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DESCRIPCION
Composiciones y kits para mejorar la administracion de agentes terapéuticos a células
Descripcion

Antecedentes de la invencién

La presente invencién pertenece al campo de la administracién terapéutica y de otros agentes a las células. Genes,
polipéptidos, y otras moléculas estan entre los agentes que se pueden administrar usando los compuestos y
procedimientos de la invencion. Las células pueden estar presentes individualmente o como un tejido u érgano
biolégico.

La administracion de un compuesto a una célula es una primera etapa critica de muchos procedimientos
diagndsticos y terapéuticos La terapia génica, por ejemplo, es una herramienta muy prometedora para la terapéutica
y otros usos que requieren la administracion de un &cido nucleico a una célula Se han desarrollado, por ejemplo,
distintos enfoques para tratar neoplasmas basandose en procedimientos de transferencia génica. Se han
desarrollado procedimientos para corregir lesiones especificas en loci genéticos definidos que proporcionan un
incremento de la transformacion y progresion neoplasicas (Spandidos y col., Anticancer Res. 10: 1543-1554 (1990);
Banerjee y col., Cancer Res. 52: 6297-6304 (1992)). Se puede resolver el exceso en la expresién de oncogenes
dominantes usando técnicas para inhibir la transformacion del gen o del producto génico. Se puede resolver la
pérdida de funcién génica supresora tumoral usando procedimientos para reconstituir la funcién génica supresora
tumoral natural (Goodrich y col., Cancer Res. 52: 1968-1973 (1992)). Ademas de estos procedimientos para
conseguir la compensacién de la mutacién, se han desarrollado técnicas genéticas para erradicar especifica y
selectivamente las células tumorales. Estos enfoques de quimioterapia molecular se basan en la expresion
especifica de genes de toxinas en células neoplasicas (Abe y col., Proc Soc Exp Biol Med. 203: 354-359 (1993)).
Finalmente, se han usado procedimientos de transferencia génica para conseguir inmunizacion antitumoral. Estos
procedimientos de inmunopotenciacion genética usan técnicas de inmunorregulacion genética para potenciar el
inmunorreconocimiento de tumores. Posteriormente, se ha desarrollado una variedad de distintos enfoques para
llevar a cabo la terapia génica del cancer.

Se ha observado una elevada incidencia de mutaciones en genes supresores tumorales, tales como p53 y RB, en el
caso del carcinoma de vejiga (Fujimoto y col., Cancer Res. 52: 1393-1398 (1992); Cairns y col., Oncogene 6: 2305-
2309 (1991)). Para dichas lesiones genéticas en genes supresores tumorales, se puede demostrar la reversion del
fenotipo neopléasico con la sustitucion del correspondiente gen supresor tumoral natural (Spandidos, Id.; Banerjee,
Id.).

El carcinoma de vejiga representa una fuente significativa de morbilidad y mortalidad. El cancer de vejiga se
encuentra en el décimo lugar entre los varones y en el duodécimo lugar entre las mujeres en la mortalidad
relacionada con el cancer (Cancer Facts and Figures, Amer. Can .Soc. 5: 11 (1995)). Las terapias disponibles para
el tratamiento del cancer de vejiga incluyen la quimioterapia o inmunoterapia adyuvante, la reseccion transuretral de
la enfermedad superficial, la cistectomia o radioterapia radical que se combina a menudo con la quimioterapia
sistémica. A pesar de estas opciones terapéuticas, la supervivencia global no ha cambiado apreciablemente. (Id.) De
esta manera, deben desarrollarse nuevas modalidades terapéuticas para el tratamiento del cancer de vejiga.

Se han desarrollado estrategias de terapia génica como un enfoque terapéutico alternativo (Véanse por ejemplo,
Brewster y col., Eur Urol 25: 177-182 (1994); Takahashi y col., Proc Natl Acad Sci USA 88: 5257-5261 (1991);
Rosenberg, SA, J. Clin Oncol. 10: 180-199 (1992)). El tratamiento satisfactorio del cancer y de otras dolencias en un
ser humano u otro animal puede depender de que penetre en las células una cantidad adecuada de un agente
terapéutico, y de una proporcion suficientemente grande de células diana capturen el agente terapéutico.

El documento WO 96/10038 da a conocer el uso de cationes de poliamina para transferir moléculas de acido
nucleico a las células diana; sin embargo, las moléculas dadas a conocer en el anterior son estructuralmente
diferentes del compuesto potenciador de la administracion de la presente invencion.

Otros muchos agentes terapéuticos y otros agentes moduladores son polipéptidos o, por ejemplo, moléculas
pequefias. De nuevo, la cantidad del agente que alcanza una poblacion de células diana puede tener un gran
impacto sobre la eficacia del tratamiento. Por tanto, existe una necesidad de compuestos y procedimientos que
puedan potenciar la cantidad de un agente que se administra a una célula o a una poblacién de células.

La presente invencién cumple esta y otras necesidades.

Resumen de la invencion

La invencién proporciona una composicion para administrar un agente a una célula, en la que un compuesto
potenciador de la administracién y el agente se proporcionan separadamente antes de que se mezclen de manera
previa a la administracion a un paciente y el compuesto potenciador de la administracion es un compuesto de
férmula I, que tiene la siguiente estructura:
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El compuesto potenciador de la administracién y el agente se pueden mezclar antes de la administracién al paciente.
Se puede formular la composicion para la administracion intravesical a la vejiga. La concentracion del compuesto
potenciador de la administracion puede estar entre 0,002 y 2 mg/ml.

El agente es preferiblemente un agente terapéutico, en particular un modulador de un proceso biolégico en una
célula cuando el agente esta presente en la célula, en el que el proceso biolégico se selecciona entre el grupo
constituido por crecimiento celular, diferenciacion, proliferacion, una ruta metabdlica o biosintética, expresion génica,
un proceso asociado a enfermedad, y una respuesta inmune. En una forma de realizacién preferida, la proliferacion
es cancer. El agente puede ser un gen que codifica un polipéptido, en particular una citocina, tal como un interferén
alfa. Se puede incorporar el gen a un vector. El vector puede ser un vector virico recombinante Se puede seleccionar
el vector virico recombinante entre el grupo constituido por un vector del virus del herpes, un vector retrovirico, un
vector del virus vaccinia, un vector de un virus adenoasociado y un vector adenovirico. Se puede formular el vector
virico como una suspension que contiene entre 1x10° particulas/ml a 5x10" particulas/ml del vector virico. La
composicion es preferiblemente para tratar el cancer y lo mas preferible para tratar el carcinoma de vejiga.

Breve descripcién de los dibujos

La Fig. 1 representa graficamente la influencia de la formulacion de la transferencia y de la expresion génica
mediada por adenovirus en el epitelio de la vejiga de rata tras la administracién intravesical,

La Fig. 2 representa graficamente la expresion transgénica de un adenovirus en células epiteliales de la vejiga tras la
administracion intravesical,

La Fig. 3 representa graficamente la expresion transgénica de un adenovirus dependiente de la dosis en la vejiga de
rata tras la administracion intravesical,

La Fig. 4 representa graficamente un analisis mediante la reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa (RT-PCR) de la expresion transgénica de un adenovirus recombinante en la vejiga de ratén tras la
administracion intravesical,

La Fig. 5 representa graficamente un curso de tiempo de la expresion transgénica de un adenovirus recombinante
en tejido de vejiga, rifidn, e higado tras la administracion intravesical del virus,

La Fig. 6 representa graficamente el ADN transgénico de un adenovirus recombinante en homogenados de vejiga y
rifidn tras la administracion intravesical,

La Fig. 7 representa graficamente la mejora de la transferencia génica al epitelio de vejiga usando una formulacion
Big CHAP (N, N, bis-(3-D-gluconamidopropil)-colamida (CALBIOCHEM?7 Biochemicals, San Diego, California),

La Fig. 8 representa graficamente la mejora de la transferencia génica al epitelio de vejiga usando diferentes
concentraciones de adenovirus recombinante en una formulacion Big CHAP 7 mM.

La Fig. 9 representa graficamente la potenciacion de la expresion transgénica de un adenovirus recombinante en
tejido de vejiga usando una formulacién de etanol (ETOH) o Big CHAP.

La Fig. 10 representa graficamente la transferencia génica a tumores usando una formulacién Big CHAP 4 mM.

La Fig. 11 representa graficamente la transferencia transgénica a un epitelio de vejiga de cerdo.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2362027 T3

La Fig. 12 representa graficamente la expresion de p53 en tejido tumoral.
La Fig. 13 representa graficamente la transferencia génica a la mucosa del ileo de rata.

La Fig. 14 es una fotografia de secciones de vejiga de ratas, en las que se comparé la capacidad de Big CHAP
procedente de dos fuentes para potenciar la transferencia génica. La tincion Xgal mas intensa en la hilera inferior en
comparacion con la hilera superior demostré una mayor potenciacion de la transferencia génica por Big CHAP de
CALBIOCHEMY7 en comparacion con Big Chap de Sigma (Sigma Chemical Company, San Luis, Missouri).

La Fig. 15A y B representa graficamente la cromatografia en capa fina (TLC) de Big CHAP de CALBIOCHEM7 y
Sigma. Se desarroll6 una Unica banda distinta procedente de la muestra de BC — Sigma (Fig. 15B), aunque llegaron
a ser evidentes tres bandas adicionales en la muestra de BC-CALBIOCHEM?7 (Fig 15A).

La Fig. 16 representa graficamente la TLC de las impurezas de Big CHAP Las bandas estan marcadas como sigue:
Banda 1: Big CHAP (CALBIOCHEMY); banda 2: Impureza |; Banda 3: Impureza Il; Banda 4: Mezcla de Impureza Il y
Ill, Banda 5: Impureza Ill; Banda 6: Big CHAP (CALBIOCHEMY); Banda 7: Big CHAP (CALBIOCHEMY).

La Fig. 17 es una fotografia de secciones de vejiga de ratas, en las que se comparé la capacidad de aumentar las
concentraciones de Big CHAP (Sigma) de potenciar la transferencia génica con una BIG CHAP (CALBIOCHEM?7)
patrén. La tincion Xgal mas intensa indicé la transferencia génica potenciada a concentraciones mas elevadas de
Big CHAP (Sigma).

La Fig. 18 es una fotografia de secciones de vejiga de ratas, en las que se evalud la capacidad de Big CHAP
(CALBIOCHEM7Y) y la Big CHAP (Sigma) tras la purificacion, de potenciar la transferencia génica y se compar6 con
la Big CHAP no purificada procedente de aquellas fuentes como control. La intensidad de la tincion de Xgal indicé
una reducida capacidad de potenciar la transferencia génica después que se ha purificado la Big CHAP procedente
de cualquier fuente mediante la cromatografia en columna.

La Fig. 19 es una fotografia de secciones de vejiga de ratas, en las que se evalud la capacidad de la Big CHAP
(CALBIOCHEM?) y la Big CHAP (Sigma) tras la purificacién, de potenciar la transferencia génica y se comparé con
la Big CHAP no purificada procedente de aquellas fuentes y con las impurezas | y una combinacién de impureza |l e
impureza Il. La intensidad de la tincion de Xgal demostr6 una potenciacion de la transferencia génica con 6 mg/ml de
la combinacion de la Impureza Il y la Impureza Ill.

La Fig. 20 es una fotografia de secciones de vejiga de ratas, en las que se evalud la capacidad de Big CHAP
(Sigma) tras la purificacién, de potenciar la transferencia génica y se compar6 con la Big CHAP purificada (Sigma)
reconstituida con Impureza Il, Impureza Ill, o un analogo sintético de la Impureza Il. La intensidad de la tincion de
Xgal demostré una potenciacién de la transferencia génica cuando se reconstituyé la Big CHAP (Sigma) purificada.
Se incluyé la Big CHAP (CALBIOCHEM7) como control.

La Fig. 21 muestra las estructuras de Syn3 y dos analogos de Syn-3 solubles en agua. Se indica como “A” el
dominio de Syn3 que se conservo en los dos analogos. Los analogos A-TMA y A-HCI fueron el resultado de la
sustitucién de cloruro de trimetilamonio (A-TMA) o clorhidrato (A-HCI) del resto lactosa de Syn3.

La Fig. 22 muestra la estructura, MALDI-EM, y RMN-'H de la Impureza 1.
La Fig. 23 muestra la estructura, MALDI-EM, y RMN-'H de la Impureza 2.
La Fig. 24 muestra la estructura, MALDI-EM, y RMN-H de la Impureza 3.
La Fig. 25 muestra una ruta para la sintesis de la Impureza 2.

La Fig. 26 muestra una ruta para la sintesis de Syn3. En la Fig. 34 se muestra una ruta alternativa para la sintesis de
Syn3.

La Fig. 27A-27C demuestra que I3A (Syn3) potencia la expresion del 3-galactésido mediada por adenovirus. Se
obtuvieron elevados niveles de transferencia génica cuando se uso6 I3A a 0,5 mg/ml en Big CHAP 7,8 mM (Fig. 27A).
Se muestran los controles para comparacion:

Sin I3A (Fig. 27B) y como control positivo, Big CHAP 7,8 mM Calbiochem Lote n° 679693 (Fig. 27C)

La Fig. 28A y la Fig. 28B muestran los resultados de una valoracion de la actividad de potenciacion de la
transferencia génica de I3A (Syn3). La reduccion de I3A a 0,25 mg/ml en Big CHAP 3,9 mM (Fig. 28A) dio como
resultado aun elevados niveles de transferencia génica en comparacion con la actividad de transferencia génica
obtenida cuando se usé I3A a 0,5 mg/ml en Big CHAP 7,8 mM (Fig. 28B). En el momento de la fijacién, las vejigas
tratadas con 0,25 mg/ml de I3A parecieron tener menos inflamacién que las tratadas con 0,5 mg/ml de I3A.

La Fig. 29A-Fig. 29B muestra una comparacion de la actividad de transferencia génica de I13A y Syn3. Se obtuvieron
elevados niveles de actividad de 3-galactésido usando I3A a 1 mg/ml en Tween 80 al 0,1% (Fig. 29A). Se obtuvieron
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niveles de transferencia génica aproximadamente iguales usando Syn3 a 1 mg/ml en Tween 80 al 0,1% (Fig. 29B).

La Fig. 30A-Fig. 30D muestra una comparacion de la actividad de transferencia génica de Syn3 en Tween 80 al
0,1% frente a Big CHAP 7,8 mM. Usar Syn3 a 1 mg/ml en Tween 80 al 0,1% (Fig. 30A) dio como resultado niveles
de transferencia génica que fueron comparables a los obtenidos cuando se usé Syn3 a 0,5 mg/ml en Big CHAP 7,8
mM (Fig. 30C). Se muestran también controles negativos (sin Syn3) cuando se usan cualquiera de Tween 80 al
0,1% (Fig. 30B) o Big CHAP 7,8 mM (Fig. 30D).

La Fig. 31A-Fig.31D muestra una comparacion de la actividad de transferencia génica de Syn3 a concentraciones
iguales en detergentes Big CHAP y Tween 80. Cuando se disolvio Syn3 a 0,5 mg/ml en Big CHAP 7,8 mM (Fig. 31
A), se obtuvieron niveles muy elevados de transferencia génica. En comparacion, la actividad de transferencia
génica de Syn3 en Tween 80 al 0,05% (Fig. 31C) fue ligeramente reducida, con mas regiones desprovistas de
actividad de la B-galactosidasa. Se muestran también controles negativos para Big CHAP 7,8 mM (Fig. 31 B) y
Tween 80 al 0,05% (Fig. 31 D).

La Fig. 32A-Fig. 32F muestra una comparacion de la infiltracion que sigue tras la administracion de Syn3. A dosis
mas bajas de Syn3, se observé una infiltracién proporcionalmente menor en la vejiga. Se usaron concentraciones
decrecientes de Syn3 para la infeccion de rAd de las vejigas cuando se usoé cualquiera de Big CHAP (Fig. 32A, B) o
Tween 80 (Fig. 32D, E). Se muestran también las vejigas tratadas Unicamente con detergente (sin Syn3) tanto con
Big CHAP (Fig. 32C) como con Tween 80 (Fig 32F).

La Fig. 33A-Fig. 33D muestra que la administracién de Syn3 da como resultado la induccion de infiltrados celulares.
Cuando se compar6 el nivel de infiltracion resultante de la administracion de virus y Syn3 (Fig. 33A) con el nivel
obtenido solo de Syn3 (Fig. 33B), se encontré que la administracién de Syn3 dio como resultado una significativa
induccién de infiltrados. Se muestran también vejigas de animales tratados Unicamente con virus (Fig. 33C) o0 un
control sin virus/sin Syn3 (Fig. 33D).

La Fig. 34 muestra una ruta de sintesis de Syn3. Después que se llevé a cabo la Reacciéon 3 en DMF durante 24
horas, se evapor6 el producto hasta sequedad, y se purificé en SiO, con DCM/MeOH/H,0 (60:35:5).

La Fig. 35 muestra un protocolo que se uso6 para sintetizar A-tma y A-HCI, que son analogos de Syn3 que presentan
un aumento de la solubilidad en disolucién acuosa.

Descripcion detallada

La presente invencién proporciona una composicion para el transporte potenciado de agentes al interior de las
células, presentes dichas células en tejidos epiteliales. La composicién de la invencion comprende un compuesto de
férmula Ill. EI compuesto aumenta la cantidad de un agente, pudiendo un agente de ese tipo modular un proceso
celular asociado con, por ejemplo, la proliferacién o un estado de enfermedad, que penetra en una célula y/o
aumenta la proporcion de células e un tejido u 6rgano que captura el agente.

El compuesto potenciador de la administracion es Util para muchas aplicaciones que requieren la administracion de
una molécula a una célula. Por ejemplo, el diagnéstico y/o el tratamiento de muchos estados de enfermedad
requieren a menudo la entrada de un agente en una célula que esta implicada en el proceso de la enfermedad. Otro
ejemplo es el uso de tecnologia de ADN recombinante para producir proteinas de interés, tanto en cultivo celular
como en un organismo recombinante. Los expertos en la materia conocen muchos ejemplos adicionales de
situaciones en las que es deseable introducir un compuesto en una célula. El compuesto potenciador de la
administracion puede mejorar la eficacia de cada una de estas aplicaciones debido a la administracién aumentada
de un agente de interés a una célula o tejido diana.

A. Compuestos potenciadores de la administracion

La invencién proporciona una composicion que comprende un compuesto potenciador de la administracion de
Formula Ill. El compuesto potenciador de la administracion, cuando se formula con un agente de interés, potencia la
administracion el agente a una célula. En algunas formas de realizacion, las células estan presentes en un tejido u
o6rgano. “Un compuesto potenciador de la administracion” se refiere a cualquier compuesto que potencia la
administracion de un agente a una célula, tejido u 6rgano. Aunque una comprension del mecanismo por el cual se
produce la administracion potenciada no es esencial para practicar la invencién, se sefiala que se puede producir la
administracion potenciada mediante cualquiera de diversos mecanismos. Uno de dichos mecanismos puede implicar
la perturbacion de la capa de glucosaminoglicano (GAG) protectora situada sobre el epitelio superficial del tejido u
o6rgano mediante el compuesto potenciador de la administracion.

La administraciébn de un agente a células en una formulacién que incluye un compuesto potenciador de la
administracion da como resultado un aumento en la cantidad de agente que se administra a las células, con
respecto a la cantidad de agente administrado a las células cuando se administra en ausencia de compuesto
potenciador de la administracion. “Administracion potenciada” tal como se usa en el presente documento, se refiere
a cualquiera o a ambos de un incremento en el nimero de copias de un agente que penetra en cada célula o a un
incremento en la produccion de células en, por ejemplo, u tejido u érgano, que captura el agente. En las formas de
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realizacién preferidas, el compuesto potenciador de la administracién da como resultado al menos aproximadamente
un 20% de aumento, mas preferiblemente al menos aproximadamente un 50% de aumento, y lo mas preferible al
menos aproximadamente un 100% de aumento en la administracién de un agente a una célula o una poblacion de
células en comparacién con la cantidad del agente administrado cuando se administra a células en ausencia del
compuesto potenciador de la administracion.

Se puede medir si un compuesto o formulacién particular es eficaz en la potenciacion de la administracion de un
agente, tal como un agente terapéutico o diagnéstico, a células mediante diversos medios conocidos por los
expertos en la materia. Por ejemplo, se puede incluir un reactivo de deteccion en una formulacion potenciadora de la
administracion que se administra a las células diana. La cantidad de reactivo de deteccion presente en las células
gue se tratan con la formulacién potenciadora de la administracion se compara con la detectada en células tratadas
con una formulacién que no incluye un gen, se puede incluir en la formulacién un gen indicador para el cual la
expresion es facilmente detectable. Cuando el agente modulador es un polipéptido, se pueden probar los
compuestos potenciadores de la administracién, uniendo, por ejemplo, una marca al polipéptido que esta presente
en la formulacion potenciadora de la administracién y detectando la presencia y la cantidad de la marca que se
encuentra en las células diana tras la administracion de la formulacién. Similarmente, cuando se van a usar
diferentes moléculas de polipéptidos y polinucledtidos como agente modulador, se pueden marcar las moléculas y
detectar la cantidad de marca que penetra en la poblacién de células diana.

Los ejemplos de compuestos potenciadores de la administracion incluyen, pero no se limitan a, detergentes,
alcoholes, glicoles, tensioactivos, sales biliares, antagonistas de la heparina, inhibidores de la ciclooxigenasa,
disoluciones salinas hiperténicas, y acetatos. Los alcoholes incluyen, por ejemplo, alcoholes alifaticos tales como
etanol, N-propanol, isopropanol, alcohol butilico, alcohol acetilico. Los glicoles incluyen, por ejemplo, glicerina,
propilenglicol, polietilenglicol y otros glicoles de bajo peso molecular tales como glicerol y tioglicerol. Acetatos tales
como &cido acético, acido gluconico, y acetato de sodio son ejemplos adicionales de compuestos potenciadores de
la administracion. Disoluciones salinas hiperténicas tales como NaCl 1 M son también ejemplo de compuestos
potenciadores de la administracién. Los ejemplos de tensioactivos incluyen dodecil sulfato de sodio (SDS) y
lisolecitina, polisorbato 80, nonilfenoxi-polioxietileno, lisofosfatidilcolina, polietilenglicol 400, polisorbato 80, éteres de
polioxietileno, tensioactivos de éteres de poliglicol y DMSO. Se pueden usar también sales biliares tales como
taurocolato, taurodesoxicolato de sodio, desoxicolato, quenodesoxicolato, &cido glicocélico, acido
glucoquenodesoxicolico y otros astringentes similares a nitrato de plata, tales como antagonistas de la heparina de
tipo aminas cuaternarias tales como sulfato de protamina. Son también adecuados inhibidores de la ciclooxigenasa
tales como, por ejemplo, salicilato de sodio, acido salicilico, y farmacos antiinflamatorios no esteroideos (NSAID)
tales como indometacina, naproxeno, y diclofenaco.

Los detergentes que pueden actuar como compuestos potenciadores de la administracion incluyen, por ejemplo,
detergentes anionicos, catidnicos, de ién hibrido, y no idnicos. Los detergentes a modo de ejemplo incluyen, pero no
se limitan a, taurocolato, desoxicolato, taurodesoxicolato, cetilpiridio, cloruro de benzalconio, detergente
ZWITTERGENT73-14, CHAPS (3-[(3-Colamidopropil)dimetilamonio]-1-propanosulfonato hidrato, Aldrich), Big CHAP,
Desoxi Big CHAP, detergente TRITON-X-100, C12E8, Octil-B-D-Glucopiranésido, detergente PLURONIC7-F68,
detergente TWEEN?7 20, y detergente TWEEN7 80 (CALBIOCHEM?7 Biochemicals)

Un ejemplo de un compuesto potenciador de la administracion para formulaciones en las cuales el agente es, por
ejemplo, un &acido nucleico, es Big CHAP, que es un derivado de colato (véase, por ejemplo, Helenius y col. (1979)
"Properties of Detergents" En: Methods in Enzymology, Vol.66, 734-749. Con el fin de facilitar la transferencia génica
mejorada de las formulaciones de acido nucleico que comprenden preparaciones de Big-CHAP comerciales, la
concentracion de Big CHAP variara en funcién de su fuente comercial. Cuando el Big CHAP procede de
CALBIOCHEM?7, se prefiere que la concentracion esté en un intervalo de 2 a 10 milimolar. Mas preferido es de 4 a 8
milimolar. Lo mas preferido es aproximadamente 7 milimolar. Cuando el Big CHAP procede de Sigma, se prefiere
gue la concentracion de Big CHAP esté en un intervalo de 15 a 35 milimolar. Mas preferido es de 20 a 30 milimolar.
Lo mas preferido es aproximadamente 25 milimolar.

El compuesto potenciador de la administracion de la invencion es Syn3, que tiene la Formula Il que se muestra en
la Fig. 21. Syn3 es un analogo sintético de una impureza que se encuentra en las preparaciones comerciales de Big
CHAP (véanse los Ejemplos). Las impurezas 2 y 3 de Big CHAP son también adecuadas para el uso como
compuestos potenciadores de la administracion, particularmente cuando se formulan en un tampdén de solubilizacién
que contiene, por ejemplo, un detergente tal como Big CHAP.

Para algunas aplicaciones, es deseable usar compuestos potenciadores de la administracién que presentan una
solubilidad en agua y/o actividad potenciadora de la administracion aumentada en comparacién con otros
compuestos. Los ejemplos de dichos compuestos incluyen A-tma (Férmula IV) y A-HCI (Formula V) tal como se
muestra en la Fig. 21.

La invencion proporciona una composicion que contiene un agente que se va a administrar a una célula y un
compuesto potenciador de la administracién, en el que ambos se proporcionan por separado antes de que se
mezclen previamente a la administracion a un paciente. La concentracion del compuesto potenciador de la
administracion en una formulacién dependerda de numerosos factores tales como el compuesto potenciador de la
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administracion particular que se esta usando, el tampdn, el pH, el tejido u érgano y el modo de administracién. La
concentracion del compuesto potenciador de la administracion estara a menudo en el intervalo de 1% a 50% (v/v),
preferiblemente de 10% a 40% (v/v) y lo méas preferible de 15% a 30% (v/v). El compuesto potenciador de la
administracion se usa preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 0,002 a 2 mg/ml, mas preferiblemente de
aproximadamente 0,02 a 2 mg/ml, lo mas preferible de aproximadamente 0,1 a 1 mg/ml en la composiciéon de la
invencion.

Los compuestos potenciadores de la administracion se formulan normalmente en un disolvente en el que el
compuesto sea soluble, aunque son también adecuadas las formulaciones en las cuales el compuesto esta solo
parcialmente solubilizado. La solucién salina tamponada con fosfato (PBS) es un ejemplo de un agente de
solubilizacién adecuado de estos compuestos, y los expertos en la materia conocen otros. Se reconocera que
pueden ser adecuados algunos excipientes y aditivos adicionales para conseguir las caracteristicas de solubilidad de
estos agentes para diversas formulaciones farmacéuticas. Se pueden afiadir, por ejemplo, agentes de solubilizacién
bien conocidos tales como detergentes, ésteres de acidos grasos, tensioactivos, en concentraciones apropiadas con
el fin de facilitar la solubilizacién de los compuestos en los diversos disolventes que se van a emplear. Cuando la
formulacion incluye un detergente, la concentracién de detergente en la formulacion final administrada a un paciente
es preferiblemente de aproximadamente 0,5 — 2X la concentracion de micelizacién critica. Los detergentes
adecuados incluyen los relacionados anteriormente. Se pueden determinar la identificacion de los detergentes
adecuados y las concentraciones apropiadas para su uso tal como se describe en el presente documento.

Un ejemplo de agente de solubilizacion preferido para el compuesto mencionado como Syn3 y los compuestos
relacionados es Tween 80 a una concentracion de aproximadamente 0,05% a aproximadamente 0,3%, mas
preferiblemente a una concentracion de aproximadamente 0,10% a aproximadamente 0,15%. Big CHAP es también
un agente de solubilizacion preferido de Syn3 y los compuestos relacionados.

B. Agentes moduladores

El compuesto potenciador de la administracion en la composicion de la invencion es util para potenciar la
administracion de agentes, incluyendo proteinas, acidos nucleicos, ARN de sentido contrario, pequefias moléculas, y
similares, a células. Por ejemplo, el compuesto potenciador de la administracién es util para administrar agentes a
células que son parte de cualquier tejido u 6rgano, incluyendo aquellos que tienen una membrana epitelial.

Entre estos agentes que son adecuados para administrar usando el compuesto potenciador de la administracion
estan los “agentes moduladores”, que, tal como se usa en el presente documento, se refieren a agentes que pueden
modular procesos bioldgicos. Dichos procesos incluyen, por ejemplo, crecimiento celular, diferenciacion,
proliferacidn (que incluye trastornos neoplésicos tales como cancer), regulacion, rutas metabdlicas o biosintéticas,
expresion geénica, y similares. Los agentes moduladores pueden también influenciar, por ejemplo, respuestas
inmunes (que incluyen trastornos autoinmunes), infeccién por patégenos bacterianos y flngicos, y cualquier otro
proceso biolégico que sea regulable mediante la introduccién de un agente modulador.

Los agentes terapéuticos son un ejemplo de agentes moduladores que se pueden administrar usando agentes
potenciadores de la administracion. Dichos agentes son Utiles para modular procesos celulares que se asocian con
enfermedad. El término “agente terapéutico”, tal como se usa en el presente documento incluye, pero no se limita a
proteinas terapéuticas, genes terapéuticos, vectores (vectores plasmidos o viricos) que contienen un gen
terapéutico, acidos nucleicos de sentido contrario, u otras secuencias de 4cidos nucleicos terapéuticos (por ejemplo,
acidos nucleicos tripletes). Para los objetivos de la presente invencion, el término “gen terapéutico”, se refiere a una
secuencia de acido nucleico introducida en una célula para conseguir un efecto terapéutico. Ejemplos de dichos
genes terapéuticos incluyen, pero no se limitan a, genes supresores de tumores, genes suicidas, moléculas de acido
nucleico de sentido contrario, moléculas de &cido nucleico que forman tripletes, genes que codifican citocinas (tales
como, pero sin limitarse a los interferones a, 8, , y y), genes que codifican interleucinas (por ejemplo, IL-1, IL-2, IL-
4, IL-6, IL-7 e IL-10), y factores estimuladores de colonias tales como GM-CSF. En algunos ejemplos, el gen
terapéutico puede estar presente en un virus que se produce naturalmente modificado de manera recombinante.

Un gen suicida es una secuencia de &cido nucleico, la expresion de la cual vuelve a la célula susceptible a morir por
factores externos o produce un estado toxico en la célula. Un ejemplo bien conocido de un gen suicida es el gen de
la timidina quinasa (TK) (véanse, por ejemplo, Woo y col., Patente de los Estados Unidos N° 5.631.236, otorgada el
20 de mayo de 1997; Freeman y col., Patente de los Estados Unidos N° 5.601.818, otorgada el 11 de febrero de
1997) en el cual, las células que expresan el producto del gen TK son susceptibles de morir selectivamente
mediante la administracion de ganciclovir.

Las moléculas de acido nucleico de sentido contrario son oligonucleétidos complementarios de cadenas de acidos
nucleicos disefiados para unirse a una secuencia especifica de nucleétidos para inhibir la produccién de proteinas,
incluyendo proteinas que producen enfermedades. Las moléculas de sentido contrario que se unen a oncogenes
especificos se usan frecuentemente para inhibir la transcripciéon de estos agentes que producen cancer. Se pueden
usar estos agentes solos o en combinacién con otros genes terapéuticos.

Los &cidos nucleicos que forman tripletes son moléculas disefiadas para inhibir la transcripcion de genes,
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incluyendo, por ejemplo, genes que producen enfermedades. Generalmente, se consigue esto mediante la unién del
acido nucleico formador de tripletes a la secuencia control de la transcripcién del gen diana y evitando la
transcripcion del gen diana. Los oligonucleétidos formadores de tripletes reconocen y se unen a la hendidura
principal del ADN bicatenario en virtud del enlace de hidrégeno de Hoogsteen. Los ejemplos del uso en tecnologia
de los tripletes incluyen el direccionamiento de los genes del receptor andrégeno o del factor de crecimiento tipo
insulina con tecnologia de tripletes a células de cancer de préstata. Boulikas, T., Anticancer Res. 17(3A): 1471-1505
(1997). Se ha demostrado en algunos ejemplos que los acidos nucleicos tripletes son mutagénicos y se pueden usar
dichas moléculas para inducir respuestas de mecanismos de reparacién del ADN enddgeno que conducen a una
induccion de genes supresores de tumores de una manera terapéutica y pueden contribuir a inestabilidad genémica
que induce la apoptosis en la célula diana. Estan actualmente bajo investigacion una variedad de compuestos
nucleicos tripletes y estan bien documentados en la bibliografia cientifica.

“Gen supresor del tumor” se refiere a un gen que codifica un polipéptido que suprime la formacion de tumores. Los
genes supresores de tumores son genes que se producen naturalmente en células de mamiferos en las que la
delecion o inactivacion de los mismos se cree que es un prerrequisito necesario para el desarrollo del tumor. La
terapia génica supresora de tumores intenta generalmente reintroducir el gen supresor del tumor en células en las
que el gen esta ausente o inactivo. Los ejemplos de genes supresores de tumores Utiles en la practica de la
presente invencion incluyen p53, p1l10Rb, miembros de la familia INK4 de genes supresores de tumores que
incluyen pl16 y p21 y sus fragmentos terapéuticamente eficaces tales como p56Rb, p94Th, etc. En la préactica
preferida de la invencién, el gen supresor del tumor se selecciona entre el gen Rb y el gen p53 y las secuencias de
acido nucleico que codifican sus variantes funcionales, tales como Rb56. En la practica mas preferida de la
invencion, el gen supresor del tumor es p53.

En algunas formas de realizacion, la composicion de la invencién comprende una cantidad “terapéuticamente eficaz”
de un agente terapéutico. “Terapéuticamente eficaz”, tal como se usa en el presente documento se refiere a la
prevencion de, reduccion de, o curacion de los sintomas asociados con un estado de enfermedad.

Se puede usar también el compuesto potenciador de la administracion para facilitar la administracion de genes de
interés a células, en particular células de érganos y tejidos. Estos genes pueden codificar, por ejemplo, proteinas
que son de interés para objetivos comerciales. Como ejemplo, se pueden usar los agentes y formulaciones para
administrar a un tejido mamario de un mamifero un gen que codifica una proteina nutricionalmente importante que
se secreta a continuacion en la leche producida por el mamifero. Otros usos de dichos agentes y formulaciones
seran evidentes para los expertos en la materia.

El compuesto potenciador de la administracion es también util para administrar agentes diagnosticos a células,
organos vy tejidos. Los ejemplos de agentes diagndsticos incluyen genes marcadores que codifican proteinas que
son facilmente detectables cuando se expresan en una célula (incluyendo, pero sin limitarse a, p-galactosidasa,
proteina fluorescente verde, luciferasa, y similares) y sondas de &cido nucleico marcadas (por ejemplo, sondas
radiomarcadas).

C. Vectores para administracién génica

En la situacién en la que un agente que se va a administrar a una célula es un gen, se puede incorporar el gen a un
vector. Los ejemplos de vectores usados para dichos objetivos incluyen plasmidos de expresion capaces de dirigir la
expresion del gen de interés en la célula diana. En otros ejemplos, el vector es un sistema de vector virico en el que
el gen de interés se incorpora a un genoma virico capaz de transfectar la célula diana. Cuando el gen de interés se
disefia para la expresién en una célula diana, el gen se puede unir de manera operable a las secuencias de
expresion y control que pueden dirigir la expresion del gen en las células hospedadoras dianas deseadas. De esta
manera, se puede conseguir la expresion del gen en condiciones apropiadas en la célula diana.

Los sistemas de vectores viricos Utiles en la practica de la presente invencion incluyen, por ejemplo, los sistemas de
vectores viricos recombinantes o que se producen naturalmente, Dependiendo de la aplicacion particular, los
vectores viricos adecuados incluyen la replicacion competente, la replicacion deficiente, y los vectores viricos que se
replican condicionalmente. Por ejemplo, se pueden derivar vectores viricos del genoma de adenovirus humanos y
bovinos, virus vaccinia, virus del herpes, virus adenoasociados, virus diminuto de ratones (MVM), VIH, virus sindbis,
y retrovirus (incluyendo, pero sin limitarse a virus del sarcoma de Rous), y MoMLV. Normalmente, los genes de
interés se insertan en dichos vectores para permitir el empaquetamiento de la construccién génica, normalmente con
el ADN virico acompafiante, la infeccion de una célula hospedadora sensible, y la expresion del gen de interés. Un
vector virico recombinante preferido es el sistema de administracion del vector adenovirico que tiene una delecion
del gen de la proteina IX (véase, Solicitud de Patente Internacional WO 95/11984).

“Recombinante” tal como se usa en el presente documento se refiere a los acidos nucleicos y las proteinas
codificadas por ellos en el que los acidos nucleicos se construyen mediante procedimientos de tecnologia de ADN
recombinante, denominada también “genomanipulacion”.

Se administraran cantidades terapéuticamente eficaces de la composicion farmacéutica que comprende un gen
modulador, tal como un gen p53 o un gen supresor del tumor de retinoblastoma, en un sistema de administracién de
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vector virico recombinante, de acuerdo con la ensefianza de esta invencion. Por ejemplo, las cantidades
terapéuticamente eficaces de un gen terapéutico en el sistema de administracion de vector adenovirico
recombinante formulado en un tampdn que contiene un agente potenciador de la administracion estan en el intervalo
de aproximadamente 1X10° particulas/ml a 1X10' particulas/ml, mas normalmente de aproximadamente 1X10°
particulas/ml a 5X10" particulas/ml, lo mas normalmente de 1X10° particulas/ml a 1X10*" particulas/ml (PN/ml).

D. Sistemas de administracién génica

Tal como se usa en el presente documento, “sistema de administracion génica” se refiere a cualquier medio para la
administracion de un agente a una célula diana. El agente puede estar asociado a un sistema de administracion
génica que se administra a continuacién a la célula usando una formulacién que contiene un compuesto potenciador
de la administracion.

En algunas formas de realizacién de la invencion, se conjugan construcciones génicas u otros agentes a un ligando
receptor de una célula para facilitar la captacion (por ejemplo, invaginaciéon de depresiones revestidas e
internalizacién del endosoma) a través de un resto enlazante apropiado, tal como un resto enlazante de ADN (Wu et
al., J. Biol. Chem. 263:14621-14624 (1988); WO 92/06180). Por ejemplo, se pueden vincular las construcciones
génicas a través de un resto polilisina con asialo-oromucdcido, que es un ligando del receptor de la
asialoglucoproteina de los hepatocitos.

Similarmente, se pueden modificar las envolturas viricas usadas para empaquetar las construcciones génicas
mediante la adicion de los ligandos receptores o anticuerpos especificos de un receptor para permitir la endocitosis
mediada por receptor en células especificas (véanse, por ejemplo, documentos WO 93/20221, WO 93/14188, WO
94/06923). Las construcciones de ADN de la invencién se pueden unir a proteinas viricas, tales como particulas de
adenovirus, para facilitar la endocitosis (Curiel y col., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 88: 8850-8854 (1991)). En otras
formas de realizacién, los conjugados moleculares de la presente invencion pueden incluir inhibidores de los
microtubulos (documento W0O/9406922); péptidos sintéticos que imitan la hemaglutinina del virus de la gripe (Plank y
col., J. Biol. Chem. 269: 12918-12924 (1994)); y sefiales de localizacion nuclear tales como el antigeno T de SV40
(documento WQ093/19768).

El agente modulador puede ser un acido nucleico de sentido contrario. Se puede proporcionar el acido nucleico de
sentido contrario en forma de un oligonucleétido de sentido contrario (véase, por ejemplo Murayama y col.,
Antisense Nucleic Acid Drug Dev. 7:109-114 (1997)). Se pueden proporcionar también los genes que codifica un
acido nucleico de sentido contrario; se pueden formular dichos genes con un compuesto potenciador de la
administracion e introducir en células mediante procedimientos conocidos por los expertos en la materia. Por
ejemplo, se puede introducir un gen que codifica un acido nucleico de sentido contrario en un vector virico tal como,
por ejemplo, en el virus de la hepatitis B (véase, por ejemplo, Ji y col., J Viral Hepat. 4: 167-173 (1997)); en el virus
adenoasociado (véase, por ejemplo, Xiao y col., Brain Res. 756: 76-83 (1997)); o en otros sistemas que incluyen,
pero no se limitan a, un sistema de administracion génica liposoma-HVJ (virus Sendai) (véase, por ejemplo, Kaneda
y col., Ann. N. Y Acad. Sci. 811: 299-308 (1997)); un “vector peptidico” (véase, por ejemplo, Vidal y col., CR Acad.
Sci Il 32: 279-287 (1997)); como un gen en un vector episémico o plasmido (véase, por ejemplo, Cooper y col.,
Proc. Natl. Acad Sci. U.S.A. 94: 6450-6455 (1997), Yew y col. Hum Gene Ther. 8: 575-584 (1997)); como un gen en
un agregado de péptido-ADN (véase, por ejemplo, Niidome y col., J. Biol. Chem. 272: 15307-15312 (1997)); como
“ADN puro” (véanse, por ejemplo, documento U.S. 5.580.859 y documento U.S. 5.589.466); en sistemas de vectores
lipidicos (véase por ejemplo, Lee y col., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst. 14: 173-206 (1997)); liposomas recubiertos
de polimeros (Marin y col., Patente de los Estados Unidos N° 5.213.804, otorgada el 25 de mayo de 1993; Woodle y
col., Patente de los Estados Unidos N° 5.013.556, otorgada el 7 de mayo de 1991); liposomas catidnicos (Epand y
col., Patente de los Estados Unidos N° 5.283.185, otorgada el 1 de febrero de 1994; Jessee, J.A., Patente de los
Estados Unidos N° 5.578.475, otorgada el 26 de noviembre de 1996; Rose y col., Patente de los Estados Unidos N°.
5.279.833, otorgada el 18 de enero de 1994; Gebeyehu y col.,, Patente de los Estados Unidos N° 5.334.761,
otorgada el 2 de agosto de 1994); microesferas rellenas de gas (Unger y col., Patente de los Estados Unidos N°
5.542.935, otorgada el 6 de agosto de 1996), macromoléculas encapsuladas dirigidas a ligando (Low y col., Patente
de los Estados Unidos N° 5.108.921, otorgada el 28 de abril de 1992; Curiel y col., Patente de los Estados Unidos N°
5.521.291, otorgada el 28 de mayo de 1996; Groman y col., Patente de los Estados Unidos N° 5.554.386, otorgada
el 10 de septiembre de 1996; Wu y col., patente de los Estados Unidos N° 5.166.320, otorgada el 24 de noviembre
de 1992).

E. Formulaciones farmacéuticas

Cuando se usa para objetivos farmacéuticos, esta composicion de la invencion incluye un tampén. El tampon puede
ser cualquier tampon farmacéuticamente aceptable tal como solucién salina tamponada con fosfato o fosfato de
sodio/sulfato de sodio, tampon Tris, tampon glicina, agua estéril, y otros tampones conocidos del técnico
normalmente experto en la materia tales como los descritos por Good y col. (1966) Biochemistry 5: 467. El pH del
tampon en la composicién farmacéutica que comprende un gen modulador contenido en un sistema de
administracion de vector adenovirico, por ejemplo, estd normalmente en el intervalo de 6,4 a 8,4, preferiblemente de



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2362027 T3

7 a7,,5,ylomas preferible de 7,2 a 7,4.

La composiciéon de esta invencién puede incluir adicionalmente un estabilizador, potenciador u otros vehiculos o
portadores farmacéuticamente aceptables. Un vehiculo farmacéuticamente aceptable puede contener un compuesto
fisiolégicamente aceptable que actia, por ejemplo, para estabilizar el sistema de administracion de vector
adenovirico recombinante que comprende el gen supresor del tumor. Un compuesto fisiolégicamente aceptable
puede incluir, por ejemplo, carbohidratos, tales como glucosa, sacarosa o dextranos, antioxidantes, tales como acido
ascorbico o glutation, agentes quelantes, proteinas de bajo peso molecular u otros estabilizantes o excipientes.
Otros compuestos fisiolégicamente aceptables incluyen agentes humectantes, agentes emulsificantes, agentes
dispersantes o conservantes, que son particularmente Utiles para evitar el crecimiento o la accion de
microorganismos. Se conocen bien diversos conservantes e incluyen, por ejemplo, fenol y acido ascérbico. Un
experto en la técnica sabria que la eleccion del vehiculo farmacéuticamente aceptable depende de la ruta de
administracion y de las caracteristicas fisioquimicas particulares del sistema de administracion de vector adenovirico
recombinante, y del gen supresor del tumor particular contenido en el anterior. Se pueden encontrar ejemplos de
vehiculos, estabilizantes o adyuvantes en Martin, Remington’s Pharm. Sci., 152 Ed. (Mack Publ. Co., Easton, PA
1975).

F. Administracion de formulaciones

De acuerdo con la invencion, el compuesto potenciador de la administracion y el agente modulador se proporcionan
por separado antes de que se mezclen previamente a la administracion a un paciente. Se puede administrar el
compuesto potenciador de la administracién antes que el agente modulador o de manera simultanea con el agente
modulador. En algunas formas de realizacion, la formulacion del compuesto potenciador de la administracion se
puede mezclar con el agente modulador exactamente antes de la administracién al paciente.

Se puede administrar el compuesto potenciador de la administracién previamente a la administracion del sistema de
administracion de vector adenovirico recombinante que contiene el gen supresor del tumor. La administracién previa
del compuesto potenciador de la administracion puede estar en el intervalo de aproximadamente 30 segundos a 1
hora, preferiblemente de aproximadamente 1 minuto a 10 minutos, y lo mas preferible de aproximadamente 1 minuto
a 5 minutos antes de la administracion del sistema de administracion del vector adenovirico que contiene el gen
supresor del tumor.

El agente modulador formulado en un tampén se puede administrar a cualquier tejido u 6rgano, incluyendo tejidos
neoplasicos tales como tejido canceroso, usando cualquier procedimiento de administracion conocido por el técnico
normalmente experto, por ejemplo, la administracion intratumoral o intravesical. Los tejidos y érganos incluyen
cualquier tejido u 6rgano que tenga una membrana epitelial tal como el tracto gastrointestinal, la vejiga, el tracto
respiratorio, y el pulmén. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, carcinoma de vejiga y tracto respiratorio
superior, de vulva, de cuello del utero, de vagina o de bronquios; tumores metastasicos locales del peritoneo;
carcinoma bronquioalveolar; carcinoma metastasico pleural; carcinoma de la boca y de las amigdalas; carcinoma de
la nasofaringe, de nariz, de laringe, de eséfago, de estdmago, de colon y recto, de la vesicula biliar, o de la piel; o
melanoma.

En algunas formas de realizacién de la invencion, se formula el agente terapéutico en formulaciones mucosales,
tépicas, y/o bucales, particularmente, formulaciones de gel mucoadhesivo y gel tépico. Se dan a conocer
composiciones potenciadoras de la permeacion a modo de ejemplo, matrices poliméricas, y preparaciones de geles
mucoadhesivos para la administracion transdérmica en el documento US 5.346.701. Dichas formulaciones son
especialmente Utiles para el tratamiento de canceres de la boca, canceres de cabeza y cuello (por ejemplo, canceres
del epitelio traqueobronquial), canceres de piel (por ejemplo, melanoma, carcinomas de células basales y
escamosas), canceres de la mucosa intestinal, mucosa vaginal, y cancer cervical.

En algunas formas de realizacion de la invencion, se formula un agente terapéutico en formulaciones oftalmicas para
la administracion al ojo. Dichas formulaciones son Utiles en la administracion del gen del retinoblastoma (RB) al ojo,
opcionalmente, en conjuncién con la administracion de p53.

G. Procedimientos de tratamiento

Las formulaciones de la invencion se administran normalmente para potenciar la transferencia de un agente a una
célula. Se puede proporcionar la célula como parte de un tejido, tal como una membrana epitelial, 0 como una célula
aislada, tal como en cultivo de tejido. Se puede proporcionar la célula in vivo, ex vivo, o in vitro.

Las formulaciones que contienen los compuestos potenciadores de la administracion y los agentes moduladores se
pueden introducir en el tejido de interés in vivo 0 ex vivo mediante una variedad de procedimientos. Se puede
introducir el agente modulador a las células mediante dichos procedimientos como microinyeccion, precipitacion con
fosfato de calcio, fusién de liposomas, o biolisticos. El agente terapéutico puede capturarse directamente por el
tejido de interés.

Se pueden administrar las composiciones de la invencion ex vivo a células o tejidos explantados de un paciente, y a
continuacién devueltos al paciente. Ejemplos de administracion ex vivo de construcciones génicas terapéuticas
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incluyen Arteaga y col., Cancer Research 56(5): 1098-1103 (1996); Nolta y col., Proc Natl. Acad. Sci. USA 93(6):
2414-9 (1996); Koc y col., Seminars in Oncology 23 (1): 46-65 (1996); Raper y col., Annals of Surgery 223(2): 116-26
(1996); Dalesandro y col., J Thorac. Cardi. Surg., 11(2): 416-22 (1996); y Makarov y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93(1): 402-6 (1996).

EJEMPLOS

Se pretende que los siguientes ejemplos ilustren la invencion. Algunos de los ejemplos se proporcionan a efectos
comparativos. En siguientes ejemplos, "g" significa gramos, "ml" significa mililitros, "mol" significa moles, "C"
significa grados centigrados, "min." significa minutos, "DMF" es dimetilformamida, y "PN" indica numero de
particulas. Todas las temperaturas estan en grados centigrados, salvo que se indique otra cosa.

Ejemplo 1

El etanol potencia la transferencia de genes en la vejiga

Los experimentos iniciales habian mostrado que algunos factores incluyendo la concentraciéon de virus, hora de
administracion, y volumen de dosificacién pueden afectar la transferencia de genes en el epitelio de la vejiga tras
dosificacién intravesical a ratas. Puesto que se puede conseguir una penetracion incrementada de los colorantes
mediante dosificacion intravesical en diferentes disolventes, también se investigdé la modificacién de la formulacion
de adenovirus como estrategia alternativa para aumentar la expresion transgénica del adenovirus en la vejiga
(Monson vy col., Urology 145:842-845 (1991)). Los experimentos presentes se centran en el uso del etanol para
aumentar la expresion transgénica del adenovirus en la vejiga.

Nueve hembras de ratas bufalo (Harlan Sprague Dawley) se anestesiaron con isoflurano y recibieron una sola
administracion intravesical de un adenovirus recombinante humano que codificaba el gen lacZ (rAd-Bgal). El vector
adenovirico recombinante humano que comprendia el gen lacZ (rAd-Bgal) se ha descrito en Wills y col., Human
Gene Therapy 5: 1079-1088 (1994). Antes de la instilacién, las vejigas se lavaron con PBS y se vaciaron. A
continuacién se diluyo rAd-Bgal para alcanzar una concentracion final de 1,7x10™ PN/ml en 1) VPBS (2 % (p/v) de
sacarosa y MgCl 2 mM, en PBS), 2) 30 % (v/v) de etanol, o 3) 50 % (v/v) de DMSO, y se instil6 en un volumen de
250 pl (N=3 animales/grupo). El material administrado fue retenido en la vejiga durante 45 minutos. A continuacion la
vejiga se lavé con PBS, y se permitid6 que los animales se recuperaran del procedimiento. Dos dias tras la
administracion, las ratas se sacrificaron, se cosecharon las vejigas, se fijaron, y los 6rganos completos se tifieron
con una disolucion de Xgal (5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactésido) para evaluar la transferencia de gen
indicador. Los tejidos tefiidos con Xgal seguidamente se incluyeron en parafina se recortaron, y se contratifieron con
hematoxilina y eosina. La hidrélisis de Xgal por la B-galactosidasa dio como resultado un color azul localizado en el
epitelio superficial luminal de la vejiga.

La expresion del transgén, posterior a la administracion con el vector adenovirico, se detectdé en las vejigas
procedentes de todos los animales tratados con rAd-Bgal pero no en el control sin tratamiento. La expresion
transgénica fue simular a los resultados anteriormente publicados usando la formulacion de PBS/sacarosa (Bass y
col., Cancer Gene Therapy 2:2:97-104 (1995)). En fuerte contraste, la expresion de la B- galactosidasa en la
superficie luminal epitelial resulté fuertemente potenciada en los animales que recibieron rAd-Bgal diluido en etanol
al 30% (Figura 1). Los especimenes de vejiga descritos en la Figura 1 se incluyeron, se recortaron, y se
contratifieron con hematoxilina y eosina. La evaluacion histolégica del tejido de la vejiga demostré un aumento en la
expresion de B-galactosidasa en el epitelio transicional de la vejiga al afiadir el etanol a la formulacién de adenovirus
(Figura 2). La interaccion del etanol con la capa protectora de glicosaminoglicano (GAG) de la superficie del epitelio
proporciona un mecanismo para el aumento observado de la expresién transgénica. La perturbacion de esta capa
puede facilitar la interaccién virus-célula en la superficie y posiblemente potenciar la penetracion en la submucosa.

Ejemplo 2

Expresién transgénica dependiente de la dosis en la vejiga de rata

En otro experimento, 18 hembras de rata Sprague-Dawley se anestesiaron con isoflurano y recibieron un tnico bolo
intravesical de 0,5 ml de rAd-Bgal a concentraciones de 2x10°, 2x10%, 2x10°, 2x10™, y 2x10™, PN/ml en un
formulacion de etanol al 22,5% (v/v). Tras una incubaciéon de 45 minutos, las vejigas se lavaron con PBS, y se
permitié que los animales se recuperaran de la anestesia. Dos dias después, los animales se sacrificaron, y se
cosecharon las vejigas, se fijaron, y los 6rganos completos se tifieron con disoluciéon de Xgal para evaluar la
expresion transgénica del adenovirus. La expresion de B-galactosidasa en el epitelio luminal de la vejiga se
correlaciond con la concentracion del adenovirus recombinante administrado (Figura 3). No se observaron
diferencias importantes entre los animales que recibieron 2x10" o 2x10™ PN/ml, sugiriendo una saturacion de la
expresion transgénica en este modelo. El andlisis del volumen vaciado tras la instilacion indicé solo una minima
reduccion en los titulos infecciosos del material de dosificacion a estas dosis elevadas. La expresién de B-
galactosidasa disminuyd a las concentraciones inferiores. No se detectaron evidencias de expresién de -
galactosidasa en los animales dosificados con una concentraciéon de 1x10” PN/ml o en un animal de control no
tratado.
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Ejemplo 3

Transferencia del gen ACNRB en la vejiga de ratén

Se llevo a cabo un estudio piloto para evaluar especificamente la expresion del transgén RB mediante un ensayo
RT-PCR.

El adenovirus recombinante utilizado en este estudio estaba basado en el adenovirus humano tipo 5 del que se
habia borrado la regién virica temprana 1 que codifica las proteinas Ela, Elb, y pIX. Este adenovirus esta limitado a
la propagacion en células 293 que producen los productos génicos Ad5 de E1 necesarios para la replicacién. Los
plasmidos transferidos que codifican el Rb tanto de longitud completa como truncados se generaron a partir de
pACN (Wills y col., Cancer Gene Therapy 2:191-197 (1995)) y, a su vez, se usaron para construir los adenovirus
recombinantes. Se utilizé tanto un ADNc de RB de longitud completa (1-928 aminoéacidos), subclonado como un
fragmento Xba | - Bam HI de 2,8 Kb Xba procedentes de los plasmidos pETRbc (Huang y col., Nature 350:160-162
(1991) o un fragmento truncado (aminoacidos 381-928), subclonado como un fragmento Xba | - Bam HI de 1,7 KB
de un ADNCc, se ubico en direccién 3' del promotor/potenciador CMV y el ADNc del lider tripartito Ad 2 del plasmido
PACN. Estos plasmidos se linealizaron posteriormente con Eco Rl y se transfectaron simultdaneamente (CaPOs,
Stratagene) bien con el fragmento digerido grande de Cla | aislado de H5ilE4 (Hemstrom y col., J. Virol. 62:3258-
3264 (1988)), para preparar el Ad-RB56 (ACN56) que contenia la deleccion parcial de E4, o con el fragmento grande
procedente de un virus hibrido de d1327 (Ginsberg y col. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 86:3823-3827 (1989)) y de H5ilE4
para crear Ad-Rb110 (ACNRB) que contiene deleciones en ambas regiones E3 y E4 del vector.

Ocho ratones hembra ICR (Charles River Laboratories) se anestesiaron con avertine y recibieron cada uno una
Unica administracién intravesical de 80 pl de ACNRB. EI ACNRB (4x1011 PN/ml) se diluy6 y preparé en una
disolucién de PBS o una disolucién de etanol al 30% (v/v). Una vez el virus quedoé retenido en la vejiga durante 45
minutos, se permitid que los animales se recuperaran y se vaciaran. Los ratones se sacrificaron de 2 a 14 dias tras
la administracién de ACNRB, y las vejigas, higados, y rifiones de cada animal se cosecharon, se homogenizaron, y
procesaron para analisis (N=2 animales/grupo). Se determind la expresion transgénica mediante RT-PCR con un
cebador especifico de ACNRB. Mas especificamente, se generaron cebadores para identificar el ACNRB y
amplificar la region del extremo 3’ de la secuencia del CMV y del extremo 5 de la secuencia de RB. Tras la
amplificacion (30 ciclos) los productos de la RT-PCR se separaron en un gel de poliacrilamida al 10%, se tifieron con
bromuro de etidio, y se fotografiaron. Se determin6 el aumento en la expresion de ACNRB tras el tratamiento con
ACNRB en etanol al 30% (v/v) en comparacion con la muy baja expresion tras el tratamiento con ACNRB en VPBS.
Los controles positivos del ensayo incluyeron muestras de células 5637 de cancer de vejiga infectadas con ACNRB
(CONTROL). Las muestras de ARN de las vejigas procedentes de animales infectados con ACNRB que se
amplificaron con cebadores especificos de la beta-actina proporcionaron un control interno de la calidad del ARN.
Las muestras no tratadas y las muestras de vejiga sin la transcriptasa inversa (RT) proporcionaron los controles del
ADN contaminante. Dos dias tras la administracion, se detectaron niveles de la expresion de ACNRB en los
homogenados de vejiga procedentes de animales que recibieron ACNRB preparado en etanol al 30% (Figura 4). No
se detectd evidencia de expresion en tejido no de vejiga ni en ninguna muestra recogida 14 dias tras la
administracion.

Ejemplo 4

Cinética de biodistribucion y expresion de ACNRB tras administracion intravesical a ratones

Para investigar el curso temporal de la expresion tras la administracion intravesical, 40 ratones hembra (Charles
River Laboratories) se anestesiaron con avertine y recibieron un Gnico bolo de 80 ul de ACNRB (4x1010 PN/ml en
etanol al 22% (v/v). El material instilado fue retenido en la vejiga durante aproximadamente 45 minutos, y se permitié
que los animales se recuperaran del procedimiento. Los ratones se sacrificaron en los dias 1, 2, 3,4, 5,6, 7,y 14
tras la administracion (N=4/vez) para su analisis. Las vejigas, higados, y rifiones se cosecharon y se congelaron en
nitrégeno liquido para andlisis posterior. Para la deteccion de la expresién de ACNRB, las muestras de tejidos se
homogenizaron, y se extrajo el ARN total mediante TRI-Reagent7. Se amplificé una alicuota de ARN total en un
ensayo RT-PCR utilizando cebadores especificos de ACNRB para distinguir entre la expresion transgénica de la
expresion enddégena de RB. Para la deteccion del ADN de ACNRB, se utilizé un kit de extraccion de ADN
(Stratagene) sobre los homogenados de tejidos. Se llevd a cabo la PCR con los cebadores especificos de ACNRB,
como se ha descrito anteriormente para el analisis mediante RT-PCR.

La expresion transgénica de ACNRB en los homogenados de vejiga se detecté solamente en las muestras recogidas
en los dias 1-6, observandose que la expresion relativa al p53 endégeno disminuia con el tiempo (Figura 5, panel
superior). No se detectdé expresion en las muestras recogidas 7 y 14 dias tras la administracion. De forma
interesante, se detecté algo de expresion de ACNRB en los rifiones en los dias 1, 2 y 3, pero no se observo
expresion en el higado (Figura 5, paneles inferiores).

Se detecté el ADN de ACNRB en tejido de la vejiga de todos los animales dosificados con ACNRB, incluyendo los
cosechados 14 dias después de la administracion (Figura 6, (panel izquierdo)). También se recuperé ADN de los
homogenados de rifién, consistente con la expresion de ACNRB detectada en este tejido (Figura 6, panel derecho).
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No se detecté evidencia del ADN de ACNRB en muestras de higado cosechadas durante el estudio (no se muestran
los datos). Las muestras procedentes del ADN de ACNRB de un animal no tratado (U) y purificado (PC) se utilizaron
como control negativo y 25 controles positivos, respectivamente.

Debido a que la administracién sistémica de adenovirus recombinante produjo en primer lugar la expresion
transgénica en el higado (Li y col., Human Gene Therapy 4:403-409 (1993)), la ausencia de ADN de ACNRB y la
expresion en muestras de higado (Figura 5 y Figura 6) sugiere una exposicién sistémica despreciable del ACNRB
tras administracién intravesical. El flujo retrogrado desde los uréteres puede haber contribuido a la deteccion de
ACNRB en el rifién.

Los datos anteriormente presentados demuestran expresion transgénica en la vejiga de roedores tras administracion
intravesical de ACNRB. Estos estudios indican ademas que la transferencia de genes mediada por adenovirus en el
epitelio de la vejiga se puede potenciar por la presencia de un agente potenciador de la administracién, tal como
etanol, en la formulacién. Un mecanismo del aumento de la transferencia de genes puede ser la perturbacion de la
capa protectora de glicosaminoglicano en la superficie epitelial de la vejiga. Una Gnica administracion intravesical de
ACNRB en una formulacién de etanol 20-30% (v/v) da como resultado una expresion transgénica en la vejiga que
dura aproximadamente una semana. El flujo retrégrado desde los uréteres proporciona una probable explicacién de
la expresion transitoria de ACNRB detectada en el rifién. La ausencia de expresion de ACNRB y de ADN de ACNRB
en el higado indica la exposicién sistémica despreciable del ACNRB tras administracion intravesical.

Ejemplo 5

Uso de formulaciones detergentes

Se estudiaron otros excipientes con vistas a minimizar los efectos secundarios sin perder eficacia en la transferencia
de genes. Se sabe que los detergentes interactian con las membranas celulares y forman grandes poros sin dafiar
adicionalmente las células. Se estudi6 la eficacia de los adenovirus recombinantes formulados en los detergentes
menos téxicos en modelos de transferencia de genes en ratas y ratones.

Se formulé rAd-Bgal en diferentes detergentes a su concentracién de micelacion critica para evaluar la eficacia de la
transferencia de genes en al epitelio de la vejiga. Ratas hembra (de aproximadamente 200g b/w, Harlan Sprague
Dawley) se anestesiaron con isoflurano y recibieron una sola administracién intravesical de rAd-Bgal (1x10™ PN/ml)
en distintas formulaciones de detergentes (ver la Tabla I). Antes de la instilacién, las vejigas se lavaron con PBS y se
vaciaron después. A continuacion se instilé rAd-Bgal en un volumen de 0,5ml. La disolucion instilada fue retenida en
la vejiga durante 45 minutos. A continuacion las vejigas se lavaron con PBS, y se permiti6 que los animales se
recuperaran del procedimiento. 48 horas después de la administracion, las ratas se sacrificaron, se cosecharon las
vejigas, y se fijaron en formol. Tras la fijacién, las vejigas se abrieron longitudinalmente de forma que se expuso el
urotelio al cromégeno (Xgal), que se convirti6 en color azul, si esta presente la expresion del gen de la B-
galactosidasa. La superficie epitelial luminal de toda la vejiga se fotografié y se puntud la tincién de color azul: +
(tinciébn minima), ++ (tincion moderada), +++ tincién intensa que cubria la totalidad de la superficie epitelial de la
vejiga. Los resultados se muestran en la Tabla I. Algunos de los detergentes anidnicos (taurodesoxicolato),
detergentes de i6n hibrido (CHAPS, ZWITTERGENT7, y detergentes no idnicos (Big CHAP (CALBIOCHEM?),
TRITON7 X -100) potenciaron enormemente la transferencia de gen. Los detergentes cati6nicos y algunos
detergentes no iénicos (PLURONIC7 F68, TWEENT7), no tuvieron efectos similares. Las mejoran en la transferencia
de gen a menudo van acompafadas de cistitis. Los detergentes de ién hibrido facilitaron la formacién de calculos
vesiculares.

Se evaluaron posibles manifestaciones de cistitis segin se observé con etanol en ratones usando una formulacion
Big CHAP 7 mM (CALBIOCHEM7) (2X CMC) o TRITON7-X-100 (CMC) 0,05 mM. Las formulaciones se
administraron intravesicalmente en un volumen de 80ul, y los animales se observaron durante un intervalo de 7 dias.
Tras el sacrificio, las vejigas se incluyeron en parafina, se recortaron, y se tifieron con hematoxilina y eosina para
examen patologico. Solo se observé una pequefia infiltracion de macrofagos en el tejido de la vesicula en los
ratones tratados con Big CHAP (CALBIOCHEM?Y). Los macréfagos se infiltraron de forma méas prominente (ligera a
suave) mediante el detergente TRITON7-X-100. En fuerte contraste, se detectd una cistitis significativa en los
animales tratados con etanol al 22%.

Ejemplo 6
Transferencia del gen de ACNRB

Ademas de los experimentos con el gen indicador, se llevé a cabo un conjunto de estudios deferente para evaluar
especificamente la transferencia génica del ACNRB. Ratones hembra ICR se anestesiaron con avertine y cada ratén
recibié una sola administracion intravesical de 80 pul de ACNRB. ACNRB (4 x 10*° PN/ml) se formulé en VPBS, 22 %
(v/v) de etanol, o Big CHAP 3 mM (CALBIOCHEM7). Una vez el virus quedd retenido en la vejiga durante 45
minutos, se permitié que los animales se recuperaran. Los ratones se sacrificaron 48 horas tras la administraciéon de
ACNRSB, y las vejigas se congelaron en nitrégeno liquido. Se determiné la expresién transgénica mediante RT-PCR.
Los tejidos se lavaron en agua exenta de RNAsa, se homogenizaron, se digirieron con Tri-Reagent (Molecular
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Research Center), y se extrajo el ARN celular total. EI ACNRB se sondeé con un cebador 5 ubicado en la region
CMV del vector ACNRB, y un cebador 3’ ubicado en el extremo 5’ del genoma de Rb. Se llevo a cabo la RT-PCR en
un sistema Perkin ElImer 9600 GeneAmp PCR. Las condiciones de ciclacion fueron 10 min a 65EC, 8 min a 50C, 5
min a 9501. Se realizaron 32 ciclos de PCR, compuesto cada ciclo por 30 s a 94C, 30s a 58T,y 30sa 72°C. EI 32 ©
ciclo incluyé una etapa de elongacién de 10 min a 72T para asegurar la extension completa de los frag mentos
incompletos de ADN. Las bandas ACNRB- ARN se tifieron con bromuro de etidio. Los resultados, expresion
potenciada usando una formulacién de etanol o Big CHAP (CALBIOCHEM?7), se muestran en la Figura 9.

Ejemplo 7

Big CHAP (CALBIOCHEM?7) potencia la expresién transgénica con una cistitis minima.

Como Big CHAP (CALBIOCHEMY) potencia la transferencia génica con una cistiis minima, se eligio esta
formulaciéon para evaluaciéon adicional, incluyendo la concentracion y la dependencia de la dosis en estudios
similares a los anteriormente descritos. Brevemente, se administré rAd-Bgal (1x1011 PN/ml) en vejigas de ratas
hembras anestesiadas mediante un catéter intravesical. rAd-Bgal se formul6é en diferentes concentraciones de Big
CHAP (CALBIOCHEM?7). Se inyecté un volumen de 0,5 ml y permaneci6 instilado en la vejiga durante 45 minutos.
Los animales se sacrificaron 48 horas después, la vejiga se fijo en formol al 4%/glutaraldehido, se abrieron
longitudinalmente, y se midio la actividad de la enzima B-galactosidasa usando el sustrato Xgal. La intensidad de la
tincion de color azul se correlaciona con la expresion transgénica Bgal-t. La Figura 7 muestra la superficie epitelial de
las vejigas tefiidas con Xgal. Los resultados indican un aumento dependiente de la concentracion de la transferencia
génica al epitelio. Las concentraciones de Big CHAP (CALBIOCHEM?7) 3,5-7mM mejoraron significativamente la
transferencia génica. La formulacion sola (Figura 7, panel inferior) no indujo color azul procedente del sustrato Xgal.
Una concentracion superior (17,5) mM no mejoré notablemente la transferencia o la expresién génica, pero indujo
cistitis en algunos de los animales ensayados.

Excipiente Carga del Dosis Expresion génica en Patologia, en Estabilidad
detergente (mM) el epitelio de vejiga grueso
Taurocolato aniénico 6 + ninguna ND
Desoxicolato anionico 5 + Cistitis ND
Taurodesoxicolato anionico 6 +++ Cistitis +
Cetilpiridinio catiénico 0,9 + ninguna -
Cloruro de . .
benzalconio catiénico 0,5% <+ ninguna -
Zwittergent7 3-14 ion hibrido 4 +++ formacion de ND
calculos
Chaps i6n hibrido 7 +++ formacion de +
célculos
Big CHAP . )
(CALBIOCHEM?) no 1onico 3,5 +++ ninguna +
Deoxi Big CHAP . L
(CALB|OCHEM7) no 1onico 1,5 +++ Cistitis ND
Tritén X-100 no iénico 0,05 +++ ninguna +
C12E8 no ionico 4 ++ ninguna ND
Octil-B-D-
Glucopiranésido no iénico 10 ++ ninguna ND
Pluronic F68
Pluronic F68 no iénico 0,04 + ninguna +
Tween 20 no ionico 2 + ninguna +
Tween 80 no ionico 0,02 + ninguna ND
Tween 80 no ionico 2 + ninguna +

También se probaron concentraciones mas elevadas de adenovirus recombinante. Se administraron a ratas hembra
anestesiadas distintas concentraciones de Bgal, formuladas en Big CHAP (CALBIOCHEMY7) 7 mM, en la vejiga
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mediante un catéter intravesical. Los animales se sacrificaron 48 horas después, la vejiga se fij6 en formol al
4%]/glutaraldehido, se abrieron longitudinalmente y se tifieron con Xgal. La Figura 8 muestra un aumento
dependiente de la concentracién de la transferencia génica al epltello Una concentracion de 1,3 x 10" PN/ml indujo
la maxima transferencia génica. Una concentracion mayor (6 5 x 10 PN/mI) no mejoro notablemente la tincion de
color azul. A bajas concentraciones de rAd-Bgal, 1,3 x 1010" PN/ml, 0 1,3 x 1010° PN/ml, la expresion transgénica
se redujo de forma dependiente de la dosis. Cuando se compararon las formulaciones a 3,5 MMy 7 mM, la
expresion de B-galactosidasa fue similar, aunque el efecto potenciado aparecié de forma mas reproducible en los
animales tratados con la formulacién Big CHAP (CALBIOCHEM7) 7 mM.

Ejemplo 8

Expresién transgénica en tumores con una formulaciéon Big CHAP (CALBIOCHEM7)

Como las investigaciones iniciales se centraron en animales que tenian intacto el epitelio de la vejiga, también se
estudié la transferencia de genes mediada por adenovirus en un modelo animal de carcinoma de células
transicionales. Se indujeron tumores en ratas Fisher macho por adicion de BBN al 0,05% en el agua de bebida
durante seis meses. rAd-fgal (1X10 PN/ml), formulado en Big CHAP 4 mM (CALBIOCHEMY) o VPBS se instilé en
la vejiga durante 45 minutos por inyeccion directa. La expresién de B-gal se evalu6é 48 h después del tratamiento.
Consistente con los anteriores experimentos con animales que no tenian tumores, se mejoro la transferencia génica
al tejido tumoral con la formulacion Big CHAP (CALBIOCHEM7) en comparacion con la formulacion VPBS (Figura
10).

La transferencia génica del rAd que transportaba el gen p53 (rAd-p53) (Wills et al., Human Gene Therapy 5:1079-
1088 (1994)) también se ensay6 en este modelo animal de cancer de vesicula. Brevemente, los tumores de vejiga
se indujeron en ratas Fisher (Charles River) hembra por adicion de BBN (N-butil- N N(4 hidroxibutil)nitrosamina) al
0,05% en el agua de bebida durante tres meses. Se formulé rAd-p53 (1 X 10™ PN/ml) en Big CHAP 7 mM
(CALBIOCHEM?). Bajo anestesia de isoflurano, se inserté un catéter (24G) en la vejiga para la administracion. El
rAd-p53 se instilo en la vejiga durante 45 minutos. Seguidamente se permitié que los animales se recuperaran de la
anestesia. Veinticuatro horas después, los animales se sacrificaron, y la vejiga se fijé en formol. Tras inclusion en
parafina y recortado, se ensayd la expresion de p53 mediante inmunohistoquimica utilizando el kit p53ES
(Oncogene) usando AEC (AEC-kit, Vector Labs) como sustrato. Los tejidos se contratifieron con hematoxilina. La
Figura 12 muestra la expresion del gen p53 en el area superficial del epitelio proliferativo (panel izquierdo) y la
tinciéon nuclear de la expresion de p53 a gran aumento (panel derecho). No se detectd tincién en tejido tumoral
procedente de animales no tratados.

Ejemplo 9
Big CHAP (CALBIOCHEMY7Y) potencia la expresion transgénica en urotelio de cerdo

Para simular los voliumenes esperados para la investigacion clinica, se ensay6 la formulacién Big CHAP 7 mM
(CALBIOCHEM7) en un modelo de adulto crénicamente cateterizado en colaboracion con SPRI Drug Safety and
Metabolism. Se formul6 rAd-p53 (1 X 10" PN/ml) en VPBS o Big CHAP 7 mM (CALBIOCHEM?7). Se inyectd un
volumen de 50 ml mediante el catéter insertado en la vejiga de animales conscientes. El material instilado fue
retenido durante 2 h. Los animales se sacrificaron 48 h después, y se cosechd la seccion central de la vejiga y se
tiid para la expresién de B-galactosidasa. Se observé un aumento en la intensidad de la expresion génica en el
cerdo tratado con Big CHAP 7 mM (CALBIOCHEM?7) comparado con el cerdo tratado con VPBS (Figura 11). La
evaluacion histolégica demostré transduccién de varias capas de epitelio con Big CHAP (CALBIOCHEM?Y) (panel
izquierdo), pero solo transduccién superficial con el tampon VPBS (panel derecho).

Ejemplo 10

Transferencia génica en el epitelio intestinal de ratas

Se utilizé una ligera modificacion del procedimiento de Sandberg y col. (Human Gene Therapy 5:323-329 (1994))
para preparar segmentos ileales de rata para estudios de transferencia de genes. Brevemente, hembras de rata
Sprague-Dawley se anestesiaron con isoflurano. La cavidad abdominal se abrié y se aislé un segmento ileal rostral
de Ultima placa de Peyer. El segmento (de aproximadamente 3 cm) se limpié cwdadosamente de restos de alimento
y ambos extremos se cerraron con pinzas vasculares atraumaticas. rAd-pgal (1X10 PN/ml), 0,5 ml de volumen, se
inyecté directamente en el segmento con una aguja 24 G y se dejé incubar durante 45 minutos. rAd-pgal se formuld
en acido taurodeoxicélico 10 mM (en agua destilada, filtrada a esterilidad) (Grupo de tratamiento 1) o VPBS (Grupo
de tratamiento 2). Un tercer grupo de tratamiento comprendia animales tratados con acido taurodeoxicélico 10 mM.
Posteriormente, se retiraron las pinzas y se anclé una sutura suelta de seda en ambos extremos para
reconocimiento en el momento de la necropsia. La incision abdominal se cerré y se permitié que los animales se
recuperaran en sus jaulas. Los animales se sacrificaron 48 h después. El segmento infectado y el segmento de
control se cosecharon en fijador para tincion completa de los érganos con Xgal.

Los resultados se muestran en la Figura 13. La extension de la tincién de color azul Xgal demostr6 evidencia de la
expresion transgénica en las secciones iliacas. La potenciacién de la transferencia génica fue evidente en la
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formulacion de detergente (panel intermedio).

Ejemplo 11

Efecto de las impurezas de BIG CHAP sobre la transferencia génica.

1. Introduccién

Se ensayaron fuentes alternativas comerciales de Big CHAP (BC) para mostrar la capacidad de potenciar la
transferencia y expresion génica mediadas por rAd (adenovirus recombinante), esencialmente de acuerdo con el
procedimiento anteriormente descrito en el Ejemplo 8. Se determin6 que el BC mas "puro” BC - Sigma (98% de
pureza; Sigma Catalog: Biochemicals and Reagents for Life Science Research, 1997, pagina 182, n°® B 9518) a una
concentracién de 6 mg/ml no mejoré de forma importante la transferencia génica mediada por rAd (Figura 14, fila
superior). Por el contrario, el BC (CALBIOCHEM7; CALBIOCHEM?7 Biochemical & Immunochemical Catalog
1996/97, pagina 43, n°200965, 95% de pureza), potencié sustancialmente la transferencia y expresion génica a la
misma concentracion (Figura 14, fila inferior).

Los BC de CALBIOCHEM?7 y Sigma se analizaron posteriormente mediante TLC y se purificaron por cromatografia
en columna. Los BC purificados y las impurezas aisladas se ensayaron para determinar su capacidad para potenciar
la transferencia y expresion génica mediadas por rAd en el epitelio de la vejiga.

Como se discute a continuacién con mas detalle, se aislaron tres impurezas de los BC. Dos de las impurezas
demostraron la mejora de la transferencia y expresion génica mediadas por rAd. Ademas del BC comercial, se
prefieren ambas impurezas para el tampdn de formulacion para rAd para potenciar la administracion génica local.

2. Andlisis de Big CHAP mediante cromatografia en capa fina:

El BC (Sigma o CALBIOCHEM?Y) se disolvié en metanol/agua, 3/1, y se llevd a cabo la CCF sobre gel de silice 60,
0,25 mm (EM Industries); la fase movil estaba compuesta por:

1-Butanol/agua/acido acético glacial, 6/2.5/1.5. Los cromatogramas se visualizaron con 0,5g de timol en acido
sulfdrico/etanol, 5/95, y se calentaron. Como se muestra en la Figura 15, solo se desarroll6 una banda distintiva
desde la muestra de BC - Sigma (B), mientras que aparecieron tres bandas adicionales en la muestra de BC-
CALBIOCHEM?Y (A).

Las impurezas de BC (CALBIOCHEM?Y) se aislaron adicionalmente mediante cromatografia en columna y se
analizaron mediante cromatografia en capa fina (Gel de silice 60), usando una fase movil de
cloroformo/metanol/agua, 6/5/1. Los resultados se muestran en la Figura 16. (Hilera 1: BC (CALBIOCHEMY); Hilera
2: Impureza I; Hilera 3: Impureza II; Hilera 4: Mezcla de Impureza Il e Impureza lll; Hilera 5: Impureza Ill; Hilera 6: BC
(CALBIOCHEM?) puro; Hilera 7: BC (CALBIOCHEM?).

3. Concentraciones crecientes de BC (Sigma) potencian la transferencia génica.

Para probar las impurezas de BC respecto de la potenciacién de la transferencia génica, rAd-ggal (1 x 10t PN/ml)
se formuld en concentraciones crecientes de BC (Sigma) y se ensay6 en animales como se ha descrito
anteriormente. Los resultados se muestran en la Figura 17. A concentracién mas alta, es decir, 20 mg/ml, del BC de
Sigma se mejoré la expresion génica epitelial (panel superior e intermedio). En comparacion, se indujo una
expresion génica similar por el BC (CALBIOCHEM?7) a una concentracion inferior (6 mg/ml, Figura 17, panel inferior).

4. BC purificado por cromatografia en columna no potencia la transferencia génica

rad-Bgal se formul6 en 30 mg/ml del material purificado mediante cromatografia en columna de ambos BC y se
ensayo la transferencia génica al epitelio de la vejiga como anteriormente. A una concentraciéon de 30 mg/ml, la
transferencia y expresion génica sélo se potencié ligeramente en la muestra de CALBIOCHEM?7 (Figura 18, panel
superior, derecha). El BC de Sigma purificado qued6 sin ningln efecto (Figura 18, panel inferior, izquierda). La
purificacién de ambos BC (Sigma o CALBIOCHEM?7) dio como resultado una disminucion en la transferencia y
expresion génica.

5. Una mezcla de impureza Il e impureza lll potencia la transferencia génica.

Se detectaron mediante CCF tres impurezas de BC (CALBIOCHEM7) TLC (Figura 15) y se aislaron mediante
cromatografia en columna para estudios de transferencia génica. La impureza | y una mezcla de impureza Il e
impureza lll se diluyeron en VPBS (0,6 mg/ml o 6 mg/ml) para ensayar su eficacia en la potenciaciéon de la
transferencia génica mediada por rAd al epitelio de vejiga. La impureza | no condujo a un aumento de expresion
génica de B-galactosidasa en el epitelio de vejiga, sino que en su lugar produjo cistitis (Figura 19, panel inferior,
derecha). En fuerte contraste, la mezcla de impureza Il e impureza potencié la transferencia y expresién génica de
forma dependiente de la dosis (Figura 19, panel inferior, izquierda). La formulacion de control positivo (BC,
CALBIOCHEM?7, panel superior, izquierda), y las formulaciones de control negativo (BC-CALBIOCHEM?, purificado
mediante cromatografia en columna y BC - Sigma) se utilizaron a una concentracién de 6 mg/ml (panel superior,
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derecha).
6. La reconstitucién de impureza en Big CHAP lleva a la potenciacién de la transferencia génica.

En este experimento, 10 mg/ml de BC (Sigma, Figure 20 panel superior intermedio) se reconstituy6 con la Impureza
Il (panel superior derecho), impureza Il (panel inferior izquierdo), o analogo sintético de impureza Ill (panel inferior
derecho). rad- pBgal, 1 x 10™ PN/ml, se prepard en las formulaciones moteadas y se administré intravesicalmente
como se ha descrito anteriormente. Como se muestra en la Figura 20, se observo una expresién mejorada en el gen
indicador de la B-galactosidasa en el epitelio de la vejiga de los animales que habian recibido rAd disuelto en las

formulaciones Aspiked= BC (Sigma) a una concentracién de 10 mg/ml de Big CHAP (Sigma).

Ejemplo 12

Sintesis de 3-Aminopropil-3’-N-gluconamidopropil-amina

1. 3'-N-gluconamidopropil-3"-N-colamidopropil-N-colamida

Se afiadié Glucono-6-lactona (0,1 mol, 17,8 g) en pequefias porciones a una disolucion de 0,1 mol (13,1) g de
iminobispropilamina en 400 ml de metanol absoluto a reflujo. Tras mantenerse a reflujo durante 2 horas, la disolucion
se dejo enfriar sobre hielo durante 1 hora. El disolvente se evaporé hasta sequedad.

2. 3-Aminopropil-3’-N-gluconamidopropil-amina

Se afiadi6 trietilamina (0,2 mol, 28 ml) a una disolucién de 0,2 mol (81,6 g) de acido célico disuelto en 500 ml de
DMF seco en un matraz de 1 litro. La disolucion se enfrié hasta 0°C en un bafio hielo-sal, tras lo cual se afiadieron
0,2 mol (20 g) de isobutilcloroformiato. La mezcla se dej6 reposar en el bafo hielo-sal durante 5 min. tras lo cual fue
visible el precipitado de clorhidrato de trietilamina. La reaccién produjo un anhidrido mixto intermedio.

En otro matraz de 2 litros, se disolvié 0,1 mol (30,9 g) de 3’-N-gluconamidopropil-3"-N-colamidopropil-N-colamida en
500 ml de DMF con suave calentamiento a 40-60°C. Esta disolucién se enfrié rapidamente en el bafio hielo-sal hasta
que comenz0 a enturbiarse, a aproximadamente 10°C. El anhidrido mixto intermedio se filtr6 en la disolucion de 3'-
N-gluconamidopropil-3"-N-colamidopropil-N-colamida en DMF. El precipitado de clorhidrato de trietilamina se elimino
por filtracién. Posteriormente, la disolucion se agité con enfriamiento durante 24 horas. El DMF se elimind por
evaporacion bajo vacio y calor, y la mezcla bruta se someti6 a cromatografia en columna con
cloroformo/metanol/agua, 65/5/1, como fase mévil. Las fracciones puras se recogieron y el disolvente se evaporo a
vacio. La reaccion produjo aproximadamente 27 g (25 %) de producto.

El andlisis del espectro de masa del producto proporcioné los siguientes picos: 337,2, 394,2, 412,2, 503,8, 682,4,
700,5, 755,1, 801,1, 823,1, 912,3, 1054,8, 1074,7, 1090,6, 1112,4, 1119,3.

Ejemplo 13

Caracterizacion vy sintesis de los componentes potenciadores de la transfeccién en Big CHAP

Como se demostré en el Ejemplo 11, las impurezas presentes en Big CHAP actdan potenciando la transferencia
génica. Este Ejemplo describe la caracterizacion y sintesis adicional de estos compuestos.

Big CHAP de Calbiochem se fraccion6 mediante cromatografia en columna para obtener de forma esencialmente
pura las impurezas "1", "2", y "3" tanto para las pruebas biolégicas como para su andlisis estructural. No se prob¢ la
actividad bioldgica de la impureza | debido a la irritacion de la vejiga que se habia observado en los experimentos
iniciales. Como las impurezas 2 y 3 no eran muy solubles en agua, se mezclaron con 6 mg/ml de Big CHAP de
Sigma en niveles de 0,12 y 1,2 mg/ml y se encontré que potenciaban la transferencia génica (Big CHAP de Sigma
solo a 6 mg/ml no potencia la transferencia génica).

Las estructuras de las Impurezas 1, 2, y 3 se determinaron mediante analisis MALDI-EM y RMN. La Figura 22
muestra la estructura, MALDI-MS, y espectro RMN 'Hdela Impureza 1. La estructura, MALDI-MS, y espectro RMN
'H de la Impureza 2 se muestran en la Figura 23, y los de la Impureza 3 se muestran en la Figura 24. La
comparacion de los espectros con los del Big CHAP demuestra que las impurezas surgen del procedimiento
utilizado para sintetizar el Big CHAP, en lugar de ser degradantes del Big CHAP.

Se encontré que el Big CHAP de Sigma bruto potenciaba la transferencia génica cuando se utilizaba en
concentracién de 26 mg/ml. Para determinar si aparecian niveles traza de impurezas en el Big CHAP de Sigma, se
aplicé 1 mg a una placa de gel de silice. Se observé que una impureza migraba conjuntamente con la Impureza 2 en
Big CHAP de Calbiochem. EI MALDI-EM y la RMN conformaron que esta impureza tenia la misma estructura que la
Impureza 2 en Big CHAP de Calbiochem. Se fraccionaron algunos gramos de Big CHAP de Sigma, mediante
cromatografia instantanea en gel de silice y las fracciones que contenian impurezas se consolidaron, se
concentraron, y se analizaron mediante CCF. Varias impurezas, entre las que se incluian las Impurezas 2 y 3, fueron
evidentes en esta fraccién enriquecida en impurezas traza.
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Sintesis de la Impureza 2

La Impureza 2 se sintetizo de la siguiente forma (ver la Figura 25). En primer lugar, EI Compuesto Il se sintetizé
como se muestra en la Figura 25 disolviendo 1,78 g (10 mmol) de gluconolactona en 200 ml de metanol a reflujo y
se afladieron 4,2 ml (30 mmol) de N-3- aminopropil)-1,3-propanodiameno. El reflujo se mantuvo durante 2 horas. A
continuacién, el metanol se evaporé en un evaporador rotatorio y el aceite resultante se trituré con cloroformo hasta
que se formo un sélido blanco. El sélido blanco se filtr6, se lavé con cloroformo, y se sec6 por succion para dar 2,1 g
de producto (Compuesto Il impuro).

El compuesto IV se sintetizé disolviendo 0,65 g (1,6 mmol) de acido colico en 40 ml de N,N-dimetilformamida con
calefaccion y agitacion. A continuacion, la disolucion se enfri6 en un bafio hielo-sal manteniendo la agitacion. A
continuacion se afiadié trietilamina (0,223 ml (1,6 mmol)), seguido por la adicion de 0,208 ml (1,6 mmol) de
isobutilcloroformiato. Se formé un precipitado de color blanco cuando la agitacion se prolongé durante diez minutos,
permaneciendo en disolucién el Compuesto IV.

Para sintetizar la Impureza 2 (Compuesto V en la Figura 25), se disolvieron 0,5 g (1,6 mmol) de Compuesto Ill en
100 ml de dimetilsulfoxido con agitacion a 55C. La suspensién que contenia el Compuesto IV se filtr6 en esta
disolucién y la disolucién resultante se agité a temperatura ambiente durante toda la noche. El intento de separar el
dimetilsulfoxido del producto (usando la mitad de la mezcla de reaccién) por adicién de agua y extraccion con cloruro
de metileno o cloruro de metileno/metanol no tuvo éxito. La otra mitad de la mezcla de reaccion se destilé a vacio
para eliminar la mayor parte del dimetilsulfoxido. El residuo se purific6 mediante cromatografia instantanea en gel de
silice usando metanol/cloroformo (40/60) como eluyente. El andlisis de las fracciones eluidas de la columna se llevo
a cabo mediante cromatografia en capa fina usando una fase movil constituida por cloroformo/metanol/agua (6/5/1) y
se visualiz6 mediante pulverizacion posterior con acido sulfurico etandlico. Las fracciones que contenian el producto
mas puro se consolidaron, se evaporaron a sequedad y se trituraron con hexano para producir un sélido castafio
claro que se filtré y se lavé con hexano. Los andlisis mediante RMN 'H y MALDI-espectrometria de masas fueron
compatibles con la estructura mostrada.

La evaluacion biologica de este compuesto quedd algo impedida por su falta de solubilidad en agua. Sin embargo,
incluso aunque el compuesto no se disolvié completamente, la transferencia génica a la vejiga quedé potenciada por
el compuesto disuelto de forma incompleta. La formulacion de la Impureza 2 en Big CHAP, por ejemplo, dio como
resultado una formulacion eficaz para potenciar la transferencia génica a las células.

Sintesis de Syn3 (Analogo de la Impureza 3)

Como la Impureza 3 es mas polar, y por tanto mas soluble en agua, que la Impureza 2, se intent6 la sintesis de este
compuesto. El Big CHAP purificado se hizo reaccionar con el anhidrido mixto de acido célico (formado por reaccién
entre el acido célico y el isobutilcloroformiato). La reaccién dio por resultado un rendimiento bajo y muchos
productos, por lo que se sintetiz6 un analogo de la Impureza 3. Este analogo, que tenia una polaridad similar a la de
de Impureza 3 se denomind6 "Syn3".

Parte 1: Sintesis del Compuesto Ill

El esquema sintético de Syn3 se muestra en la Figura 26. Se sintetizd la lactona del acido lactobidénico (I1)
disolviendo un gramo (2,8 mmol) de acido lactobionico (I) en 50 ml de metanol, evaporando a sequedad en un
evaporador rotatorio, y repitiendo seis veces este procedimiento. Para obtener el Compuesto llI, el residuo resultante
(I) se disolvié en 50 ml de isopropanol calentando a 50C. A esta disolucion se agregaron 1,2 ml (8,4 mmol) de N-3-
aminopropil)-1,3-propanodiameno. La temperatura se aument6é hasta 100C y la disolucion se agité durante tres
horas. El disolvente se elimind por evaporacion rotatoria y el residuo resultante se lavé varias veces con cloroformo
para eliminar el N-3- aminopropil)-1,3-propanodiameno en exceso que no habia reaccionado. El residuo remanente
(111) se utilizé como tal en la siguiente Parte 3.

Parte 2: Sintesis del Compuesto IV

El compuesto IV se sintetiz6 disolviendo 2,28 g (5,6 mmol) de &cido cdlico en 5,6 mmol de N,N-dimetilformamida con
calefaccion a 60°C. Se afiadio trietilamina (0,78 ml (5,6 mmol)) y la disolucion se enfri6 en un bafio de hielo. A
continuacion se afadi6 cloroformiato de isobutilo (0,73 ml (5,6 mmol)) y se form6 un precipitado de color blanco
cuando la agitacion se prolong6 durante diez minutos.

Parte 3: Sintesis de Syn3 (Compuesto V)

El Compuesto Il se disolvio en N,N-dimetilformamida, se enfri6 en un bafio de hielo, y se agit6. La suspension
resultante de la sintesis del Compuesto IV se filtr6 en la disolucién que contenia el Compuesto Ill. La disolucion
resultante se agitd a temperatura ambiente durante 6 horas. El disolvente se elimind por evaporacion rotatoria de
alto vacio y el residuo se disolvi6 en 100 ml de cloroformo/metanol (50/50). Veinticinco ml de esta disolucion se
purificaron mediante cromatografia instantdnea en gel de silice usando metanol/cloroformo (60/40) como eluyente.
El analisis de las fracciones eluidas de la columna se llevo a cabo mediante cromatografia en capa fina usando una
fase movil constituida por cloroformo/metanol/agua/hidréxido de amonio concentrado (100/80/10/5). Los compuestos
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se visualizaron mediante pulverizacién posterior con acido sulftrico etandlico. Las fracciones que contenian producto
se consolidaron y se volvieron a purificar mediante cromatografia instantdnea usando como eluyente
cloroformo/metanol/agua/hidroxido de amonio concentrado (100/80/10/5). Las fracciones que contenian producto se
consolidaron y se evaporaron para dar un polvo blanco (300 mg de Compuesto V). Los analisis mediante RMN N y
MALDI-espectrometria de masas fueron compatibles con la estructura mostrada.

Syn3 form6 un gel al intentar la disolucién a 10 mg/ml en agua y parece formar micelas a 1 mg/ml. Sin embargo, a 1
mg/ml en Tween 80 al 0,1% se consiguié una disolucién transparente de Syn3. Se encontrd que esta formulacion
potenciaba la transferencia génica. El Tween 80 solo, cuando se probo, no tuvo efectos sobre la transferencia
génica.

El Big CHAP purificado dopado con las Impurezas 2 o 3 es un potenciador eficaz de la transferencia génica. La
Impureza 2 sintética sola y el analogo sintético de la Impureza 3 (Syn3) solo potencian la transferencia génica. Por
tanto, no se necesita una relacién sinérgica entre Big CHAP y las impurezas para potenciar la transferencia génica.
Big CHAP es muy soluble en agua y es eficaz para solubilizar las impurezas y sus analogos, probablemente como
micelas mixtas, actuando por tanto como vehiculo para las impurezas y/o analogos activos.

Aungue la Impureza 2 es eficaz para potenciar la transferencia génica, tiene una solubilidad limitada en disoluciones
acuosas, aunque es Util cuando se formula en un agente solubilizante adecuado como Big CHAP. A diferencia de la
Impureza 2, Syn3 se solubiliza con facilidad en, por ejemplo, 1 mg/ml en Tween 80 al 0,1% y otras disoluciones
acuosas como se describe en el presente documento. De esta forma, este compuesto es particularmente Gtil como
agente potenciador de la transferencia génica.

Ejemplo 14

Eficacia del analogo sintético de la Impureza 3 (Syn3) para potenciar la transferencia génica a la vejiga

Este Ejemplo demuestra que el analogo de la Impureza 3 Syn3 es eficaz para potenciar la transferencia génica a la
vejiga.

PROCEDIMIENTOS:

1. Disolucién de Sy3

Las pruebas iniciales de Syn3 indicaron que no era muy soluble ni en disolucién salina tamponada ni en H,Od. Sin
embargo, se encontré que Syn3 se disolvia bastante bien en el detergente Big CHAP, asi como en el detergente
Tween-80 (aunque con algo mas de dificultad en comparacion con la disolucion en Big CHAP). Cuanto mayor es la
concentracion de la disolucion de Big CHAP utilizada en la disolucién, mayor es la cantidad de Syn3 que se puede
disolver. Se encontrd que hasta 5 mg/ml de Syn3 se disolvian en Big CHAP 15 mM.

En los siguientes estudio que usaban Syn3 en Tween-80, se prepard una disolucion de 100 mg/ml de Syn3 en
Tween80 al 10%. Esta disolucion madre se diluyé en H,Od (1:100) para dar una concentracion final de 1 mg/ml de
Syn3 en Tween-80 al 0,1 %.

La Tabla Il resume las concentraciones de Syn3 elegidas para las pruebas in vivo:

Tabla Il
Concentracion de Syn3 en Formulacion Concentracion final de Syn3 con
el detergente rAd
5,0 mg/mi Big CHAP 15 mM 4,5 mg/ml
0,5 mg/mi Big CHAP 7,8 mM 0,45 mg/ml
0,25 mg/mi Big CHAP 3,9 mM 0,22 mg/mi
1,0 mg/ml Tween-80 al 0,40% 0,90 mg/ml
1,0 mg/ml Tween-80 al 0,10% 0,45 mg/ml
0,50 mg/mi Tween-80 al 0,05% 0,22 mg/mi

2. Pruebas In Vivo

Se probd in vivo la actividad de transferencia génica de Syn3 por determinacion del nivel de expresién de la B-
galactosidasa que seguia a la administracion de adenovirus que contenia el gen de la B-galactosidasa administrado
en una de las anteriores disoluciones de detergente. En este procedimiento, ratas Harlan Sprague-Dawley hembra
se cateterizaron y se les administré adenovirus diluido 1:10 bien en Big CHAP o en Tween-80 que contenia Syn3 en
una de las concentraciones anteriores durante 45 minutos. Tras la eliminacién del virus y lavado de la vejiga, se
permitié que los animales se recuperaran. Los animales se sacrificaron 48 horas después, se fijaron las vejigas, y se
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tifieron para la expresion de B-galactosidasa. Tras el registro fotografico, las vejigas se incluyeron en parafina para
recorte y examen histolégico.

RESULTADOS:
1. Actividad de transferencia de genes de Syn3 en Big CHAP

Syn3 se ensay6 a 0,5 mg/ml en Big CHAP 7,8 mM. A esta concentracion, se disolvié con relativa facilidad, y se
esterilizd por filtraciéon (Filtro de jeringuilla de 0,2 ®m de Acrodisc; Gelman Sciences). Los experimento iniciales
utilizaron Big CHAP de Calbiochem. n° de lote B19546, mientras que los experimentos finales utilizaron Big CHAP
de Sigma n° de lote 37H5023. Ninguna de las disoluciones madre de Big CHAP experiment6é actividad de
transferencia de genes en solitario a la concentracion utilizada. Como control positivo, se utiliz6 Calbiochem n° de
lote 679793 como formulacién para administracion de rAd. Se identific6 que este lote concreto de Big CHAP
contenia las impurezas activas que habian identificado y a partir de las cuales se model6 Syn3. Como se muestra en
la Figura 27, se encontrdé que Syn3 (I3A) potenciaba en gran medida la transferencia génica y la expresion de -gal
en comparacion con la administracién del virus solo en Big CHAP 7,8 mM.

Para determinar si concentraciones inferiores de Syn3 podrian mostrarse tan eficaces en la potenciacion de la
transferencia génica como las concentraciones mas elevadas, Syn3 fue administrado a 0,25 mg/ml en Big CHAP 3,9
mM (Figura 28A). Se obtuvieron niveles muy elevados de transferencia génica, pero no tan consistentemente
elevados como los observados con Syn3 a 0,5 mg/ml (Figura 28B).

2. Actividad de transferencia de genes de I13A/Syn3 en Tween-80

La prueba inicial de I3A en Tween-80 comenz6 usando I3A a 1 mg/ml en Tween-80 al 0,4%. Sin embargo,
practicamente no se obtuvo transferencia génica cuando se utilizé esta concentracion de Tween (no se muestran los
datos). Como se teoriz6 que la elevada concentracién de Tween-80 podria haber secuestrado el I3A impidiendo el
reparto en la membrana y permitiendo la penetracion virica, la concentraciéon de Tween-80 se redujo al 0,1%,
manteniendo la concentracion de I3A a 1 mg/ml. Se ensayaron dos preparaciones de Syn3 diferentes para probar su
actividad de transferencia de genes a 1 mg/ml en Tween-80 al 0,1%. A esta concentracion, se observaron niveles
muy elevados de transferencia génica cuando se us6 tanto el primer lote (I3A) (Figura 29A) como el segundo lote de
Syn3 (Figura 29B). El segundo lote de Syn3 también habia demostrado niveles muy elevados de actividad de
transferencia génica a 0,5 mg/ml en Big CHAP 7,8 mM, de forma que todos los experimentos futuros se realizaron
con Syn3 en lugar de con I3A.

La actividad de transferencia génica de Syn3 en Big CHAP (0,5 mg/ml en 7,8 mM) se compar6 a su actividad en
Tween80 (1 mg/ml en Tween-80 al 0,1%). Se encontr6 que ambas formulaciones tenian aproximadamente los
mismos niveles de potenciacion de la transferencia génica quizas con una transferencia ligeramente mayor
observada en Big CHAP (Figura 30A y Figura 30C respectivamente). Como la prueba de la B-galactosidasa no es
demasiado cuantitativa, es dificil discernir entre diferencias pequefias. Sin embargo, las vejigas tratadas con Syn3 a
0,5 mg/ml en Big CHAP 7,8 mM tuvieron consistentemente los niveles mas elevados de expresion de fB-
galactosidasa. Syn3 incrementd la transferencia génica en ambos detergentes, aunque no se disuelve con tanta
facilidad en el Tween-80. Puesto que la concentracién de Syn3 en Big CHAP fue el doble que en Tween,
seguidamente se ensayo Syn3 para determinar su actividad de transferencia génica en ambos detergentes. A 0,5
mg/ml, Syn3 parece producir mejor transferencia génica en Big CHAP 7,8 mM (Figura 31 A), de la obtenida usando
Syn3 en Tween-80 al 0,05%. Cuando se utiliz6 Syn3 a 0,5 mg/ml en Tween-80 al 0,05%, parece que hay mas
regiones que carecen de la expresion de la B-galactosidasa, de forma similar a la observada cuando la
concentracion de Syn3/(13A) se redujo a 0,25 mg/ml en Big CHAP 3,9 mM (Figura 28A). Esto sugiere que algunas de
las diferencias en la actividad de transferencia génica de Syn3 en Big CHAP vs. Tween-80 son probablemente
debidas en parte al detergente en el que Syn3 fue disuelto.

3. Examen histologico de las vejigas tratadas con Syn3

Las vejigas de los animales tratados con Syn3-rAd (B-Gal) se prepararon para examen histolégico para determinar
los niveles de infeccion virica, asi como el grado de penetracion virica en el urotelio de la vejiga. La reduccion de la
concentracion de Syn en cualquiera de los detergentes dio por resultado una reduccion equivalente en la expresion
de B-Gal (Figura 32A-F). Aunque la expresién de la B-galactosidasa resultante de la administracién de Syn3 a 0,5
mg/ml en Big CHAP 7,8 mM fue ligeramente superior a la del Tween-80 (Figura 32A vs. Figura 32D), se resalta que
esta concentracion de Syn3 habitualmente da por resultado un alistamiento masivo de infiltrados en la vejiga (Figura
32A).

Puesto que la expresion de la B-galactosidasa y el nivel de infiltrados fue superior en la vejigas en las que se utilizd
Syn3 a 0,5 mg/ml en Big CHAP que en las vejigas en las que Syn3 estaba a 1mg/ml en Tween-80, esto sugiere que
la infiltracién fue debida al aumento de la penetracion y expresion virica que se produce cuando rAd se administra en
el Big CHAP. Para discernir la contribucion que Syn3 puede tener en el reclutamiento de infiltrados, se compararon
secciones de vejigas expuestas a Syn3 y virus con las que se habian expuesto a Syn3 solo (Figura 33A y Figura
33B, respectivamente.). Cuando Syn3 se administra solo, se observa una cantidad significativa de infiltracion, solo
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un poco inferior a la observada con Syn3 y virus conjuntamente. El virus administrado sin Syn3 dio por resultado
niveles extremadamente bajos de infeccién e infiltrados (Figura 33C), mientras que el control negativo (sin virus, sin
Syn3) no mostré infiltracion (Figura 33D).

4. Estabilidad de Syn3 en disolucién

Syn3 es muy estable cuando se disuelve en el detergente Big CHAP. Cuando Syn3 se disolvié en Big CHAP a
cualquiera de 0,5 mg/ml 0 0,5 mg/ml, retuvo su actividad de transferencia génica en periodos prolongados (30 dias o
superiores) incluso almacenado a temperatura ambiente. Cuando Syn3 se disolvié a 100 mg/ml en Tween-80 al
10%, fue estable durante al menos una semana almacenado a 4°C. Sin embargo, si se deja a temperatura ambiente
a esta concentracion elevada (100 mg/ml), solidificara en 24 horas. Syn3 diluido hasta 1 mg/ml en Tween-80 al 0,1%
es estable durante al menos 30 dias (periodo mas prolongado ensayado).

CONCLUSIONES

La actividad de transferencia génica de Syn3 parece ser extremadamente elevada a 0,5 mg/ml en Big CHAP 7,8
mM. Sin embargo, se prefieren concentraciones inferiores de Syn3 (por ejemplo, 0,25 mg/ml en Big CHAP 3,9 mM)
debido a la posibilidad de efectos secundarios a concentraciones mas elevadas. Syn3 también ha demostrado
niveles consistentes elevados de transferencia génica a 1 mg/ml en Tween-80 al 0,1 %. Basandose en los
resultados de estos estudios, una formulaciéon particularmente adecuada de Syn3 para uso como agente de
transferencia génica es a 1 mg/ml en Tween-80 al 0,1 %.

Ejemplo 15

Formulacién clinica de Syn3

Este ejemplo proporciona, a efectos ilustrativos, un ejemplo de una formulacién de Syn3 que es adecuada para uso
como formulacién clinica para administrar un vector virico. Esta formulacion también se puede usar para administrar
compuestos potenciadores; muchas otras formulaciones como las descritas en el presente documento son también
adecuadas para usar con Syn3y otros compuestos.

Una disolucion madre de Syn3 se prepard disolviendo Syn3 a 100 mg/ml en Tween 80 al 10%. Esta disolucion
madre se diluyé a continuacién hasta una concentracion de Syn3 de 6 mg/ml usando un tampdén acuoso que
contenia Tris (1,7 mg/ml), fosfato de sodio (monosodio, dihidrato, 1,7 mg/ml), sacarosa (20 mg/ml, cloruro de
magnesio (hexahidrato, 0,4 mg/ml), y glicerol (100 mg/ml) en agua.

Esta disolucion se diluyé con una disolucién que contenia el vector virico para obtener una disolucién de virus que
contenia 1 mg/ml de Syn3 en Tween-80 al 0,1%. Esta disolucion fue eficaz para potenciar la transferencia génica.

Ejemplo 16
Sintesis de analogos de Syn3 gque tienen una mayor solubilidad en agua

Syn3 habia demostrado una elevada actividad potenciadora de la transferencia génica in vivo, pero era
relativamente insoluble en disoluciones acuosas, y necesitaba la presencia de detergente para completar la
disolucién. Adicionalmente, Syn3 requiere varias horas para disolverse completamente en Tween-80 al 10%,
complicando adicionalmente el uso clinico de este reactivo. Para resolver estas dificultades, se sintetizaron dos
analogos de Syn3 que una mayor solubilidad en disolucién acuosa. Al retirar el resto lactosa de Syn3 y la posterior
metilacién o reduccién de la amina resultante, se sintetizaron dos compuestos novedosos que se denominaron como
Cloruro de trimetilamonio A (A-tma) y Clorhidrato-A (A-HCI), respectivamente, en la que A representa la region
conservada de Syn3 comun a ambas moléculas (ver la Figura 21). Estos dos compuestos catiénicos se neutralizaron
posteriormente a su sal de cloruro para facilitar su disolucion.

A-TMA se sintetiz6 como se muestra en la Figura 35. Brevemente, el acido coélico (CA) (2,0 g, 5 mmol) en DMF (30
ml), 0C) se traté con EtsN (0,72 ml, 5,1 mmol) y a continuacion con cuidado, con cloroformiato de isobutilo (0,67 ml
5,1 mmol). La mezcla se agit6 durante tres dias y dio como resultado un compuesto. Este se purificoé facilmente en
SiO; eluyendo con DCM/MeOH (6: 1 a 4:1). Tras 30 min. a temperatura ambiente, se agreg6 una disolucion de la
amina (J-2/55) (522 mg, 2,26 mmol) en DMF (4 ml). La amina se sintetizdé de acuerdo con Han, Y-P y Hang, H-S,
Bull. Korean Chem. Soc. (1994) 15: 1025-1027. Se obtuvieron 1,8 g del compuesto resultante, J-2/5C (BOC-A),
dando como resultado un rendimiento del 72%.

La amina (250 mg, 61/11, 0,27 mmol) en DMF (10 ml) se trat6 con base de Hungs (diisopropiletilamina) (200 pl, 1,15
mmol) y Mel (75 pl, 1,2 mmol). La CCF mostré principalmente un compuesto, junto a unas pocas impurezas. La
mezcla de reaccion se concentré a vacio y se aplicé a una columna de silice eluida con MeCN/AcOH/HZO) (4:1:1).
Las fracciones intermedias se combinaron y se sometieron a cromatografia de intercambio i6nico en la forma Na* de
una resina de intercambio cationico Dowex 50W-X8-200, eluida con NaCl/MeOH 1:1 0,5 M. Las fracciones mas
puras se desalaron con Sephadex LH-20 lip6filo y se liofilizaron para dar el cloruro de trimetilamonio puro (J-2/90 (A-
tma)). Se obtuvieron 82 mg del compuesto resultante, dando como resultado un rendimiento del 32 %.
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Para obtener el A-HCI, se tratd6 BOC-A (1,0 g, 1 mmol) en MeOH (60 ml) con una disolucién de AcCl en MeOH (2 ml
en 20 ml) a 0 . Se dej6 que la reaccion alcanzara lentamente la temperatura ambiente. La CCF tras 3 h mostro la
desaparicion del material de partida. Tras la evaporacion (con EtOH/tolueno), el residuo se aplicé a la forma Na* de
una resina de intercambio catiénico Dowex 50W-X8-200. Sin embargo, el producto la atravesé directamente. La
elucion con NaCl 0,5 M no produjo ningin material adicional. La cromatografia instantanea en SiO? tuvo éxito
(DCM/MeOH/H,0; 60:35:5), aunque el producto parecio eluirse en dos bandas. La RMN demostré que las fracciones
iniciales y finales eran idénticas. Se obtuvieron 650 mg del compuesto resultante, A-HCI, dando como resultado un
rendimiento del 65 %. Se resalta que el tratamiento con base (-Ome o resina) puede cambiar el comportamiento del
producto en una CCF.

Ejemplo 17

A-tma y A-HCI potencian la transferencia génica In vivo

Este Ejemplo demuestra que los compuestos A-tma y A-HCI tienen actividad de transferencia génica in vivo.
Procedimientos :
1. Preparacion de disoluciones para administracion:

Se eligié una concentracion de 1 mg/ml para las pruebas iniciales de ambos compuestos. Para la determinacion de
la actividad de transferencia génica de cada uno de estos compuestos, se compar6 el nivel de la actividad de la B-
galactosidasa obtenida tras la administracion del Syn3 analogo/virus/tamp6n respecto a la utilizacién de solamente
virus/tampon.

La disolucién de A-TMA se prepar6 disolviendo 10 mg de A-TMA en 10 ml de PBS de Dulbecco. Se afiadié glicerol
para dar una concentracion final de 10 mg/ml. Todas las disoluciones se esterilizaron por filtracién antes del uso
(filtro de jeringuilla de 0,2 ®m de Acrodisc). El virus (BGCG 70AAB) se diluyd 1:10 bien en esta disolucién de A-
TMA, o en PBS-glicerol de Dulbecco antes de la administracion.

Como A-HCI no es totalmente soluble en disolucién salina, y como la disoluciéon en H?0d dio por resultado una
disolucién de pH 4,7, entonces se escogio una disolucion tamponada con Tris de A-HCI cuya composicién es la
siguiente:

Disolucién tampén (Tampén D)

Tris 2,8 mM, pH 7,5,
NaH2POs 1,2 mM
MgCl; 2 mM
sacarosa al 0,2%
glicerol 10 mg/ml
pH final 6,5

Se disolvieron diez mg de A-HCI en este tamp6n y se esterilizé por filtracion antes del uso (filtro de jeringuilla de 0,2
®m de Acrodisc). El virus (BGCG 70AAB) se diluyd 1:10 en esta disolucion antes de la administracion. Para
comparar, también se ensay0 el virus diluido en este tampén sin A-HCI.

2. Administracion in vivo

Se anestesiaron con isoflurano ratas hembra HSD. Las ratas se cateterizaron transuretralmente hasta la vejiga
mediante un conducto PE50 lubricado con gelatina K-Y. Se instalé un ligadura en la uretra externa para evitar el
retorno a la circulacion renal. La orina, de haber alguna, fue eliminada, y la vejiga se lavé con 0,5 ml de 0.5 ml PBS y
se vacié. El rAd se diluy6 a la concentracién deseada (1:10) y se instil6 durante 45 minutos. Se retir6 el material de
administracion, anotando el volumen devuelto. La vejiga se lavé con 0,5 ml de 0.5 ml PBS y se vacié. Se retiraron la
ligadura y el catéter, y se permiti6 que los animales se recuperaran en jaulas.

Tras 48 horas, los animales se sacrificaron y sus vejigas infladas se fijaron con 0,5 ml de fijador durante 1 hora. A
continuacion las vejigas se lavaron durante toda la noche y se llevé a cabo una tincién del 6rgano completo con X-
gal.

Resultados :

Ambos compuestos proporcionaron una actividad potenciadora de la transferencia génica en comparacién con los
controles. Los niveles de actividad de transferencia génica se resumen en la Tabla Ill. Se muestran niveles relativos
de actividad de transferencia génica, los niveles de actividad de transferencia génica mas elevados se indican por
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'++++', y los niveles inferiores por '+ (si no hay actividad de transferencia se indica por 0).

Tabla Ill: Evaluacion de la actividad de transferencia génica en animales usando analogos de Syn3 solubles

en agua
Animal n° Composicion de la disolucion Actividad de transferencia génica

n° 297 PBS/1%Glicerol 0

n° 298 1 mg/ml A-TMA en PBS/ glicerol al 1% ++

n° 988 1 mg/ml A-TMA en PBS/ glicerol al 1% ++

n° 989 1 mg/ml A-TMA v PBS / glicerol al 1% ++

n° 384 Tampén D 0

n° 385 1 mg/ml A-HCI en Tampon D ++

n° 386 1 mg/ml A-HCI en Tampon D ++

n° 387 1 mg/ml A-HCI en Tampén D ++

Conclusiones :

Ambos compuestos A-tma y A-HCI demostraron actividad de transferencia génica significativamente por encima de
los niveles obtenidos con los controles. Aunque estos niveles son menores de los obtenidos mediante Syn3 en
Tween-80, indican que es posible potenciar la transferencia génica usando un agente potenciador de la transfeccion
de base acuosa tal como A-tma y A- HCI. El compuesto A-SC, cuyo resto lactosa de Syn3 sustituido por un resto de
acido succion no fue eficaz como compuesto potenciador de la transferencia génica. Este compuesto produjo una
actividad de transferencia génica a niveles equivalentes a los controles (no se muestran los datos). La Tabla IV
resume los resultados de transferencia génica usando estos compuestos en comparacion con la actividad de
transferencia génica de Syn3 a 1 mg/ml.

Tabla IV: Resumen de la actividad de transferencia génica de analogos de Syn3 solubles en agua

Compuesto Concentracion Actividad de transferencia génica
A-TMA 1 mg/mi ++
A-HCI 1 mg/mi ++
A-SC 1 mg/mi 0/+
Syn3 1 mg/mi ++++

Puesto que se encontré que ambos compuestos tenian una solubilidad mucho mayor en H,Od (de hasta 5 mg/ml),
es probable que un aumento en la concentracion de estos analogos diera por resultado una actividad de
transferencia génica incluso superior in vivo.

Todas las publicaciones, patentes, y solicitudes de patente citadas en esta memoria descriptiva se incorporan por
referencia en su totalidad en el presente documento como si se indicara para cada publicacion o solicitud de patente
individual su incorporacion por referencia.

Como sera evidente para una persona experta en la técnica a la que pertenece esta invencion, la presente invencion
se puede realizar de forma diferente a la que se ha dado a conocer especificamente en los que antecede, sin
separarse del espiritu o caracteristicas esenciales de la invencién. Las formas de realizacion particulares de la
invencion anteriormente descrita, deben considerarse por tanto de manera ilustrativa y no restrictiva. El alcance de la
presente invencion es como se define en las reivindicaciones adjuntas en lugar de estar limitado a los ejemplos
contenidos en la descripcion precedente.

De este modo, un aspecto de la invencién es un procedimiento para administrar un agente a células, comprendiendo
el procedimiento administrar el agente a las células en una composicién que comprende un compuesto potenciador
de la administracion de Formula I.
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H H
X——C——N——(CH,);——N——(CH,)——N—R

cC=—0 1

Xz

en la que:

m y n son iguales o diferentes y cada uno es un nimero entero de 2-8; R es un grupo catiénico o

ﬁ

C—Xs

X1 es un grupo acido colico o un grupo acido desoxiglicélico; y Xz y X3 se seleccionan cada uno independientemente
entre el grupo constituido por un grupo acido célico, un grupo acido desoxiglicélico, y un grupo sacarido;

en el que al menos uno de X, y X3 es un grupo sacarido cuando R es

——C—X,

En una forma de realizacién adicional, la cantidad de agente administrado a las células en presencia del agente
potenciador de la administracion esta aumentada en relacién con la cantidad del agente administrado a las células
cuando el agente se administra en ausencia del compuesto potenciador de la administracién.

En una forma de realizacién adicional, el agente es un agente terapéutico. En una forma de realizacion adicional, la
concentracion del compuesto potenciador de la administraciébn esta entre aproximadamente 0,002 vy
aproximadamente 2 mg/ml.

En una forma de realizacion adicional, la concentracion del compuesto potenciador de la administracion esta entre
aproximadamente 0,02 y aproximadamente 2 mg/ml. En una forma de realizaciéon adicional, la concentracion del
compuesto potenciador de la administracion esta entre aproximadamente 0,2 y 2 mg/ml.

En una forma de realizacién adicional, las células se proporcionan en forma de tejido.

En una forma de realizacion adicional, el tejido es un érgano. En una forma de realizacién adicional, la
administracion es por administracion intravesical.

En una forma de realizacion adicional, el agente es una proteina. En una forma de realizacién adicional, el agente es
un gen.

En una forma de realizacion adicional, el gen se administra en un vector. En una forma de realizacion adicional, el
vector es un vector virico. En una forma de realizacién adicional, el vector virico se selecciona entre el grupo
compuesto por un vector adenovirico, un vector retrovirico, y un vector virico adenoasociado.

En una forma de realizacién adicional, el vector virico se administra como una suspension que contiene de
aproximadamentelxlo8 particulas/ml a aproximadamente 5x10™ particulas/ml de vector virico.

En una forma de realizacion adicional, la suspension contiende de aproximadamente 1x10° particulas/ml a
aproximadamente 1x10™ particulas/ml de vector virico. En una forma de realizacién adicional, el gen es un gen
terapéutico.

En una forma de realizacién adicional, el gen terapéutico es un gen supresor de tumores. En una forma de
realizacién adicional, el gen supresor de tumores es p53.

En una forma de realizacion adicional, el gen supresor de tumores es un gel de retinoblastoma.

En una forma de realizacion adicional, el gen supresor de tumor de retinoblastoma codifica una proteina RM de
longitud completa. En una forma de realizacion adicional, el gen supresor de tumor de retinoblastoma codifica p56RB.
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En una forma de realizacién adicional, las células son células cancerosas.

En una forma de realizacion adicional, las células cancerosas son células cancerosas de vejiga. En una forma de
realizacion adicional, las células cancerosas se proporcionan en forma de tejido.

En una forma de realizacién adicional, el compuesto potenciador de la administracion se administra antes de la
administracion del agente. En una forma de realizacion adicional, el compuesto potenciador de la administracion se
administra junto al agente.

Otro aspecto de la invencidon es una composicion para administrar un agente a células, comprendiendo la
composicion el agente y un compuesto potenciador de la administracion de Férmula

O
|- H
X4 C N (CHy))i™N (CH»), N R
T:O 1
X2

en la que:

m y n son iguales o diferentes y cada uno es un nimero entero de 2-8; R es un grupo cationico o

——C—Xs
X1 es un grupo acido colico o un grupo acido desoxiglicélico; y Xz y X3 se seleccionan cada uno independientemente
entre el grupo constituido por un grupo acido célico, un grupo acido desoxiglicélico, y un grupo sacarido;

en el que al menos uno de Xz y X3 es un grupo sacarido cuando R es

o)
——C—X,

En una forma de realizacion adicional, el grupo sacarido comprende uno o mas restos de pentosa o hexosa. En una
forma de realizacion adicional, el grupo sacarido se selecciona entre el grupo compuesto por grupos monosacaridos
de pentosa, grupos monosacaridos de hexosa, grupos disacaridos pentosa-pentosa, grupos disacaridos hexosa-
hexosa, grupos disacaridos pentosa-hexosa, y grupos disacaridos hexosa-pentosa.

En una forma de realizacién adicional, el grupo sacarido es un trisacarido.

En una forma de realizacion adicional, la concentracion del compuesto potenciador de la administracion esta entre
aproximadamente 0,002 y aproximadamente 2 mg/ml. En una forma de realizacién adicional, la concentracion del
compuesto potenciador de la administracion esta entre aproximadamente 0,2 y 2 mg/ml.

En una forma de realizacién adicional, el agente modula un proceso biolégico en una célula cuando el agente esta
presente en la célula.

En una forma de realizacion adicional, el proceso biol6gico se selecciona entre el grupo compuesto por crecimiento
celular, diferenciacion, proliferacion, una ruta metabdlica o sintética, expresiéon génica, un procedimiento asociado a
una dolencia, y una respuesta inmune. En una forma de realizacion adicional, el agente comprende un
polinucleétido.

En una forma de realizacién adicional, el polinucleétido se selecciona entre el grupo compuesto por un acido
nucleico de sentido contrario, un acido nucleico que forma un triplete, y un acido nucleico que comprende un gen
que codifica un polipéptido.

En una forma de realizacion adicional, el gen es un gen supresor de tumores

En una forma de realizacion adicional, el gen supresor de tumores se selecciona entre el grupo constituido por un
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gen del retinoblastoma y un gen p53.

En una forma de realizacion adicional, la composicion comprende ademas una matriz polimérica. En una forma de
realizacién adicional, la composicion comprende ademas un mucoadhesivo.

Otro aspecto de la invencién es un compuesto potenciador de la administracion que tiene la Férmula I:

O
|- H
X4 C N (CH2)y——N——(CH,),; N—R
c|:=O 1
X2

en la que:

m y n son iguales o diferentes y cada uno es un nimero entero de 2-8; R es un grupo catiénico o

O

——C—Xs

X1 €s un grupo acido cdlico o un grupo acido desoxiglicélico; y X, y X3 se seleccionan cada uno independientemente
entre el grupo constituido por un grupo acido célico, un grupo acido desoxiglicélico, y un grupo sacarido;

en el que al menos uno de X, y X3 es un grupo sacarido cuando R es

—C—X3
En una forma de realizacion adicional, R es un grupo catiénico seleccionado entre el grupo constituido por NMe®* y
NH".
En una forma de realizacion adicional, el grupo sacarido comprende uno o mas restos de pentosa o hexosa.

En una forma de realizacion adicional, el grupo sacéarido se selecciona entre el grupo compuesto por grupos
monosacéaridos de pentosa, grupos monosacaridos de hexosa, grupos disacaridos pentosa-pentosa, grupos
disacaridos hexosa-hexosa, grupos disacaridos pentosa-hexosa, y grupos disacaridos hexosa-pentosa.

En una forma de realizacién adicional, el grupo sacarido comprende de tres a aproximadamente ocho restos
monosacaridos. En una forma de realizacién adicional, el grupo sacarido es un trisacarido.

En una forma de realizaciéon adicional, al menos uno de X, y X3 es un grupo sacarido En una forma de realizacion
adicional, m y n son cada uno independientemente 2 o 3. En una forma de realizacién adicional, ambos X; y X2 son
grupos acido colico y X3 es un grupo sacarido.

En una forma de realizacién adicional, el grupo sacarido es un grupo disacarido hexosa-hexosa.

En una forma de realizacion adicional, m y n son cada uno 3, ambos X; y X, son grupos acido colico, y X3 es un
grupo monosacarido de hexosa.

En una forma de realizacién adicional, m y n son cada uno 3, ambos X; y X3 son grupos acido célico, y X, es un
grupo monosacarido de hexosa.

En una forma de realizacién adicional, m y n son cada uno 3, ambos X; y X, son grupos acido célico, y X3 es un
grupo disacarido hexosa-hexosa.

En una forma de realizacion adicional, m y n son cada uno 3, ambos X; y X3 son grupos acido colico, y X, es un
grupo disacarido hexosa-hexosa. En una forma de realizacion adicional, el compuesto tiene la Férmula llI:
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En una forma de realizacion adicional, el compuesto tiene la Formula 1V:

o}
/ﬁg\/“\
N
HO OH

En una forma de realizacion adicional, el compuesto tiene la Formula V:

HO

OH

OH

o

OH

OH

OH

- /\/\N/\/\ NMe;* CI°

OH

OH

OH

OH

II1.

)
oH
IV.
HO OH

NH/\/\N/\/\ NH3* Cr

HO

27
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Otro aspecto de la invencién es un compuesto potenciador de la administracion que tiene la Férmula Il

)
| - H
5 X4y——=C——N——(CHy)3——N-——(CHp)3——N—X;
11
(I‘,:O
X2

10 en la que X; y Xz se seleccionan cada uno independientemente entre el grupo constituido por un grupo acido colico y
un grupo acido desoxiglicélico y Xz es un grupo sacarido;

En una forma de realizacion adicional, ambos X; y X2 son grupos acido cdlico y X3 es un grupo sacarido.
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REIVINDICACIONES

1.- Una composicion para administrar un agente a una célula, en la que un compuesto potenciador de la
administracion y el agente se proporcionan por separado antes de mezclarse de manera previa a su administracion
a un paciente y el compuesto potenciador de la administracién es un compuesto de formula lll, que tiene la siguiente
estructura:

o H OH
/\/\N OH
IR
H - OH
OH O
o OH HI
e
He OH
OH

HO™

0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

2.- La composicion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que la concentracion del compuesto potenciador de la
administracion es de 0,002 a 2 mg/ml y la composicién comprende adicionalmente un tampén.

3.- La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1 o 2, en la que la composicion se formula para administracién
intravesical a la vejiga.

4. La composiciéon de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que el agente es un agente
terapéutico.

5. La composicién de la reivindicacion 4, en la que el compuesto potenciador de la administracién y el agente se
mezclan antes de administrarse a un paciente.

6.- La composicion de acuerdo con la reivindicacion 4 o 5, en la que el agente es un modulador de un proceso
biolégico en una célula cuando el agente esta presente en la célula, en la que el proceso biolégico se selecciona
entre el grupo que consiste en crecimiento celular, diferenciacién, proliferacion, una ruta metabdlica o sintética,
expresion génica, un procedimiento asociado a una dolencia, y una respuesta inmune.

7.- La composicion de acuerdo con la reivindicacién 6, en la que la proliferacion es un trastorno neoplésico.
8.- La composicién de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que el trastorno neoplasico es cancer.

9. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 4 a 8, en la que el agente comprende un
acido nucleico que comprende un gen que codifica un polipéptido.

10.- La composicion de acuerdo con la reivindicacién 9, en la que el gen codifica una citocina.
11.- La composicion de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que la citocina es un alfa-interferén.

12. La composicion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en la que el gen se incorpora a un
vector.

13.- La composicion de acuerdo con la reivindicaciéon 12, en la que el vector es un vector virico recombinante.

14.- La composicién de acuerdo con la reivindicacion 13, en la que el vector virico recombinante se selecciona entre
el grupo que consiste en un vector del virus del herpes, un vector retrovirico, un vector del virus vaccinia, un vector
virico adenoasociado y un vector adenovirico.

15.- La composicion de acuerdo con la reivindicacion 14, en la que el vector adenovirico tiene una delecion en el gen
de la proteina IX.

16.- La composicion de acuerdo con la reivindicacion 14 o 15, en la que el vector adenovirico comprende un
promotor de CMV.

17.- La composiciéon de acuerdo con la reivindicacion 13 a 16, en la que el vector virico se formula como una
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suspension que contiene de aproximadamente 1 x 10° particulas/ml a 5 x 10" particulas/ml del vector virico.
18.- La composicion de acuerdo con las reivindicaciones 4 a 17 en la que la composicion es para tratar el cancer.

19.- La composicion de la reivindicacion 18, en la que el cancer es un carcinoma de vejiga.
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Sin Syn 3 / Big CHAP 7,8 mM 0,25 mg/ml de Syn 3 / Tween 80 al 0,1%
Figura 32
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Figura 33
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