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DESCRIPCION

Minicélulas intactas de origen bacteriano que encierran un acido nucleico funcional exento de plasmido para la
administracion in vivo a células de mamifero

Antecedentes de la invencion

Recientemente, se desarrollaron una serie de estrategias basadas en acidos nucleicos para modular diversas
funciones celulares (Opalinska y Gewirtz, 2002). Algunas clases de oligonucleétidos como aptameros,
oligonucledtidos sefiuelo que se unen a factores de transcripcion, ribozimas, oligonucleétidos que forman triplex,
motivos CpG inmunoestimulantes, oligonucleétidos antisentido (incluidos los acidos nucleicos peptidicos), ARN
interferentes pequefios y microARN han despertado mucho interés como herramientas de investigacion, debido a su
modo altamente especifico de accion. Estos acidos nucleicos oligoméricos también tienen un potencial considerable
como medicamentos. No obstante, dichos medicamentos enfrentan varios obstaculos como la inestabilidad de los
acidos nucleicos libres y la administracion celular segura, eficaz y dirigida de estas macromoléculas (Dykxhoorn y
Lieberman, 2005).

Un foco de muchas estrategias terapéuticas basadas en acidos nucleicos es el fenédmeno de la interferencia de ARN
(ARNi), por la cual el ARN bicatenario (ARNbc) largo de una célula conduce a la degradacion especifica de la
secuencia de transcritos de genes homodlogos (complementarios o parcialmente complementarios). Mas
concretamente, las moléculas de ARNbc largo son procesadas en moléculas de ARN mas pequefias por una
ribonucleasa endégena denominada "Dicer" (Grishok ef al., 2000; Zamore et al., 2000). Las moléculas de ARN mas
pequefias se conocen como "ARN interferente pequefio” (ARNip) cuando derivan de fuentes exdgenas y como
"microARN" (ARNmi) cuando son producidas a partir de genes que codifican ARN en el propio genoma de la célula.
Estas dos clases de ARN reguladores pequeiios (por lo general, 21 a 23-nucledtidos) también difieren en que los
ARNmMi muestran sélo complementariedad parcial para las dianas del ARN mensajero (ARNm).

Los ARN reguladores cortos se unen al denominado "complejo de silenciamiento inducido por ARN" (RISC), que
tiene una actividad de helicasa y una actividad de endonucleasa. La actividad de helicasa desenrolla las dos hebras
de las moléculas de ARN, permitiendo que la hebra antisentido se una a la molécula de ARN a la que se dirige
(Zamore et al., 2000; Zamore, 2002; Vickers et al., 2003). La actividad de endonucleasa hidroliza el ARN que es la
diana en el sitio donde se une la hebra antisentido.

En la ARNi, por lo tanto, una molécula de ARN monocatenario (ARNmc) se une a la molécula de ARN que es la
diana segun las reglas de apareamiento de bases de Watson-Crick y recluta una ribonucleasa que degrada el ARN
que es la diana. Por el contrario, la supresion antisentido de la expresion génica conlleva la unidon del ARNmc al
ARNm, blogueando la traduccién, sin catalizar la degradacion del ARNm.

Como clase, los ARN reguladores tienen una vida media de menos de una hora en el plasma humano (Layzer et al.,
2004) y son excretados rapidamente por los rifiones. En consecuencia, varios grupos han intentado preparar ARN
reguladores, incluidos los ARNip, que sean resistentes a las nucleasas. Ejemplos de tales esfuerzos incluyen
modificar quimicamente los nucleétidos (por ejemplo, 2'-F, 2'-OMe, acidos nucleicos bloqueados; LNA) o el
esqueleto fosfodiéster, por €j. uniones fosforotioato (Chiu y Rana 2003; Choung et al., 2006; Czauderna et al., 2003;
Elmén et al., 2005; Layzer et al., 2004; Morrissey et al., 2005). Ademas, para minimizar el tiempo que los ARNip u
otros ARN reguladores pasan en circulacion, los profesionales han conjugado las moléculas de ARN a proteinas y
anticuerpos para la administracion dirigida a células de mamiferos deseadas. En otros esfuerzos por abordar los
problemas de baja estabilidad y rapida excrecion renal, los profesionales han desarrollado vehiculos para la
administracion de ARN reguladores. También estan siendo explorados poliplejos (formados por autoensamblaje de
acidos nucleicos con policationes), lipopoliplejos (formados por la condensacion inicial del acido nucleico con
policationes, seguido de la adicién de lipidos catidnicos), liposomas y nanoparticulas sintéticas.

Estos métodos también enfrentan numerosos obstaculos, como (a) la rapida depuracion del suero de las proteinas
portadoras a través de la excrecion renal, (b) el limitado numero de moléculas de ARN regulador que se pueden
conjugar a cada proteina portadora, (c) la dificultad en la disociacion intracelular de la proteina transportadora de los
ARN reguladores intactos, (d) la rapida depuracion debida a los poliplejos que se unen a las proteinas del suero que
pueden actuar como opsoninas (Dash et al.1999) y (e) la inestabilidad de los liposomas in vivo, que causa la
liberacion de acidos nucleicos en el suero y la potencial transformacién no especifica.

También se han desarrollado vectores virales para producir endégenamente ARN reguladores. Véase, por €.,
Devroe y Silver, 2004. Sin embargo, estos vectores virales plantean serias preocupaciones de seguridad. Los
problemas ilustrativos incluyen la recombinacion con virus naturales, potencial oncogénico y de insercion,
inmunosupresion inducida por virus, capacidad limitada de los vectores virales para acarrear grandes segmentos de
ADN, reversion a la virulencia de los virus atenuados, dificultades en la fabricacién y distribucion, baja estabilidad y
reacciones adversas (Hacein-Bey-Abina et al., 2003; Kootstra y Verma, 2003; Raper ef al., 2003; Verma y Weitzman,
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2005; Check, 2005).

También se han desarrollado sistemas basados en plasmidos para la expresién recombinante, in situ de un ARN
regulador, como un ARNip o un precursor mas grande (~ 70 nt), un ARN horquillado corto (ARNhc). Un ARNhc
contiene secuencias sentido y antisentido de un gen que es la diana que estan conectadas por un bucle en horquilla.
Véase, por €j., Paddison et al., 2002. Los ARNhc se pueden expresar a partir de un promotor tipo pol Ill o en el
contexto de un ARNmi, mediante promotores pol Il.

Como se describe en la solicitud internacional WO 03/033519, los plasmidos que codifican un ARNhc, ARNip u otro
ARN regulador se pueden transformar en una cepa bacteriana progenitora que produzca minicélulas intactas, en
vitud de una mutacién que cause la divisidon celular asimétrica. Dicha transformacion produce bacterias
recombinantes en las cuales el plasmido se replica intracelularmente, introduciendo gran cantidad de plasmidos en
el citoplasma bacteriano. Durante la division asimétrica, algunos de los plasmido se segregan en el citoplasma
minicelular originando minicélulas recombinantes. Después las minicélulas pueden administrar el ADN plasmidico a
una célula de mamifero, en la que el ADN plasmidico migra hacia el nucleo celular. En el nucleo el ADN plasmidico
expresa el ARNhc u otro ARN regulador, segun sea el caso, y el acido nucleico resultante migra luego al citoplasma,
donde puede efectuar ARNi o supresion génica, dependiendo de la naturaleza del ARN regulador involucrado.

Sin embargo, debido a que estos métodos requieren maquinaria hospedadora, administrar cantidades
terapéuticamente eficaces de acido nucleico mediante sistemas basados en la expresion, implica procesos
complejos y prolongados que limitan su eficacia. Por consiguiente, es necesaria una metodologia mas eficaz para la
administracion de acidos nucleicos funcionales, como los ARN reguladores, para la administracion dirigida a células.

WO/2006/021894 describe la administraciéon de moléculas de ARN a células de mamifero mediante minicélulas de
origen bacteriano. Mas especificamente, los ejemplos dan a conocer plasmidos, que codifican una secuencia de
ARN, que fueron transformados en células bacterianas. Las células bacterianas recombinantes resultantes
engendraron minicélulas que recibieron los plasmidos, y las minicélulas que contenian los plasmidos fueron a su vez
absorbidas por células de mamifero, en las cuales se liberaron los plasmidos dando lugar a la transcripcion de la
secuencia de ARN en las células de mamifero.

Resumen de la invencion

Por consiguiente, de conformidad con un aspecto de la invencién, una composicidon que contiene (a) una pluralidad
de minicélulas intactas, de origen bacteriano, en donde cada minicélula de dicha pluralidad contiene ARN regulador
que esta empacado en dichas minicélulas y (b) un portador farmacéuticamente aceptable para ellas, donde hay una
ausencia en dichas minicélulas de un constructo para la expresion in situ de dicho ARN regulador, donde dicho ARN
regulador se elige del grupo que consiste en ARNip, ARNmi y ARNhc y donde dicha pluralidad contiene una
cantidad terapéuticamente eficaz de dicho ARN regulador.

El acido nucleico funcional empacado en las minicélulas puede ser dirigido a transcritos de ARN que codifican una
proteina que contribuye a la resistencia a los farmacos, la resistencia a la apoptosis o la neoplasticidad, entre otras
cosas. Asimismo, una composicion de la invencion puede contener ademas un ligando biespecifico compuesto, por
ejemplo, por un primer brazo especifico para una estructura de superficie de una minicélula y un segundo brazo
especifico para un receptor de superficie de una célula de mamifero no fagocitica.

La invencién permite un método para la administracién de un acido nucleico funcional a una célula de mamifero que
es la diana. La metodologia inventiva consiste en (a) proporcionar una pluralidad de minicélulas intactas en un
portador farmacéuticamente aceptable, donde cada minicélula de la pluralidad contiene acido nucleico exento de
plasmido funcional y (b) poner en contacto las minicélulas de la pluralidad con las células de mamifero de modo que
las células de mamifero engullan las minicélulas de la pluralidad, mediante lo cual el acido nucleico funcional se
libera en el citoplasma de las células que son la diana. Como se menciond, el ARN regulador como ARNip, ARNmi y
ARNhc, puede dirigirse a transcritos de ARN que codifican una proteina que contribuye a la resistencia a los
farmacos, la resistencia a la apoptosis o la neoplasticidad. En otras realizaciones, la metodologia comprende
ademas administrar un farmaco, diferente del acido nucleico funcional, a la célula de mamifero que es la diana. El
farmaco se puede administrar después simultdneamente o incluso antes de la administracion de la composicion de
minicélulas.

De conformidad con otro aspecto, la presente invencién contempla un método para formular las minicélulas de la
composicion de la invencion. El método comprende coincubar en un tampoén (A) una pluralidad de minicélulas
intactas de origen bacteriano con (B) ARN regulador exento de plasmido, obteniendo asi minicélulas que contienen
dicho ARN regulador, donde dicho ARN regulador se elige del grupo formado por ARNip, ARNmi y ARNhc. En
algunas realizaciones, la coincubacion puede implicar una agitacion suave, en tanto en otras la coincubacion es
estatica. En algunos aspectos, la coincubacion dura aproximadamente media hora, en tanto en otros, dura
aproximadamente una hora. En una realizacion, el tampon consiste en solucion salina tamponada por ejemplo una
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solucién tampon de fosfato 1X. En ofra realizacion, la coincubacion se realiza a una temperatura entre
aproximadamente 4 °C y aproximadamente 37 °C, entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 30 °C de
aproxmadamente 25 °C, o de aproximadamente 37 °C. La coincubacién puede contener aproximadamente 107, 108,
10°,10'°, 10", 1012010 minicélulas.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas se tornaran evidentes a partir de la descripcion detallada siguiente. La
descripcion detallada y los ejemplos especificos se proporcionan sélo a efectos ilustrativos puesto que varios
cambios y modificaciones comprendidos por el alcance de la invencién seran evidentes para los expertos en el area
a partir de esta descripcion detallada. Ademas, los ejemplos demuestran el principio de la invencion y no se puede
esperar que se ilustre especificamente la aplicacion de esta invencion para todos los ejemplos en los que sera
obviamente Util para aquellos expertos en el estado anterior de la técnica.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 describe minicélulas intactas con ARNip empacado marcado con fluoréforo Cy3. La figura 1A es de
un microscopio de luz, en tanto la figura 1B muestra la misma diapositiva pero vista bajo luz fluorescente con
un filtro de excitacion de 515-560 que revela las moléculas de ARNip fuertemente fluorescentes coincidentes
con las minicélulas.

La figura 2 es una imagen captada por microscopia confocal de fluorescencia y muestra la adhesion y la
internalizacion de minicélulas con ARNip-Plk1 empacado, dirigidas a EFGFR en células de cancer de mama
humano in vitro.

La figura 3 muestra graficamente un efecto antitumoral significativo logrado mediante tratamiento de
xenoinjertos de cancer de mama humano (MDA-MB-468) en ratones atimicos con minicélulas con KSP-ARNip
empacado dirigidas a EGFR. El grupo de control 1 (-4-) recibié solucién salina estéril, mientras que el grupo
experimental 2 (‘e—j) recibid EGFRminicéluIasAR;\“p.Ksp-(‘I 0%), cuatro veces por semana.

La figura 4 describe graficamente un efecto antitumoral significativo mediante tratamiento de xenoinjertos de
cancer de colon humano (HCT116) en ratones atimicos con minicélulas con KSP-ARNip empacado, en
conjuncién con minicélulas con carboplatino empacado, dirigidas a EGFR. El grupo 1 (- 4-) de ratones recibié

solucion salina estéril y los ratones de los grupos 2 (—A—), 3 (- m-) y 4 (-8-) se trataron en las primeras 10
dosis (ver figura 4) con 10° EGFRm|n|celulac~7AR;\1.p Plk1, EGFlenlcelulasAR;\j.p KsP-1 Y EGFlenlcelulasARN.p KSP-2,
respectivamente.

La figura 5 proporciona el analisis FACS, de diversos momentos post transinfeccion, de células de cancer de
colon (HCT116) tratadas con minicélulas experimentales, = minicélulasarnip«sp O EGkR minicélulasarnip-pik1. Las
figuras 5A - 5D proporcionan el anadlisis FACS de muestras recogidas 4 horas después de la transinfeccion,
mientras que las figuras 5E - 5H muestran el analisis de muestras recogidas 8 horas después de la
transinfeccion. Las figuras 5A¥ 5E muestran los resultados sélo de las células, mientras que las figuras 5B y
5F se refieren a células + “*"minicélulas vacias. Las figuras 5C g 5G muestran los resultados de células +

mlnlcelulam\RN.p ksp Y las figuras 5D y 5H se refieren a células + mlnlcelulam\m\j.p Plk1-

La figura 6 proporciona el analisis FACS, de diversos momentos post transinfeccion, de células de cancer de

colon (HCT116) tratadas con minicélulas experimentales, = minicélulasarnip«sp O EGkR minicélulasarnip-pik1. Las

figuras 6A - 6D proporcionan el analisis FACS de muestras recogidas 16 horas después de la transinfeccion,

mientras que las figuras 6E - 6H muestran el analisis de muestras recogidas 24 horas después de la

transinfeccion. Las flguras 6A y 6E muestran los resultados solo de las células, mientras que figuras 6B y 6F se

refleren a células + “®Fminicélulas vacias. Las figuras 6C vy BG muestran los resultados de células +
mlnlcelulam\RN.p ksp Y las figuras 6D y 6H se refieren a células +E mlnlcelulam\m\j.p Plk1-

La figura 7 proporciona el analisis FACS, de diversos momentos post transinfeccion, de células de cancer de

colon (HCT116) tratadas con minicélulas experimentales, = minicélulasarnipksp O EGkR minicélulasarnip-pik1. Las

figuras 7A - 7D proporcionan el analisis FACS de muestras recogidas 32 horas después de la transinfeccion,

mientras que las figuras 7E - 7H muestran el analisis de muestras recogidas 48 horas después de la

transinfeccion. Las figuras 7A¥ 7E muestran los resultados sélo de las células, mientras que las figuras 7B y

7F se refieren a células + minicélulas vacias. Las figuras 7C g 7G muestran los resultados de células +
mlnlcelulam\RN.p ksp Y las figuras 7D y 7H se refieren a células + mlnlcelulam\m\j.p Plk1-

Descripcion detallada de la invencion
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Conforme a la presente invencion, se pueden empacar cantidades terapéuticamente eficaces de ARN regulador en
minicélulas sin recurrir a productos quimicos irritantes o electroporacién. En este sentido, se ha desarrollado una
metodologia simple para empacar directamente tales concentraciones terapéuticamente eficaces de ARN regulador
en minicélulas intactas que no implique constructos de expresion basados en plasmidos o la maquinaria de
expresion de una célula huésped bacteriana. Por consiguiente, un segmento de polinucledtido que codifica el ARN
regulador no se clona en un ADN plasmidico ni un vector viral. En cambio, los acidos nucleicos funcionales exentos
de plasmido se empacan directamente en las minicélulas pasando a través de la membrana intacta de la minicélula.
Ademas, una composicion de minicélulas de la invencion puede administrar de manera segura y eficaz, a las células
de mamifero que son la diana, cantidades terapéuticamente eficaces de ARN reguladores como ARNip, ARNmi y
ARNhc.

Definiciones

A menos que se indique lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en esta descripcion tienen el
significado comunmente comprendido por un experto en el area correspondiente.

Para mayor comodidad, el significado de algunos términos y frases empleados en la memoria, los ejemplos y las
reivindicaciones adjuntas se proporcionan a continuacion. Otros términos y frases se definen a lo largo de la
memoria.

Las formas singulares "un," "
claramente lo contrario.

una" y "el", "la" incluyen las referencias en plural a menos que el contexto indique

"Oligonucledtido antisentido" se refiere a una molécula de acido nucleico complementaria de una porciéon de un
trascrito de un gen particular, que se puede hibridar al transcrito y bloquear su traduccion. Un oligonucledtido
antisentido puede estar constituido por ARN o ADN.

"Secuencia biomolecular" o "secuencia” se refiere a todo o parte de una secuencia polinucleotidica o polipeptidica.

"Cancer," "neoplasma", "tumor", "neoplasia maligna" y "carcinoma" que se usan indistintamente en este documento,
se refieren a las células o los tejidos que presentan un fenotipo de crecimiento aberrante caracterizado por una
pérdida significativa del control de la proliferacion celular. Los métodos y las composiciones de esta invencion se
aplican particularmente a las células malignas, premetastaticas, metastasicas y no metastasicas.

"Complementario” se refiere a la compatibilidad topoldgica o la coicidencia de las superficies de interacciéon de dos
moléculas, como una molécula de ARNip y su ARNm que es la diana. Las moléculas se pueden describir como
complementarias, y ademas, las caracteristicas de las superficies de contacto son complementarias entre si.

"Corresponde a" o "representa” cuando se utiliza en el contexto, por ejemplo, de un polinucleétido o secuencia que
"corresponde a" o "representa” un gen significa que una secuencia del polinucleétido esta presente en el gen o en el
producto génico del acido nucleico, por ejemplo, ARNm. El polinucleétido puede estar enteramente presente dentro
de un exdn de una secuencia genémica del gen, o diferentes porciones de la secuencia del polinucleétido pueden
estar presentes en exones diferentes, por ejemplo, de modo que la secuencia del polinucleétido contigua esté
presente en un ARNm, pre o post empalme, es decir un producto de la expresion del gen.

Un "ARN sefiuelo" es una molécula que puede adoptar una estructura idéntica a una region funcional importante del
ARN al que se va a dirigir. El ultimo ARN puede ser nativo para un huésped mamifero o un patégeno que ha
infectado una célula de mamifero, por ej. VIH. EI ARN sefiuelo secuestra la proteina que normalmente interacciona
con el ARN que es la diana dando lugar a una interrupcion del procesamiento normal del huésped mamifero o
patégeno.

"Farmaco" se refiere a cualquier principio farmacolodgica o fisiolégicamente activo que produce un efecto local o
sistémico en los animales, especialmente los mamiferos y los seres humanos.

"Expresion" se refiere generalmente al proceso por el cual una secuencia polinucleotidica pasa por un proceso de
transcripcion y traduccion exitoso de modo que se expresan niveles detectables de la secuencia de aminoacidos o la
proteina. En ciertos contextos en este documento, expresion se refiere a la produccion de ARNm. En otros
contextos, expresion se refiere a la produccién de proteinas.

"Acido nucleico funcional" se refiere a una molécula de &cido nucleico que, luego de la introduccién en una célula
huésped, interfiere especificamente con la expresion de una proteina. En general, las moléculas de acido nucleico
funcional tienen la capacidad de reducir la expresion de una proteina al interaccionar directamente con un transcrito
que codifica la proteina. EI ARN regulador, como ARNip, ARNhc, ARN corto (tipicamente menos de 400 bases de
longitud), micro-ARN (ARNmi), ribozimas y ARN sefiuelo y acidos nucleicos antisentido constituyen ejemplos de
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acidos nucleicos funcionales.

"Gen" se refiere a una secuencia polinucleotidica que comprende las secuencias de control y codificacion necesarias
para la producciéon de un polipéptido o precursor. El polipéptido puede ser codificado por una secuencia de
codificacion entera o por cualquier porcidon de la secuencia de codificacion. Un gen puede constituir una secuencia
de codificacion ininterrumpida o puede incluir uno o mas intrones, unidos mediante las uniones de empalme
apropiadas. Por otra parte, un gen puede contener una o mas modificaciones en las regiones de codificacion o sin
traducir que podrian afectar la actividad bioldgica o la estructura quimica del producto de expresion, la velocidad de
expresion o la forma de control de la expresion. Dichas modificaciones incluyen, pero no exclusivamente,
mutaciones, inserciones, deleciones y sustituciones de uno o mas nucledtidos. En este sentido, dichos genes
modificados se pueden denominar "variantes" del gen "nativo".

"Célula huésped" se refiere a una célula que puede ser, o ha sido, utilizada como receptor de un plasmido
recombinante u otra transferencia de polinucleétidos e incluye la progenie de la célula original que ha sido
transinfectada. La progenie de una célula individual puede no ser necesariamente completamente idéntica en
morfologia o en complemento de ADN gendmico o total a la de la progenitora original debido a una mutacion natural,
accidental o deliberada.

"Hibridacion" se refiere a cualquier proceso mediante el cual una secuencia polinucleotidica se une a una secuencia
complementaria a través de apareamiento de bases.

"Individuo", "sujeto" "huésped" y "paciente", que se usan indistintamente en esta descripcion, se refieren a cualquier
sujeto mamifero para el que se desea diagnéstico, tratamiento o terapia. En una realizacién preferida, el individuo,
sujeto, huésped o paciente es un ser humano. Otros sujetos pueden ser, pero no exclusivamente, ganado vacuno,
caballos, perros, gatos, conejillos de indias, conejos, ratas, primates y ratones.

"Marcador" se refiere a agentes que son capaces de proporcionar una sefal detectable, directamente o a través de
la interacciéon con uno o mas miembros adicionales de un sistema de produccion de sefales. Los marcadores que
son directamente detectables y pueden ser de utilidad en la invenciéon incluyen los marcadores fluorescentes. Los
fluoréforos especificos incluyen fluoresceina, rodamina, BODIPY, colorantes de cianina y similares. La invencion
también contempla el uso de isétopos radioactivos, como 358, 32P, °H y analogos como marcadores. También se
pueden utilizar marcadores colorimétricos como oro coloidal o perlas de vidrio o plastico (por ejemplo, poliestireno,
polipropileno, latex) coloreadas. Por ejemplo, véase las patentes de Estados Unidos N° 4,366,241, N° 4,277,437, N°
4,275,149, N° 3,996,345, N° 3,939,350, N° 3,850,752 y N° 3,817,837.

"Oligonucledtido" se refiere a un polinucledtido que contiene, por ejemplo, entre aproximadamente 10 nucleétidos
(nt) y aproximadamente 1000 nt. Los oligonucledtidos para usar en la invencion tienen preferentemente entre
aproximadamente 10 nt y aproximadamente 150 nt. El oligonucleétido puede ser un oligonucledtido natural o un
oligonucledtido sintético. Los oligonucleétidos se pueden modificar.

"Minicélula" se refiere a formas anucleadas de células bacterianas, engendradas por una alteracién en la
coordinacion, durante la fisién binaria, de la divisién celular con segregacion de ADN. Las minicélulas son diferentes
de otras vesiculas pequefias que se generan y liberan espontaneamente en ciertas situaciones y no son debidas a
reordenamientos genéticos especificos ni a expresion génica episdmica. En el contexto de esta invencion las
minicélulas estan intactas puesto que otras formas "despojadas”, como esferoplastos, poroplastos, protoplastos,
permitirian que se filtrara el acido nucleico funcional empacado y no serian terapéuticamente eficaces. La membrana
minicélular intacta permite que la carga sea retenida dentro de la minicélula y se libere intracelularmente dentro de la
célula huésped de mamifero que es la diana.

En esta descripcion, "modificado” y "quimicamente modificado" se refieren a oligonucleétidos o polinucledtidos con
uno o mas cambios quimicos en las estructuras moleculares naturales de todas o parte de las bases, porciones
azucar y uniones fosfato entre nucledsidos, asi como a las moléculas que afadieron sustituciones o una
combinacion de modificaciones en estos sitios. Las uniones fosfato entre nucledsidos pueden ser uniones entre
nucledtidos fosfodiéster, fosfotriéster, fosforoamidato, siloxano, carbonato, carboximetiléster, acetamidato,
carbamato, tioéter, fosforoamidato con puente, fosfonato de metileno con puente, fosforotioato, metilfosfonato,
fosforoditioato, fosforotioato o sulfona con puente, o uniones 3'-3', 5'-3' 0 5'-5' y combinaciones de uniones similares.
La unién fosfodiéster puede ser reemplazada con una unién sustituta, como fosforotioato, metilamino, metilfosfonato,
fosforoamidato y guanidina, y la subunidad ribosa de los polinucledtidos también puede ser sustituida (por ej. hexosa
fosfodiéster; acidos nucleicos peptidicos). Las modificaciones pueden ser internas (Unica o repetida) o en el extremo
o los extremos de la molécula de oligonucleétido y pueden incluir adiciones a la molécula de las uniones fosfato
entre nucledsidos, como modificaciones desoxirribosa y fosfato que se escinden de, o se entrecruzan con, las
cadenas opuestas u otras enzimas o proteinas asociadas. Las expresiones "oligonucledtidos modificados" y
"polinucledtidos modificados" también incluyen oligonucledtidos o polinucledtidos que contienen modificaciones en
las porciones azucar (por ejemplo, monémeros ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos 3'-sustituidos), todos los
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cuales estan unidos entre si mediante uniones 5' a 3'.

La frase "moléculas de acido nucleico" y el término "polinucleétidos" denotan formas poliméricas de nucleétidos de
cualquier longitud, ya sean ribonucleétidos o desoxinucledtidos. Incluyen ADN o ARN mono, bi o multicatenario,
ADN gendmico, ADNc, hibridos ADN-ARN o un polimero compuesto por bases purina y pirimidina u otras bases
nucleotidicas naturales, modificadas quimica o bioquimicamente, no naturales, o derivadas. El esqueleto de un
polinucledtido puede contener grupos azucar y fosfato (como se pueden encontrar generalmente en el ARN o ADN),
o0 grupos azucar o fosfato modificados o sustituidos. Alternativamente, el esqueleto del polinucleétido puede
contener un polimero de subunidades sintéticas como fosforoamiditas y asi puede ser un fosforoamidato de
oligodesoxinucledsido o un oligémero mixto de fosforoamidato-fosfodiéster. Un polinucledtido puede contener
nucleétidos modificados, como nucledtidos y analogos de nucleétidos metilados, uracilo, otros azucares, y grupos de
union como fluororribosa y tioato, y ramificaciones de nucleétido. Un polinucleétido se puede modificar ademas, por
ejemplo por conjugacién con un componente marcador. Otros tipos de modificaciones incluyen caquetes, sustitucion
de uno o mas de los nucledtidos naturales con un analogo e introduccion de medios para unir el polinucleétido a
proteinas, iones metalicos, componentes marcadores, otros polinucleétidos o un soporte sélido.

"Farmacéuticamente aceptable” se refiere a la compatibilidad fisiologica. Un portador o excipiente
farmacéuticamente aceptable no anula la actividad biolégica de la composicién que se esta administrando, es
quimicamente inerte y no es tdxico para el organismo en el cual se administra.

El calificativo "exento de plasmido" denota la ausencia de un constructo, como un plasmido o un vector viral, para la
expresion in situ de un acido nucleico funcional.

"Polipéptido” y "proteina”, que se usan indistintamente en este documento, se refieren a una forma polimérica de
aminoacidos de cualquier longitud, que puede incluir aminoacidos traducidos, sin traducir, modificados
quimicamente, modificados bioquimicamente y derivados. Un polipéptido o proteina puede ser natural, recombinante
o sintético, o cualquier combinacion de éstos. Ademas, un polipéptido o proteina puede comprender un fragmento de
una proteina o un péptido natural. Un polipéptido o proteina puede ser una molécula Unica o puede ser un complejo
multimolecular. Ademas, dichos polipéptidos o proteinas pueden tener esqueletos peptidicos modificados. Los
términos incluyen proteinas de fusion, incluidas proteinas de fusién con una secuencia de aminoacidos heterdloga,
fusiones con secuencias lider heterélogas y homadlogas, con o sin residuos de metionina N-terminales, proteinas
marcadas inmunoldgicamente, y similares.

"Purificado” se refiere a un compuesto que se extrae de su entorno natural y esta al menos aproximadamente 60%,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99.9% o0 99.99% exento de
otros componentes con los que se asocia naturalmente.

"ARN regulador" denota una categoria que incluye los ARN que afectan la expresion por interferencia de ARN,
supresion de la expresion génica u otro mecanismo. En consecuencia, ademas de ARNhc, ARNip, ARNmi y ARNmc
antisentido, la categoria de ARN reguladores incluye ribozimas y ARN sefiuelos, entre otros.

"Ribozima" se refiere a una molécula de ARN que tiene una actividad enzimatica que puede escindir repetidamente
otras moléculas de ARN de manera especifica de la secuencia de bases de nucleétidos.

"Interferencia” de ARN (ARNi) denota un mecanismo guiado por ARN como el descrito antes, que implica la
degradacion del ARN complementario o parcialmente complementario que es la diana, para la regulacion especifica
de la secuencia o del gen de la expresion génica (sintesis de proteinas).

"Identidad de secuencia" denota un grado de similitud o complementariedad. Puede haber identidad parcial o
identidad total. Una secuencia parcialmente complementaria es la que inhibe al menos parcialmente a una
secuencia idéntica de hibridarse a un polinucleétido que es la diana; se hace referencia a ella utilizando la expresion
funcional "sustancialmente idéntica". La inhibicién de la hibridacion de la secuencia totalmente complementaria a la
secuencia que es la diana se puede examinar utilizando un ensayo de hibridacion (transferencia Southern o
Northern, hibridacién en solucién y similares) en condiciones de baja rigurosidad. Una secuencia o sonda
sustancialmente idéntica competira por, e inhibira, la uniéon (es decir la hibridaciéon) de una secuencia o sonda
completamente idéntica a la secuencia que es la diana, en condiciones de baja rigurosidad. Esto no quiere decir que
las condiciones de baja rigurosidad son tales que la unidon no especifica esta permitida; las condiciones de baja
rigurosidad requieren que la union de dos secuencias, una a la otra, sea una interaccion especifica (es decir,
selectiva). La ausencia de unién no especifica se puede determinar mediante el uso de una segunda secuencia que
sea la diana que carezca incluso de un grado parcial de complementariedad (por ejemplo, menos de 30% de
identidad); en ausencia de unién no especifica, la sonda no se hibridara a la segunda secuencia no complementaria
que es la diana.

Otra forma de ver la identidad de secuencia, en el contexto para dos secuencias de acidos nucleicos o polipéptidos,
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implica establecer referencias para residuos en las dos secuencias que son las mismas cuando se alinean para la
maxima coincidencia en una region determinada. Segun se usa en este documento, "porcentaje de identidad de
secuencia" significa el valor determinado mediante comparacion de dos secuencias perfectamente alineadas en una
ventana de comparacion, en la cual la porcién de la secuencia polinucleotidica en la ventana de comparacién puede
contener adiciones o deleciones (es decir, huecos) en comparacion con la secuencia de referencia (que no contiene
adiciones ni deleciones) para una alineacion 6ptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determinando el
numero de posiciones en las que aparece una base de acido nucleico idéntica en ambas secuencias para calcular el
numero de posiciones coincidentes, dividiendo el niUmero de posiciones coincidentes entre el nimero total de
posiciones en la ventana de comparacion y multiplicando el resultado por 100 para obtener el porcentaje de
identidad de secuencia.

"ARN interferente pequefio” (ARNip) se refiere a moléculas de ARN bicatenario, generalmente, de 10 a
aproximadamente 30 nucleétidos de longitud que son capaces de mediar la interferencia de ARN (ARNi). En
general, las moléculas de ARNip tienen la capacidad de reducir la expresién de una proteina al interaccionar
directamente con un transcrito que codifica la proteina.

Una cantidad "terapéuticamente eficaz" de acido nucleico funcional es una dosis de la molécula en cuestion, por
ejemplo, ARNip, ARNmi o ARNhc libre, que invoca una respuesta farmacolégica cuando se administra a un sujeto,
de acuerdo con la presente invencion. En el contexto de la presente invencion, por lo tanto, una cantidad
terapéuticamente eficaz puede ser calibrada por referencia a la prevencién o mejora de una afeccion o sintoma
adverso asociado a una enfermedad o trastorno, en un modelo animal o en un sujeto humano, cuando se
administran minicélulas con acido nucleico funcional empacado, como se describe en mayor detalle a continuacion.
Una cantidad que resulta una "cantidad terapéuticamente eficaz" en una determinada instancia, para un sujeto en
particular, puede no ser eficaz para el 100% de los sujetos tratados del mismo modo para la enfermedad o afeccion
bajo consideracion, aun cuando dicha dosis sea considerada una "cantidad terapéuticamente eficaz" por los
profesionales. La dosis apropiada en este sentido también variara en funcion, por ejemplo, del tipo, la etapa y la
gravedad de la enfermedad o afeccion a ser afectada. En cualquier caso, la presente ilustracion de pruebas in vitro
(Ejemplo 2) y pruebas in vivo (Ejemplos 4, 5 y 6) segun la presente invencion, asi como de la metodologia para
cuantificar una cantidad administrada en minicélulas de una molécula de acido nucleico funcional (Ejemplo 3),
cuando se considere a la luz de toda la descripcidn, capacita a una persona conocedora en ensayos preclinicos y
clinicos de posibles farmacos para determinar, a través de la experimentacion sistematica, la cantidad
terapéuticamente eficaz de acido nucleico funcional para una indicacién particular.

Los términos "tratamiento”, "que trata", "tratar" y similares se refieren a la obtencién de un efecto farmacoldgico y/o
fisioldgico deseados. El efecto puede ser profilactico en términos de prevenir parcial o completamente una
enfermedad o un sintoma de ésta, y/o puede ser terapéutico en términos de una estabilizacion o cura parcial o total
de una enfermedad y/o un efecto adverso atribuible a la enfermedad. "Tratamiento" cubre cualquier tratamiento de
una enfermedad en un mamifero, particularmente un humano, € incluye (a) prevenir la aparicion de la enfermedad o
el sintoma en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad o el sintoma, pero que aun no se le ha
diagnosticado; (b) inhibir la enfermedad o el sintoma, es decir detener su progreso; o (c) aliviar la enfermedad o el
sintoma, es decir, causar la regresion de la enfermedad o el sintoma.

Minicélulas

Las minicélulas de la invencién son formas anucleadas de E. coli u otras células bacterianas, engendradas por una
alteracion en la coordinacion, durante la fision binaria, de la divisiéon celular con segregacion de ADN. La replicacion
cromosomica procariota esta vinculada a la fisiéon binaria normal, que implica la formacién del tabique intermedio de
la célula. En E. coli, por ejemplo, la mutacion de los genes min, tales como minCD, puede eliminar la inhibicion de la
formacion del tabique en los polos de la célula durante la division celular, dando lugar a la produccion de una célula
hija normal y una minicélula anucleada. Véase de Boer et al., 1992; Raskin & de Boer, 1999; Hu & Lutkenhaus,
1999; Harry, 2001. Las minicélulas son diferentes de otras vesiculas pequefias que se generan y liberan
espontaneamente en ciertas situaciones y, en contraste con las minicélulas, no se deben a reordenamientos
genéticos especificos ni a la expresion génica episdmica. En una realizacion preferida, las minicélulas poseen
paredes celulares intactas ("minicélulas intactas").

Ademas de mutaciones en el operéon min, también se generan minicélulas anucleadas luego de una serie de otros
reordenamientos genéticos o mutaciones que afectan la formacién del tabique, por ejemplo en el diviVB1 en el B.
subtilis. Véase Reeve y Cornett, 1975. Las minicélulas también se pueden formar después de una perturbacion en
los niveles de expresion génica de proteinas implicadas en la divisidon celular/segregacion cromosémica. Por
ejemplo, la sobreexpresion de minE conduce a la division polar y la produccion de minicélulas. Del mismo modo,
minicélulas menos cromosoma pueden resultar de defectos en la segregacion cromosémica por ejemplo la mutacion
smc en Bacillus subtilis (Britton et al., 1998), la delecion de spoOJ en B. subtilis (Ireton et al., 1994), la mutacion
mukB en E. coli (Hiraga et al., 1989), y la mutacién parC en E. coli (Stewart y D'Ari, 1992). Los productos génicos se
pueden suministrar en trans. Cuando son sobreexpresados desde un plasmido de alto ndmero de copias, por
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ejemplo, CafA puede aumentar la velocidad de divisién celular y/o inhibir la particion cromosémica después de la
replicacion (Okada et al., 1994), resultando en la formacidon de células encadenadas y minicélulas anucleadas
(Wachi et al, 1989). Las minicélulas se pueden preparar a partir de cualquier célula bacteriana de origen
grampositivo o gramnegativo.

En un aspecto, las minicélulas pueden contener uno o mas acidos nucleicos funcionales exentos de plasmido cuya
administracion se desea. Los acidos nucleicos funcionales de la invencién tienen la capacidad de reducir la
expresion de una proteina al interaccionar directamente con un transcrito que codifica la proteina.

Empacado de acido nucleico funcional en minicélulas intactas

El acido nucleico funcional se puede empacar directamente en minicélulas intactas. El proceso omite los pasos
requeridos previamente, por ejemplo, de clonar acidos nucleicos que codifican acido nucleico funcional en plasmidos
de expresion, transformar bacterias progenitoras que producen minicélulas con los plasmidos y generar minicélulas
recombinantes. En cambio, el acido nucleico funcional exento de plasmido se puede empacar directamente en
minicélulas intactas mediante coincubacion de una pluralidad de minicélulas intactas con acido nucleico funcional en
un tampon. En algunas realizaciones, la coincubacion puede implicar una agitacion suave, en tanto en otras la
coincubacién es estatica. Un periodo de coincubacién de aproximadamente una hora ha demostrado ser suficiente,
pero periodos mas cortos, como de aproximadamente media hora también pueden ser eficaces. En una realizacion,
el tampon consiste en solucion salina tamponada por ejemplo una solucion tampoén de fosfato 1X. La solucion salina
tamponada puede estar en forma de gelatina. En otra realizacion, la coincubacion se realiza a una temperatura entre
aproximadamente 4 °C y aproximadamente 37 °C, entre aproximadamente 20 °C y aproximadamente 30 °C, de
aproximadamente 25 °C, o de aproximadamente 37 °C. En otros aspectos, la coincubaciéon puede comprender
aproximadamente107, 108, 109, 1010, 1011, 10" o0 10" minicélulas. Los parametros especificos de temperatura,
tiempo, tampdn, concentracion de minicélulas, etc. se pueden optimizar para una combinaciéon de condiciones
particular.

El éxito de este método es sorprendente porque, por mas de cuatro décadas, los profesionales han desarrollado una
diversidad de procesos quimicos y electroquimicos (revisado por Miller, 1994) para transformar los acidos nucleicos
dentro de células bacterianas. Los profesionales han utilizado una medida tan severa porque la sabiduria
convencional ha sostenido que los acidos nucleicos como ARNip, ARNmi o ARNhc exentos de plasmido son
demasiado grandes para ingresar pasivamente en el citoplasma de la minicélula. Por ejemplo, las porinas, que son
proteinas en barril B que normalmente actian como poros de difusién, permiten el transporte pasivo a través de la
membrana bacteriana externa de moléculas con pesos moleculares de 600 Dalton o menos (Nikaido, 1994).
Mientras tanto, el ADN plasmidico bicatenario que codifica ARNhc supera 1 millén de Dalton y los ARNip o ARNmi
bicatenarios superan los 15 000 Dalton.

Ademas, una vez empacados, los acidos nucleicos funcionales permanecen dentro de la minicélula y estan
protegidos de la degradacion. En este sentido, estudios de incubacion prolongados con minicélulas con ARNip
empacado incubadas en solucion salina estéril no mostraron ninguna filtracion de ARNip. Ademas, coincubar
minicélulas con ARNip empacado con nucleasas, confirmé que los ARNip habian penetrado la membrana externa de
las minicélulas intactas y estaban protegidos de la degradacion. Del mismo modo, a pesar del hecho de que se
podria esperar que las minicélulas portasran nucleasas residuales del citoplasma bacteriano progenitor, los ARNip
empacados son estables en el citoplasma de la minicélula. EI ARNip empacado también evita la maquinaria
degradadora presente dentro de los fagolisosomas, como acidos, radicales libres de oxigeno e hidrolasas acidas
(Conner y Schmid, 2003), para efectuar el knockdown (reduccion de la expresion) del ARNm que es la diana dentro
de la célula de mamifero.

En otras realizaciones, varios acidos nucleicos funcionales dirigidos a diferentes ARNm que son la diana, se pueden
empacar en la misma minicélula. Este método se puede utilizar para combatir la resistencia a los farmacos y la
resistencia a la apoptosis. Por ejemplo, los pacientes con cancer habitualmente presentan resistencia a los
medicamentos quimioterapéuticos. Dicha resistencia puede ser mediada por la sobreexpresién de genes como
bombas de multirresistencia a los farmacos (MDR) y genes antiapoptéticos, entre otros. Para combatir esta
resistencia, las minicélulas se pueden empacar con concentraciones terapéuticamente significativas de acido
nucleico funcional para los genes asociados a MDR y administrar a un paciente antes de la quimioterapia. Ademas,
empacar en la misma minicélula varios acidos nucleicos funcionales dirigidos a diferentes ARNm que son la diana,
puede aumentar el éxito terapéutico puesto que la mayoria de las dianas moleculares estan sujetas a mutaciones y
tienen alelos multiples.

Por lo tanto, empacar acido nucleico funcional exento de plasmido directamente en minicélulas intactas, como se
describe aqui, ofrece numerosas ventajas. Por ejemplo, dado que el método inventivo no requiere modificar
genéticamente las bacterias progenitoras para dar cabida a la expresion de acido nucleico funcional, se puede usar
una bacteria progenitora para producir minicélulas que contengan muchos tipos de acidos nucleicos, dirigidos a una
diversidad de indicaciones. Asimismo, se puede cargar una minicélula con varios ARN diferentes, evitando o
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superando de esta manera los mecanismos de resistencia.
Acidos nucleicos funcionales

Como se sefialo antes, acido nucleico funcional denota una categoria que incluye moléculas de acido nucleico que
afectan la expresion por interferencia de ARN, supresion de la expresion génica u otro mecanismo. Dichas
moléculas son ejemplificadas por ADN o ARN mono, bi o multicatenario. Los ejemplos de acidos nucleicos
funcionales incluyen, pero no exclusivamente, ARN regulador, como ARNhc, ARNip, ARNmi y ARNmc antisentido,
por consiguiente, ribozimas y ARN sefiuelos y acidos nucleicos antisentido.

En una realizacion preferida de la invencion, las minicélulas intactas son portadoras de moléculas de ARNip. Las
moléculas de ARNip son Utiles para llevar a cabo ARNi, un mecanismo de silenciamiento génico postranscripcional.
Como se indico, "ARNip" se refiere generalmente a moléculas de ARN bicatenario de aproximadamente 10 a
aproximadamente 30 nucledtidos de longitud que se denominan asi por su capacidad para interferir especificamente
con la expresion de proteinas. Preferentemente, las moléculas de ARNip tienen 12-28 nucleétidos de longitud, mas
preferentemente 15-25 nucledtidos, aun mas preferentemente 19-23 nucledtidos y muy preferentemente 21-23
nucledtidos de longitud. Por lo tanto, las moléculas de ARNip preferidas tienen 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23, 24, 25, 26, 27 28 o 29 de nucledtidos de longitud.

La longitud de una hebra designa la longitud de una molécula de ARNip. Por ejemplo, un ARNip que se describe
como de 21 ribonucledtidos de longitud (21 mer) podria estar constituido por dos hebras opuestas de ARN que se
aparean por apareamiento de 19 bases contiguas. Los dos ribonucleétidos restantes de cada hebra formarian un
"voladizo". Cuando un ARNip contiene dos hebras de diferente longitud, la mas larga de las hebras indica la longitud
del ARNip. Por ejemplo, un ARNbc que contenga una hebra de 21 nucleétidos de longitud y una hebra de 20
nucledtidos de longitud, constituye un 21-mer.

Son deseables los ARNip que contienen un voladizo. El voladizo puede estar en el extremo 5' o el 3' de una hebra.
Preferentemente se encuentra en el extremo 3' de la hebra del ARN. La longitud de un voladizo puede variar, pero
preferentemente es de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 bases, y mas preferentemente es de
aproximadamente 2 nucledtidos de longitud. Preferentemente, el ARNip de la presente invencién contendra un
voladizo 3' de aproximadamente 2 a 4 bases. Mas preferentemente, el voladizo 3' tendra 2 ribonucleétidos de
longitud. Aun mas preferentemente, los 2 ribonucleétidos que constituyen el voladizo 3' son uridina (U).

Los ARNhc contienen una unica hebra de ARN que forma una estructura de bucle en horquilla, donde el tallo consta
de hebras sentido y antisentido complementarias que constituyen un ARNip bicatenario, y el bucle es un conector de
tamafio variable. La estructura de tallo de los ARNhc tiene generalmente entre aproximadamente 10 y
aproximadamente 30 nucledtidos de longitud. Preferentemente, las moléculas de ARNhc tienen 12-28 nucledtidos de
longitud, mas preferentemente 15-25 nucleétidos de longitud, adn mas preferentemente 19-23 nucledtidos de
longitud y muy preferentemente 21-23 nucledtidos de longitud. Por lo tanto, las moléculas de ARNhc preferidas
tienen tallos de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 o0 29 nucledtidos de longitud.

Los ARNip de la invencion estan disefiados para interaccionar con una secuencia de ribonucleétidos que es la diana,
lo que significa que complementan una secuencia que es la diana lo suficiente como para hibridarse a dicha
secuencia que es la diana. En una realizacion, la invencion proporciona una molécula de ARNip que contiene una
secuencia de ribonucleétidos al menos 70%, 75%, 80%, 85% o 90% idéntica a una secuencia de ribonucleétidos que
es la diana o al complemento de una secuencia de ribonucleétidos que es la diana. Preferentemente, la molécula de
ARNip es al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% idéntica a la secuencia de ribonucleétidos que es la
diana o al complemento de la secuencia ribonucleétidos que es la diana. Muy preferentemente, un ARNip sera 100%
idéntico a la secuencia de ribonucleétidos que es la diana o al complemento de la secuencia de ribonucleétidos. No
obstante, moléculas de ARNip con inserciones, deleciones o mutaciones puntuales con relacién a una diana también
pueden ser eficaces.

Concordantemente, en un aspecto de la invencién, las minicélulas intactas pueden ser portadoras de una o mas
secuencias de ARNip que tiene como meta silenciar la resistencia a los farmacos o los genes de resistencia a la
apoptosis. Empleando minicélulas que codifiquen multiples ARNip, es posible tratar células que expresan
mecanismos de multirresistencia a farmacos.

Las herramientas para ayudar al disefio de ARNip, y ARN regulador en general, estan disponibles para el publico.
Por ejemplo, una herramienta informatica de disefio de ARNip esta disponible en internet en www.dharmacon.com.

Dianas del acido nucleico funcional

El acido nucleico funcional de la invencion se dirige al gen o transcrito de una proteina que promueve la resistencia a
los farmacos, inhibe la apoptosis, promueve un fenotipo neoplasico, inhibe la proliferacion de patdgenos o inhibe la
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replicacion o la proliferacion viral. Se ha logrado la aplicacion exitosa de las estrategias con acido nucleico funcional
en estos contextos, pero sin los beneficios de vectores minicelulares. Véase, por ej., Sioud (2004), Caplen (2003),
Wou et al. (2003), Yague et al. (2004).

Las proteinas que contribuyen a la resistencia a los farmacos o la promocién del fenotipo neoplasico constituyen
dianas preferidas del acido nucleico funcional. Las proteinas pueden contribuir a la resistencia a los farmacos
adquirida o intrinseca. Cuando células enfermas, como las células tumorales, responden inicialmente a los farmacos
pero se vuelven resistentes en los ciclos de tratamiento siguientes, se adquiere el fenotipo resistente. Las dianas
utiles implicadas en la resistencia adquirida o intrinseca a los farmacos incluyen, pero no exclusivamente,
transportadores de casetes de unién a ATP como la P-glucoproteina (P-gp, P-170, PGY1, MDR1, ABCB1, proteina
asociada a MDR, proteina de multirresistencia a farmacoss 1 , MDR-2 y MDR-3, MRP2 (proteina asociada a la
multirresistencia a farmacos), BCR-ABL (region de rotura de conglomerados - protooncogén de Abelson), proteina
asociada a la resistencia a STI-571, proteina relacionada a la resistencia pulmonar, ciclooxigenasa-2, factor nuclear
kappa, XRCC1 (grupo 1 de complementacion cruzada de reparacion de rayos X), ERCC1 (gen de complementacion
cruzada de reparacion por escision), GSTP1 (Glutation S-transferasa), p-tubulina mutante, Abcb1a (ABCB4), Abcc1,
Abcc2, Abcc3 (MLP-2), Abcch, Abcc6, Abcd2, Abcg2, Bax, Bcel2, Bel21 (bcl-x), Mvp, Rb1, Top1, Top2a, Top2b,
Trp53 (p53). Otros genes implicados en la resistencia a los farmacos también incluyen (a) genes involucrados en el
metabolismo de los farmacos, por ejemplo, Arnt, Bimh, C130052112Rik (CRR9p), Comt, Crabp1, Cyp1a1, Cyp1a2,
Cyp2b19, Cyp2b20, Cyp2c29, Cyp2c40, Cyp2c70, Cyp2d22, Cyp2e1, Dhfr, Ephx1, Ephx2, Gstm1 (MGST1), Gstp1,
Nat2, Ngo1, Sod1, Ste, Tpmt, Tyms, Ugcg, (b) genes involucrados en la reparacion del ADN por ejemplo Apc, Atm,
Brca1, Brca2, Ercc3 (XPB), Mgmt, MIh1, Xpa, Xpc, (c) genes involucrados en el ciclo celular por ejemplo Ccnd1
(ciclina D1), Ccne1 (ciclina E1), Cdk1, Cdk2, Cdk4, Cdkn1a (p2IWaf1), Cdkn1b (p27Kip1), Cdkn2a (p16ink4a),
Cdkn2d (p19), KSP., (d) genes involucrados en los receptores de los factores de crecimiento por ejemplo Egfr, Erbb2
(Neu, HER2), Erbb3, Erbb4, Fgf2 (bFGF), Met, (e) genes involucrados en los receptores de hormonas por ejemplo
Ar, Esr1, Esr2, Igf2r, Ppara, Ppard, Pparg, Ppargc1, Rara, Rarb, Rxra, Rxrb, Rxrg, Srd5a2, y (f) genes involucrados
en factores de transcripcion por ejemplo Ahr, Ap1s1, Ap1s2, Elk1, Fos (c-fos), Gabpa, Hif1a, Mafb, Myc (c-myc),
Nfkb1, Nfkb2, Nfkbib, Nfkbie, Relb (1-rel), Tnfrsf11A.

Las dianas utiles también incluyen proteinas que contribuyen a la resistencia a la apoptosis. Estas incluyen Bcl-2
(leucemia/linfoma de linfocitos B), Bcl-X., 1 A1/Bfl, cinasa de adhesion focal y proteina mutante p53.

Las dianas utiles incluyen ademas proteinas supresoras de tumores mutantes y oncogénicas. Los ejemplos incluyen
B-catenina, PKC-a (proteina cinasa C), C-RAF, K-Ras (V12), h-Ras, ARN helicasa Dead box DP97, DNMT1 (ADN
metiltransferasa 1), FLIP (proteina inhibidora tipo Flice), C-Sfc, 53BPI, EZH2 proteina del grupo Polycomb
(potenciador de homélogo zeste), ErbB1, HPV-16 E5 y E7 (virus del papiloma humano tipo early 5y early 7), Fortilin
& MCI1P (proteina de leucemia de células mieloides 1), DIP13a (proteina de interaccion con DDC 13a), MBD2
(dominio de union a metil CpG), p21, KLF4 (factor tipo Kruppel 4), tpt/TCTP (proteina tumoral de control
traduccional), SPK1 & SPK2 (esfingosina cinasa), P300, PLK1 (cinasa tipo Polo 1), Trp53, Ras, ErbB1, VEGF (factor
de crecimiento endotelial vascular) y BAG-1 (atanogén asociado a BCL2 1).

Se han identificado un gran nimero de dianas moleculares para el tratamiento del cancer, y plataformas
descubrimiento de ARNi estan identificando rapidamente una serie de nuevas dianas diferentes. Los ejemplos de
tales dianas moleculares, utiles en esta invencion, incluyen: tirosina cinasa (variante), Akt (proteina cinasa B, PKB),
Akt1, Alphalbeta2 integrina, aminopeptidasa, receptor de andrégenos, Aurora A, AuroraB, receptor del factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) (bFGFr), BRaf, antigeno carcinoembrionario (CEA), CD142, CD37, CD44,
CD5, CD74, CD77, Chk1, CHK2, CHras, CSF1r, CXCR4, Ciclina D1 (CCND1), cinasa dependiente de ciclina 1
(CDK1), cinasa dependiente de ciclina 2 (CDK2), inhibidor 1B de la cinasa dependiente de ciclina (CDKN1B, p27,
KIP1), CYP26, receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 3 (FGFr3), receptor del factor de crecimiento de
fibroblastos 4 (FGFr4), G250, via de sefializaciéon de Hedgehog (Hh), factor de crecimiento/factor de dispersion de
hepatocitos (HGF/SF o SF/HGF), HEr4 (ErbB4), HIF, Histona desacetilasa 9 (HDAC9), gen Homeobox (HOXB7),
Hialuronano (HA), factor de crecimiento semejante a la insulina (IGF), receptor 1 del factor de crecimiento semejante
a la insulina (IGF1r, IGF1r, IGFIr, IGFIr), proteina 2 de unién al factor de crecimiento semejante a la insulina
(IGFBP2), proteina 5 de union al factor de crecimiento semejante a la insulina(IGFBP5), cinasa unida a integrina
(ILK) receptor de la interleucina (IL6), receptor tipo Il de la interleucina 1 (IL1), interleucina 10 (IL10), receptor de la
interleucina 4 (IL4), interleucina 6 (IL6), interleucina 15 (IL15), cadena alfa del receptor de la interleucina 3 (IL3r
alpha), JAK, JAK3, JNK1, JNK2, proteina quinesina del huso mitético (KSP), Laminina 5, Lewis (b), receptor beta de
la linfotoxina (LT) (LTBr), receptores del acido lisofosfatidico (LPA) (LPAr), acido lisofosfatidico aciltransferasa, factor
inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF), MAGE3, microtubulos, MUC2, Notch 1 (TAN1), proteina cinasa
activada por mitégeno P38 (p38 MAPK), mediador de la apoptosis regulado por P53 (PUMA), via de sefalizacion de
la tirosina cinasa (TK) PDGF, homdlogo de fosfatasa y tensina (PTEN), fosfatidilinositol 3'cinasa (PI3K), activador del
plasminégeno, receptor de urocinasa (PLAU)(PLAUr), cinasa semejante a Polo 1 (Plk1), Poli (ADP ribosa),
polimerasa (PARP), antigeno nuclear de células en proliferacion (PCNA), antigeno de células madre prostaticas
(PSCA), antigeno prostatico especifico (PSA) 773, proteina tirosina fosfatasa (PTP), proteina Rad51, RAF1, receptor
alfa del acido retinoico (RAr), receptor gamma del acido retinoico (RAr), receptor beta del retinoide X (RXr), inhibidor
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de la serina (o cisteina) proteinasa, transcriptasa inversa de la telomerasa (TERT, hTERT), Telomeros, antigeno de
Thomsen Friedenreich (TF), Trombospondina 1 (TSP1), Transferrina, factor de necrosis tumoral alfa (TNFa, TNFA),
receptor del factor de necrosis tumoral (TNFr, TNFr), anhidrasa carbdnica asociada a tumor (CA) IX (CA9), interferon
tipo I, ubiquitina ligasa, molécula de adhesion celular vascular 1 (VCAM1, CD106), factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF, VEGFA), factor de crecimiento endotelial vascular D (VEGFD), Vitronectina (VTN), tumor de Wilms
1 (WTH1), etc.

Con respecto a la infeccion por el VIH, las dianas incluyen VIH-Tat, VIH-Rev, VIH-Vif, VIH-Nef, VIH-Gag, VIH-Env,
LTR, CD4, CXCR4 (receptor de quimiocina) y CCR5 (receptor de quimiocina).

Debido a la heterogeneidad de las células tumorales, pueden existir una serie de vias de resistencia a farmacos o
resistencia a la apoptosis diferentes operativas en las células que son la diana. Por lo tanto, puede ser necesario con
el paso del tiempo cambiar los acidos nucleicos funcionales utilizados en los métodos de la invencién. Por ejemplo,
si las muestras de biopsia revelan nuevas mutaciones que dan lugar a una resistencia a los farmacos adquirida, se
pueden disefiar acidos nucleicos funcionales especificos y empacar en minicélulas intactas que se administran a
células huésped de mamifero para enfrentar la resistencia a los farmacos adquirida.

Administracion de acido nucleico funcional a través de minicélulas intactas

La invencion permite un método de administraciéon de acido nucleico funcional, que comprende (a) proporcionar una
pluralidad de minicélulas intactas en un portador farmacéuticamente aceptable, donde cada minicélula de la
pluralidad contiene acido nucleico funcional exento de plasmido y (b) poner en contacto las minicélulas de la
pluralidad con las células de mamifero de modo que las células de mamifero engullan las minicélulas de la
pluralidad, mediante lo cual el acido nucleico funcional se libera en el citoplasma de las células que son la diana. Las
minicélulas se ponen en contacto con la célula de mamifero que es la diana a través de ligandos biespecificos como
se describe en la solicitud PCT publicada WO 05/056749. El contacto entre la minicélula y la célula de mamifero que
es la diana puede ser in vitro o in vivo.

Método para superar la resistencia a los farmacos y tratar la enfermedad

La invencion permite ademas un método para superar la resistencia a los farmacos y el tratamiento de una
enfermedad, como cancer o SIDA, en un sujeto. El método consiste en (a) empacar en minicélulas intactas
purificadas uno o mas acidos nucleicos funcionales que se dirijan a genes o transcritos de las proteinas que
promueven la resistencia a los farmacos, (b) poner en contacto las minicélulas que contienen el acido nucleico
funcional con una célula de mamifero que sea la diana, de modo que la célula de mamifero engulla la minicélula,
como se describe en la solicitud PCT 749 citada previamente y (c) administrar un farmaco a la célula de mamifero
que es la diana, como se describe en la solicitud PCT publicada WO 05/079854. Preferentemente, el paso (c) se
realiza después de los pasos (a) y (b), para permitir que el acido nucleico funcional disminuya la resistencia al
farmaco antes de la administracion del mismo. La administracion del farmaco y la introduccion del acido nucleico
funcional se pueden producir consecutivamente, en cualquier orden, o simultdneamente.

Los farmacos se pueden administrar por cualquier medio convencional. Por ejemplo, los farmacos se pueden
administrar por via oral, parenteral (que incluye las vias subcutanea, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal y por
infusion), tépica, transdérmica o por inhalacion. El modo adecuado de administracion y dosificacion de cada farmaco
puede ser determinado facilmente por los expertos en el area médica.

Administracion de farmacos a través de minicélulas

Aunqgue la administracién de farmacos se puede producir por medios convencionales, se prefiere la administracion
mediante minicélulas, como se describe en la solicitud PCT publicada WO 05/079854. En este sentido, los
inventores descubrieron que las mismas células de mamifero pueden volver a ser transinfectadas exitosamente por
minicélulas intactas dirigidas que estan empacadas con diferentes cargas utiles. Por ejemplo, minicélulas con acido
nucleico funcional empacado pueden transinfectar una célula de mamifero, luego de lo cual las minicélulas con
farmaco empacado pueden administrar el farmaco a la misma célula de mamifero para obtener un efecto antitumoral
complementario o sinérgico.

El farmaco se puede empacar en una minicélula diferente del acido nucleico funcional. Alternativamente, el farmaco
se puede empacar en la misma minicélula que el acido nucleico funcional. Ciertos farmacos pueden interaccionar
con acidos nucleicos e impedir el empacado conjunto de farmaco y acido nucleico en la misma minicélula. Por
ejemplo, se sabe que la doxorrubicina interacciona con el ADN.

Preferentemente, las minicélulas de la invencion contienen una cantidad suficiente de farmaco para ejercer el efecto
fisioldgico o farmacoldgico de éste en una célula que es la diana. También preferentemente, los farmacos
contenidos en las minicélulas son heterdlogos, o extrafios a las minicélulas, lo que significa que las células
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bacterianas progenitoras de las minicélulas normalmente no producen el farmaco.

Tanto los farmacos hidrofilos como hidrofobos se pueden empacar en minicélulas creando un gradiente de
concentracion del farmaco entre un medio extracelular que contiene las minicélulas y el citoplasma de éstas. Cuando
el medio extracelular contiene una mayor concentracion de farmaco que el citoplasma de las minicélulas, el farmaco
se desplaza naturalmente en sentido descendente del gradiente de concentracion, hacia el citoplasma de las
minicélulas. Sin embargo, cuando se invierte el gradiente de concentracion, el farmaco no se desplaza fuera de las
minicélulas. El procedimiento y los mecanismos para la carga de farmaco en las minicélulas es el descrito la solicitud
PCT publicada WO 05/079854.

Para cargar minicélulas con farmacos que normalmente no son solubles en agua, los farmacos se pueden disolver
inicialmente en un solvente adecuado. Por ejemplo, el paclitaxel se puede disolver en una mezcla 1:1 de etanol y
cremophore EL (aceite de ricino polietoxilado), seguido de una dilucién en PBS para lograr una solucion de paclitaxel
que esté parcialmente diluida en medio acuoso y tenga cantidades minimas del solvente organico para asegurar que
el farmaco permanece en solucion. Las minicélulas se pueden incubar en este medio final para la carga del farmaco.
Por lo tanto, los inventores descubrieron que incluso farmacos hidréfobos pueden difundir en el citoplasma de las
minicélulas para lograr una carga de farmaco citoplasmatica elevada y terapéuticamente significativa. Esto es
inesperado porque la membrana de las minicélulas esta compuesta de una bicapa fosfolipidica hidréfoba, que se
esperaria que impidiera la difusién de moléculas hidréfobas al citoplasma.

Otro método de carga de las minicélulas con un farmaco implica cultivar una célula bacteriana progenitora
recombinante en condiciones tales que la célula bacteriana progenitora transcriba y traduzca un acido nucleico que
codifica el farmaco y el farmaco sea liberado en el citoplasma de la célula bacteriana progenitora. Por ejemplo, una
agrupacion de genes que codifica la via celular biosintética para un farmaco deseado se puede clonar y transferir a
una cepa bacteriana progenitora que sea capaz de producir minicélulas. La transcripcion y la traduccion genéticas
de la agrupacién de genes da lugar a la biosintesis del farmaco dentro del citoplasma de las células bacterianas
progenitoras, llenando el citoplasma bacteriano con el farmaco. Cuando la célula bacteriana progenitora se divide y
forma la progenie de minicélulas, las minicélulas también contienen el farmaco en su citoplasma. Las minicélulas
preempacadas se pueden purificar mediante cualquier proceso de purificacion de minicélulas adecuado, incluido el
método descrito antes.

Asimismo, otro método de carga de minicélulas con un farmaco implica el cultivo de una minicélula recombinante
que contenga un plasmido de expresion que codifique el farmaco en condiciones tales que el gen que codifica el
farmaco sea transcrito y traducido dentro de la minicélula.

Farmacos

Los farmacos utiles en la invencién pueden ser cualquier principio farmacolégica o fisioldgicamente activo que
produzca un efecto local o sistémico deseado en los animales, especialmente los mamiferos y seres humanos. Los
farmacos pueden ser compuestos inorganicos u organicos, incluidos sin limitacion, péptidos, proteinas, acidos
nucleicos y moléculas pequefias, cualquiera de los cuales puede estar caracterizado o sin caracterizar. Pueden estar
en diversas formas, como moléculas incambiadas, complejos moleculares, sales farmacolégicamente aceptables,
como clorhidrato, bromhidrato, sulfato, laurato, palmitato, fosfato, nitrito, nitrato, borato, acetato, maleato, tartrato,
oleato, salicilato y similares. Para los farmacos acidos, se pueden usar sales de metales, aminas o cationes
organicos, por ejemplo, amonio cuaternario. También se pueden usar derivados de farmacos, como bases, ésteres y
amidas. Se puede usar un farmaco que se insoluble en agua en una forma que sea un derivado soluble en agua del
farmaco, o como una base derivada de éste, que en cualquier instancia, o mediante su administracién, sea
convertido por enzimas, hidrolizado por el pH del organismo, o por otros procesos metabdlicos, en su forma
terapéuticamente activa original.

Los farmacos Utiles incluyen antineoplasicos, inmunosupresores, citocinas, citotéxicos, compuestos nucleoliticos,
isétopos radioactivos, receptores y enzimas activadoras de profarmacos, que pueden ser de origen natural o
producidos por métodos de recombinacion.

Los farmacos que son afectados por multirresistencia a farmacos clasica tienen particular utilidad en la invencion,
como los alcaloides de la vinca (por ejemplo, vinblastina y vincristina), las antraciclinas (por ejemplo, doxorrubicina y
daunorrubicina), los inhibidores de la transcripcion del ARN (por ejemplo, actinomicina-D) y los farmacos que
estabilizan los microtubulos (por ejemplo, paclitaxel).

En general, los antineoplasicos son farmacos preferidos. Los antineoplasicos utiles incluyen mostazas de nitrégeno,
nitrosorueas, etilenimina, sulfonatos de alcano, tetrazina, compuestos de platino, analogos de pirimidina, analogos
de purina, antimetabolitos, analogos de folato, antraciclinas, taxanos, alcaloides de la vinca, inhibidores de la
topoisomerasa y agentes hormonales. Los ejemplos de antineoplasicos son actinomicina-D, Alkeran, Ara-C,
anastrozol, asparaginasa, BiCNU, bicalutamida, bleomicina, busulfan, capecitabina, carboplatino, carboplatino,
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carmustina, CCNU, clorambucilo, cisplatino, cladribina, CPT-11, ciclofosfamida, citarabina, arabinésido de citosina,
citoxano, dacarbazina, dactinomicina, daunorrubicina, dexrazoxano, docetaxel, doxorrubicina, DTIC, epirrubicina,
etilenimina, etopdsido, floxuridina, fludarabina, fluorouracilo, flutamida, fotemustina, gemcitabina, Herceptin,
hexametilamina, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, irinotecan, lomustina, mecloretamina, melfalan,
mercaptopurina, metotrexato, mitomicina, mitotano, mitoxantrona, oxaliplatino, paclitaxel, pamidronato, pentostatina,
plicamicina, procarbazina, rituximab, esteroides, estreptozocina, STI-571, estreptozocina, tamoxifeno, temozolomida,
tenipdsido, tetrazina, tioguanina, tiotepa, Tomudex, topotecan, treosulfan, trimetrexato, vinblastina, vincristina,
vindesina, vinorelbina, VP-16 y Xeloda.

Los antineoplasicos utiles también incluyen agentes alquilantes como tiotepa y ciclosfosfamida; alquilsulfonatos
como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas como benzodopa, carbocuona, meturedopa y uredopa;
etileniminas y metilamelaminas, incluidas altretamina, trietilenmelamina, trietilenfosforamida, trietilentiofosforamida y
trimetilolomelamina; mostazas de nitrdogeno como clorambucilo, clornafazina, ciclofosfamida, estramustina,
ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de o6xido de mecloretamina, melfalan, Novembiehin, fenesterina,
prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitroureas como carmustina, clorozotocina, fotemustina, lomustina,
nimustina y ranimustina; antibiéticos como aclacinomisinas, actinomicina, autramicina, azaserina, bleomicinas,
cactinomicina, caliqueamicina, carabicina, carminomicina, carcinofilina, cromoinicinas, dactinomicina,
daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina, epirrubicina, esorrubicina, idambicina,
marcelomicina, mitomicinas, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, puromicina,
quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina y zorrubicina;
antimetabolitos como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos del acido félico como denopterina, metotrexato,
pteropterina y trimetrexato; andlogos de purina como fludarabina, 6- mercaptopurina, tiamiprina y tioguanina;
analogos de pirimidina como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuridina, doxifluridina,
enocitabina, floxuridina y 5-FU; andrégenos como calusterona, propionato de dromostanolona, epitiostanol,
mepitiostano y testolactona; antisuprarrenales tales como aminoglutetimida, mitotano y trilostano; regeneradores del
acido folico como el acido frolinico; aceglatona; glucédsido de aldofosfamida; acido aminolevulinico; amsacrina;
bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diazicuona; elfomitina; acetato de eliptinio;
etoglucido; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinano; lonidamina; mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina;
pentostatina; fenamet; pirarrubicina; acido podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; PSK®; razoxano; sizofirano;
espirogermanio; acido tenuazonico; triazicuona; 2,2',2"-triclorotrietilamina; uretano; vindesina; dacarbazina;
manomustina; mitobronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabindsido ("Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa;
taxoides, p. e€j., paclitaxel (TAXOL®, BristolMyers Squibb Oncology, Princeton, NJ) y doxetaxel (TAXOTERE®,
Rhone-Poulenc Rorer, Antony, Francia); clorambucilo; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina; metotrexato;
analogos de platino como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino; etopésido (VP-16); ifosfamida; mitomicina C;
mitoxantrona; vincristina; vinorelbina; navelbina; Novantrone; tenipdsido; daunomicina; aminopterina; Xeloda;
ibandronato; CPT-11; inhibidor de las topoisomerasas RFS 2000; difluorometilornitina (DMFQO); acido retinoico;
esperamicinas; capecitabina; y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los
anteriores. También se incluyen agentes antihormonales que actdan para regular o inhibir la accién de las hormonas
sobre los tumores, como antiestrogenos, incluidos, por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-imidazoles inhibidores
de aromatasa, 4- hidroxitamoxifeno, trioxifeno, keoxifeno, onapristona y toremifeno (Fareston); y antiandrégenos
como flutamida, nilutamida, bicalutamida, leuprolida y goserelina; y sales, acidos o derivados farmacéuticamente
aceptables de cualquiera de los anteriores.

Los farmacos utiles también incluyen citocinas. Son ejemplos de dichas citocinas las linfocinas, las monocinas y las
hormonas polipeptidicas tradicionales. Entre las citocinas se incluyen las hormonas del crecimiento como la
hormona del crecimiento humana, la N-metionil-hormona del crecimiento humana y la hormona del crecimiento
bovina; la hormona paratiroidea; la tiroxina; la insulina; la proinsulina; la relaxina; la prorrelaxina; las hormonas
glucoproteinicas como la hormona estimulante del foliculo (FSH), la hormona estimulante de la tiroides (TSH) y la
hormona luteinizante (LH); el factor de crecimiento hepatico; el factor de crecimiento de los fibroblastos; la prolactina;
el lactégeno placentario; los factores de necrosis tumoral a y B; la sustancia inhibidora mulleriana; el péptido
asociado a la gonadotropina de ratdn; la inhibina; la activina; el factor de crecimiento endotelial vascular; la integrina;
la trombopoyetina (TPO); los factores de crecimiento nerviosos como el NGF-B; el factor de crecimiento de
plaquetas; los factores de crecimiento transformantes (TGF) como TGF-a y TGF-(3; el factor de crecimiento
insulinoide | y II; la eritropoyetina (EPO); los factores osteoinductivos; los interferones como el interferén a, By y; los
factores estimulantes de colonias (CSF) como el CSF de macrofagos (M-CSF); el CSF de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF); y el CSF de granulocitos (GCSF); las interleucinas (IL) como IL-1, IL-1a, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-9, IL- 11, IL-12, IL-15; un factor de necrosis tumoral como TNF-a o TNF-f; y otro factores polipeptidicos,
incluidos LIF y el ligando kit (KL). Segun se usa en este documento el término citocina incluye proteinas de origen
natural u obtenidas por cultivo de células recombinantes y equivalentes biolégicamente activos de las citocinas de
secuencia nativa.

Los farmacos pueden ser profarmacos, activados posteriormente, por ejemplo, por una enzima activadora de
profarmacos que convierta un profarmaco, como un quimioterapéutico peptidilico, en un principio activo
antineoplasico. Por ejemplo, véase WO 88/07378, WO 81/01145 y la patente de Estados Unidos N° 4,975,278. En
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general el componente enzimatico incluye cualquiera enzima capaz de actuar sobre un pro farmaco de manera de
convertirlo en su forma citotoxica mas activa.

Administracién dirigida de minicélulas a células de mamifero especificas

En un aspecto de la invencién, una minicélula se dirige a una célula de mamifero que es la diana a través de un
ligando biespecifico como se describe en las solicitudes PCT publicadas WO 056749/05 y 05/079854 WO. El ligando
biespecifico, que tiene especificidad por ambos componentes, la minicélula y la célula de mamifero, hace que la
minicélula se una a las células de mamifero, de modo que la minicélula sea engullida por la célula de mamifero,
mediante lo cual el acido nucleico funcional se libera en el citoplasma de la célula de mamifero. Este método de
administracion dirigida se puede realizar in vivo o in vitro, o tanto in vivo como in vitro.

El contacto entre el ligando biespecifico, la minicélula y la célula de mamifero se puede producir de varias maneras
diferentes. Para la administraciéon in vivo, es preferible administrar una minicélula que ya tenga el ligando
biespecifico unido a ella. Por lo tanto, la minicélula, el ligando biespecifico y la célula que es la diana se ponen todos
en contacto cuando la minicélula dirigida por el ligando biespecifico alcanza la célula que es la diana in vivo.
Alternativamente, el ligando biespecifico y la minicélulas se pueden administrar por separado in vivo.

El contacto entre los ligandos biespecificos, las minicélulas y las células de mamifero también se puede producir
durante una o mas incubaciones in vitro. En una realizacion, los tres elementos se incuban juntos todos a la vez.
Alternativamente, se pueden realizar incubaciones paso a paso. En un ejemplo de un método paso a paso, primero
se incuban juntos las minicélulas y los ligandos biespecificos para formar las minicélulas dirigidas por el ligando
biespecifico, que después se incuban con las células que son la diana. En otro ejemplo, primero se incuban los
ligandos biespecificos con las células que son la diana, seguido de una incubacion con minicélulas. Una
combinacion de una o mas incubaciones in vitro y administraciones in vivo también puede poner en contacto los
ligandos biespecificos, las minicélulas y las células de mamifero que son la diana.

Los inventores encontraron que el método de administracion dirigida es ampliamente aplicable a una variedad de
células de mamiferos, incluidas las células que normalmente son resistentes a la adhesion especifica y la
endocitosis de minicélulas. Por ejemplo, ligandos de anticuerpos biespecificos con especificidad anti-O-polisacarido
en un brazo y especificidad anti-receptor HER2 o anti-receptor EGF en el otro brazo unen eficazmente las
minicélulas a los receptores respectivos en una diversidad de células no fagociticas que son la diana. Estas células
incluyen las células de cancer de pulmon, ovario, cerebro, mama, prostata y piel. Ademas, la unioén eficaz precede la
endocitosis rapida de las minicélulas por cada una de las células no fagociticas.

Las células de la invencién que son la diana incluyen cualquier célula en la cual se va a introducir un acido nucleico
funcional. Las células que son la diana deseables se caracterizan por la expresion de un receptor de superficie
celular que, luego de la unién de un ligando, facilita la endocitosis. Las células que se prefieren como diana no son
fagociticas, lo que significa que las células no son fagocitos profesionales, como los macréfagos, las células
dendriticas y los linfocitos citoliticos naturales (Natural Killer). Las células preferidas como diana también son de
mamifero.

Los ligandos utiles en los métodos de administracion dirigida de esta invencion incluyen cualquier agente que se una
a un componente de superficie de una célula que es la diana y a un componente de superficie de una minicélula.
Preferentemente, el componente de superficie de una célula que es la diana es un receptor, especialmente un
receptor capaz de mediar la endocitosis. Los ligandos pueden contener un componente polipéptido y/o carbohidrato.
Los anticuerpos son los ligando preferidos. Por ejemplo, un anticuerpo biespecifico que tenga especificidades duales
para un componente de superficie de minicélulas intactas de origen bacteriano y un componente de superficie de
células de mamifero que son la diana, se puede utilizar eficazmente para la administracién dirigida de minicélulas a
las células de mamifero que son la diana in vitro e in vivo. Los ligandos utiles también incluyen receptores, enzimas,
péptidos de unidn, proteinas de fusion/quiméricas y moléculas pequenas.

La eleccion de un ligando particular se realiza sobre dos criterios principales: (i) unidon especifica a uno o mas
dominios en la superficie de minicélulas intactas y (ii) union especifica a uno o0 mas dominios en la superficie de las
células que son la diana. Por lo tanto, los ligandos tienen preferentemente un primer brazo con especificidad por una
estructura de superficie de una minicélula intacta de origen bacteriano y un segundo brazo que tiene especificidad
por una estructura de superficie de una célula de mamifero. Cada uno de los primero y segundo brazos puede ser
multivalente Preferentemente, cada brazo es monoespecifico, incluso si es multivalente.

Para unir minicélulas de origen bacteriano, es deseable que un brazo del ligando sea especifico para el componente
O-polisacarido de un lipopolisacarido que se encuentra en la célula bacteriana progenitora. Otras estructuras
superficiales de la minicélula que puedan ser explotadas para la unién del ligando incluyen polipéptidos expuestos a
la superficie celular y carbohidratos de las membranas externas, como proteinas de las membranas externas,
pilosidades, fimbrias, flagelos y segmentos peptidicos expuestos en la superficie celular.
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Para la union a las células que son la diana, un brazo del ligando es especifico para un componente de superficie de
una célula de mamifero. Dichos componentes incluyen proteinas péptidos y carbohidratos de la superficie celular ya
sean caracterizados o sin caracterizar. Los receptores de la superficie celular especialmente los capaces de activar
la endocitosis mediada por receptor, son componentes de la superficie celular deseables como dianas. Dichos
receptores, si se sobreexpresan en la superficie de la célula que es la diana, confieren selectividad adicional para la
administracion dirigida a las células que se van a tratar, reduciendo asi la posibilidad de la administracion a células
que no son la diana.

A modo de ejemplo, se puede atacar células tumorales, células metastasicas, células de la vasculatura, como
células endoteliales y células del musculo liso, células pulmonares, células renales, gldbulos, células de la médula
6sea, células cerebrales, células hepaticas, etc., o precursores de cualquier célula seleccionada mediante la
eleccion de un ligando que se una especificamente a un motivo del receptor de la superficie celular en las células
deseadas. Los ejemplos de receptores de la superficie celular incluyen el antigeno carcinoembrionario (CEA), que se
sobreexpresa en la mayoria de los carcinomas de colon, recto, mama, pulmoén, pancreas y del tubo gastrointestinal
(Marshall, 2003); receptores de herregulina (HER-2, neu o c-erbB-2), que frecuentemente se sobreexpresa en el
cancer de mama, ovario, colon, pulmén, prostata y de cuello uterino (Hung et al., 2000); el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGFR), que se expresa mucho en una diversidad de tumores sdlidos, como los de mama,
cabeza y cuello, de pulmén no microciticos y de préstata (Salomon et al., 1995); el receptor de asialoglucoproteina
(Stockert, 1995); el receptor de transferrina (Singh, 1999); el receptor del complejo enzimatico de las serpinas, que
se expresa en los hepatocitos (Ziady et al., 1997); el receptor del factor de crecimiento de los fibroblastos (FGFR),
que se sobreexpresa en las células del adenocarcinoma ductal pancreatico (Kleeff et al., 2002); el receptor del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGFR), para la genoterapia antiangiogénica (Becker et al., 2002 y Hoshida et
al., 2002); el receptor de folato, que se sobreexpresa selectivamente en el 90% de los carcinomas de ovario no
mucinosos (Gosselin y Lee, 2002); el glucocaliz de la superficie celular (Batra et al., 1994); los receptores de
carbohidratos (Thurnher et al., 1994); y el receptor de inmunoglobulinas polimérico, que es util para la administracion
génica a células epiteliales respiratorias y atractivo para el tratamiento de enfermedades pulmonares como la fibrosis
quistica (Kaetzel et al., 1997).

Los ligandos preferidos son los anticuerpos y/o derivados de anticuerpos. Segun se usa en este documento, el
término "anticuerpo" abarca una molécula de inmunoglobulina obtenida mediante generacion in vivo o in vitro de una
respuesta inmunogena. El término "anticuerpo" iincluye anticuerpos policlonales, monoespecificos y monoclonales,
asi como derivados de anticuerpos, como los fragmentos de anticuerpo monocatenarios (scFv). Los anticuerpos y
los derivados de anticuerpos utiles en la presente invencion también se pueden obtener por técnicas de
recombinacion del ADN.

Los anticuerpos naturales tienen cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas idénticas y dos cadenas
ligeras idénticas. Ambos tipos de cadenas polipeptidicas tienen regiones constantes, que no varian o varian
minimamente entre anticuerpos de la misma clase, y regiones variables. Las regiones variables son exclusivas de un
anticuerpo en particular y contienen un dominio de unién al antigeno que reconoce un epitopo especifico. Las
regiones del dominio de unién al antigeno que participan mas directamente en la union del anticuerpo son las
"regiones determinantes de la complementariedad" (CDR).

El término "anticuerpo” también abarca derivados de anticuerpos, como fragmentos de anticuerpos que mantienen la
capacidad de unirse especificamente a antigenos. Dichos fragmentos de anticuerpos incluyen fragmentos Fab (un
fragmento que contiene el dominio de union al antigeno y comprende una cadena ligera y parte de una cadena
pesada unidas por un puente disulfuro), Fab' (un fragmento de anticuerpo que contiene un tnico dominio de unién al
antigeno que comprende un Fab y una porcién adicional de la cadena pesada a través de la region bisagra), F(ab')2
(dos moléculas Fab' unidas por puentes disulfuro intercatenarios en las regiones bisagra de las cadenas pesadas),
un Fab biespecifico (una molécula Fab que tiene dos dominios de unién al antigeno, cada uno de los cuales se
puede dirigir a un epitopo diferente) y un scFv (la regién variable que determina la unién al antigeno de una sola
cadena ligera y pesada de un anticuerpo unidas entre si por una cadena de aminoacidos).

Cuando los anticuerpos, incluidos los fragmentos de anticuerpos, constituyen parte o la totalidad de los ligandos,
preferentemente son de origen humano o se modifican para ser aptos para uso en seres humanos. Los
denominados "anticuerpos humanizados" son bien conocidos en el area. Véase, por ej., Osbourn et al., 2003.
Fueron modificados por manipulacién genética y/o tratamiento in vitro para reducir su antigenicidad en un ser
humano. Los métodos para humanizar anticuerpos se describen, por €j., en las patentes de Estados Unidos N°
6,639,055, N° 5,585,089 y N° 5,530,101. En el caso mas simple, los anticuerpos humanizados se forman mediante
injerto de bucles de unién al antigeno, conocidos como regiones determinantes de la complementariedad (CDR), de
un mAb de ratéon en una IgG humana. Véanse Jones et al., 1986; Riechmann et al., 1988; Verhoeyen et al., 1988.
Sin embargo, la generacién de anticuerpos humanizados de alta afinidad generalmente requiere la transferencia de
uno o mas residuos adicionales de las regiones denominadas marco (FR) del mAb original de raton. También se han
desarrollado varias variantes de la tecnologia de humanizacion. Véase Vaughan et al., 1998.
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También se pueden usar en la invencidn anticuerpos humanos, en lugar de "anticuerpos humanizados". Tienen una
alta afinidad por sus respectivos antigenos y se obtienen de forma rutinaria a partir de colecciones muy grandes de
presentacion en fagos de fragmentos variables monocatenarios (scFv) o Fab. Véanse Griffiths et al., 1994; Vaughan
et al., 1996; Sheets et al., 1998; de Haard et al., 1999; y Knappik et al., 2000.

Los ligandos utiles también incluyen anticuerpos monocatenarios biespecificos que, tipicamente, son polipéptidos
recombinantes que consisten en una porcion de cadena ligera variable unida covalentemente a través de una
molécula conectora a la porciéon de cadena pesada variable correspondiente. Véanse las patentes de EE. UU. N°
5,455,030, N° 5,260,203 y N° 4,496,778. Los anticuerpos biespecificos también se pueden preparar por otros
métodos. Por ejemplo, se pueden crear heteroconjugados quimicos mediante union quimica de anticuerpos intactos
o fragmentos de anticuerpos de diferentes especificidades. Véase Karpovsky et al., 1984. No obstante, dichos
heteroconjugados son dificiles de preparar de manera reproducible y son al menos dos veces mas grandes que los
anticuerpos monoclonales normales. Los anticuerpos biespecificos también se pueden crear por intercambio de
disulfuro, que implica la escision enzimatica y la reasociacion de los fragmentos de anticuerpo. Véase Glennie et al.,
1987.

Debido a que los fragmentos Fab y scFv son monovalentes a menudo tienen baja afinidad por estructuras que son la
diana. Por lo tanto, los ligandos preferidos preparados a partir de estos componentes se disefian como conjugados
diméricos, triméricos o tetraméricos para aumentar la afinidad funcional. Véanse Tomlinson y Holliger, 2000; Carter,
2001; Hudson y Souriau, 2001; y Todorovska et al., 2001. Dichas estructuras conjugadas se pueden crear por
entrecruzamiento quimico y/o genético.

Los ligandos biespecificos de la invencion son preferentemente monoespecificos en cada extremo, es decir,
especificos para un solo componente de las minicélulas en un extremo y especificos para un solo componente en
las células que son la diana en el otro extremo. Los ligandos pueden ser multivalentes en uno o ambos extremos,
por ejemplo, en la forma de los denominados diacuerpos, triacuerpos y tetracuerpos. Véase Hudson y Souriau,
2003. Un diacuerpo es un dimero bivalente formado por una asociacién no covalente de dos scFvs, que produce dos
sitios de union de Fv. Del mismo modo, un triacuerpo resulta de la formacién de un trimero trivalente de tres scFv, lo
que proporciona tres sitios de unién, y un tetracuerpo resulta de la formacion de un tetramero tetravalente de cuatro
scFv, lo que proporciona cuatro sitios de union.

Varios anticuerpos monoclonales humanizados, humanos y de ratén y fragmentos de éstos que tienen especificidad
por los receptores de las células de mamifero han sido aprobados para el uso terapéutico en humanos, y la lista esta
creciendo rapidamente. Véase Hudson y Souriau, 2003. Un ejemplo de un anticuerpo de ese tipo que se puede
utilizar para formar un brazo de un ligando biespecifico tiene especificidad por HER2: Herceptin™; Trastuzumab.

También se pueden fusionar las regiones variables de los anticuerpos a una amplia variedad de dominios
proteinicos. La fusién a dominios de inmunoglobulina humana como CH3 de IgG1 agregan masa y promueven la
dimerizacion. Véase Hu ef al, 1996. La fusién a regiones bisagra-Fc de Ig humana puede afadir funciones
efectoras. Asimismo, la fusion a dominios proteinicos heterdlogos de proteinas multiméricas promueve la
multimerizacion. Por ejemplo, se ha usado la fusiéon de un scFv corto a hélices anfipaticas cortas para producir
minianticuerpos. Véase Pack y Pluckthun, 1992. Se pueden usar dominios de proteinas que forman heterodimeros,
tales como fos/jun, para producir moléculas biespecificas (Kostelny et al., 1992) y, alternativamente, se pueden
modificar genéticamente dominios de homodimerizacion para formar heterodimeros por estrategias de manipulacion
genética como la de "botdn en ojal" (Ridgway et al., 1996). Por ultimo, se pueden seleccionar compafieros de
proteinas de fusién que proporcionen tanto multimerizacién como una funcién adicional, por ej., la estreptavidina.
Véase Dubel et al., 1995.

Administracion a células competentes para la fagocitosis o la endocitosis

La invencion proporciona ademas la administracion poniendo en contacto minicélulas de origen bacteriano con
células de mamifero que son competentes para la fagocitosis o la endocitosis. Dichas células de mamifero, que son
capaces de engullir células bacterianas progenitoras de la manera de los patdgenos bacterianos intracelulares,
engullen asimismo las minicélulas que liberan su carga util en el citoplasma de las células de mamifero. Este método
de administracion se puede efectuar sin el uso de ligandos que dirijan.

Diversos mecanismos pueden estar implicados en el proceso de engullir minicélulas por un determinado tipo de
célula, y la presente invencion no depende de ningin mecanismo en particular a este respecto. Por ejemplo, la
fagocitosis es un proceso bien documentado en el que los macréfagos y otras células fagociticas, como los
neutrdfilos, ingieren particulas al extender pseuddpodos sobre la superficie de la particula hasta envolver la particula
por completo. Aunque se ha descrito como fagocitosis "inespecifica" se ha demostrado que participan en el proceso
receptores especificos. Véase Wright et al., (1986); Speert et al., (1988).
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Por lo tanto, una forma de fagocitosis implica la interaccion entre ligandos de superficie y receptores de ligandos
ubicados en las membranas de los pseuddpodos. Se cree que este paso de unién, mediado por los receptores
especificos, depende de las adhesinas bacterianas de superficie. Con respecto a las bacterias menos virulentas,
tales como la E. coli no enterotoxigénica, la fagocitosis también se puede producir en ausencia de ligandos de
superficie para los receptores de fagocitos. Véase, por ejemplo, Pikaar et al. (1995). Por lo tanto, la presente
invencion abarca, pero no exclusivamente, el uso de minicélulas que poseen o carecen de adhesinas superficiales,
de acuerdo con la naturaleza de las células bacterianas progenitoras, y que son engullidas por fagocitos (es decir,
células huésped "competentes para la fagocitosis"), de las cuales los neutréfilos y macréfagos son los tipos
principales en los mamiferos.

Otro proceso por el que se engulle es la endocitosis, mediante la cual patdgenos intracelulares ejemplificados por
especies de Salmonella, Escherichia, Shigella, Helicobacter, Pseudomonas y Lactobacilli acceden a las células
epiteliales de mamiferos y se replican en ellas. Dos mecanismos basicos a este respecto son la endocitosis mediada
por receptor dependiente de clatrina, también conocida como "endocitosis de fosa cubierta” (Riezman, 1993), y la
endocitosis independiente de clatrina (Sandvig y Deurs, 1994). Cualquiera de ellas o ambas pueden estar implicadas
cuando una célula competente para engullir que actda por endocitosis (es decir, una célula huésped "competente
para la endocitosis") engulle minicélulas de conformidad con la invencién. Son células competentes para la
endocitosis , las células epiteliales de la mama, los enterocitos del tubo gastrointestinal, las células epiteliales del
estdomago, las células epiteliales del pulmédn y las células epiteliales de las vias urinarias y la vejiga.

Al efectuar la administracion a una célula de mamifero competente para engullir sin el uso de un ligando que dirija, la
naturaleza de la aplicacion contemplada influira en la eleccion de la fuente bacteriana para las minicélulas
empleadas. Por ejemplo, las especies Salmonella, Escherichia y Shigella son portadoras de adhesinas que son
reconocidas por los receptores que median la endocitosis en los enterocitos del tubo gastrointestinal y pueden ser
adecuadas para administrar un farmaco que sea eficaz contra las células de cancer de colon. De manera similar, las
minicélulas derivadas de Helicobacter pylori, portadoras de adhesinas especificas para las células epiteliales del
estdmago, podrian ser adecuadas para la administracion dirigida a las células de cancer de estdbmago. La inhalacion
o la insuflacién pueden ser ideales para administrar minicélulas intactas derivadas de una especie de Pseudomonas
portadora de adhesinas que son reconocidas por los receptores de las células epiteliales pulmonares. Las
minicélulas derivadas de Lactobacilli, portadoras de adhesinas especificas para las células epiteliales de las vias
urinarias y la vejiga, podrian ser adecuadas para la administracion intrauretral de un farmaco a cancer de vias
urinarias o de vejiga.

Formulaciones

Como se indicd, en un aspecto se proporciona una composicion que contiene (a) una pluralidad de minicélulas
intactas de origen bacteriano, en donde cada minicélula de dicha pluralidad contiene ARN regulador que esta
empacado en dichas minicélulas y (b) un portador farmacéuticamente aceptable para ellas, donde hay una ausencia
en dichas minicélulas de un constructo para la expresion in situ de dicho ARN regulador, donde dicho ARN regulador
se elige del grupo que consiste en ARNip, ARNmi y ARNhc y donde dicha pluralidad contiene una cantidad
terapéuticamente eficaz de dicho ARN regulador.

La formulacion contiene opcionalmente un farmaco. En un ejemplo, la minicélula de la formulaciéon contiene el
farmaco, en tanto en otro la minicélula puede contener una molécula de acido nucleico, como un plasmido, que
codifica el farmaco.

Las formulaciones también contienen opcionalmente un ligando biespecifico para la administracion dirigida de la
minicélula a una célula que es la diana. La minicélula y el ligando pueden ser cualquiera de los descritos en este
documento. Por consiguiente, la minicélula contiene un acido nucleico que codifica un acido nucleico funcional y el
ligando biespecifico es preferentemente capaz de unirse a un componente de superficie de la minicélula y a un
componente de superficie de la célula de mamifero que es la diana.

Las formulaciones se pueden presentar en formas farmacéuticas unitarias, por ejemplo, en ampollas o viales o en
recipientes multidosis, con o sin conservante afiadido. La formulacién puede ser una solucién, una suspension o una
emulsion en vehiculos acuosos u oleosos, y puede contener agentes de formulacion, como suspendentes,
estabilizantes y/o dispersantes. Una solucion adecuada es isoténica con la sangre del receptor y se ilustra mediante
solucidn salina, solucién de Ringer y solucion de dextrosa. Alternativamente, la formulaciones pueden estar en forma
de polvo liofilizado para la reconstitucion con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua apirégena estéril o suero
fisiolégico. Las formulaciones también pueden estar en forma de una preparacion en depot. Dichas formulaciones de
accion prolongada se pueden administrar mediante implantacién (por ejemplo, subcutaneamente o
intramuscularmente) o mediante inyeccion intramuscular.

Vias de administracion
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Las formulaciones descritas en este documento se pueden administrar por diferentes vias y en diversos sitios en el
cuerpo de un mamifero, para lograr los efectos terapéuticos deseados, ya sea local o sistémicamente. La
administracion se puede lograr, por ejemplo, mediante administracion oral, por aplicacion de la formulacion en una
cavidad corporal, por inhalaciéon o insuflacion, o por administracion parenteral, intramuscular, intravenosa, intraportal,
intrahepatica, peritoneal, subcutanea, intratumoral, o intradérmica. El modo y el sitio de administracion dependen de
la ubicacion de las células que son la diana. Por ejemplo, las células de fibrosis quistica pueden ser eficazmente
atacadas por administracion inhalada de las minicélulas dirigidas. De manera similar, las metastasis tumorales
pueden ser tratadas mas eficazmente por administracion intravenosa de las minicélulas dirigidas. El cancer de ovario
primario se puede tratar por administracion intraperitoneal de minicélulas dirigidas.

Pureza

En un aspecto, las minicélulas estan sustancialmente exentas de células bacterianas progenitoras contaminantes.
Por lo tanto, las formulaciones que contienen mlnlcelulas contienen preferentemente menos de aproximadamente 1
célula bacteriana progenitora contaminante cada 10" minicélulas, mas preferentemente contienen menos de
aproximadamente 1 célula bacteriana progenitora contaminante cada 108 minicélulas, incluso mas preferentemente
contienen menos de aproximadamente 1 célula bacteriana progenitora contaminante cada 10° minicélulas, todaV|a
mas preferentemente contienen menos de aproximadamente 1 célula bacteriana progenitora contaminante cada 10"
minicélulas y muy preferentemente contienen menos de aproximadamente 1 célula bacteriana progenitora
contaminante cada 10" minicélulas.

Los métodos de purificacion de minicélulas son conocidos en el area y se describen en la publicacion internacional
numero WOO03/033519. Uno de dichos métodos combina filtracién de flujo cruzado (el flujo de alimentaciéon es
paralelo a la superficie de una membrana; Forbes, 1987) y filtracion sin salida (el flujo de alimentacion es
perpendicular a la superficie de la membrana). Opcionalmente, la combinacion de filtracién puede estar precedida
por una centrifugacion diferencial, a baja fuerza centrifuga, para eliminar parte de las células bacterianas y asi
enriquecer el sobrenadante en minicélulas.

Otro método de purificacion emplea la centrifugacion por gradiente de densidad en un medio biolégicamente
compatible. Luego de la centrifugacion, se recoge una banda de minicélulas del gradiente, y opcionalmente, las
minicélulas se someten a otras rondas de centrifugacion por gradiente de densidad para maximizar su pureza. El
método puede incluir ademas un paso preliminar de realizacion de una centrifugacion diferencial en la muestra que
contiene las minicélulas. Cuando se realiza a una fuerza centrifuga baja, la centrifugacion diferencial eliminara una
parte de las células bacterianas progenitoras, enriqueciendo asi el sobrenadante en minicélulas.

Métodos de purificacion particularmente eficaces explotan la filamentacién bacteriana para aumentar la pureza de
las minicélulas. Por lo tanto un método de purificacion de minicélulas puede incluir los pasos de (a) someter una
muestra que contenga minicélulas a una condicion que induzca a las células bacterianas progenitoras a adoptar una
forma filamentosa, seguido de (b) filtracion de la muestra para obtener una preparacion de minicélulas purificada.

También se pueden combinar métodos de purificacion de minicélulas conocidos. Una combinacion sumamente
eficaz de los métodos es la siguiente:

Paso A: centrifugacion diferencial de un cultivo celular bacteriano que produce minicélulas. Este paso, que se puede
realizar a 2000 g durante aproximadamente 20 minutos, elimina la mayor parte de las células bacterianas
progenitoras dejando las minicélulas en el sobrenadante.

Paso B: centrifugacion por gradiente de densidad utilizando un medio de gradiente de densidad isoténico y atoxico.
Este paso separa las minicélulas de muchos contaminantes, incluidas las células bacterianas progenitoras, con
minima pérdida de minicélulas. Preferentemente, este paso se repite dentro de un método de purificacién.

Paso C: filtracion de flujo cruzado a través de un filiro de 0.45 pym para reducir ain mas la contaminacion con células
bacterianas progenitoras.

Paso D: filamentacion inducida por estrés de las células bacterianas progenitoras restantes. Esto se puede llevar a
cabo sometiendo la suspensién de minicélulas a cualquiera de diversas condiciones ambientales que inducen
estrés.

Paso E: tratamiento antibiotico para eliminar las células bacterianas progenitoras.

Paso F: filtracion de flujo cruzado para eliminar los contaminantes pequefios, como ampollas de membrana,
fragmentos de membranas, desechos bacterianos, acidos nucleicos, componentes del medio y demas, y para
concentrar las minicélulas. Se puede emplear un filtro de 0.2 uym para separar las minicélulas de los contaminantes
pequenfios y un filtro de 0.1 ym para concentrar las minicélulas.
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Paso G: filtracion sin salida para eliminar las células bacterianas filamentosas muertas. Se puede emplear un filtro
de 0.45 ym para este paso.

Paso H: eliminacion de endotoxina de la preparacion de minicélulas. Se pueden emplear perlas magnéticas
recubiertas con antilipido A para este paso.

Cronograma de administracion

En general, las formulaciones dadas a conocer en este documento se pueden utilizar en las dosis adecuadas
definidas por pruebas de rutina, para obtener un efecto fisioldgico dptimo, minimizando cualquier toxicidad potencial.
El régimen de dosificacion se puede elegir de conformidad con diversos factores que incluyen la edad, el peso, el
género, la afeccion médica del paciente, la gravedad de la afecciéon que se va a tratar, la via de administracion, y la
funcion renal y hepatica del paciente.

La precision 6ptima para lograr las concentraciones de minicélulas y farmacos dentro del intervalo que produce la
maxima eficacia con minimos efectos secundarios puede requerir un régimen basado en la cinética del acido
nucleico funcional y la disponibilidad del farmaco para los sitios que son la diana y las células que son la diana. La
distribucion, el equilibrio y la eliminacion de una minicélula o un farmaco pueden ser tenidos en cuenta cuando se
determina la concentracion 6ptima para un régimen de tratamiento. Las dosis de las minicélulas y los farmacos se
pueden ajustar cuando se usan en combinacion, para lograr los efectos deseados.

Por otra parte, la administracién de la dosis de las formulaciones se puede optimizar utilizando un sistema de
modelado farmacocinético/farmacodinamico. Por ejemplo, se pueden elegir uno o mas regimenes de dosificacion y
utilizar un modelo farmacocinético/farmacodinamico para determinar el perfil farmacocinético/farmacodinamico de
uno o mas regimenes de dosificacion. A continuacion, se puede elegir uno de los regimenes de dosificacion para la
administracion que logre la respuesta farmacocinética/farmacodinamica deseada basandose en el perfil
farmacocinético/farmacodinamico particular. Véase, por ej., WO 00/67776. En este sentido, se puede determinar un
régimen de dosificacion para cualquier indicacion empleando el método y el modelo descritos en este documento en
el ejemplo 6, modificado para la célula particular de interés.

Especificamente, las formulaciones se pueden administrar al menos una vez por semana en el transcurso de varias
semanas. En una realizacion, las formulaciones se administran al menos una vez por semana durante varias
semanas a varios meses.

Mas especificamente, las formulaciones se pueden administrar al menos una vez al dia durante aproximadamente 2,
3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o 31 dias.
Alternativamente, la formulaciones se pueden administrar aproximadamente una vez al dia, aproximadamente una
vez cada 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o 31
dias o mas.

Las formulaciones se pueden administrar alternativamente aproximadamente una vez por semana,
aproximadamente una vez cada 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 semanas 0 mas.
Alternativamente, las formulaciones se pueden administrar al menos una vez por semana durante aproximadamente
2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 semanas o mas.

Alternativamente, las formulaciones se pueden administrar aproximadamente una vez por mes, aproximadamente
unavezcada?2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11 o0 12 meses o mas.

Las formulaciones se pueden administrar en una Unica dosis diaria, o la dosis diaria total se puede administrar en
dosis fraccionadas dos, tres o cuatro veces al dia.

En un método en el cual las minicélulas se administran antes que un farmaco, la administracién del farmaco puede
tener lugar en cualquier momento desde varios minutos hasta varias horas después de la administraciéon de las
minicélulas. El farmaco se puede administrar alternativamente en cualquier momento desde varias horas hasta
varios dias, posiblemente desde varias semanas hasta varios meses después de las minicélulas.

Mas especificamente, la minicélulas con acido nucleico funcional empacado se pueden administrar al menos
aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 0 24 horas antes que el
farmaco. Por otra parte, las minicélulas se pueden administrar al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10,
11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 o 31 dias antes que la administracién del
farmaco. Aun en otra realizacion, las minicélulas se pueden administrar al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 semanas o mas antes que el farmaco. En otra realizacion, las
minicélulas se pueden administrar al menos aproximadamente 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 o 12 meses antes que
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el farmaco.

En otra realizacién, la minicélula se administra después que el farmaco. La administracién de la minicélula se puede
realizar en cualquier momento desde varios minutos hasta varias horas después de la administracion del farmaco.
La minicélula se puede administrar alternativamente en cualquier momento desde varias horas hasta varios dias,
posiblemente desde varias semanas hasta varios meses después que el farmaco.

Los ejemplos siguientes son solo ilustrativos, en vez de limitantes, y proporcionan una comprensién mas completa
de la invencion.

Ejemplos

1. Empacado directo de ARN regulador en minicélulas intactas in vitro

Se prepararon y purificaron minicélulas intactas de origen bacteriano como se describe en la solicitud de patente de
Estados Unidos publicada N° US 2004/0265994. Se obtuvo ARNip de glicerolaldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GAPDH) marcado con Cy3 (maximo de excitacion (Amax) 547 nm, maximo de emision (Amax) 563 nm), producto de
Ambion (Austin, Texas EE.UU.), y se reconstituyé en agua exenta de nucleasa hasta una concentracion final de 50
uM.

Se resuspendieron aproximadamente 10’ minicélulas en solucién tampon de fosfato (PBS) 1x (Gibco) y se
coincubaron con ARNip de GAPDH marcado con Cy3 1 uyM. La incubacion se llevé a cabo durante 2 horas a 37 °C
con agitacion suave. Se simuld la carga de minicélulas de control por incubacion con 1 x PBS solo. Después de la
carga las minicélulas se sedimentaron y se lavaron dos veces con PBS 1x por centrifugacion durante 10 minutos a
16 200 x g. Las minicélulas experimentales y de control se observaron bajo un microscopio de fluorescencia DMLB,
producto de Leica (Alemania) equipado con una camara D70, producto de Olympus Microscopes (Alemania). Las
imagenes se adquirieron usando un objetivo de inmersion de aceite 100 x.

Los experimentos de coincubacion anteriores también se llevaron a cabo bajo diferentes condiciones experimentales
como la incubacién a temperatura ambiente, 37 °C y 4 °C. Ademas, los tiempos de coincubacion se variaron para
incluir 1 hora, 2 horas, 4 horas y 12 horas, respectivamente.

Como se muestra en la figura 1B, las moléculas de ARNip intactas difundieron rapidamente al interior de las
minicélulas. La incubacion de 2 horas a 37 °C fue suficiente para lograr un empacado significativamente alto de las
minicélulas.

Para determinar si las moléculas de ARNip estaban dentro de las minicélulas o adheridas a la superficie de las
minicélulas, las minicélulas con ARNip marcado con Cy3 fluorescente se incubaron con exonucleasas durante la
noche, seguido de repeticion de microscopia de fluorescencia. Los resultados fueron idénticos a los que se muestran
en la figura 1B, lo que indica que los ARNip fueron internalizados por las minicélulas y no se adhirieron a la
superficie de éstas.

2. Transinfeccion in vitro de células de cancer de mama humano con minicélulas con ARN empacado dirigidas por
anticuerpo biespecifico

Para demostrar que las minicélulas que tenian ARN regulador eran estables en suero in vitro y que podian ser
internalizadas por células de mamifero a las que eran especificamente dirigidas, se realizé el experimento siguiente.

Se sintetiz6 ARNip dirigido a polo-cinasa 1 (Plk1) con wuna secuencia que es la diana 5'-
GGTGGATGTGTGGTCCATTTT-3', y se marcdé con un marcador (tag) fluorescente, AlexaFluor 488. Las polo-
cinasas tienen multiples funciones durante la entrada en la mitosis, la maduracién del centrosoma, la formacién del
huso bipolar, la segregacion de cromosomas vy la citocinesis y, crucialmente, la vigilancia de la fidelidad del control
del punto de inspeccion (Glover et al.,, 1998; Barr et al.,, 2004; van de Weerdt y Medema 2006). En los seres
humanos, Plk1 es el miembro mejor caracterizado de esta familia. Plk1 se asocia a la tumorigénesis y pertenece a la
familia de las serina/treonina cinasas, que representan dianas atractivas para nuevos antineoplasicos. En
consecuencia, Pkl se considera una diana prometedora para el desarrollo de farmacos contra el cancer (Strebhardt
y Ullrich, 2006).

Se purificaron las minicélulas y 10° minicélulas se empacaron con anti-" %8Pk 1 ARNip, como se describe en el
ejemplo 1. Se prepar6 un anticuerpo biespecifico (BsAb) portador de especificidades antigeno O anti-S. typhimurium
y anti-EGFR humano, que se unié a las minicélulasarass-rik1-arnip COMoO se describio en la solicitud PCT publicada WO
05/056749. Las minicélulas resultantes se designaron EGFRminiCélUlaSAF488.P|k1.ARNip. Estas minicélulas (10°%) se
incubaron con células de cancer de mama humano, en cultivo tisular, a una densidad de 10 000 minicélulas:1 célula
tumoral. La incubacion se llevo a cabo durante 1 hora, 2 horas, 4 horas y 24 horas. En cada uno de esos momentos,
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las células se recogieron y se tifieron con DAPI (colorante nuclear azul fluorescente). Las células se observaron
utilizando el microscopio confocal IX81(Olympus) y el software CellR.

En 1 hora las minicélulas portadoras de ARNip fluorescentes se habian adherido a las células MDA-MB-468 (véase
Figura 2). Esta unién se debid, se cree, a la union al BsAb unido a las minicélulas, que se dirigi6 al receptor EGF en
las células MDA-MB-468, puesto que las minicélulasarass-rik1-arnip NO dirigidas en la incubacion de control se lavaron
gergg mqstlraron ninguna quoresgencia yerde asociadala las células MDA-MB-468. A las 2 horas pgst incupacic’m, las

minicélulasarsss-rik1-ARNip S€ internalizaron en las células MDA-MB-468 y mostraron fluorescencia verde intensa. A
las 24 horas la mayor parte de la florescencia verde habia desaparecido, indicando que las minicélulas
internalizadas se habian roto, presumiblemente dentro de los fagolisosomas.

3. Extraccién y cuantificacion de ARNip de minicélulas intactas

Dado que el ARNip no se produce naturalmente en las células bacterianas ni en las minicélulas de origen
bacteriano, no es de extrafiar que no exista ninguna metodologia establecida para la extraccion de ARNip de dichas
particulas. En consecuencia, los inventores de la presente desarrollaron un método para la extraccién cuantitativa de
los ARNip que estan empacados en minicélulas intactas, de conformidad con la invencion.

La proteina quinesina del huso mitético (KSP), también conocida como "quinesina-5" y "Eg5," es una proteina
motora asociada a los microtubulos. Es esencial para la formacion de husos bipolares y la segregacion adecuada de
cromatidas hermanas durante la mitosis (Enos y Morris, 1990; Blangy et al, 1995; Sawin y Mitchison, 1995;
Dagenbach y Endow, 2004). La inhibicion de KSP causa la formacién de husos mitéticos monopolares, activa el
punto de control del ensamblaje del huso y detiene a las células en la mitosis, conduciéndolas a la subsiguiente
muerte celular (Blangy et al., 1995, Caner et al., 1999; Kapoor et al., 2000; Tao et al., 2005).

Se eligié un ARNip contra KSP para el empacado en minicélulas, para informar la optimizacion de la extraccion de
ARNip de las minicélulas segun la invencién. Mas especificamente, se sintetizaron las secuencias de
oligonucledtidos bicatenarios KSP-1-ARNip (hebra sentido; 5-AAC TGG ATC GTA AGA AGG CAG-3') y se
empacaron en minicélulas, conforme a los procedimientos establecidos en el ejemplo 1, supra.

Se procesaron minicélulasarnip-ksp (10" y una cantidad semejante de minicélulas de control vacias, empleando una
serie de kits de extraccion de acido nucleico disponibles en el comercio. Los resultados mostraron que el kit de
aislamiento de ARNmi mirVana (Ambion) proporciond la extraccion cuantitativa de ARNip-KSP de las minicélulas
intactas. El procedimiento se llevé a cabo segun las instrucciones del fabricante.

El ARNip purificado se tifié primero con un colorante de acido nucleico fluorescente ultra sensible, RiboGreen™,
producto de Molecular Probes Inc. (Eugene, Oregon EE.UU.), seguido de la cuantificacion usando el
fluoroespectrometro NanoDrop ND-3300, producto de NanoDrop Technologies Inc. (Wilmington, Delaware EE.UU.),
también segun las instrucciones del fabricante. El RiboGreen™ unido a ARN tiene un maximo de excitacién de ~ 500
nm y un maximo de emision de ~ 525 nm.

Los resultados mostraron que las minicélulas fueron capaces de portar ARNip. 10" minicélulas vacias portaron ~1.4
pg de ARN, presumiblemente un nivel de fondo de ARN bacteriano formado endégenamente. EI mismo ndmero de
minicélulasarnip-ksp portd ~2.7 pg de ARN, que contenia ARN bacteriano endégeno mas ARNip-KSP empacado
exogenamente. Por lo tanto, estos datos demuestran que 10" minicélulas pueden empacar al menos ~1.3 ug de
ARNip empacado exdgenamente.

4. Demostracion in vivo de efectos antitumorales logrados con ARN empacado en minicélulas

Se realizaron los estudios siguientes para demostrar que minicélulas con ARN regulador empacado podrian
administrar ARN regulador intacto en concentraciones terapéuticamente eficaces a células tumorales in vivo.

Se eligié ARNip contra KSP, como se describe en el egjemplo 3, para empacar en las minicélulas de acuerdo con la
presente invencion. Se purificaron minicélulas, y 10° minicélulas se empacaron con ARNip anti-KSP, como se
describe en el ejemplo 1. También se prepar6é un BsAb y se uni6 a las minicélulasarnipxsp, como se describe en el
ejemplo 2, para generar EGFRminicélulasARNip.Ksp.

Los ratones utilizados en este ejemplo se compraron a Animal Resources Centre (Perth, WA, Australia), y todos los
experimentos con animales se llevaron a cabo cumpliendo con las pautas de atencién y uso de animales de
laboratorio, con la aprobacién del Comité de ética para la experimentaciéon animal. Los experimentos se realizaron
en las instalaciones para animales pequefios acreditadas por NSW Agriculture en EnGenelC Pty Ltd (Sydney, Nueva
Gales del Sur, Australia).

Se cultivaron células de cancer de mama humano (MDA-MB-468, ATCC) en cultivo tisular en medio RPMI 1640
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complementado con 5% de suero fetal bovino GIBCO-BRL , producto de Invitrogen Corporation (Carlsbad California
EE.UU.), y glutamina (Invitrogen) en atmosfera humedemda de 95% de aire y 5% de CO a 37 °C. 1 x 10° células en
50 ul de medio exento de suero se mezclaron junto con 50 pl de matrigel de factor de crecimiento reducido, producto
de BD Biosciences (Franklin Lakes, Nueva Jersey EE.UU.). Por medio de una aguja de calibre 23, las células se
inyectaron por via subcutanea entre los omdplatos de cada raton. Los tumores se midieron dos veces por semana,
usando calibrador digital electrénico (precision de 0.001), producto de Mitutoyo (Japdn) y se calculd la media del
volumen del tumor empleando la férmula: longitud (mm) x ancho? (mm) X 0.5 = volumen (mm?®).

Los diversos tratamientos comenzaron una vez que los tumores alcanzaron voliumenes entre 170 mm?® y 200 mm?®, y
los ratones se distribuyeron aleatoriamente en dos grupos diferentes de ocho por grupo. El grupo de control 1 recibié
solucion salina estéril, en tanto el grupo experimental 2 recibio EGF mlnlcelulam\m\j.p KSP (10 ), cuatro veces por
semana.

Como se muestra en la figura 3, EGFRminicéluIa~'~‘4\R;\“p.Ksp proporcionaron un efecto antitumoral altamente significativo
en comparacion con los controles de solucion salina. Los resultados demuestran que (a) los ARNip fueron estables
dentro de las minicélulas in vivo, (b) se administraron ARNip intactos y totalmente funcionales a las células
tumorales in vivo, y (c) las minicélulas administraron concentraciones terapéuticamente eficaces de ARNip a las
células tumorales in vivo.

5. Demostraciéon de terapia contra el cancer a medida mediante tratamiento con ARN empacado en minicélulas,
sequido de farmaco empacado en minicélulas

La mayor parte de las terapias contra el cancer se asocian a resistencia a los farmacos. Lo mismo es cierto para
tratamientos con ARN regulador, dado que las mutaciones genéticas en las células tumorales pueden tornar ineficaz
el ARN regulador si el gen que es la diana muta dentro de la secuencia a la que se dirige el ARN regulador.

No ha habido ninguna estrategia eficaz para encarar la resistencia a los farmacos en pacientes con cancer. En
cambio, deben administrarse nuevos farmacos para evitar la mutacién. No obstante, este método enfrenta serias
dificultades puesto que la mayoria de los antineoplasicos son sumamente toxicos y las terapias combinadas
aumentan esa toxicidad, resultando en la limitacion de la dosis y el frecuente abandono de la terapia cuando el
paciente ya no puede hacer frente a la toxicidad. El estudio siguiente se condujo para evaluar la eficacia del ARN
empacado en minicélulas para enfrentar dicha resistencia.

Como se describio antes, se purificaron minicélulas y se empacaron (10°) con ARNip anti-KSP o anti-Plk1. También
como se describid previamente se preparo un anticuerpo biespecifico (BsAb) portador de espeC|f|C|dades O-antigeno
anti-S. typhimurium y anti-EGFR humano, que se unio a las minicélulasarnip-xsp para generar EGFR minicélulasarnip-ksp.

Se establecieron xenoinjertos de cancer de colon humano (HCT116; ATCC) en ratones atimicos, como se describe
en el ejemplo 3, y se trataron i.v. de la manera siguiente: los ratones del grupo 1 recibieron squC|on salina estéril, y
los ratones de los grupos 2,3y 4 se trataron en las primeras 10 dosis (véase Figura 4) con 10° E6F m|n|Ce|U|aSARN|p
PIkls EGF mlnlcelulam\m\j.p KsP-1'Y EGF mlnlcelulam\RN.p ksp-2, respectivamente. Las secuencias de Plkl y KSP-1 fueron
como se muestra en los ejemplos anteriores. ARNip-KSP-2 (hebra sentido; 5' CTGAAGACC TGAAGACAAT 3') se
dirige a un segmento diferente del ARNm de KSP. Después del dia 33, los ratones de los grupos 2, 3 y 4 se trataron
con dos dosis de £ mlnlcelulascarbomat.no

Los resultados mostraron (Figura 4) que después del dia 26, los tumores se volvieron resistentes al tratamiento con
ARNip. Concordantemente, los ratones de los grupos 2, 3y 4 se trataron en las cuatro dosis siguientes, con las tres
dosis de R mlnlcelulam\RNgD Plk1, + + ECGFR minicélulasarnip-ksp-1, + + EGF mlnlcelulam\RN.p ksp-2) combinadas en cantidades
iguales, es decir, ~ 3 x 10" de cada tipo de minicélulas. Ademas, hacia el dla 33 los tumores fueron sumamente
resistentes a todos los ARNip (Figura 4). Luego de la administracion de EGF mlnlcelulascarbo,).at.no, el crecimiento del
tumor en los ratones de los grupos 3 y 4 se retras6 significativamente. Luego de la administracion de
mlnlcelulascarbo,).at.no, los ratones del grupo 3 mostraron una regresion significativa en el volumen del tumor.

Estos datos muestran que las células tumorales resistentes a los farmacos se pueden tratar eficazmente in vivo, de
conformidad con la presente invencion. En particular, (1) las administraciones secuenciales de minicélulas dirigidas,
portadoras de secuencias de ARN regulador disefiadas para reducir significativamente la carga tumoral, son
seguidas, cuando las células tumorales se vuelven resistentes al efecto antitumoral mediado por ARNip, de (2)
minicélulas dirigidas portadoras de un farmaco que no actia sobre la misma proteina a la que se dirigid el ARN
regulador.

6. Demostracion del knockdown (disminucion de la expresion) de proteinas que son la diana en células tumorales y
la_detenciéon resultante en la proliferacion celular después de la administracion dirigida de una cantidad
terapéuticamente eficaz de ARN regulador empacado en minicélulas intactas
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Para demostrar que los métodos de la invencién empacaban cantidades terapéuticamente eficaces de ARN
regulador en minicélulas intactas, fue necesario demostrar que minicélulas con ARN regulador empacado dirigidas
por anticuerpo biespecifico podian activar eficaz y eficientemente la detencién de la proliferacion celular e inducir la
muerte celular apoptética.

En una atmdsfera humedecida de 95% de aire y 5% de CO; a 37 °C, se cultivaron células de cancer epitelial
colénico humano (HCT116) en cultivo tisular en medio RPMI 1640 complementado con 5% de suero fetal bovino y
glutamina. Como se describié antes, las minicélulas se purificaron y se empacaron con ARNip dirigido contra Plkl o
KSP, y se unieron a un BsAb portador de especificidades de O-antigeno anti-S. typhimurium y anti-EGFR humano.
Asi, a partir de minicélulasarnip-ksp, Minicélulasarnip-rik1 Y Minicélulas (control) se generaron E FRminicéluIasARNip.Ksp,
EGFRminicélulasARNip.p|k1 y E¢"Rminicélulas. Se sembraron células HCT116 en placas de seis pocillos, y los grupos
experimental y de control se transinfectaron a razén de 5000 minicélulas:1 célula HCT116. Se incluyd un control
adicional sélo de células.

Después de 2 horas de incubacién con minicélulas, los pocillos se lavaron tres veces con PBS recién preparado. Las
células se recogieron 4 horas, 8 horas, 16 horas, 24 horas, 32 horas y 48 horas post transinfeccion, se fijaron en
etanol al 70% y se incubaron a 4 °C durante 30 minutos. Las células se lavaron 2 veces en tampdn de fosfato-citrato
(pH 7.8) y se trataron con 100 mg/ml de ARNasa, para asegurar que soélo se coloreaba el ADN. Las células se
tifieron con yoduro de propidio (colorante de acido nucleico) y después se analizaron usando un citémetro de flujo
FACSCalibur™, producto de Becton Dickinson (Franklin Lakes, Nuevas Jersey EE.UU.), en la universidad
Macquarie (Sydney, Australia), y el software de adquisicion y analisis CELL Quest , también producto de Becton
Dickinson.

El analisis FACS de las células mostré que, a las 4 y 8 horas post transinfeccion (Figura 5A), las células tratadas con
EGFRminicéluIasARNip.Ksp, o EGFRminicéIuIasARNié).mm se caracterizaron por una detencion robusta del ciclo celular G2.
Las células de control, solas o tratadas con E FRminicélulas, no mostraron efectos adversos. Estas células mostraron
fases G1, S y G2 del ciclo celular normales. A las 16 y 24 horas, las células experimentales mostraron no sélo una
detencioén robusta de G2 sino también un gran nimero de células apoptoéticas (Figura 6). A las 32 y 48 horas, la
mayoria de las células de los grupos experimentales estaban apoptéticas y se habian vuelto desechos celulares
(véase en particular los paréntesis en la figura 7).

Estos resultados demuestran que las minicélulas intactas dirigidas se empacaron con una cantidad terapéuticamente
eficaz de ARN regulador, y que las minicélulas de la invencion son sumamente eficientes y significativamente
eficaces en el knockdown de una proteina que es la diana dentro de las células tumorales, provocando la muerte
celular apoptética.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que contiene (a) una pluralidad de minicélulas intactas de origen bacteriano, donde cada
minicélula de dicha pluralidad contiene ARN regulador que esta empacado en dicha minicélula y (b) un portador
farmacéuticamente aceptable para ellas, donde hay una ausencia en dichas minicélulas de un constructo para la
expresion in situ de dicho ARN regulador, donde dicho ARN regulador se elige del grupo que consiste en ARNip,
ARNmi y ARNhc y donde dicha pluralidad contiene una cantidad terapéuticamente eficaz de dicho ARN regulador.

2. La composicion de la reivindicacion 1, donde dicho ARN regulador se dirige al transcrito de ARN que codifica una
proteina que contribuye a la resistencia a los farmacos, la resistencia a la apoptosis o la neoplasticidad.

3. La composicion de la reivindicacion 1, donde dicho ARN regulador se dirige al transcrito de: la glucoproteina P,
MDR-2 o MDR-3.

4. La composicion de la reivindicacion 1, donde dicho ARN regulador se dirige al transcrito de: MRP2, BCR-ABL, la
proteina asociada a la resistencia a STI-571, una proteina relacionada a la resistencia pulmonar, la ciclooxigenasa-2,
el factor nuclear kappa, XRCC1, ERCC1, GSTP1, la B-tubulina mutante, o un factor de crecimiento.

5. La composicion de la reivindicacion 1, donde dicho RNA regulador se dirige al transcrito de Bcl-2, Bcl-XL, A1/Bfl 1,
la cinasa de adhesion focal o la proteina p53.

6. La composicion de la reivindicacion 1, donde dicho ARN regulador se dirige al transcrito de la B-Catenina, PKC-q,
C-RAF, K-Ras, la ARN helicasa Dead box DP97, cdk1, DNMT1, FLIP, C-Sfc, 53BPI, la proteina del grupo Polycomb
EZH2, ErbB1, HPV-16 E5 y E7, Fortilin & MCI1P, KSP, DIP13a, MBD2, p21, KLF4, tpt/TCTP, SPK1 & SPK2, P300,
PLK1, Trp53, Ras, ErbB1, VEGF o BAG-1.

7. La composicion de la reivindicacion 1, que contiene ademas un farmaco.

8. La composicion de la reivindicacion 7, donde dicho ARN regulador se dirige al transcrito que codifica una proteina
que contribuye a la resistencia a dicho farmaco.

9. La composicion de la reivindicacion 8, donde dicho farmaco esta empacado en una minicélula intacta de origen
bacteriano.

10. La composicion de la reivindicacion 9, donde dicho ARN regulador y dicho farmaco estan empacados en la
misma minicélula.

11. La composicion de la reivindicacion 1, que contiene ademas un ligando biespecifico.

12. La composicién de la reivindicacion 11, donde dicho ligando biespecifico contiene un primer brazo que tiene
especificidad por una estructura de superficie de una minicélula y un segundo brazo que tiene especificidad por un
receptor de superficie de una célula de mamifero no fagocitica.

13. La composicion de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 12, donde dicho ARN regulador es ARNip.

14. La composicion de la reivindicacion 12, donde dicho receptor de la superficie de la célula de mamifero es capaz
de activar la endocitosis mediada por receptor de dicha minicélula.

15. La composicidon de la reivindicacion 11, donde dicho ligando biespecifico comprende un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo.

16. La composicion de la reivindicacion 1, donde dicha composicidon contiene menos de aproximadamente 1 célula
bacteriana progenitora contaminante cada 10° minicélulas.

17. La composicion de la reivindicacion 1, donde dicha composiciéon contiene menos de aproximadamente 1 célula
bacteriana progenitora contaminante cada 10" minicélulas.

18. La composicion de la reivindicacion 1, donde dicha composiciéon contiene menos de aproximadamente 1 célula
bacteriana progenitora contaminante cada 10" minicélulas.

19. La composicion de acuerdo con la reivindicacién 1 para utilizar como un medicamento.

20. La composicion de la reivindicacion 19, donde dicho ARN regulador es ARNhc.
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21. La composicion de la reivindicacion 19, donde dicho ARN regulador es ARNip.

22. La composicion de la reivindicacion 19 para utilizar en el tratamiento de la resistencia a los farmacos o la
resistencia a la apoptosis.

23. La composicién de la reivindicacion 19 para usar en el tratamiento del cancer o la neoplasticidad, que contiene
ademas un ligando biespecifico, donde dicho ligando biespecifico contiene un primer brazo que tiene especificidad
por una estructura de superficie de una minicélula y un segundo brazo que tiene especificidad por un receptor de
superficie de una célula de mamifero no fagocitica.

24. La composicion de la reivindicacion 23, donde dicho cancer se elige del grupo que consiste en cancer de
estdbmago, cancer de vias urinarias, cancer de vejiga, cancer de ovario, cancer de mama, cancer de colon y cancer
epitelial colénico.

25. La composicion de la reivindicacion 19, donde dicho medicamento esta destinado al uso en combinacién con un
farmaco donde dicho ARN regulador se dirige al transcrito de una proteina que contribuye a la resistencia a dicho
farmaco.

26. La composicion de la reivindicacion 25, donde dicho farmaco se empaca en una minicélula intacta de origen
bacteriano.

27. La composicion de la reivindicacion 26, donde dicho ARN regulador y dicho farmaco estan empacados en la
misma minicélula.

28. Un método para formular minicélulas de la composicién de la reivindicacién 1, que comprende coincubar en un
tampodn (A) una pluralidad de minicélulas intactas, de origen bacteriano con (B) ARN regulador exento de plasmido,
obteniendo asi minicélulas que contienen dicho ARN regulador, donde dicho ARN regulador se elige del grupo que
consiste en ARNip, ARNmi y ARNhc.

29. El método de la reivindicacion 28, donde dicho ARN regulador es ARNhc.

30. El método de la reivindicacion 28, donde dicho ARN regulador es ARNip.

31. El método de la reivindicacion 29, donde la cantidad de ARNip presente en dichas minicélulas que contienen
dicho ARNip es tal que 10" minicélulas empacan al menos aproximadamente 1.3 ug de ARNip.

32. El método de cualquiera de las reivindicaciones 28 a 31, donde dicha incubacién se lleva a cabo en solucién
salina tamponada.

30



(A)

ES 2534435713

Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 7
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