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DESCRIPCION

Microesferas que contienen oligonucleétidos, su utilizacion para la
preparacion de un medicamento para el tratamiento de la diabetes tipo 1

Campo de la invencion

En general, la presente invencion se refiere a la administraciéon de microesferas
de oligonucledtidos AS de acuerdo con la reivindicacion 1 para inducir tolerancia
de células dendriticas, en particular en un modelo de raton diabético no obeso
(NOD). En particular, la invencion se refiere a la tecnologia de administraciéon de
medicamentos a través de microesferas fabricadas bajo condiciones
completamente acuosas, incorporando las microesferas oligonucleétidos
antisentido. Estas microesferas se utilizan por un enfoque antisentido para
prevenir una condicion de diabetes autoinmune en ratones NOD in vivo e in situ.

Antecedentes de la invencion

Las microparticulas, microesferas y microcapsulas son particulas solidas o semi-
sélidas con un diametro inferior a un milimetro, preferentemente inferior a 100
micras, que se pueden obtener a partir multiples materiales, incluyendo polimeros
sintéticos, proteinas y polisacaridos. Las microesferas se han utilizado para
diversos tipos de administracion diferentes, en particular separaciones,
diagnosticos y para la administracion de medicamentos.

Para la elaboracion de estas microesferas a partir de polimeros sintéticos,
polimeros naturales, proteinas y polisacaridos se pueden utilizar diferentes
técnicas, incluyendo separacion de fases, evaporacion de disolventes,
emulsificacién y secado por pulverizacion. Generalmente los polimeros forman la
estructura que soporta estas microesferas y el medicamento en cuestion se
incorpora a la estructura polimérica. Ejemplos de polimeros que se utilizan para la
formacién de microesferas incluyen homopolimeros y copolimeros de acido lactico
y acido glicolico (PLGA) tal como los descritos en la patente US No. 5.213.812 de
Ruiz, US No. 5.417.986 de Reid y col., patente US No. 4.530.840 de Tice y col.,
patente US No. 4.897.268 de Tice y col., patente US No. 5.075.109 de Tice y col.,
patente US No. 5.102.872 de Singh y col., patente US No. 5.384.133 de Boyes y
col., patente US No. 5.360.610 de Tice y col. y en la Solicitud de Patente Europea
numero de publicacion 248.531 del Southern Research Institute; copolimeros en
bloque como Tetronic 908 y Poloxamer 407 como los descritos en la patente US
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No. 4.904.479 de lllum ; y polifosfacenos como los descritos en la patente US No.
5.149.543 de Cohen y col. Las microesferas producidas utilizando polimeros,
como tales tienen una escasa capacidad de carga y, con frecuencia, s6lo pueden
incorporar un porcentaje pequeio del medicamento de interés en la estructura
polimérica. Por ello, es necesario administrar una cantidad sustancial de
microesferas para alcanzar un efecto terapéutico.

Durante muchos afos los bioquimicos han tenido a su disposicion
comercialmente herramientas como perlas o particulas esféricas. Los anticuerpos
conjugados en perlas por ejemplo, producen particulas relativamente grandes
especificas para ligandos particulares.

Las particulas grandes recubiertas de anticuerpos se utilizan habitualmente para
reticular receptores sobre la superficie de una célula con el fin de su activacioén, se
enlazan a una fase sodlida para una purificacion de inmunoafinidad y pueden
utilizarse para suministrar un agente terapéutico que se libera lentamente con el
tiempo, utilizando anticuerpos tisulares o especificos tumorales conjugados en las
particulas para dirigir el agente al punto deseado.

Una desventaja de las microparticulas o perlas disponibles actualmente consiste
en que son dificiles y caras de producir. Las microparticulas producidas por estos
meétodos conocidos tienen una distribucion de tamafo de particula amplia, con
frecuencia carecen de uniformidad y no demuestran tener caracteristicas cinéticas
de liberacion a largo plazo cuando la concentracion de ingredientes activos es
alta. Ademas, los polimeros utilizados con estos métodos conocidos se disuelven
en disolventes organicos para formar las microparticulas. Estas, por tanto, deben
producirse en equipos especiales disefiados para manipular disolventes
organicos. Estos disolventes organicos podrian desnaturalizar las proteinas o
péptidos contenidos en las microparticulas. Los disolventes organicos residuales
pueden ser téxicos cuando se administran al ser humano o a animales.

Ademas, las microparticulas disponibles raramente tienen un tamafo lo
suficientemente pequefio como para atravesar la abertura de las agujas
normalmente utilizadas en la administracion terapéutica o para ser utiles en la
administracién por inhalacion. Por ejemplo, las microparticulas preparadas con
acido glicdlico-polilactico (PLGA) son grandes y tienden a agregarse. Es
necesario un paso de seleccion de tamafo, lo que conlleva pérdida de
produccion, con el fin de retirar las particulas demasiado grandes para ser
inyectadas. Las particulas de PLGA con un tamafo adecuado para la inyeccion
deben administrarse a través de una aguja de gran calibre para poder alojar estas
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particulas de gran tamafo, lo que con frecuencia resulta incbmodo para el
paciente.

Generalmente muchas microparticulas actualmente disponibles estan activadas
para liberar su contenido en un medio acuoso vy, por tanto, deben liofilizarse para
impedir una liberacion prematura. Ademas, particulas tales como aquellas
preparadas utilizando el sistema PLGA, muestran caracteristicas de cinéticas de
liberacion basadas tanto en la erosion como en la difusiéon. En este tipo de
sistema, se observa un estallido inicial o liberacion rapida del medicamento. Este
efecto estallido puede resultar en efectos secundarios no deseados para el
paciente al que se ha administrado las particulas.

Son conocidas las microparticulas preparadas con lipidos para encapsular los
medicamentos de interés. Por ejemplo, se pueden utilizar lipidos dispuestos en
membranas bicapa que rodean multiples compartimentos acuosos para formar
particulas con el fin de encapsular medicamentos solubles en agua para su
administraciéon subsiguiente segun se describe en la patente US No0.5.422.120, de
Simil Kim. Normalmente, estas particulas tienen un tamano superior a 10 micras y
se disefan para la administracion intraarticular, intratecal, subcuntanea y epidural.
Alternativamente se han utilizado liposomas para la administracion intravenosa de
pequenas moléculas. Los liposomas son particulas esféricas compuestas por una
bicapa o multiples bicapas de fosfolipido y colesterol. Los liposomas tienen un
tamano de 30 micras o superior y pueden portar diversos medicamentos solubles
en agua o en lipidos. La tecnologia de liposomas se ha visto obstaculizada por
problemas, incluyendo la pureza de los componentes lipidicos, posible toxicidad,
heterogeneidad vesicular, absorcion excesiva y dificultades de elaboracion o de
vida en almacenaje.

Un objetivo para la comunidad médica es la administracion de acidos nucleicos a
las células de un animal para el tratamiento de la diabetes. Por ejemplo, los
acidos nucleicos pueden administrarse a las células en cultivos (in vitro) de forma
relativamente eficaz, pero las nucleasas provocan una alta proporcion de
degradacion del acido nucleico cuando éste se suministra a animales (in vivo).

Ademas de proteger el acido nucleico de la digestiéon por nucleasas, el vehiculo
de suministro del acido nucleico debe tener baja toxicidad, debe ser absorbido de
modo eficaz por las células y tiene que tener una formulacion bien definida, de
facil elaboracion. Segun demuestran las pruebas clinicas, los vectores virales
para el suministro pueden resultar en una respuesta inmune adversa grave,
incluso fatal, in vivo. Ademas, este método tiene el potencial de poseer efectos
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mutagenos in vivo. El suministro del acido nucleico envuelto en complejos lipidos
de diferentes formulaciones (como complejos lipidos catidnicos o liposomas) en
general es ineficaz in vivo y puede tener efectos toxicos. Los complejos de acidos
nucleicos con diferentes polimeros o con péptidos han dado resultados
contradictorios y la toxicidad de estas formulaciones no se ha resuelto hasta la
fecha. También se han encapsulado acidos nucleicos en matrices poliméricas
para su administracion, pero en estos casos las particulas tienen un amplio rango
de tamafo y la eficacia en fines terapéuticos no ha sido todavia demostrada.

Existe, por tanto, la necesidad de investigar el suministro de acidos nucleicos y
existe una necesidad constante de desarrollar microesferas y nuevos métodos
para su elaboracion. En las patentes US No. 6.458.387 de Scott y col., No.
6.268.053, No. 6.090.925, No. 5.981.719 y No. 5.599.719 de Woiszwillo y col. y
No. 5.578709 de Woiszwillo se encuentran detalles relacionados con
microesferas. Estos y todas las referencias identificadas en las mismas se
incorporan aqui por referencia.

Los documentos US 6.458.387 y WO 2003/059474 se refieren a métodos para
formar microesferas de liberacién sostenida. Estas microesferas tienen una
superficie lisa que incluye multiples aberturas en canal con un diametro inferior a
1.000 angstroms.

El documento US 6.268.053 se refiere a microparticulas, métodos de produccién y
meétodos de utilizacion de estas microparticulas. Las macromoléculas se mezclan
con un polimero soluble o una mezcla de polimeros solubles, tales como
polimeros lineales o ramificados, a un pH cerca del punto isoeléctrico de la
macromolécula, en presencia de una fuente de energia, tal como calor, durante
un tiempo predeterminado. Las microparticulas pueden prepararse para una
cinética de liberacion a corto plazo o a largo plazo, proporcionando asi una
liberacion o bien rapida o bien sostenida de las macromoléculas.

La WO 00/41679 se refiere a microesferas de 0,005-50 micras, preferentemente
inferiores a 5 micras. Estas microesferas comprenden &cidos nucleicos
(oligonucledtidos, ADN) en un contenido del 20 6 40 6 40 6 50 por ciento en peso
y, preferentemente gelatina o quitosano o polisacaridos. Tipicamente, se puede
conseguir una eficacia de carga de acidos nucleicos en las microesferas superior
al 95%. Se incluyen adicionalmente policationes, que pueden incluir polilisina,
polilisina-poliarginina, poliarginina o protamina. La preparacién farmacéutica se
inyecta via intramuscular o subcutanea, también intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, intratecal. Las formulaciones que contienen nucleétidos u
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oligonucledtidos pueden dirigirse a las células de los islotes de Langenhans como
células diana.

El documento US 2004/014698 se refiere a una composicion para una distribucion
de amplia dispersion, expresion sistémica y suministro sostenido de un agente
terapéutico y a un proceso para la administraciéon de un agente terapéutico a via
una ruta gastrointestinal natural. En particular, la solicitud describe una
composicién para la administracidn de una terapia genética oral y un proceso para
su preparacion y utilizacion.

La WO 94/18947 se refiere a un complejo de DNA-protamina de alta pureza
producido mediante un proceso que consiste esencialmente en los pasos
secuenciales de recogida y tratamiento de una nucleoprotamina, desde un estado
de desarrollo de una forma viva, por homogeneizacién en una solucién salina
tamponada acuosa, para obtener una mezcla, eliminar materia insoluble de la
mezcla de dichos pasos de recogida y tratamiento, aislar la proteina y eliminar
lipidos de la mezcla mediante extraccion con cloroformo acuosa, realizar una
dialisis de la proteina contra agua estéril para eliminar el exceso de sal,
reconstituir la proteina con ADN heterogéneo de un tejido diana y filtracion estéril
para obtener un complejo de ADN de protamina acuoso. También describe un
meétodo para tratar a un humano que padece un tumor, comprendiendo el método
la administracion de una cantidad efectiva del producto de la invencion a dicha
individuo para el tratamiento del tumor, y un método para el tratamiento de un
humano que padece el Sindrome de Inmunodeficiencia adquirida, que comprende
la administracion de una cantidad eficaz del producto de la invencién a dicho
individuo para tratar el sindrome de inmunodeficiencia.

La US 2002/0146459 se refiere a nuevas composiciones que comprenden
microesferas y/o nanoesferas que contienen agentes bioactivos polianidnicos
condensados, tal como ADN. El agente bioactivo polianidnico de las microesferas
y/o nanoesferas se condensa utilizando un agente de condensacion policationico
tal como poli-L-lisina. También se describen métodos para la elaboracién de las
microesferas y/o nanoesferas que contienen agentes bioactivos polianidnicos
condensados.

La US 6 475 995 se refiere a un método para provocar una respuesta inmune en
un mamifero contra un antigeno, comprendiendo la administracién oral de una
formulacion inmunogénica que incluye nanoparticulas sélidas de un tamano
inferior a 5 ym que comprenden un coacervado de un polication polimérico y un
polianion, donde el policatién polimérico se selecciona del grupo consistente en
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gelatina y quitosano y donde el polianién consiste en acidos nucleicos que
codifican un antigeno, expresandose el antigeno y provocando una respuesta
inmune en el mamifero.

La US 5 858 973 se refiere a un nuevo polipéptido recombinante que transactiva
el promotor de somatostatina, estando presente el polipéptido en células del
conducto pancreatico y no en células alfa pancreaticas, donde se codifica el
polipéptido por un gen que codifica una proteina del orden de 31 kd.

Sumario de la invencién

De acuerdo con la presente invencién, las microesferas comprenden
oligonucledtidos destinados para ligar transcriptos primarios seleccionados del
grupo consistente en transcriptos primarios CD40, CD80 y CD86 y combinaciones
de los mismos, donde los oligonucledtidos sub-regulan o suprimen in vivo la
expresion de CD40, CD80 y/o CD86 y donde los oligonucleétidos comprenden
mas del 30 por ciento en peso de las microesferas, con respecto al peso total de
las microesferas, teniendo dichas microesferas un tamafio medio de particula no
superior a 50 micras y debiendo suministrarse a las células dendriticas. Se
supone que este enfoque del suministro impide el acceso de las nucleasas a los
acidos nucleicos dentro de la microesfera.

El suministro de microesferas de estos oligonucleétidos AS se lleva a cabo para
inducir tolerancia de células dendriticas, particularmente en el modelo de ratén
NOD. Las microesferas se fabrican bajo condiciones acuosas, incorporando las
microesferas oligonucledtidos antisentido (AS). Estas microesferas se utilizan
para inhibir la expresién génica y evitar una condicidon diabética autoinmune en
ratones NOD in vivo e in situ.

En un aspecto preferente de la invencion, se sintetizan tres oligonucledtidos AS
destinados a los transcriptos primarios CD40, CD80 y CD86 y se prepara una
solucién acuosa de la mezcla de oligonucleétidos, que se combina con una
solucion polimérica. Después del procesamiento, se obtienen microesferas que
contienen los oligonucleétidos y éstas se administran a los ratones NOD.

Estos y otros aspectos, objetos, caracteristicas y ventajas de la presente
invencion, incluyendo las diferentes combinaciones, se ponen de manifiesto y se
entienden claramente a partir de la siguiente descripcién detallada.

Breve descripcion de las figuras

En esta descripcion se hace referencia a las figuras adjuntas, en las cuales:



10

15

20

25

30

35

ES 2442 115 T3

Fig. 1: es una representacion esquematica de la funciéon que tienen las
células dendriticas en la destruccion autoinmune de células beta
pancreaticas que producen insulina en la diabetes tipo 1;

Fig. 2: diagrama del vector plasmido que contiene el gen de Beta-
Galactosidasa;

Fig. 3: fotomicrografias que evidencian la transfeccion de las células
fibroblasticas NIH 3T3 con microesferas de ADN plasmido;

Fig. 4: fotomicrografia del gel de electroforesis de agarosa del ADN

plasmido desnudo y de dos formulaciones de microesferas de ADN
plasmido segun la invencion, cada una después de exposicion a

ADNasa;

Fig. 5: diagrama de barras de la actividad de la beta-galactosidasa en
diferentes administraciones de ADN plasmido;

Fig. 6: micrografia de escaneo electronico de microesferas de
oligonucleétidos AS y polication poli-L-lisina;

Fig. 7: micrografia de escaneo electronico de microesferas de
oligonucleétidos AS y polication de poli-L-ornitina y

Fig. 8 diagrama que resume la incidencia de la diabetes en tres grupos de

ratones NOD tratados con las microesferas y de acuerdo con otro
procedimiento para el suministro de los tres transcriptos primarios.

Descripcion de las realizaciones preferentes

La realizacion preferente previene la diabetes insulino-dependiente autoinmune
mediante la formulacion e inyeccion de las microesferas de oligonucleétido
antisentido (AS) aqui descritas destinadas a los transcriptos primarios de CD40,
CD80 y CD86. Estos oligonuclettidos estan disefnados para inducir tolerancia
inmune en un intento de impedir la destruccion de las células beta productoras de
insulina en el modelo de raton NOD. En la Fig. 1 se muestran las causas que
conducen a la destruccién de estas células beta. Se ilustra cdmo se manifiesta la
diabetes tipo 1 por la destrucciéon autoinmune de las células beta pancreaticas
productoras de insulina en el ratén NOD, asi como en el humano. En el momento
de la aparicion clinica, las personas tienen una masa residual de células beta del
10-20%. Cuando se administra moderadamente esta masa residual, pueden
conseguirse niveles de insulina remanentes adecuados para regular los niveles de
glucosa. Las microparticulas de la invencidon estan previstas para obstaculizar la
destruccién autoinmune de las células beta segun se muestra en la Fig. 1.
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Se apreciara que las células dendriticas (DC) pueden activarse para convertirse
en células potentes que presentan un antigeno en todos los tejidos y que estan
bajo la piel en altas concentraciones. Estas células dendriticas con antigenos
funcionan como un disparador de la respuesta inmune a través de la activaciéon de
células T, en particular en los ganglios linfaticos.

La Fig. 2 es un dibujo de un vector plasmido que contiene el gen de beta-
galactosidasa que se puede utilizar para transfectar células fibroblasticas de NIH
3T3. En la Fig. 3 se muestra la evidencia in vitro de la transfeccion de células
fibroblasticas de NIH 3T3 con las microesferas de ADN plasmido, células
coloradas en azul en respuesta a la adicién del sustrato de beta-galactosidasa-x-
gal(5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-galactopirandsido).

La Fig. 4 ilustra la capacidad de las microesferas de proteger el ADN en solucion.
Se trata de un gel electroforético de agarosa que muestra la proteccién ante la
nucleasa proporcionada por las microesferas del ADN plasmido producidas
generalmente como se indica aqui. En las muestras de plasmido 1, 2 y 3 se
expuso el ADN plasmido desnudo a la ADNasa, la representacidon en manchas
indica la degradacién del ADN plasmido en cada uno de los tres niveles de la
administracion de ADNasa. En las muestras de particula 1 y particula 2, se
expusieron las formulaciones de microesferas del plasmido de ADN a la ADNasa.
La falta de mancha indica que las formulaciones de microesferas protegen el ADN
plasmido de la degradacién.

La Fig. 5 informa sobre la actividad de la beta-galactosidasa en cuatro
administraciones de ADN plasmido diferentes. La administracion de ADN
plasmido desnudo mostré niveles muy bajos. Niveles algo mayores se observan
con la administracion del complejo de lipido catidnico del ADN plasmido
empleando un lipido catiénico comercial como vehiculo de suministro. En cuanto
a las microesferas de los dos ADNp, la actividad es esencialmente mayor,
correspondiendo las microesferas 1 a la particula 1 de la Fig. 4 y las microesferas
2 ala particula 2 de la Fig. 4.

Al preparar las microesferas que se utilizan para el tratamiento autoinmune de la
diabetes en ratones, se disolvieron tres oligonucledtidos AS en una solucién
acuosa y se combinaron con polimero(s) solubles en agua y un policatién. Se
incubdé la solucion tipicamente, a aproximadamente 60-70°C, se enfri6 a
aproximadamente 23°C y se elimind el exceso polimérico. Se formaron las
microesferas que se entiende contienen los tres oligonucleétidos AS con las
siguientes secuencias, donde un asterisco indica tioacion:
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Seq ID 1: CD 40-AS: 5'C*AC* AG*C C*GA* GG*C*
AA*A GA*C* AC*C A*T*G C*AG* GG*C* A-3

Seq ID 2: CD80-AS: 5-G*GG* AA*A G*CC* AG*G
A*AT* CT*A G*AG* CC*A A*TG G*A-3

Seq ID 3: CD86-AS: 5-T*GG* GT*G C*TT* CC*G
T*AA* GT*T C*TG* GA*A C*AC* G*T*C-3’

Los acidos nucleicos comprenden entre aproximadamente el 30 vy
aproximadamente el 100 por ciento en peso de microesferas y tienen un tamafo
medio de particula no superior a aproximadamente 50 micras. Tipicamente se
preparan de la forma siguiente. Se prepara una solucion acuosa de la mezcla de
oligonucledtidos combinando partes alicuotas de las tres soluciones de
oligonucledtidos, donde cada solucion contiene uno de estos tres tipos. Se
prepara una solucion que contiene los tres tipos de oligonucledtidos.
Preferentemente, las soluciones contienen aproximadamente 10 mg/ml de
oligonucledtidos. Estos se combinan con partes alicuotas de una solucién madre
de 10 mg/ml de solucion de polication en una relacion volumétrica
polication:oligonucleétido de aproximadamente 1:1 a aproximadamente 4:1. Se
preparan soluciones poliméricas de polivinilpirrolidona y/o polietilenglicol y se
combinan con las otras soluciones. El calentamiento, enfriamiento, centrifugado y
lavado repetido proporciona una suspensidén acuosa, que se congela de forma
conocida y se liofiliza para obtener un polvo seco de microesferas que contienen
oligonucledtidos y polication.

Las microesferas segun la invenciéon son una herramienta viable de suministro no
viral de ADN plasmido y oligonucledtidos antisentido y de otros acidos nucleicos.
Permiten suministrar in vitro el ADN plasmido de beta-galactosidasa en células
fibroblasticas 3T3. Las microesferas protegen el ADN plasmido frente a la
actividad de las nucleasas. Se expresan altos niveles de beta-galactosidasa
después de la transfeccion con las formulaciones de microesferas.

Las microesferas que contienen los oligonucleétidos antisentido de interés bub-
regulan los antigenos celulares superficiales CD40, CD80 y CD86, conocidos por
ser criticos en la activacion de la reaccion autoinmune cuyo resultado es la
destruccion de las células betas productoras de insulina del pancreas. Esto puede
llevarse a cabo mediante inyeccion subcutanea en las células dendriticas
localizadas bajo la piel. Los estudios en ratones NOD demuestran una prevencion
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efectiva de la destruccion autoinmune de células beta. Las microesferas de
oligonucledétido y ADN son vehiculos de transfecciéon efectivos in vitro y in vivo.
Las células dendriticas parecen recoger las microesferas de oligonucledtidos y
suprimir la expresién de los antigenos celulares superficiales CD40, CD80 vy
CD86. Las microesferas de oligonucleétido antisentido previenen eficazmente el
desarrollo de la diabetes en el ratén NOD.

Los siguientes ejemplos ilustran determinadas caracteristicas y ventajas de la
invencion con el fin de ilustrarla. Los ejemplos no deben considerarse como
limitativos ni restrictivos de cualquier forma de la invencion.

Ejemplo 1

En las instalaciones de sintesis de ADN de la Universidad de Pittsburgh
(Pittsburgh, PA) se sintetizaron tres oligonucleétidos AS destinados a los
transcriptos primarios CD40, CD80 y CD86. Las secuencias de oligonuclettidos
AS son:

Seq ID 1: CD 40-AS: 5'C*AC* AG*C C*GA* GG*C*
AATA GA*C* AC*C A*T*G C*AG* GG*C* A-3

Seq ID 2: CD80-AS: 5-G*GG* AA*A G*CC* AG™G
A*AT* CT*A G*AG* CC*A A*TG G*A-3'

Seq ID 3: CD86-AS: 5'-T*GG* GT*G C*TT* CC*G
T*AA* GT*T C*TG* GA*A C*AC* G*T*C-3’

Se prepard una solucidon acuosa de la mezcla de oligonucleétidos combinando
alicuotas de tres soluciones de oligonucledtido, cada una con un contenido de un
tipo de oligonucledtido, para formar una solucién de 10 [mg/ml] de los tres tipos de
oligonucleétidos. Se prepararon 10 [mg/ml] de HBr de poli-L-lisina en diH20 (poli-
L-lisina-HBr hasta 50.000 segun Bachem, King of Prusia, PA). Se anadié HBr de
poli-L-lisina a la solucién de oligonucleétidos en una relacion volumétrica 1:1. Se
agitd ligeramente la mezcla. Se preparé una solucion polimérica al 25% que
contenia un 12,5% de PVP (polivinilpirrolidona, 40.000 Dalton, Spectrum
Chemicals, Gardena, CA) y un 12,5% de PEG (polietilenglicol, 3.350 Dalton,
Spectrum Chemicals, Gardena, CA) en acetato sddico 1M (Spectrum, Gardena,
CA), pH 5,5. Esta solucién polimérica se afadié en una relacién volumétrica 2:1
como sigue: 750 ul de oligonucledtidos AS, 0,75 ml de HBr de poli-L-lisina, 3,0 mi
de PEG/PVP y un volumen total de 4,50 ml.
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Se incubd el lote durante 30 minutos a 70°C y después se enfrié a 23° C. Después
del enfriamiento, la solucion se volvié turbia y aparecid un precipitado. A
continuacion, se centrifugd la suspension y se eliminé el exceso de PEG/PVP. La
pella resultante se lavd, resuspendiéndola en agua desionizada, seguido de
centrifugado y eliminaciéon del sobrenadante. Se repitio tres veces el proceso de
lavado. Se congel6 la suspension acuosa y se liofilizd para obtener un polvo seco
de microparticulas que comprenden oligonucleétidos y poli-L-lisina.

La Fig. 6 muestra una micrografia de escaneo electronico (SEM) del material en
una proporcion 1:1 poli-L-lisina:oligonucleétido. Se elaboraron las microesferas
con un tamafo de 0,5-4 pm, siendo el tamafo medio de particula de
aproximadamente 2,5 ym. También se observo la precipitacion de un material
desconocido. Los estudios adicionales por HPLC determinaron que el precipitado
se componia de PEG/PVP residual, principalmente PVP.

Ejemplo 2

Los oligonucledtidos AS destinados a los transcriptos primarios CD40, CD80 y
CEB86 fueron las secuencias de oligonucledétidos del Ejemplo 1. Se prepar6é una
solucién acuosa de la mezcla de oligonucleétidos combinando alicuotas de las
tres soluciones de oligonucleétidos, cada una de las cuales contenia uno de los
tipos de oligonucledtidos, para obtener una solucion de 10 [mg/ml] de los tres
tipos de oligonucledtidos. Se prepardé una solucion de la mezcla de
oligonucleétidos. Se prepararon 5 [mg/ml] de HBr de poli-L-ornitina en diH20 (HBr
de poli-L-ornitina 11, 900 (vis) por Sigma). EI HBr de poli-L-ornitina se afadio6 a la
solucién de oligonucledtidos. Después se agitd ligeramente la mezcla. Se preparé
una solucion polimérica al 25% con un contenido del 12,5% de PVP (40.000
Daltons, Spectrum Chemicals, Gardena, CA) y el 12,5% de PEG (3.350 Daltons,
Spectrum Chemicals, Gardena CA) en acetato sodico 0,1M (Spectrum Chemicals,
Gardena, CA) a pH 5,5. Se anadieron las soluciones poliméricas, seguido de
incubacion y lavado como se describe en el Ejemplo 1. Se prepararon 1,5 ml de
los oligonucleodtidos AS, 1,5 ml del HBr de poli-L-ornitina, 3 ml de PEG/PVG y un
volumen total de 6,0 ml.

La Fig. 7 muestra un SEM de este material en una proporcion 1:1 poli-L-
ornitina:oligonucledtido. Se elaboraron las microesferas con un tamafo de 0,2-8
um, siendo el tamafio medio de particula de aproximadamente 2 ym. Se observo
la precipitacion de un material desconocido. En estudios HPLC adicionales se
comprobd que estos precipitados se componian de PEG/PVP residual,
principalmente de PVP.
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Ejemplo 3

Se realizaron estudios in vivo utilizando el modelo de ratébn NOD con diabetes
mellitus tipo 1. La diabetes tipo 1 se manifiesta por la destruccion autoinmune de
las células beta pancreaticas productoras de insulina, segun se muestra en la Fig.
1. Se utilizan oligonucleétidos AS en tres administraciones en un intento de
impedir la destruccion autoinmune de las células beta. La finalidad era
obstaculizar la funcién de las células dendriticas mediante focalizacion de los
transcriptos primarios de CD40, CD80 y CD86 que codifican las proteinas
superficiales de las células dendriticas necesarias para la activacion de las células
T. Es sabido que las células dendriticas con niveles bajos de CD40, CD80 y CD86
promueven la supresién in vivo de las redes de células inmunes. Estas cascadas
pueden resultar en una hiporreceptividad de las células T a las células beta in
Vivo.

En el primer grupo de animales de ensayo se propagaron células dendriticas ex
vivo de médula 6sea de progenitores de ratones NOD. Se afadieron las
combinaciones de los tres oligonucledtidos AS destinados a los transcriptos
primarios de CD40, CD80 y CE86 a las células en cultivo tisular. Después de la
incubacion, las células dendriticas transfectadas con oligonucledtidos AS se
inyectaron en receptores singenéticos de 5 a 8 semanas de edad (todavia no
diabéticos). Esto es un enfoque conocido del suministro ex-vivo.

Paralelamente, se inyectaron microesferas de oligonucleétidos AS directamente
en otros ratones NOD de la misma edad. Se administré una sola inyeccion a cada
uno de los ratones tratados. Otro grupo de estos ratones NOD no se trato y sirvio
como control.

La Fig. 8 muestra que los ratones NOD de control sin tratamiento desarrollaron la
diabetes a la edad de 23 semanas. El grupo de células dendriticas sometidas a
transfeccion ex vivo con oligonucleétidos AS y reinfusion del grupo de células
dendriticas (AS-ODN DC) mostré un retardo en el desarrollo de la diabetes con un
20% restante "Sin Diabetes", indicando que los niveles de glucosa se mantienen
dentro de un rango no diabético. De los ratones NOD con inyeccion de
microesferas in vivo un 71% era "Sin Diabetes" a las 43 semanas.
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REIVINDICACIONES

Microesferas que comprenden oligonucleétidos dirigidas a unir transcriptos
primarios seleccionados del grupo consistente en transcriptos primarios
CD40, CD80 y CD86 y combinaciones de los mismos, donde los
oligonucleétidos sub-regulan o suprimen la expresion in vivo de CDA40,
CD80 y/o CD86 y donde los oligonucledtidos constituyen mas del 30 por
ciento en peso de las microesferas, con respecto al peso total de las
microesferas, teniendo dichas microesferas un tamafno medio de particula
no mayor a 50 micras.

Microesferas segun la reivindicacion 1, caracterizadas porque comprenden
un primer oligonucleétido antisentido dirigido al transcripto primario CD40,
un segundo oligonucleétido antisentido dirigido al transcripto primario CD80
y un tercer oligonucleétido antisentido dirigido al transcripto primario CD86,
donde cada uno de dichos primeros, segundos y terceros oligonucleétidos
sub-regula o suprime la expresion in vivo de CD40, CD80 y CD86
respectivamente.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, caracterizadas
porque comprenden ademas un polication.

Microesferas segun la reivindicacién 3, caracterizadas porque consisten
esencialmente en oligonucledtidos antisentido y el polication.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-4, caracterizadas
porgue son capaces de ser recogidas por las células dendriticas.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-5, caracterizadas
porque estan en wuna composicion inyectable adecuada para la
administracion in vivo.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-6, caracterizadas
porque son adecuadas para la administracién subcutanea.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, caracterizadas
porque tienen un tamafio medio de particula inferior a 50 micras.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, caracterizadas
porque tienen un tamafio de particula de 0,2 micras a 8 micras.
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Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, caracterizadas
porque tienen un tamafio de particula de 0,5 micras a 4 micras.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, caracterizadas
porque tienen un tamafo medio de particula de aproximadamente 2 micras.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-7, caracterizadas
porque tienen un tamafo medio de particula de aproximadamente 2,5
micras.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para su
utilizacion en medicina.

Microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-12 para su uso en
el tratamiento de la diabetes tipo 1.

Microesferas inyectables segun la reivindicacion 14.

Utilizacién de las microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-
14 en la fabricacion de un medicamento para el suministro de acidos
nucleicos en forma de una composicion de microesferas a una persona con
diabetes tipo 1 por una via de administracion seleccionada del grupo
consistente en la administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea,
topica, intradermal, intraperitoneal, oral, pulmonar, ocular, nasal y rectal.

Utilizacién de las microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-
15 en la fabricacion de un medicamento para proteger las células beta del
pancreas de ratones diabéticos no obesos de la destruccion autoinmune,
incluyendo la inyeccion subcutanea de las microesferas.

Utilizacién de las microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-
15 para la fabricacion de un medicamento para proteger las células beta
del pancreas de individuos de la destruccion autoinmune mediante
inyeccion subcutanea de la composicion, opcionalmente siendo el individuo
un humano.

Utilizacién de las microesferas segun cualquiera de las reivindicaciones 1-
15 en la fabricacion de un medicamento para proteger las células beta del
pancreas de individuos de la destruccion autoinmune y de la aparicion de
diabetes tipo 1 mediante inyeccién subcutanea de las microesferas.
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