depolimerasas intracelulares se fusiona por medio de procedimiento
de ingenieria genética con proteinas funcionales, y permiten de este modo una funcionalizaciéon de la superficie de la
particula polimera.

El extremo N-terminal (resto de aminoacidos a partir de >140) de los productos de expresion de los genes phal y phaF
de Pseudomonas oleovorans, unidos a la superficie de la particula polimera, facilita la unién de las proteinas al nicleo
de poliéster de la particula polimera (Prieto, M.A. et al., J. Bacteriol. 1999, Vol. 181(3), pag. 858-868). Esta seccion N-
terminal de los productos de expresion de los genes phaF y phal se fusiona, por medio de procedimientos de ingenieria
genética, con las proteinas funcionales, y los dominios de fijacion formados de este modo permiten, subsiguientemente,
la funcionalizacion de la superficie de la particula polimera a través de la unidn de sustancias biolégicamente activas y/o
reactivos de acoplamiento.

Ejemplo 8. Modificacién covalente de las proteinas de superficie de la particula polimera con un reactivo de
acoplamiento

Las proteinas representadas en la Figura 1, en la superficie de las particulas polimeras biodegradables, se pueden
tratar con sustancias marcadoras especiales que se unen especificamente a determinados aminoéacidos (por ejemplo,
N-hidroxisuccinimida-biotina a lisina). Este hecho permite la unién de sustancias biolégicamente activas, tales como por
ejemplo de biotina a través de un enlace mediado por acetamida de yodo a cisteina. Las moléculas como la biotina
facilitan, seguidamente, un acoplamiento adicional de sustancias bioldgicamente activas a las proteinas de superficie de
esta particula polimera. A este grupo de sustancias pertenecen, por ejemplo, avidina o estreptavidina, que pueden estar
unidas por si mismas a enzimas, permitiendo de esta forma una funcionalizacién gradual de las proteinas de superficie
de las particulas polimeras biodegradables (Rehm, B.H.A. et al., J. Bacteriol. 1994, Vol. 176, pag. 5639-5647). Esta
funcionalizacion se puede llevar a cabo por la unidon de anticuerpos o sustancias farmacéuticamente activas. Asi mismo,
se pueden incorporar moléculas con diferentes cargas de superficie, para conferir a la particula polimera una carga
determinada sobre la superficie, que resulta conveniente para el transporte y la fusién a través/con determinadas
membranas.

Por medio de la N-hidroxisuccinimida-biotina se produce el marcaje de restos lisina en las proteinas de superficie de las
particulas polimeras con biotina. En este experimento, se utilizan particulas polimeras portadoras de la polimero-sintasa
PhaC1 de P. aeruginosa, aislada de E. coli recombinante, que a su vez porta el plasmido pBHR71. Después de aislarlas,
las particulas polimeras se lavan tres veces en PBS (a pH 8,0) y se agrega, entonces, N-hidroxisuccinimida-biotina
(Sigma-Aldrich) a la solucion, hasta una concentracion final de 5 mM. La reaccion se finaliza por un nuevo lavado
después de 5 min de incubacién a 4°C. La demostracion de la biotina unida a la superficie de las particulas se efectta
con ayuda del conjugado de estreptavidina-fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich) y fosfato de o-nitrofenilo (Calbiochem)
como sustrato. En la mezcla de control con particulas que no habian sido tratadas con N-hidroxisuccinimida-biotina,
estas no exhiben ninguna actividad de fosfatasa alcalina.

Ademas de los ejemplos ofrecidos en esta memoria, existen para la fijacion de sustancias biolégicamente activas
todavia numerosos reactivos de acoplamiento, con cuya ayuda se pueden activar las proteinas de superficie de las
particulas polimeras preparadas en este documento.

<118> Rehm, PD Dr. Bern H.A.

<120> Procedimiento para la preparacion de particulas polimeras funcionalizadas y degradables y su uso
como vehiculos para medicamentos.
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<223> Cebador
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<210> 3

<211> 708
<212> DNR
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<400> 3
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acgctgticg
ctgecaggtcyg
gccaaggacy
aagaccctgg
accaaggtag

aacctegeea
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tgatccteac
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ctacgagtceyg
ggetgegget
cacggcaaag
geedgteegt
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<220>
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<400> 6
aaagggccat

tcgagaagta
aggacggccce
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cgggcgtgaa
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accagcaggt
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ccaagacggce

ccgcagegge

Artificial

ggctggcaag
ctcecegeaag
gaagctgttc
cgcagaagat
ggaccgtgeg
tgccatcteg
ggacagectg
gegcactgea
agcggccaaqg

taaacctget

aagaattceg
atctggetgg
gactcgetgg
gttgctgaaa
ctaggcaagt
cgecttggeg
accaagcaga
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agaaagaagyg
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tamaggatgg
ctgecaagte
ggagcgaact
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tcgagasact
ctgcgagcaa
aaaccgegye

cggcggcecaa
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ggctgtggeg aagaagectg cagtgaagaa agcaccggec aagecggeag

ggcagcteca goggecageg cegctecgge cgetagegea gtteggegeco

ccggecagea acccgecttc ggcacagaca ggcaccggta ccctgatcetg
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cactgegget
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<400> 9
gggetctaga

caagcegegg
ctcacctecg
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ggcaagagcec
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Cebador
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acgaccgacg cttttccgat
agacctacct ggcctggege
cgcaggacat cagtcgtgge
ccaacagcct gagcaacceg
tgctggacgg ccteggecac
aggtgygacat ggacgccttce

tgttcegeaa cgacgtgetg

tgttgtaaga
ccggtgateg
gcggtgegece
aacgtcctge
cecggectgga
aaggagcitgc
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geggeggtea
ctyggccaagg
gaggtgggea
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acagctggat
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gcttccraag
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cagegecagg
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teggtgeacy
gacctgtege
atcgtcagtt
gaggegetca
ctcecteggeg
agcggegaga
aatacccagqy
taccagtceg
aacgacctga
ttcgacatcc
ttcgtegaac
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gecacgettea
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<220> . .
<223> Lasecuencia contiene el ADN de P. aeruginosa que codifica PhaC1 y el ADN que codifica

un epitopo FLAG
<400> 12
atgactagtg attatsaaga tgatgatgat aascatatga gtcagaagaa caataacgag 60
cttececcaage aageegegga aaacacgetg zacctgaatc cggtgatcgg catccgggac 120
aaggacctgc tcaccteege gcogeatggte ctgctecagg cggtgcgeca gcegetgoac 180
agcgoccaggce acgtggegea tttcagcctg gagctgaaga acgtccotget cggecagtceg 240
gagctacgee caggcgatga cgaccgacge thtttecgate cggectggag ccagaatcea 300
ctgtacaage gctacatgca gacctacctg geoctggegea aggagetgea cagetggate 360
agccacageg acctgtegee geaggacate agtcgtggee agttcogtcat caacctgetg 420
accgaggega tgtcgecgac caacagectyg ageoaaccegg cggeggtcaa gogottctte 480
gagaccggeg gceaagagect gotggacgge ctoggecace tggccaagga cotggtgaac 5490
aacggcggga tgeegageea ggtggacatg gacgeettcg aggtgggeaa gaacctggcee 600
accaccgadyg gegecgtggt gttecgcaac gacgtgetgg aactgatcea gtaccggeeg 660
atcaccgagt cggtgecacga acgececgctg ctggtggtge cgcegcagat caacaagtte 720
tacgtctteg acctgtcgoc ggacaagage ctggegeget tctgectgeg caacggegtg 78C
cagaccttea tegteagttyg gegecaacceg accaagtcge agegegaatg gggectgacc 840
acctatatceg aggegetcaa ggaggccatce gaggtagtee tgtcgatcac cggcagcaag 300
gacctcaace tcctcggege ctgeteegge gggatcacca ccgegacect ggteggecac 960
tacgtggeca geggeogagaa gazggtcaac gecttcacee aacﬁggtcag cgtgctegac 1020
ttcgaactga atacccaggt cgegetgtte gocgacgaga agactctgga ggcegccaag 1080
cgtegttect accagtcegg cgtgctggag ggeaaggaca tggeceaaggt gttcgectgg 1140
atgcgcececa acgacctgat ctggaactac tgggtcaaca actacctget cggecaaccag 1200
ccgceggegt tcgacatcet ctactggaac aacgacacca cgegectgee cgeegegetg 1260
cacggcgagt tegtegaact gttcaagagce aacccgetga accgeeeegg cgeccetggag 1320
gtcteceggea cgececatega coctgaagocag gtgactigeg acttctactg tgtcgceggt 1380
ctgaacgacc acatcaccce ctgggagteg tgctacaagt cggecagget getgggtgge 1440
aagtgcgagt tcatcctetec caacageggt cacatecaga geatcotcaa cecaccgggo 1500
aaccceaagg cacgcetteat gaccaatccy geactgooeyg ccocgagoccaa ggectggety 1560
gaacaggccyg gcaagcacge cgactcgtgg tggtitgeact ggcagcaatg gectggecgaa 1620
cgctcecggea agaccegoaa ggegecocgec agectgggea acaagaccta tccggecgge 1680
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gaagceogege ccggaaccta cgtgeatgaa cgatga

<210> 13

<211> 34

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223 Cebador
<400> 13

ggactagtat gaccatgatt acggattcac tgge

<210> 14

<211> 41

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Cebador
<400> 14

ccactagttt tttgacacca gaccaactgg

<210>
<211>
<212
<213>

15

ADN
<220>
<223>

<400> 15
ggactagtat

aaaaccctgg
gtaatagega
aatggcgectt
atcttcetga
cgececcateta
agaatceocgac
gccagacgeg
gctgggtegg
tacgecgecygg
tggaagatca
aaccgactac
gcgctgtact

cagtttettt

3088

Artificial

gaccatgatt
cgttacccaa
agaggeoocge
tgcctggttt
ggccgatact
caccaacgtg
gggttgttac
aattattttt
ttacggccag
agaaaaccgc
ggatatgtgg
acaaatcage
ggaggctgaa

atggcagggt

acggattcac
cttaatcgee
accgategee
ccggcaccag
gtegtegteco
acctatccca
tcgectecacat
gatggegtta
gacagtegtt
ctcgeggtga
cggatgagcg
gatttcecatg
gttcagatgt

gaaacgcagg

taatggtage

La secuencia contiene el gen lacZ de E. coli

tggcegtegt
ttgecagecaca
cttcecaaca
aagcggtgec
cc£caaactg
ttacggtcaa
ttaatgttga
actcggegtt
tgccgtgtga
tggtgctygceyg
gcattttccg
ttgccactcg
gcggcgagtit

tecgeecagegyg

22

g

tttacaacgt
tccecetkte
gttgcgcage
ggaaagctygy
gcagatgeac
tcegeegttt
tgaaagctgy
tcatctgtgg
atttgacctyg
ctggagtgac
tgacgtctcg
ctttaatgat
gcgtgactac

caccgegecet

cgtgactggg
gccagctgge
ctgaatggeg
ctggagtgeg
ggttacgaty
gttcccacgg
ctacaggaag
tgcaacggge
agcgcatttt
ggcagttatc
ttgctgecata
gatttcagee
ctacygggtaa

ttcggeggty

1716

34

41

60

120

180

240

300

360

420

480

5440

600

660

720

780

B40



aaattatcga
acccgaaact
ccgocgacgg
ttgaaaatgg
acgagcateca
tgctgatgaa
tgtggtacac
cccacggeat
gcgaacgegt
cgctggggaa
ctgtcgatce
atattatttg
aatggtccat
aatacygccca
gtcagtatcc
aatatgatga
acgatcgecca
tgacggaagce
aagtgaccag
cgcetggatgg
aacagttgat
cagtacgegt
ggcagcagty
tceegeatcet
aatttaaccg
tgacgcegct
aagcgacceqg
aggccgaage
cgaccgetca
ggattgatgg
cgcatcegge

ggctcggatt

tgagcgtggt
gtggagegcece
cacgetgatt
tctgectgetyg
tectctgeat
gcagaacaac
gctgtgegac
ggtgccaatg
aacgcgaatg
tgaatcagge
ttcecegeccg
ccecgatgtac
caaaaaatgg
cgcgatgggt
cegtttacag
aaacggcaac
gttetgtatg
aaaacaccag
cgaatacctg
taagcegetg
tgaactgeet
agtgcaacecg
gcgtetggey
gaccaccagc
ccagtcagge
gegcgateag
cattgaccct
agogttgttg
cgegtggeag
tagtggteaa
gcggattgge

agggecegeaa

ggttatgecg
gaaatcccga
gaagecagaag
ctgaacggeca
ggteaggtca
tttaacgeeyg
cgctacggec
aatcgtctga
gtgcagecgeg
cacggcgcta
gtgcagtatyg
gegegeglygy
ctitcgetac
aacagtettg
ggcggcttcg
cegtggtegg
aacggtctgg
cagcagtttt
tteccgtecata
gcaageggtyg
gaactaccge
aacgcgaccg
gaszacctca
gaaatggatt
tttcttteac
ttcaccegtg
aacgcctggg
cagtgcacgg
catcagggga
atggegatta
ctgaactgcecce

gaaaactatc
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atcgegteac
atctctateg
cctgegatgt
agccgttget
tggatgageca
tgcgcectgttc
tgtatgtggt
ccgatgatec
atcgtaatca
atcacgacgc
aaggcggeygyg
atgaagacca
ctggagagac
gcggtttege
tectgggactyg
cttacggcgg
tetttgecga
tccagtitceeg
gcgataacga
aagtgcctct
ageeggagag
catggtcaga
gtgtgacgct
tttgcatega
agatgtggat
cacecgetgga
tegaacgetg
cagatacact
aaaccttatt
ccgttgatgt
agctggegea

ccgaccgect

23

actacgtetg
tgcggtggtt
cggttteege
gattcgagge
gacgatggtyg
gcattateeg
ggatgaagcce
gegectggeta
ccegagtgtg
getgtatcge
agcegacace
gcectteccg
gegecegetg
taaatactygg
ggtggatcag
tgattttgge
ccgcacgccg
tttatcecggg
gctectgeac
ggatgtcget
cgecgggcaa
agccgggcac
cececgecgeg
gctgggtaat
tggcgataaa
taacgacatt
gaaggcggcyg
tgctgatgeg
tatcagcocgy
tgaagtggey
ggtagcagag

tactgccgee

aacgtcgaaa
gaactgeaca
gaggtgcgga
gttaaccgtc
caggatatec
aaccatccge
aatattgaaa
ccggegatga
atcatctggt
tggatcaaat
acggeceaccyg
gctgtgccga
atcetttgeg
caggcgttte
tegectgatta
gatacgcega
catccagege
caaaccatcg
tggatggtygg
ccacaaggta
ctectggcetea
atcagcgcct
tcececacgcea
aagcgttgge
aaacaactge
ggcgtaagtg
ggccattace
gtgctgatta
aaaacctacc
agcgatacac
cgggtaaact

tgttttgacc

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

144¢

1500

1560

1620

1680

1740

1860

1860

1920

1980

2040

2100

21860

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760



gctgggatcet
tgegetgegy
tcaacatcag
acgeggaaga
actcctggag

agttggtctg

gcecattgtca
gacgcgcgaa
cegetacagh
aggcacatogg
ccegteagta

gtgtcaaaaa

gacatgtata
ttgaattatyg
caacagcaac
ctgaatatcyg
tecggeggaat

actagtgg
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cceceghacgt
gceccacacca
tgatggaaac
acggtttcca

tccagectgag

ctteecgage
gtggcgeggce
cagccatcge
tatggggatt

cgccggtege

24

gaaaacggtc
gacttccagt
catctgctge
agtggcgacy

taccattacce

2820
2880
2340
3000
3060

3088
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la preparacion de particulas polimeras biodegradables, que comprende:

a) Disponer una célula, en la que se ha incorporado al menos un gen inducible, en donde el gen codifica una
proteina que controla el tamafio de la particula polimera; y

en el que se ha incorporado en el organismo, adicionalmente, otro gen que codifica una polimero-sintasa; y

en donde, la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusion que comprende una proteina biolégicamente
activa, o en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusion que es capaz de unirse a una sustancia
biol6gicamente activa, ya sea de manera directa o a través de un reactivo de acoplamiento, o en donde la al menos una
polimero-sintasa es una proteina modificada que, ademas, es capaz de unirse a una sustancia biolégicamente activa, ya
sea de manera directa o0 a través de un reactivo de acoplamiento; y

b) Cultivo de la célula, bajo la induccion del al menos un gen inducible, mencionado en el anterior punto a), en
un medio de cultivo, bajo condiciones apropiadas para la preparacion de las particulas polimeras biodegradables por
parte de la célula.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que la proteina que controla el tamafio es una proteina de fusion que
comprende una proteina biolégicamente activa, o en el que la proteina que controla el tamafio es capaz, ademas, de
unirse a una sustancia bioldgicamente activa ya sea de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que la al menos una polimero-sintasa comprende un dominio de
fijacion de particulas polimeras y al menos un dominio de fijacion, o el procedimiento segun la reivindicacion 2, en el que
la al menos una polimero-sintasa y la proteina que controla el tamafio comprenden, respectivamente, un dominio de
fijacién de particulas polimeras y al menos un dominio de fijacion, en donde el al menos un dominio de fijacién es capaz,
ademads, de unirse a la sustancia biolégicamente activa ya sea de forma directa o a través de un reactivo de
acoplamiento.

4. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que el tamafio de particula se regula a través del al
menos un gen inducible, de manera que las particulas polimeras formadas tienen un didmetro de 10 nm hasta 3 pum,
preferentemente un didmetro de 10 nm hasta 900 nm y, de forma especialmente preferida, un diametro de 10 nm hasta
100 nm.

5. Procedimiento para la preparacion de particulas polimeras biodegradables, que comprende:

a) Disponer una célula, en la que se ha incorporado al menos un gen, en donde el gen codifica una polimero-
sintasa;

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusion que comprende una proteina biolégicamente
activa, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusién que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia biolégicamente activa, ya sea de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina modificada que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia biolégicamente activa, ya sea de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento; y

b) Cultivo de la célula en un medio de cultivo, bajo condiciones apropiadas para la preparacion de las particulas
polimeras biodegradables por parte de la célula.

6. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que la célula se cultiva en presencia de al menos
una sustancia biolégicamente activa y/o un colorante, en donde el colorante se selecciona de Rojo Nilo y Rhodamin 123.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones anteriores, en el que se desintegran las células cultivadas y, a
continuacion, se separan las particulas polimeras de los restos celulares.

8. Procedimiento segiin una de las reivindicaciones anteriores, en el que se separa de las particulas polimeras una capa
lipidica que se encuentra en la superficie de la particula polimera y se sustituye con una capa lipidica de distinta
composicion.

9. Procedimiento para la preparacion in vitro de particulas polimeras biodegradables, que comprende:
a) Disponer una solucién apropiada para la formacion de particulas polimeras con al menos un sustrato;
b) Incorporar a la solucion una proteina que es adecuada para controlar el tamafio de la particula polimera; y

¢) Incorporar al menos una polimero-sintasa,
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en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusién, que comprende una proteina biol6gicamente
activa, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusién que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia biolégicamente activa, ya sea de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina modificada que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia biolégicamente activa, ya sea de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento.

10. Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el que la proteina que controla el tamafio es una proteina de fusion, que
comprende una proteina biolégicamente activa, o en el que la proteina que controla el tamafio tiene, ademas, la
capacidad de unirse a una sustancia biol6gicamente activa, ya sea de forma directa o a través de un reactivo de
acoplamiento.

11. Procedimiento segln la reivindicacion 9, en el que la al menos una polimero-sintasa comprende un dominio de
fijacién de particulas polimeras y al menos un dominio de fijacion, o procedimiento segun la reivindicacién 10, en el que
la al menos una polimero-sintasa y la proteina que controla el tamafio comprenden, respectivamente, un dominio de
fijacion de particulas polimeras y al menos un dominio de fijacién, en donde el al menos un dominio de fijacién tiene,
ademas, la capacidad de unirse a una sustancia biolégicamente activa y/o a través de un reactivo de acoplamiento.

12. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 11, en el que la al menos una polimero-sintasa se selecciona
del grupo que comprende las polimero-sintasas de R. eutropha, P. oleovorans, P. putida, P. aeruginosa, Aeromonas
punctata y Thiocapsa pfennigii, o en donde la al menos una polimero-sintasa es phaC de Ralstonia eutropha.

13. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 12, en el que la célula es un microorganismo que se selecciona
de las especies siguientes: Ralstonia, Alcaligenes, Pseudomonas y Halobiforma, o en el que la célula se encuentra en el
microorganismo que se selecciona del grupo que comprende los siguientes: Ralstonia eutropha, Alcaligenes latus,
Escherichia coli, Pseudomonas fragi, Pseudomonas putida, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens o Halobiforma haloterrestris.

14. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4 0 9 a 11, en el que la proteina que controla el tamafio de la
particula polimera se obtiene a partir de la familia de proteinas similares a la fasina, incluidas la fasina de Ralstonia
eutropha y la fasina de Pseudomonas oleovorans.

15. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 3 u 11, en el que el al menos un dominio de fijaciéon que tiene,
ademas, la capacidad de unirse a sustancias biolégicamente activas y/o al reactivo de acoplamiento, se selecciona del
grupo que comprende oligopéptidos, enzimas, abzimas, proteinas no cataliticas, epitopos FLAG o al menos un resto
cisteina.

16. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 15, en el que la sustancia biol6gicamente activa comprende
una sustancia farmacéuticamente activa.

17. Procedimiento seguin una de las reivindicaciones 1 a 16, en el que la proteina biolégicamente activa o la sustancia
bioldgicamente activa es un oligopéptido, una enzima, una abzima, una proteina no catalitica o un anticuerpo.

18. Procedimiento para la preparacion in vitro de particulas polimeras biodegradables, que comprende:
a) Disponer una solucién apropiada para la formacion de particulas polimeras con al menos un sustrato;
b) Incorporar a la solucién al menos una polimero-sintasa,

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusion, que comprende una proteina biolégicamente
activa, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusién que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia biolégicamente activa, ya sea de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina modificada que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia biolégicamente activa, ya sea de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento.

19. Particula polimera con al menos una polimero-sintasa,

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusién, que comprende una proteina biolégicamente
activa, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusién que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia biolégicamente activa, ya sea de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento, o
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en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina modificada que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia biolégicamente activa, ya sea de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento.

20. Particula polimera segun la reivindicacion 19, adicionalmente con al menos una proteina, en donde la proteina se
selecciona del grupo que comprende una polimero-depolimerasa, un regulador de polimero, una polimero-sintasa y una
proteina que controla el tamafio de particula,

en donde la al menos una proteina es una proteina de fusién, que comprende una proteina biolégicamente activa, o

en donde la al menos una proteina es una proteina de fusion que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una sustancia
biol6gicamente activa de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina modificada que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia biolégicamente activa de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento.

21. Particula polimera segun la reivindicacion 19 o 20, preparada segun uno de los procedimientos descritos en las
reivindicaciones 1 a 16.

22. Particula polimera segun una de las reivindicaciones 19 o 20, en la que se forma alrededor de la particula polimera
una capa de fosfolipidos y la composicién de la capa de fosfolipidos influye sobre el transporte de la particula a través
de una membrana biolégica.

23. Particula polimera segun la reivindicacion 19, en la que la al menos una polimero-sintasa comprende un dominio de
fijacion de particulas polimeras y al menos un dominio de fijacion, o particula polimera segun la reivindicacion 20, en la
gue la al menos una polimero-sintasa y la al menos una proteina comprenden, respectivamente, un dominio de fijacién
de particulas polimeras y al menos un dominio de fijacion, en donde el al menos un dominio de fijacién tiene la
capacidad de unirse a la sustancia biolégicamente activa y/o a un reactivo de acoplamiento.

24. Particula polimera segun la reivindicacién 23, en la que la al menos una polimero-sintasa, o la al menos una
polimero-sintasa y la al menos una proteina, estd/n unida/s a la particula polimera a través del dominio de fijacion de
particulas polimeras.

25. Particula polimera segun la reivindicacion 23, en la que la sustancia biolégicamente activa y/o el reactivo de
acoplamiento esta/n unida/os al dominio de fijacion.

26. Particula polimera segun una de las reivindicaciones 23 a 25, en la que el al menos un dominio de fijacién se
selecciona del grupo que comprende oligopéptidos, enzimas, abzimas, proteinas no cataliticas, epitopos FLAG vy al
menos un resto cisteina.

27. Particula polimera segun una de las reivindicaciones 23 a 26, en la que el al menos un dominio de fijacion se genera
modificando quimicamente la al menos una polimero-sintasa o la al menos una proteina, o tanto la al menos una
polimero-sintasa como la al menos una proteina, con un reactivo de acoplamiento.

28. Particula polimera segun la reivindicacion 27, en la que la modificacién quimica comprende la unién de al menos un
reactivo de acoplamiento a la al menos una polimero-sintasa o a la al menos una proteina, o tanto a la al menos una
polimero-sintasa como a la al menos una proteina, en donde esta se selecciona del grupo que comprende cloruro del
acido bis-(2-oxo-3-oxazolidinil)-fosfonico (BOP-CI), hexafluorofosfato de bromo-tris-pirrolidin-fosfonio (PyBroP),
hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidin-fosfonio (PyBOP), N-hidroxi-succinimida-biotina, hexafluorofosfato
de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU), diciclohexil-carbodiimida, carbonato de disuccinimidilo, 1-(3-
dimetil-aminopropil)-3-etil-carbodiimida (EDC), bis-(2-oxo-3-oxazolidinil)-fosfina, diisopropil-carbodiimida (DIPC),
tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotrioxazolil)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TBTU), tetrafluoroborato de 2-(5-norbornen-2,3-
dicarboxiimido)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TNTU), éster p-nitrofenilico del acido cloroférmico, y tetrafluoroborato de O-(N-
succinimidil)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TSTU).

29. Particula polimera segun una de las reivindicaciones 19 a 28, en la que se incorpora al menos una sustancia
farmacéuticamente activa y/o un colorante en la particula polimera, en donde el colorante se selecciona de Rojo Nilo y
Rhodamin 123.

30. Particula polimera segun la reivindicacion 29, en la que la sustancia farmacéuticamente activa y/o el colorante se
liberan por difusion o degradacion de la particula polimera.

31. Particula polimera segun una de las reivindicaciones 19 a 30, en la que la sustancia biolégicamente activa
comprende una sustancia farmacéuticamente activa.

32. Particula polimera segin una de las reivindicaciones 19 a 30, en la que la sustancia biolégicamente activa se
selecciona del grupo que comprende dideoxiinosina, floxuridina, 6-mercaptopurina, doxorrubicina, daunorrubicina, 1-
darubicina, cisplatino, metotrexato, taxol, antibiéticos, anticoagulantes, germicidas, agentes antiarritmicos y precursores
de sustancias activas y derivados de las mismas, o del grupo que comprende insulina, calcitonina, ACTH, glucagon,
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somatostatina, somatotropina, somatomedina, hormona paratiroidea, eritropoyetina, factores de liberacion del
hipotadlamo, prolactina, tirotropina, endorfinas, encefalinas, vasopresinas, opiaceos sintéticos, superoxido-dismutasa,
anticuerpos, interferones, asparaginasa, arginasa, arginina desaminasa, adenosina desaminasa, ribonucleasa, tripsina,
quimotripsina y pepsina.

33. Particula polimera segin una de las reivindicaciones 19 a 31, en la que la proteina biolégicamente activa se
selecciona del grupo que comprende insulina, calcitonina, ACTH, glucagon, somatostatina, somatotropina,
somatomedina, hormona paratiroidea, eritropoyetina, factores de liberacién del hipotalamo, prolactina, tirotropina,
endorfinas, encefalinas, vasopresinas, opiaceos sintéticos, superéxido-dismutasa, anticuerpos, interferones,
asparaginasa, arginasa, arginina desaminasa, adenosina desaminasa, ribonucleasa, tripsina, quimotripsina y pepsina.

34. Particula polimera segun una de las reivindicaciones 19 a 31, en la que la proteina biolégicamente activa o la
sustancia biolégicamente activa es un oligopéptido, una enzima, una abzima, una proteina no catalitica, o un anticuerpo.

35. Uso de una particula polimera con al menos una polimero-sintasa

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusion, que comprende una proteina biolégicamente
activa, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusién que esta unida directamente a una sustancia
biol6gicamente activa o a través de un reactivo de acoplamiento, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina modificada que esta unida directamente a una sustancia
biol6gicamente activa o a través de un reactivo de acoplamiento,

para la preparacién de un medicamento, un pesticida o un herbicida.

36. Uso de una particula polimera segin una de las reivindicaciones 19 a 34 para la preparacion de un medicamento
apropiado para el tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central.

37. Medicamento, pesticida o herbicida, que comprende una particula polimera con al menos una polimero-sintasa,

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusion, que comprende una proteina biolégicamente
activa, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusion que esta unida directamente a una sustancia
biolégicamente activa o a través de un reactivo de acoplamiento, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina modificada que esta unida directamente a una sustancia
biol6gicamente activa o a través de un reactivo de acoplamiento.

38. Medicamento que comprende una particula polimera segin una de las reivindicaciones 19 a 34, para usar en el
tratamiento de enfermedades del sistema nervioso central.

39. Procedimiento para la fijacion de una sustancia biol6gicamente activa, que comprende:
a) Preparacion de una o multiples particulas polimeras con al menos una polimero-sintasa,

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusién, que comprende una proteina biol6gicamente
activa, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina de fusién que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia bioldgicamente activa, ya sea directamente o a través de un reactivo de acoplamiento, o

en donde la al menos una polimero-sintasa es una proteina modificada que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia biolégicamente activa, ya sea de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento, y

b) Poner en contacto la particula polimera con una muestra que comprende una sustancia biolégicamente
activa, de forma que la proteina biolégicamente activa o la al menos una polimero-sintasa se una a la sustancia
biolégicamente activa.

40. Procedimiento segun la reivindicacion 39, en el que la sustancia biolégicamente activa comprende una sustancia
farmacéuticamente activa.

41. Procedimiento segun la reivindicacion 39, en el que la proteina biol6gicamente activa se selecciona del grupo que
comprende insulina, calcitonina, ACTH, glucagén, somatostatina, somatotropina, somatomedina, hormona paratiroidea,
eritropoyetina, factores de liberacion del hipotdlamo, prolactina, tirotropina, endorfinas, encefalinas, vasopresinas,
opiaceos sintéticos, superdxido-dismutasa, anticuerpos, interferones, asparaginasa, arginasa, arginina desaminasa,
adenosina desaminasa, ribonucleasa, tripsina, quimotripsina y pepsina.
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42. Procedimiento segun la reivindicacion 39, en el que la proteina biolégicamente activa o la sustancia biolégicamente
activa es un oligopéptido, una enzima, una abzima, una proteina no catalitica, 0 un anticuerpo.

43. Procedimiento segun la reivindicacion 39, en el que la al menos una polimero-sintasa comprende un dominio de
fijacion de particulas polimeras y un dominio de fijacion que, ademas, tiene la capacidad de unirse a la sustancia
biol6gicamente activa y/o al reactivo de acoplamiento.

44. Procedimiento seguln la reivindicacion 43, en el que el al menos un dominio de fijacion se selecciona del grupo que
comprende oligopéptidos, enzimas, abzimas, proteinas no cataliticas, epitopos FLAG o, al menos, un resto cisteina.

45. Procedimiento segun la reivindicacién 43, en el que el al menos un dominio de fijacién se genera modificando
guimicamente la al menos una polimero-sintasa en la superficie de la particula polimera con un reactivo de
acoplamiento.

46. Procedimiento segun la reivindicacion 45, en el que la modificacion quimica comprende la unién de al menos un
reactivo de acoplamiento a la al menos una polimero-sintasa, en donde el reactivo de acoplamiento se selecciona del
grupo que comprende cloruro del &acido bis-(2-oxo-3-oxazolidinil)-fosfénico (BOP-CI), hexafluorofosfato de bromo-tris-
pirrolidin-fosfonio  (PyBroP), hexafluorofosfato de benzotriazol-1-il-oxi-tris-pirrolidin-fosfonio (PyBOP), N-hidroxi-
succinimida-biotina, hexafluorofosfato de 2-(1H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametiluronio (HBTU), diciclohexil-
carbodiimida, carbonato de disuccinimidilo, 1-(3-dimetil-aminopropil)-3-etil-carbodiimida (EDC), bis-(2-oxo-3-oxazolidinil)-
fosfina, diisopropil-carbodiimida (DIPC), tetrafluoroborato de 2-(1H-benzotrioxazolil)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TBTU),
tetrafluoroborato de 2-(5-norbornen-2,3-dicarboxiimido)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TNTU), éster p-nitrofenilico del &cido
cloroférmico, y tetrafluoroborato de O-(N-succinimidil)-1,1,3,3-tetrametiluronio (TSTU).

47. Particula, uso o composicién farmacéutica, pesticida o herbicida segun las reivindicaciones 31, 35, 36, 37 0 38, en
donde la particula tiene un diametro de 10 nm hasta 3 um, 10 nm hasta 100 nm, o 50 nm hasta 500 nm.

48. Procedimiento segun la reivindicacion 5, en el que se incorpora en la célula al menos un gen adicional, que codifica
una proteina, en donde la proteina se selecciona del grupo que comprende una polimero-depolimerasa, un regulador de
polimero, una polimero-sintasa y una proteina que controla el tamafio de particula,

en donde la al menos una proteina adicional es una proteina de fusién, que comprende una proteina bioldgicamente
activa, o

en donde la al menos una proteina adicional es una proteina de fusiéon que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia biolégicamente activa de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento, o

en donde la al menos una proteina adicional es una proteina modificada que, ademas, tiene la capacidad de unirse a
una sustancia biolégicamente activa de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento.

49. Uso segun las reivindicaciones 35 o 36, en el que adicionalmente la particula polimera comprende al menos una
proteina adicional, en donde la proteina se selecciona del grupo que comprende una polimero-depolimerasa, un
regulador de polimero, una polimero-sintasa y una proteina que controla el tamafio de particula,

en donde la al menos una proteina adicional es una proteina de fusién, que comprende una proteina biolégicamente
activa, o

en donde la al menos una proteina adicional es una proteina de fusiéon que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia bioldgicamente activa de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento, o

en donde la al menos una proteina adicional es una proteina modificada que, ademas, tiene la capacidad de unirse a
una sustancia biolégicamente activa de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento.

50. Medicamento, pesticida o herbicida segun las reivindicaciones 37 o 38, en el que adicionalmente la particula
polimera comprende al menos una proteina adicional, en donde la proteina adicional se selecciona del grupo que
comprende una polimero-depolimerasa, un regulador de polimero, una polimero-sintasa y una proteina que controla el
tamafio de particula,

en donde la al menos una proteina adicional es una proteina de fusion, que comprende una proteina biolégicamente
activa, o

en donde la al menos una proteina adicional es una proteina de fusion que, ademas, tiene la capacidad de unirse a una
sustancia biolégicamente activa de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento, o

en donde la al menos una proteina adicional es una proteina modificada que, ademas, tiene la capacidad de unirse a
una sustancia biolégicamente activa de forma directa o a través de un reactivo de acoplamiento.
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Figura 5
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Figura 11
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