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DESCRIPCION

Administraciéon de acidos nucleicos funcionales a células de mamifero a través de minicélulas intactas obtenidas a
partir de bacterias

Antecedentes de la invencion

La presente invencion se refiere a iniciativas en curso para lograr una administracion eficaz de acidos nucleicos
funcionales a células de mamiferos. Mas especificamente, la invencion se refiere al uso de vectores de minicélulas
bacterianas para entregar acidos nucleicos funcionales a células de mamifero. La invencién es especialmente util
para eliminar la resistencia a los farmacos, principalmente en el contexto de una terapia contra el cancer y el SIDA,
para favorecer la apoptosis y para contrarrestar la neoplasia en células diana.

Avances recientes han puesto de manifiesto una variedad de técnicas para introducir acidos nucleicos funcionales
dentro de células. Por ejemplo, métodos de transfeccion basados en liposomas pueden entregar acidos nucleicos
producidos de forma exdgena. Sin embargo, tal metodologia exdgena tiene el inconveniente de efectuar solo una
inhibicién transitoria de una diana. Ademas, los liposomas son inestables in vivo. Como alternativa a la administra-
cion de acidos nucleicos producidos de forma exdgena, los vectores pueden entregar plasmidos que codifican aci-
dos nucleicos funcionales, los cuales son producidos de forma enddgena. Sin embargo, los vectores viricos Utiles
empleados actualmente para este proposito, plantean problemas graves de seguridad. Problemas a modo ilustrativo
incluyen la recombinacion con virus de tipo silvestre, un potencial de insercion y oncogénico, inmunosupresion indu-
cida por el virus, capacidad limitada de los vectores viricos para transportar grandes segmentos de ADN, restableci-
miento de la virulencia de virus atenuados, dificultades para preparar y distribuir virus recombinantes, una estabilidad
reducida y reacciones adversas, tales como una respuesta inflamatoria, causada por una inmunidad existente. Una
metodologia que evitara estos problemas ofreceria un beneficio significativo para hacer la entrega de acidos nuclei-
cos funcionales mas segura y eficaz.

Un método eficaz para la administracion de acidos nucleicos funcionales seria particularmente beneficioso para
anular la resistencia a los farmacos. Las células de mamifero emplean una variedad de procesos bioldgicos para
resistir a los farmacos, lo que plantea un obstaculo importante para el éxito del tratamiento del cancer. Del mismo
modo, la resistencia a los farmacos limita la eficacia del tratamiento del VIH, especialmente de una terapia anti-
retrovirica de gran actividad (TARGA) que se basa en una combinacion de inhibidores nucledsidos de la transcripta-
sa inversa (INTIs) e inhibidores de la proteasa (IPs) o un inhibidor no nucledsido de la transcriptasa inversa (INNTI).

La resistencia clinica a la quimioterapia de un tumor puede ser intrinseca o adquirida. Una resistencia intrinseca
existe en el momento del diagndstico en tumores que no responden a la quimioterapia de primera linea. La resisten-
cia adquirida se produce en tumores que pueden responder bien al tratamiento inicial, pero que presentan un fenoti-
po resistente después de una recidiva. Tales tumores adquieren resistencia tanto frente a farmacos utilizados pre-
viamente como a nuevos farmacos, incluidos farmacos con estructuras y mecanismos de accion diferentes. El térmi-
no MDR (resistencia a multiples farmacos, del inglés “multidrug resistance”) describe este fendmeno en el que las
células tumorales se vuelven resistentes de forma cruzada a varios farmacos que no estan relacionados estructu-
ralmente, después de la exposicién a un solo farmaco.

Los mecanismos de resistencia a multiples farmacos son complejos y multifactoriales, debido en gran parte al alto
nivel de inestabilidad gendémica y a mutaciones en las células cancerosas. Ejemplos de mecanismos son la inactiva-
cién de farmacos, extrusion de farmacos por medio de bombas de la membrana celular, disminucién de la entrada
de farmacos, mutaciones de dianas de farmacos y fallo para iniciar la apoptosis (Bredel, 2001; Chen et al., 2001;
White and McCubrey, 2001; Sun et al., 2001).

La extrusion de farmacos es particularmente comun, y puede ser el resultado de la hiperexpresion de proteinas
asociadas a la membrana que bombean farmacos desde el medio intracelular al extracelular. Tales bombas son
frecuentemente miembros de la superfamilia de transportadores ABC (casete que se une a ATP) (Doige et al.,
1993). La glicoproteina P (Pgp) es un ejemplo de las mismas, y es un importante contribuyente a la MDR en una
variedad de células cancerosas (Endicott et al., 1989; Litman et al., 2001). Otros ejemplos incluyen la proteina aso-
ciada a la MDR (MRP; Cole et al., 1992), la proteina de resistencia del cancer de mama (BCRP; Litman et al., 2000)
y la proteina relacionada con la resistencia pulmonar (LRP; una proteina principal de béveda; Scheffer et al., 2000).
Otras proteinas transportadoras de multiples farmacos también se han identificado en las células cancerosas (Got-
tesman et al., 2002) y en microorganismos patégenos (Van Bambeke et al., 2000).

La resistencia a la apoptosis (muerte celular programada) de las células tumorales inducida por agentes citotoxicos y
radiacion (Sellers y Fisher, 1999), es otro mecanismo comun. Este mecanismo implica con frecuencia la hiperexpre-
sion de proteinas anti-apoptéticas, como la proteina 2 de leucemia de linfocitos B (Bcl-2), Bcl-X., Bcl-W, A1/Bf11,
Mcl-1 y las mutaciones en la proteina p53. Aunque sigue siendo dificil comprender con precisién como proteinas del
tipo Bcl-2 ejercen sus efectos anti-apoptoéticos, las proteinas se hiperexpresan en muchos tipos de cancer incluyendo
el cancer colorrectal, de prostata y de mama (Hanada, et al., 1995; Bakhshi et al., 1985; Wang et al., 1996). El au-
mento de la expresion del factor de transcripcion del factor nuclear kappa B (NF-kB) también es un mecanismo im-
portante de las células tumorales para adquirir resistencia a la quimioterapia (Wang et al., 1999).
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Se han identificado farmacos para contrarrestar la MDR, tales como farmacos que bloquean la accion de la glicopro-
teina P (List et al., 1993; Miller et al., 1991; Wishart et al., 1992). Muchos de estos farmacos eran ineficaces en en-
sayos clinicos, sin embargo, debido a que se unen al plasma de pacientes, no podian llegar a su destino (Ayesh et
al., 1996a; Broxterman et al., 1987; Lehnert et al., 1996) y eran toxicos para las células normales. El uso de acidos
nucleicos funcionales para contrarrestar la MDR también se ha intentado. Sin embargo, como se ha sefialado ante-
riormente, los vectores existentes para este propdsito son inestables o toxicos, o plantean otros problemas graves
de seguridad que impiden su uso en seres humanos (Sioud, 2004).

El documento WO 02/17852 A da a conocer una composicion farmacéutica que comprende un nucleétido antisentido
que se dirige a bcl-2 y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

El documento US 2003/203481 A1 da a conocer minicélulas obtenidas a partir de bacterias para la entrega de com-
puestos a células de mamifero, y sugiere el uso de las minicélulas para el tratamiento del cancer, incluyendo la en-
trega de oligonucleotidos antisentido, ribozimas o farmacos de molécula pequefia, y sugiere ademas el uso de un
resto de direccionamiento para la entrega especifica a las células diana.

El documento WO 03/033519 A da a conocer minicélulas obtenidas a partir de bacterias para la entrega de com-
puestos a células de mamifero.

Por consiguiente, existe una necesidad actual de herramientas y métodos para la entrega de acidos nucleicos fun-
cionales que reduzcan la resistencia a los farmacos, favorezcan la apoptosis y contrarresten la neoplasia en células
diana.

Compendio de la invencion

Para hacer frente a estas y otras necesidades, la presente invencion proporciona, en un aspecto, una composicion
que comprende (a) una minicélula intacta obtenida a partir de bacterias que contiene una molécula de acido nucleico
funcional o un plasmido que comprende un segmento que codifica una molécula de acido nucleico funcional, com-
prendiendo ademas dicha minicélula un ligando biespecifico, en donde dicho ligando biespecifico tiene especificidad
tanto hacia un componente de la superficie en la minicélula como hacia un componente de la superficie en una célu-
la de mamifero no fagocitica; y (b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable para la misma, en donde dicha molécu-
la de acido nucleico funcional se dirige al gen o al transcrito de una proteina que contribuye a la resistencia a un
farmaco quimioterapéutico.

En otro aspecto, la invencién proporciona una minicélula intacta obtenida a partir de bacterias que contiene una
molécula de acido nucleico funcional o un plasmido que comprende un segmento que codifica una molécula de aci-
do nucleico funcional, en donde la molécula de acido nucleico funcional se dirige a un gen o a un transcrito de una
proteina que favorece la resistencia a un farmaco quimioterapéutico, en donde dicha minicélula comprende ademas
un ligando biespecifico, teniendo dicho ligando biespecifico especificidad hacia un componente de la superficie en la
minicélula y un componente de la superficie en una célula de mamifero no fagocitica; para uso como un medicamen-
to.

En un aspecto adicional, la invencién proporciona una minicélula intacta obtenida a partir de bacterias que contiene
una molécula de acido nucleico funcional o un plasmido que comprende un segmento que codifica una molécula de
acido nucleico funcional, en donde la molécula de acido nucleico funcional se dirige al gen o al transcrito de una
proteina que favorece la resistencia a un farmaco quimioterapéutico, en donde dicha minicélula comprende ademas
un ligando biespecifico, teniendo dicho ligando biespecifico especificidad hacia un componente de la superficie en la
minicélula y un componente de la superficie en una célula de mamifero no fagocitica; para uso en el tratamiento de
una enfermedad resistente a dicho farmaco quimioterapéutico, en donde dicha minicélula intacta se administra de
forma simultanea o consecutiva a dicho farmaco quimioterapéutico para permitir que el acido nucleico funcional
disminuya la resistencia a dicho farmaco quimioterapéutico.

En otro aspecto, la invencién proporciona un farmaco quimioterapéutico para uso en el tratamiento de un cancer
resistente a los farmacos, en donde una minicélula intacta obtenida a partir de bacterias que contiene una molécula
de acido nucleico funcional o un plasmido que comprende un segmento que codifica una molécula de acido nucleico
funcional, en donde la molécula de acido nucleico funcional se dirige al gen o al transcrito de una proteina que favo-
rece la resistencia a dicho farmaco quimioterapéutico, en donde dicha minicélula comprende ademas un ligando
biespecifico, teniendo dicho ligando biespecifico especificidad hacia un componente de la superficie en la minicélula
y un componente de la superficie en una célula de mamifero no fagocitica, que se administra de forma simultanea o
consecutiva a dicho farmaco quimioterapéutico para permitir que el acido nucleico funcional disminuya la resistencia
a dicho farmaco quimioterapéutico.

La presente invencion permite un método para administrar un acido nucleico funcional, que comprende (a) propor-
cionar una minicélula intacta que contiene una molécula de acido nucleico funcional o que contiene un plasmido que
comprende un segmento que codifica una molécula de acido nucleico funcional, a continuacion, (b) poner en contac-
to la minicélula con una célula de mamifero diana, de manera que la célula de mamifero envuelve a la minicélula.
Después de quedar envuelta la minicélula, la molécula de acido nucleico funcional se libera en el citoplasma, se
transporta al nicleo y se expresa en la célula diana. El plasmido mencionado anteriormente también puede contener
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un elemento regulador, tal como un promotor, un terminador, un potenciador o una secuencia sefial que esta ligado
funcionalmente con el segmento que codifica una molécula de acido nucleico funcional. Es particularmente ventajo-
so para el plasmido comprender un promotor que depende de la ARN polimerasa (pol) Il o pol lll, tal como los pro-
motores de la ARN polimerasa Ill humana 7SK, H1 y U6. Ademas, el plasmido puede contener un elemento infor-
mador, tal como un segmento de acido nucleico que codifica una proteina fluorescente verde. El contacto entre la
minicélula y la célula de mamifero puede ser in vitro o in vivo.

En relacion con esta invencion, la categoria de "acidos nucleicos funcionales" incluye: moléculas de ARNsi que in-
cluyen moléculas de ARNsh; moléculas de ARNmi, moléculas antisentido; y moléculas de ribozima. Preferiblemente,
la molécula de acido nucleico funcional se dirige al gen o al transcrito de una proteina que favorece la resistencia a
los farmacos, inhibe la apoptosis o contribuye a un fenotipo neoplasico. Las dianas particularmente utiles que contri-
buyen a la resistencia a los farmacos incluyen transportadores de una casete que se une a ATP tales como glicopro-
teina P, MDR-2, MDR-3, BCRP, APT11a y LRP. Las dianas particularmente utiles que contribuyen a la resistencia a
la apoptosis incluyen Bcl-2 (leucemiallinfoma de linfocitos B), Bcl-X., Al/Bfl 1, cinasa de adhesion focal y proteina
p53 mutante. Otras dianas utiles son proteinas oncogénicas y proteinas supresoras de tumores mutantes.

La invencion permite, ademas, un método para superar la resistencia a los farmacos o la resistencia a la apoptosis y
para el tratamiento de un tumor maligno en un sujeto. EI método comprende (a) proporcionar una minicélula intacta
que contiene una molécula de acido nucleico funcional o un plasmido que comprende un segmento que codifica una
molécula de acido nucleico funcional, en donde la molécula de acido nucleico funcional se dirige al transcrito de una
proteina que favorece la resistencia a los farmacos, (b) poner en contacto la minicélula con una célula de mamifero
diana, de manera que la célula de mamifero envuelve la minicélula y (c) administrar un farmaco quimioterapéutico a
la célula de mamifero diana. Preferiblemente, la etapa (c) se lleva a cabo después de las etapas (a) y (b), para per-
mitir que el acido nucleico funcional disminuya la resistencia al farmaco antes de la administracion del farmaco. El
farmaco se puede administrar por cualquier medio convencional, pero se administra preferiblemente a través de una
minicélula intacta.

Como se ha indicado anteriormente, el ligando biespecifico tiene especificidad hacia un componente de la superficie
en la minicélula y un componente de la superficie en la célula de mamifero, tal como un receptor. Como resultado, el
ligando provoca que la minicélula se una a la célula de mamifero, la minicélula queda envuelta por la célula de
mamifero y la carga util de la minicélula se libera en el citoplasma de la célula de mamifero. En otras realizaciones
de la invencion, la minicélula se pone en contacto con una célula de mamifero diana que es competente para la
fagocitosis o la endocitosis. El uso de ligandos biespecificos es opcional cuando una célula diana es competente
para la fagocitosis.

En la composicién de la invencién, la molécula de acido nucleico funcional puede ser un ARNsh o ARNmi u otfra
molécula de ARNSsi, una molécula antisentido o una molécula de ribozima. Preferiblemente, la molécula de acido
nucleico funcional se dirige al gen o al transcrito de una proteina que favorece la resistencia a los farmacos, inhibe la
apoptosis o contribuye a un fenotipo neoplasico. Las dianas particularmente Utiles que contribuyen a la resistencia a
los farmacos incluyen transportadores de casete que se une a ATP, tales como glicoproteina P, MDR-2 y MDR-3.
Las dianas particularmente utiles que contribuyen a la resistencia a la apoptosis incluyen Bcl-2 (leucemia/linfoma de
linfocitos B), Bcl-X., Al/Bfl 1, cinasa de adhesion focal y proteina p53 mutante. Otras dianas utiles son proteinas
oncogénicas y proteinas supresoras de tumores mutantes. El plasmido puede contener un elemento regulador, tal
como un promotor, un terminador, un potenciador o una secuencia sefial que esta ligada funcionalmente con el
segmento que codifica una molécula de acido nucleico funcional. Ademas, el plasmido puede contener un elemento
informador. La molécula de acido nucleico funcional puede comprender multiples secuencias de ARN de interferen-
cia tales como ARNmi o ARNsh y éstas pueden ser cocistronicas o estar expresadas por promotores distintos para
permitir un silenciamiento génico simultaneo de multiples dianas asociadas con la resistencia a los farmacos. En
realizaciones preferidas, la composicion contiene menos de una célula progenitora contaminante por 107, 108, 109,
1010, 10" 0 10" minicélulas.

La invencion permite ademas un uso de minicélulas intactas en la preparacién de un medicamento para uso en un
método para superar la resistencia a los farmacos o para favorecer la apoptosis, mediante la administracion del
medicamento a una célula, un tejido o un 6rgano. En el medicamento, las minicélulas contienen una molécula de
acido nucleico funcional o un plasmido que codifica una molécula de acido nucleico funcional, en donde la molécula
de acido nucleico funcional se dirige al transcrito de una proteina que favorece la resistencia a los farmacos o inhibe
la apoptosis. La enfermedad tratada en este contexto puede ser un cancer, por ejemplo, o una enfermedad adquiri-
da, como SIDA y tuberculosis.

La invencioén ofrece mejoras significativas sobre métodos y formulaciones convencionales para la administracion de
acidos nucleicos funcionales en el contexto del cancer y el VIH (i) proporcionando vehiculos seguros y estables para
la administracion de acidos nucleicos funcionales, (ii) contrarrestando los mecanismos principales de resistencia a
los farmacos en células enfermas, (iii) reduciendo los efectos secundarios toxicos asociados con la superacion de la
resistencia a los farmacos y (iv) proporcionando vehiculos dirigidos y cargados con el farmaco para tratar la enfer-
medad.

Breve descripcion de los dibujos
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La Figura 1 muestra el efecto de diversos tratamientos sobre la viabilidad de la linea celular de cancer de colon
humano Caco-2. Los tratamientos se muestran en el eje x (las minicélulas se designan con "M") y el porcentaje de
viabilidad celular se muestra por las barras. Cada barra es la media de seis mediciones independientes y se muestra
la desviacion estandar de la media.

La Figura 2 muestra la remisién de xenoinjertos de cancer de colon humano (Caco-2) en ratones sin pelaje (11 rato-
nes por grupo) después de un tratamiento doble con (1) minicélulas recombinantes dirigidas que son portadoras de
plasmidos que codifican ARNsh (anti-bcl2 o anti-Mdr1) y (2) minicélulas dirigidas cargadas con el farmaco quimiote-
rapéutico irinotecan. El anticuerpo biespecifico utilizado para dirigir a la diana de células de cancer de colon es por-
tador de especificidad contra el antigeno O de S. fyphimurium en un brazo y el receptor del factor de crecimiento
epidérmico humano (EGFR) en el otro brazo. Las minicélulas recombinantes dirigidas se inyectaron por via intrave-
nosa los dias 9 y 23, y las minicélulas dirigidas cargadas con irinotecan se administraron por via intravenosa los dias
15, 18, 29 y 32. Oftros tratamientos de control administrados por via intravenosa incluyen: Grupo 1 - solo tumor, Gru-
po 2 - irinotecan libre, Grupo 3 - ESFRminicélulasiine, Grupo 4 - ESFRminicélulasarnsh-vDr-1, Grupo 5 - ECFRminicélula-
SARNsh-bcl-2 Y Grupo 6 - ECPR minicélulasarnsh-vpr-1 seguido de irino libre. El volumen del tumor se muestra en el eje y.
El EEM (error estandar de la media) se muestra para cada medicion.

La Figura 3 muestra la remisién de xenoinjertos de cancer de colon humano (Caco-2) en ratones sin pelaje (11 rato-
nes por grupo) después de un tratamiento doble con (1) minicélulas recombinantes dirigidas que son portadoras de
plasmidos que codifican ARNsh (anti-bcl2 o anti-Mdr1) y (2) minicélulas dirigidas cargadas con el farmaco quimiote-
rapéutico 5-FU. El anticuerpo biespecifico utilizado para dirigir a la diana de células de cancer de colon es portador
de especificidad contra el antigeno O de S. typhimurium en un brazo y el receptor del factor de crecimiento epidér-
mico humano (EGFR) en el otro brazo. Las minicélulas recombinantes dirigidas se inyectaron por via intravenosa los
dias 9 y 23, y las minicélulas dirigidas cargadas con 5-FU los dias 15, 18, 29 y 32. Otros tratamientos de control
administrados por via intravenosa incluyen: G1 - solo tumor, G2 (control), 5-FU libre (5 x 10* ng/g de peso corporal
del ratén ~ 1 x 10° ng por ratén), G3 (control), “° “minicélulass.ru. G4 (control), “*minicélulasarnsh-mor.1, G5 (con-
trol), *°"minicélulasarnshba2, G-6 (control), ™ "minicélulasarnshvor1 seguidas por ““minicélulass.ru, G7 (con-
trol), ™ minicélulasarnsh-antsentico S€gUIdas de = minicélulass.ru, G8 (control), E minicélulasarnshmprt Seguidas
de 5-FU libre, G9 (exptg, ES R minicélulasarnsh-vor.1 seguidas de = minicélulass.ry y G-10 (expt), = "minicélula-
SARNsh-bcl-2, Seguidas de SFRminicélulass.ru. EI volumen del tumor se muestra en el eje y. El EEM se muestra para
cada medicion.

La Figura 4 muestra la remisién de xenoinjertos de cancer de mama humano (MDA-MB-468) en ratones sin pelaje
(11 ratones por grupo) después de un tratamiento doble con (1) minicélulas recombinantes dirigidas que son porta-
doras de plasmidos que codifican ARNsh (anti-MDR-1) y (2) minicélulas dirigidas cargadas con doxorrubicina, un
farmaco quimioterapéutico. El anticuerpo biespecifico utilizado para dirigir a la diana de células de cancer de mama
es portador de especificidad hacia el antigeno O de S. typhimurium en un brazo y EGFR humano en el otro brazo.
Las minicélulas recombinantes dirigidas se inyectaron por via intravenosa el dia 21 y las minicélulas dirigidas carga-
das con Dox se administraron por via intravenosa los dias 27, 34 y 41. Los tratamientos administrados por via intra-
venosa incluyen: G1 - solo tumor, G2 (control), * *minicélulaspox y G3 (expt), * *minicélulasarnsh-vor.1 Seguidas
de F®"*minicélulaspox. El volumen del tumor se muestra en el eje y. El EEM se muestra para cada medicion.

La Figura 5 muestra el efecto de las pautas de dosificacion sobre la anulacion de la resistencia a los farmacos y el
efecto terapéutico. Los xenoinjertos de cancer de colon humano (Caco-2) se establecieron en ratones sin pelaje y se
administraron los siguientes tratamientos intravenosos: G1 - solo tumor, G2 (controp, irinotecan libre, G3 (expt),
EGPR minicélulasarnsh-vpr1 seguidas 96 h después por ™ *minicélulasiino, G4 (expt), ¢ “minicélulasarnsh-vpr-1 segui-
das 120 h después por minicélulasyin, y G5 (expt), ECFRminicélulasarnsh-MpR-1 seguidas 144 h después por EGFR-
minicélulasiin. El anticuerpo biespecifico utilizado para dirigir a la diana de células de cancer de mama era portador
de especificidad contra el antigeno O de S. typhimurium en un brazo y EGFR humano en el otro brazo. El volumen
del tumor se muestra en el eje y. El EEM se muestra para cada medicion.

La Figura 6 muestra el efecto de las pautas de dosificacion sobre la anulacion de la resistencia a los farmacos y el
efecto terapéutico. Los xenoinjertos de cancer de colon humano (Caco-2) se establecieron en ratones sin pelaj y se
administraron los siguientes tratamientos intravenosos: G1 - solo tumor, G2 (control), 5-FU libre, G3 (expt), CFRmi-
nicélulasarnsh-MDR-1 seguidas 96 h mas tarde por EGFRminicéIuIaS5.FU, G4 (expt), ECFRminicélulasarnsh-MbR-1 seE%uidas
120 h mas tarde por =°""minicélulassru y G5 (expt), " minicélulasarnsh-mpr-1 Seguidas 144 h mas tarde por = mi
nicélulass.ru. El anticuerpo biespecifico utilizado para dirigir a la diana de células de cancer de mama era portador de
especificidad contra el antigeno O de S. typhimurium en un brazo y EGFR humano en el otro brazo. El volumen del
tumor se muestra en el eje y. El EEM se muestra para cada medicion.

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas

Los inventores han descubierto que minicélulas intactas obtenidas a partir de bacterias pueden introducir con segu-
ridad y eficacia en células de mamifero diana, cualquiera entre una variedad de acidos nucleicos funcionales, tales
como una molécula de ARNSsi, una molécula de ARNmi, una ribozima o un acido nucleico antisentido. En el contexto
particular del cancer y la infeccion por VIH, los inventores han encontrado que la introducciéon de acidos nucleicos
funcionales en las células diana, a través de minicélulas intactas, puede disminuir la resistencia a los farmacos o la
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resistencia a la apoptosis en las células diana.

Los inventores también han descubierto que las minicélulas pueden transfectar secuencialmente las mismas células
de mamifero diana, en particular in vivo, y que las minicélulas pueden administrar secuencialmente una gama de
cargas Utiles diferentes a las mismas células de mamifero diana. Estos descubrimientos son los primeros para cual-
quier vehiculo de entrega macroparticulado y proporcionan, por primera vez, un método para el tratamiento de en-
fermedades multifactoriales complejas como el cancer y el VIH, en donde se tienen que administrar diferentes car-
gas Utiles terapéuticas a la misma célula antes de que se logre un efecto terapéutico. Del mismo modo, los invento-
res han descubierto que el complejo problema de la resistencia a los farmacos, asociado con multiples mutaciones
en diferentes genes, se puede tratar con minicélulas que introducen multiples secuencias de ARNi en una célula
hospedadora para contrarrestar la multitud de defectos genéticos y que, después de la entrega del ARNi mediada
por las minicélulas, y con tiempo suficiente para silenciar génicamente las proteinas diana que median en la resis-
tencia a los farmacos, las células cancerosas antes resistentes a los farmacos quimioterapéuticos especificos se
pueden tratar eficazmente con minicélulas cargadas con los mismos farmacos. Esta es la primera demostracion in
vivo de un tratamiento eficaz contra un cancer que no responde a todos los demas métodos de tratamiento. Se ha
descubierto que la concentracién de farmacos quimioterapéuticos, administrados a través de minicélulas, necesaria
para tratar eficazmente las células cancerosas resistentes a los farmacos, es mas de 1.000 veces menor que la del
tratamiento con farmacos libres. Este es un descubrimiento sorprendente, ya que todos los métodos anteriores para
anular la resistencia a los farmacos utilizando ARNi o inhibidores de las proteinas que median en la resistencia de
los farmacos, todavia requerian concentraciones de farmaco que podian causar una toxicidad grave a un sujeto
mamifero. Por tanto, los métodos de la invencion, es decir, la administracion de ARNi mediada por minicélulas se-
guida por la de un farmaco quimioterapéutico mediada por minicélulas, tienen capacidad para tratar el cancer con
eficacia sin una toxicidad grave.

Ademas, los inventores han descubierto que el serotipo de las minicélulas se puede adaptar para superar una res-
puesta inmune del hospedador contra las minicélulas.

La siguiente descripcion resume la invencion relacionada con estos descubrimientos, sin limitar la invencion a las
realizaciones, metodologia, protocolos o reactivos descritos particulares. Del mismo modo, la terminologia utilizada
en esta memoria describe solamente realizaciones particulares y no limita el alcance de la invencion.

I. Definiciones

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en esta descripcion tienen el
mismo significado que el cominmente entendido por los expertos en la técnica relevante.

Para mayor comodidad, el significado de ciertos términos y expresiones empleadas en la memoria descriptiva, los
ejemplos y las reivindicaciones adjuntas se proporcionan a continuacion. Otros términos y expresiones se definen a
lo largo de la memoria.

Las formas singulares "un", "una" y "el, la" incluyen referencias en plural, a menos que el contexto indique claramen-
te lo contrario.

"Oligonucledtido antisentido" se refiere a una molécula de acido nucleico complementaria a una porcién de un trans-
crito génico particular que se puede hibridar con el transcrito y bloquear su traduccién. Un oligonucleétido antisentido
puede comprender ARN o ADN.

"Secuencia biomolecular" o "secuencia" se refiere a toda o a una porciéon de una secuencia polinucleotidica o poli-
peptidica.

"Cancer", "neoplasia”, "tumor”, "malignidad" y "carcinoma", usadas de forma intercambiable en esta memoria, se
refieren a células o tejidos que muestran un fenotipo de crecimiento aberrante caracterizado por una pérdida signifi-
cativa del control de la proliferacion celular. Los métodos y las composiciones de esta invencion se aplican particu-
larmente a células precancerosas, malignas, premetastasicas, metastasicas y células no metastasicas.

"Complementaria" se refiere a la compatibilidad topolégica o el emparejamiento de las superficies de interaccion
entre dos moléculas, tal como una molécula de acido nucleico funcional y su diana. Las moléculas se pueden des-
cribir como complementarias y, ademas, las caracteristicas de la superficie de contacto son complementarias entre
si.

"Corresponde a" o "representa” cuando se utiliza en el contexto, por ejemplo, de un polinucleétido o una secuencia
que "corresponde a" o "representa” un gen, significa que una secuencia del polinucleétido esta presente en el gen o
en el producto génico de acido nucleico, por ejemplo, ARNm. El polinucleétido puede estar totalmente presente
dentro de un ex6n de una secuencia gendmica del gen, o porciones diferentes de la secuencia del polinucleétido
pueden estar presentes en diferentes exones, por ejemplo, de tal manera que la secuencia de polinucleétidos conti-
gua esta presente en un ARNm, ya sea antes o después del corte y empalme, que es un producto de expresion del
gen.
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"Citocina" es un término genérico para proteinas liberadas por una poblacion de células que actia sobre otra pobla-
cion de células como mediadores intercelulares.

"Farmaco" se refiere a cualquier sustancia fisiolégica o farmacolégicamente activa que produce un efecto local o
sistémico en animales, en particular mamiferos y seres humanos.

"Expresion" se refiere generalmente al proceso mediante el cual una secuencia de polinucledtidos se somete a una
transcripcion y traduccion con éxito, de tal manera que se expresan niveles detectables de la secuencia de aminoa-
cidos o de la proteina. En ciertos contextos en la presente memoria, la expresion se refiere a la producciéon de
ARNmM. En otros contextos, la expresion se refiere a la produccion de proteina.

"Acido nucleico funcional" se refiere a una molécula de acido nucleico que, después de la introduccién en una célula
hospedadora, interfiere especificamente con la expresion de una proteina. En general, las moléculas de acidos nu-
cleicos funcionales tienen la capacidad de reducir la expresion de una proteina mediante la interaccién directa con
un transcrito que codifica la proteina. Las ribozimas, los acidos nucleicos antisentido y las moléculas de ARNSsi, in-
cluyendo las moléculas de ARNsh, los ARNs cortos (tipicamente con menos de 400 bases de longitud) y los micro-
ARNs (ARNmi) constituyen acidos nucleicos funcionales a modo de ejemplo.

"Gen" se refiere a una secuencia de polinucledtidos que comprende secuencias de control y codificadoras, necesa-
rias para la produccion de un polipéptido o un precursor. El polipéptido puede estar codificado por una secuencia
codificante de longitud completa o por cualquier porcion de la secuencia codificante. Un gen puede constituir una
secuencia codificante ininterrumpida o puede incluir uno o varios intrones, unidos por las uniones de corte y empal-
me apropiadas. Por otra parte, un gen puede contener una o varias modificaciones tanto en la regiéon codificadora
como en las regiones no traducidas que podrian afectar a la actividad bioldgica o a la estructura quimica del produc-
to de expresion, a la tasa de expresion o a la forma de control de la expresién. Tales modificaciones incluyen, pero
no se limitan a, mutaciones, inserciones, deleciones y sustituciones de uno o varios nucledtidos. En este sentido,
tales genes modificados se pueden denominar "variantes" del gen "natural”.

"Célula hospedadora" se refiere a una célula que se puede utilizar, o se ha utilizado, como receptor de un vector
recombinante u otra transferencia de polinucledtidos, e incluye la progenie de la célula original que ha sido transfec-
tada. La progenie de una sola célula no tiene que ser necesariamente completamente idéntica en la morfologia o en
el complemento de ADN gendmico o total, a la progenitora original debido a una mutacién natural, accidental o deli-
berada.

"Hibridacién" se refiere a cualquier procedimiento a través del cual una secuencia de polinucleétido se une a una
secuencia complementaria a través de un apareamiento de las bases.

"Individuo”, "sujeto", "hospedador" y "paciente" utilizados indistintamente en este documento, se refieren a cualquier
sujeto mamifero para el que se desea un diagnéstico, un tratamiento o una terapia. En una realizacién preferida, el
individuo, el sujeto, el hospedador o el paciente es un ser humano. Otros sujetos pueden incluir, pero no se limitan a,
ganado vacuno, caballos, perros, gatos, cobayas, conejos, ratas, primates y ratones.

"Marcador" se refiere a agentes que son capaces de proporcionar una sefal detectable, ya sea directamente o me-
diante la interacciéon con uno o varios miembros de un sistema de produccién de sefiales. Los marcadores que son
detectables directamente y que se pueden emplear en la invencion, incluyen los marcadores fluorescentes. Los
fluoréforos especificos incluyen fluoresceina, rodamina, BODIPY, colorantes de cianina y similares. La invencion
también contempla el uso de is6topos radiactivos, tales como 353, 32P, 3H, y similares, como marcadores. Los mar-
cadores colorimétricos tales como oro coloidal o perlas de vidrio o de plastico coloreadas (por ejemplo, poliestireno,
polipropileno, latex) también se pueden utilizar. Por ejemplo, véanse los documentos de patente de EE.UU. 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 polinucleétido que comprende, por ejemplo, desde aproximadamente 10 nucleétidos
(nt) a aproximadamente 1000 nt. Los oligonucledtidos para uso en la invencion tienen preferiblemente desde
aproximadamente 10 nt a aproximadamente 150 nt. El oligonucleétido puede ser un oligonucleétido de origen natural
o un oligonucledtido sintético. Los oligonucledtidos se pueden modificar.

"Minicélula" se refiere a formas sin nlcleo de células bacterianas, creadas mediante una alteraciéon en la coordina-
cion durante la fision binaria, de la division celular con segregacion del ADN. Las minicélulas son distintas de otras
vesiculas pequefias que se generan y se liberan espontaneamente en ciertas situaciones y que, en contraste con las
minicélulas, no se deben a reordenamientos genéticos especificos 0 a una expresion génica episdmica. Para la
puesta en practica de la presente invencion, es deseable que las minicélulas tengan las paredes celulares intactas
("minicélulas intactas").

"Oligonucledtido modificado” y "polinucleétido modificado” se refieren a oligonucledtidos o polinucleétidos con una o
varias modificaciones quimicas a nivel molecular de las estructuras moleculares naturales de la totalidad o de cual-
quiera de las bases, restos de azucar, enlaces fosfato entre los nucledsidos, asi como a moléculas que tienen susti-
tuciones anadidas o una combinacion de modificaciones en estos sitios. Los enlaces fosfato entre nucleésidos pue-
den ser enlaces fosfodiéster, fosfotriéster, fosforamidato, siloxano, carbonato, carboximetiléster, acetamidato, car-
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bamato, tioéter, fosforamidato puenteado, fosfonato de metileno puenteado, fosforotioato, metilfosfonato, fosforodi-
tioato, fosforotioato puenteado o enlaces sulfona internucleotidicos, o enlaces 3'-3’, 5'-3’, 5'-5', y combinaciones de
tales enlaces similares. El enlace fosfodiéster puede estar reemplazado con un enlace sustituto, tal como fosforotioa-
to, metilamino, metilfosfonato, fosforamidato y guanidina, y la subunidad ribosa de los polinucleétidos también puede
estar sustituida (por ejemplo, fosfodiéster hexosa; acidos nucleicos peptidicos). Las modificaciones pueden ser in-
ternas (Unica o repetida) o en el(los) extremo(s) de la molécula de oligonucledtido, y pueden incluir adiciones a la
molécula de los enlaces fosfato entre nucledsidos, tales como modificaciones desoxirribosa y fosfato que escinden o
reticulan las cadenas opuestas o las enzimas asociadas u otras proteinas. Las expresiones "oligonucleétidos modifi-
cados" y "polinuclettidos modificados" también incluyen oligonucleétidos o polinucledtidos que comprenden modifi-
caciones en los restos de azucar (por ejemplo, ribonucleétidos sustituidos en 3' 0 monémeros de desoxirribonucle6-
tidos), cualquiera de los cuales esta unido a través de enlaces 5" a 3'.

La expresion "moléculas de acido nucleico" y el término "polinucleétidos" indican formas poliméricas de nucleétidos
de cualquier longitud, tanto ribonucleétidos como desoxinucledtidos. Incluyen ADN o ARN monocatenario, bicatena-
rio o multicatenario, ADN gendmico, ADNc, hibridos de ADN-ARN o un polimero que comprende bases puricas y
pirimidinicas u otras bases naturales, modificadas quimica o bioquimicamente, bases de nucleétidos no naturales o
derivatizadas. La estructura principal de un polinucleétido puede comprender grupos de azucar y fosfato (como se
puede encontrar tipicamente en el ARN o ADN), o grupos de azucar o fosfato modificados o sustituidos. Alternativa-
mente, la estructura principal del polinucleétido puede comprender un polimero de subunidades sintéticas tales co-
mo fosforamiditas y, por tanto, puede ser un fosforamidato de oligodeoxinucledsido o una mezcla de oligémero de
fosforamidato-fosfodiéster. Un polinucleétido puede comprender nucleétidos modificados, tales como nucledtidos
metilados y analogos de nucleétidos, uracilo, otros azucares y grupos enlazantes, tales como fluororribosa y tioato, y
ramificaciones de nucleétidos. Un polinucledtido se puede modificar adicionalmente, tal como mediante la conjuga-
cion con un componente marcador. Otros tipos de modificaciones incluyen casquetes, sustitucion de uno o varios de
los nucledtidos naturales con un analogo, y la introduccion de medios para fijar el polinucleétido a proteinas, iones
metalicos, componentes de marcado, otros polinucleétidos o un soporte sélido.

"Farmacéuticamente aceptable" se refiere a la compatibilidad fisiolégica. Un vehiculo o un excipiente farmacéutica-
mente aceptable no anula la actividad biologica de la composicion que se administra, es quimicamente inerte y no es
toxico para el organismo en el que se administra.

"Polipéptido” y "proteina", usados de forma intercambiable en esta memoria, se refieren a una forma polimérica de
aminoacidos de cualquier longitud, que puede incluir aminoacidos traducidos, sin traducir, modificados quimicamen-
te, modificados bioquimicamente y derivatizados. Un polipéptido o una proteina puede ser de origen natural, recom-
binante o sintética, o cualquier combinacién de los mismos. Ademas, un polipéptido o una proteina puede compren-
der un fragmento de una proteina o un péptido de origen natural. Un polipéptido o una proteina puede ser una sola
molécula o puede ser un complejo multimolecular. Ademas, tales polipéptidos o proteinas pueden tener estructuras
principales peptidicas modificadas. Los términos incluyen proteinas de fusion que incluyen proteinas de fusion con
una secuencia de aminoacidos heterdloga, fusiones con secuencias lider heterdlogas y homologas, con o sin resi-
duos de metionina N-terminal, proteinas marcadas inmunolégicamente y similares.

"Purificado” se refiere a un compuesto que se retira de su entorno natural y al menos esta exento aproximadamente
en un 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,9% 0 99,99%
de otros componentes con los que esta asociado de forma natural.

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

"ARN de interferencia" (ARNi) se refiere a la supresion especifica de una secuencia o especifica de un gen, de la
expresion génica (sintesis de proteinas) que esta mediada por ARN corto de interferencia (ARNsi), ARN de horquilla
corta, ARN corto o micro-ARN.

"Identidad de secuencia" se refiere a un grado de similitud o complementariedad. Es posible que haya identidad
parcial o identidad completa. Una secuencia parcialmente complementaria es una que inhibe al menos parcialmente
una secuencia idéntica para hibridarse con un polinucleétido diana; se refiere al uso de la expresion funcional "sus-
tancialmente idéntica". La inhibiciéon de la hibridaciéon de la secuencia completamente complementaria con la se-
cuencia diana se puede examinar usando un ensayo de hibridacion (transferencia Southern o Northern, hibridacion
en solucién y similares) en condiciones poco rigurosas. Una secuencia o una sonda sustancialmente idéntica com-
petira e inhibira la union (es decir, la hibridacién) de una secuencia o una sonda completamente idéntica con la se-
cuencia diana, en condiciones poco rigurosas. Esto no quiere decir que las condiciones poco rigurosas son de tal
modo que se permite una unién no especifica; las condiciones poco rigurosas requieren que la unién de dos se-
cuencias entre si sea una interaccion especifica (es decir, selectiva). La ausencia de union no especifica se puede
someter a ensayo mediante el uso de una segunda secuencia diana que carece incluso de un grado parcial de com-
plementariedad (por ejemplo, menos de aproximadamente un 30% de identidad); en ausencia de unién no especifi-
ca, la sonda no se hibridara con la segunda secuencia diana no complementaria.

Otra forma de visualizar la identidad de secuencia, en el contexto de dos secuencias de acidos nucleicos o de po-
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lipéptidos, implica residuos de referencia en las dos secuencias que son iguales cuando se alinean con una corres-
pondencia maxima en una regién determinada. Tal como se utiliza en esta memoria, "porcentaje de identidad de
secuencia" significa el valor determinado al comparar dos secuencias alineadas éptimamente sobre una ventana de
comparacion, en donde la porciéon de la secuencia de polinucleétidos en la ventana de comparaciéon puede com-
prender adiciones o deleciones (es decir, huecos), en comparaciéon con la secuencia de referencia (que no com-
prende adiciones o deleciones) para una alineacion 6ptima de las dos secuencias. El porcentaje se calcula determi-
nando el nimero de posiciones en las que aparece la base de acido nucleico idéntica en ambas secuencias, para
proporcionar el numero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero de posiciones coincidentes por el nimero
total de posiciones en la ventana de comparacion y multiplicando el resultado por 100, para proporcionar el porcen-
taje de identidad de la secuencia.

"ARN corto de interferencia" (ARNSsi) se refiere a moléculas de ARN bicatenario, en general, desde aproximadamen-
te 10 a aproximadamente 30 nucledtidos de longitud, que son capaces de mediar en la interferencia por ARN (AR-
Ni). Tal como se utiliza en esta memoria, el término ARNsi incluye ARNs de horquilla corta, también conocidos como
ARNsh.

Los términos "tratamiento”, "tratando", "tratar" y similares se refieren a la obtencién de un efecto farmacolégico y/o
fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico en términos de prevenir completa o parcialmente una enferme-
dad o un sintoma de la misma y/o puede ser terapéutico en términos de una estabilizacion o curacion parcial o com-
pleta de una enfermedad y/o un efecto adverso atribuible a la enfermedad. "Tratamiento" incluye cualquier tratamien-
to de una enfermedad en un mamifero, particularmente un ser humano, e incluye: (a) evitar que la enfermedad o el
sintoma aparezca en un sujeto que puede estar predispuesto a la enfermedad o al sintoma pero que todavia no se
ha diagnosticado que lo tenga; (b) inhibir el sintoma de la enfermedad, es decir, detener su desarrollo; o (c) aliviar el
sintoma de la enfermedad, es decir, provocar la remision de la enfermedad o del sintoma.

Il. Administraciéon de acidos nucleicos funcionales a través de minicélulas

Como se ha indicado anteriormente, la invencién permite un método para administrar un acido nucleico funcional a
una célula diana, que comprende (a) proporcionar una minicélula intacta que contiene una molécula de acido nuclei-
co funcional o un plasmido que comprende un segmento que codifica una molécula de acido nucleico funcional,
después, (b) poner en contacto la minicélula con una célula de mamifero diana, de manera que la célula de mamife-
ro envuelve a la minicélula. Después de envolver la minicélula, la molécula de acido nucleico funcional se libera en el
citoplasma de la célula diana o es expresada por la célula diana. Las minicélulas se pueden poner en contacto con
las células de mamifero diana a través de ligandos biespecificos, como se describe en el documento WO
2005/056749. El contacto entre la minicélula y la célula de mamifero diana puede ser in vitro o in vivo.

A. Minicélulas

Las minicélulas de la invencién son formas sin nucleo de E. coli o de otras células bacterianas, creadas mediante
una alteracion en la coordinacioén, durante la fision binaria, de la division celular con segregacion del ADN. La repli-
cacion cromosomica procariota esta ligada a la fision binaria normal, lo que implica la formacion de un tabique celu-
lar medio. En E. coli, por ejemplo, la mutacién de los genes min, tales como minCD, puede eliminar la inhibicién de
la formacion del tabique en los polos celulares durante la divisiéon celular, lo que da como resultado la produccién de
una célula hija normal y una minicélula anucleada. Véase de Boer et al., 1992; Raskin & de Boer, 1999; Hu y Lut-
kenhaus, 1999; Harry, 2001. Las minicélulas son distintas de otras vesiculas pequefias que se generan y se liberan
espontaneamente en ciertas situaciones y, en contraste con las minicélulas, no se deben a reordenamientos genéti-
cos especificos 0 a expresion génica episémica. Para la puesta en practica de la presente invencion, es deseable
que las minicélulas tengan las paredes celulares intactas ("minicélulas intactas").

Ademas de mutaciones del operéon min, las minicélulas anucleadas también se generan después de una serie de
otros reordenamientos genéticos o mutaciones que afectan a la formacion del tabique, por ejemplo, en el diviVB1 en
B. subtilis. Véase Reeve y Cornett, 1975; Levin et al., 1992. Las minicélulas también se pueden formar después de
una alteracion de los niveles de expresion génica de proteinas implicadas en la division celular/segregacion cro-
mosoémica. Por ejemplo, la hiperexpresion de minE produce una divisiéon polar y la produccion de minicélulas. Del
mismo modo, minicélulas sin cromosomas pueden ser el resultado de defectos en la segregacion cromosémica, por
ejemplo, la mutacion smc en Bacillus subtilis (Britton et al., 1998), la delecion spoOJ en B. subtilis (Ireton et al.,
1994), la mutacion mukB en E. coli (Hiraga et al., 1989) y la mutacion parC en E. coli (Stewart y D'Ari, 1992). Los
productos génicos se pueden proporcionar en trans. Cuando se hiperexpresa a partir de un plasmido con un nimero
elevado de copias, por ejemplo, CafA se puede aumentar la tasa de la division celular y/o inhibir la particion de cro-
mosomas después de la replicacion (Okada ef al., 1994), dando como resultado la formacion de células encadena-
das y minicélulas anucleadas (Wachi et al., 1989; Okada et al., 1993). Las minicélulas se pueden preparar a partir de
cualquier célula bacteriana de origen Gram positivo o Gram negativo.

De acuerdo con la invencion, las minicélulas contienen un acido nucleico funcional o un plasmido que codifica un
acido nucleico funcional, que se desea administrar. Las moléculas de acidos nucleicos "funcionales" de la invencién
tienen la capacidad de reducir la expresion de una proteina mediante la interaccion directa con un transcrito que
codifica la proteina. Moléculas de ARNSi, ribozimas y acidos nucleicos antisentido constituyen acidos nucleicos fun-
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cionales a modo de ejemplo.

B. Moléculas de ARNsi

Las moléculas de ARN de interferencia corto (ARNsi) son Utiles para la realizacion de la interferencia mediante ARN
(ARNi), un mecanismo de silenciamiento génico post-transcripcional. EI ARNsi generalmente se refiere a moléculas
de ARN bicatenario de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 nucleétidos de longitud que reciben su nombre
por su capacidad para interferir especificamente con la expresion de una proteina. Preferiblemente, las moléculas de
ARNSsi tienen 12-28 nucleodtidos de longitud, mas preferiblemente 15-25 nucledtidos de longitud, aun mas preferible-
mente 19-23 nucledtidos de longitud y lo mas preferiblemente 21-23 nucledtidos de longitud. Por lo tanto, las molé-
culas de ARNSsi preferidas tienen 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 28 o 29 nucledtidos de
longitud.

La longitud de una cadena se refiere a la longitud de una molécula de ARNsi. Por ejemplo, un ARNsi que se descri-
be con una longitud de 21 ribonucleétidos (un 21-mero) podria comprender dos hebras opuestas de ARN que se
aparean entre si con 19 pares de bases contiguas. Los dos ribonucleétidos restantes en cada hebra formarian un
"saliente". Cuando un ARNsi contiene dos cadenas de longitudes diferentes, la cadena mas larga especifica la longi-
tud del ARNSsi. Por ejemplo, un ARNds que contiene una cadena que tiene 21 nucleétidos de longitud y una segunda
cadena que tiene 20 nucleétidos de longitud, constituye un 21-mero.

Los ARNsi que comprenden un saliente son deseables. El saliente puede estar en el extremo 5’ o el extremo 3' de
una cadena. Preferiblemente, esta en el extremo 3’ de la cadena de ARN. La longitud de un saliente puede variar,
pero preferiblemente es de aproximadamente 1 a aproximadamente 5 bases, y mas preferiblemente tiene una longi-
tud de aproximadamente 2 nucleétidos. Preferiblemente, el ARNsi de la presente invenciéon comprendera un saliente
3’ de aproximadamente 2 a 4 bases. Mas preferiblemente, el saliente 3’ tiene una longitud de 2 ribonucleétidos.
Incluso mas preferiblemente, los 2 ribonucledtidos que comprenden el saliente 3’ son uridina (U).

De acuerdo con la invencion, el término ARNsi incluye ARNs de horquilla corta (ARNsh). Los ARNsh comprenden
una sola hebra de ARN que forma una estructura de tallo-bucle, en donde el tallo consiste en las cadenas codifica-
doras y no codificadoras (antisentido) complementarias que comprenden un ARNSsi bicatenario, y el bucle es un
enlazador de tamafio variable. La estructura del tallo de los ARNsh tiene generalmente una longitud de aproxima-
damente 10 a aproximadamente 30 nucledtidos. Preferiblemente, el tallo de moléculas de ARNsh tiene una longitud
de 12-28 nucledtidos, mas preferiblemente de 15-25 nucledtidos, ain mas preferiblemente de 19-23 nucledtidos y lo
mas preferiblemente de 21-23 nucledtidos. Por lo tanto, las moléculas de ARNsh preferidas comprenden tallos que
tienen una longitud de 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28 o 29 nucledtidos.

Los ARNsi de la invencién estan disefiados para interaccionar con una secuencia de ribonucleétidos diana, lo que
significa que se complementan lo suficiente con una secuencia diana para hibridarse con la secuencia diana. En una
realizacion, la invencion proporciona una molécula de ARNsi que comprende una secuencia de ribonucleétidos que
tiene una identidad de al menos 70%, 75%, 80%, 85% o 90% con una secuencia de ribonucleétidos diana o el com-
plemento de una secuencia de ribonucleétidos diana. Preferiblemente, la molécula de ARNSsi tiene una identidad de
al menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o 100% con la secuencia de ribonucleétidos diana o el complemento de
la secuencia de ribonucleétidos diana. Lo mas preferiblemente, un ARNSsi sera idéntico en un 100% a la secuencia
de nucledtidos diana o al complemento de la secuencia de ribonucleétidos. Sin embargo, las moléculas de ARNSsi
con inserciones, deleciones o mutaciones puntuales aisladas, en relaciéon con una diana también pueden ser efica-
ces.

Las herramientas para facilitar el disefio de ARNSsi estan disponibles al publico. Por ejemplo, una herramienta de
disefio de ARNSsi por ordenador, se encuentra disponible en internet en www.dharmacon.com.

C. Ribozimas

Las ribozimas son moléculas de ARN que tienen una actividad enzimatica que puede escindir repetidamente otras
moléculas de ARN de una manera especifica de una secuencia de bases de nucleétidos. Tales moléculas de ARN
enzimaticas se pueden dirigir a practicamente cualquier transcrito de ARN, y la escision eficaz se logra in vitro.

En la actualidad se conocen seis variedades basicas de ARNs enzimaticos de origen natural. Cada uno puede cata-
lizar la hidrdlisis de enlaces fosfodiéster de ARN en trans (y por ello, puede escindir otras moléculas de ARN) en
condiciones fisioldgicas. En general, los polinucleodtidos enzimaticos actdan en primer lugar uniéndose a un ARN
diana. Tal unién se produce a través de la porcidon que se une a la diana de un polinucleétido enzimatico que se
conserva muy proximo a una porcion enzimatica de la molécula que actua para escindir el ARN diana. Por lo tanto,
el polinucleétido enzimatico primero reconoce y después se une a un ARN diana a través de un apareamiento de
bases complementarias, y una vez que se ha unido en el sitio correcto, actua enzimaticamente para cortar el ARN
diana. La escision estratégica de un ARN diana de este tipo destruira su capacidad para dirigir la sintesis de una
proteina codificada. Después de que un polinucleétido enzimatico se ha unido y ha escindido su ARN diana, se libe-
ra de ese ARN para buscar otra diana y se puede unir repetidamente y escindir nuevas dianas.

La naturaleza enzimatica de una ribozima es ventajosa. Debido a que una unica molécula de ribozima es capaz de
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escindir muchas moléculas de ARN diana, las concentraciones eficaces de ribozima pueden ser bastante bajas.

Las ribozimas utiles pueden comprender uno entre varios motivos, incluyendo los motivos de cabeza de martillo
(Rossi et al. (1992)), horquilla (Hampel y Tritz, (1989), Hampel et al. (1990)), motivo de virus delta de la hepatitis
(Perrotta y Been (1992)), intrén del grupo | (documento de patente de EE.UU. n° 4.987.071), ARN de RNasaP en
asociacion con una secuencia guia de ARN (Guerrier-Takada et al (1983)) y ARN VS de Neurospora (Saville & Co-
llins (1990); Saville & Collins (1991); Collins & Olive (1993)). Estos motivos especificos no son limitantes, ya que lo
que es importante en una ribozima de la presente invencion es que tenga un sitio de unién al sustrato especifico que
sea complementario a una o varias regiones de ARN, y que tenga secuencias de nucledtidos dentro o alrededor de
ese sitio de unidn al sustrato que confieran a la molécula una actividad de escision de ARN.

Las ribozimas de la invencion pueden comprender oligonucleétidos modificados (por ejemplo, para mejorar la estabi-
lidad, el direccionamiento, etc.). Las secuencias de acido nucleico que codifican las ribozimas pueden estar bajo el
control de un promotor constitutivo fuerte, tal como, por ejemplo, el promotor de la ARN polimerasa Il o la ARN poli-
merasa lll, de modo que las células transfectadas produciran cantidades suficientes de ribozima para destruir men-
sajes enddgenos diana e inhibir la traduccion.

D. Oligonucleétidos antisentido

Los oligonucleétidos antisentido de la invencion se hibridan especificamente con un acido nucleico que codifica una
proteina, e interfieren con la transcripcion o la traduccion de la proteina. En una realizacion, un oligonucleétido anti-
sentido se dirige al ADN e interfiere con su replicacion y/o transcripcion. En otra realizacién, un oligonucleétido anti-
sentido se hibrida especificamente con ARN, incluyendo pre-ARNm y ARNm. Tales oligonucleétidos antisentido
pueden afectar, por ejemplo, a la translocacion del ARN al sitio de traduccién de proteinas, a la traduccion de la
proteina a partir del ARN, al corte y empalme del ARN para producir una o varias especies de ARNm y a la actividad
catalitica que puede estar implicada o facilitada por el ARN. El efecto global de tal interferencia es modular, disminuir
o inhibir la expresién de la proteina diana.

Existen varios sitios dentro de un gen que se pueden utilizar en el disefio de un oligonucleétido antisentido. Por
ejemplo, un oligonucleoétido antisentido se puede unir a la regiéon que abarca el codén de iniciacion de la traduccion,
también conocido como el codén de inicio, del marco de lectura abierto. En este sentido, "coddn de inicio" y "coddn
de iniciacion de la traduccion" se refieren en general a la porcion de tal ARNm o gen que incluye desde al menos
aproximadamente 25 nucleétidos hasta al menos aproximadamente 50 nucleétidos contiguos en cualquier direccion
(es decir, 5’ 0 3') a partir de un codon de iniciacion de la traduccion.

Otro sitio para que se produzca la interacciéon antisentido es el codén de terminacién del marco de lectura abierto.
Las expresiones "region de coddn de detencion" y "region de coddn de terminacion de la traduccion” se refieren en
general a una porcién de un ARNm o gen de este tipo que incluye desde al menos aproximadamente 25 nucledtidos
hasta al menos aproximadamente 50 nucleétidos contiguos en cualquier direccion a partir de un codén de termina-
cion de la traduccion.

El marco de lectura abierto o la region codificadora también puede ser una diana a la que se dirige con eficacia. El
marco de lectura abierto se entiende generalmente que se refiere a la region entre el codén de iniciacion de la tra-
duccion y el coddn de terminacion de la traduccion. Otra region diana es la regidon 5’ no traducida, que es la porcién
de un ARNm en direccién 5' desde el codon de iniciacion de la traduccion. Incluye los nucleétidos entre el sitio 5" del
casquete y el coddn de iniciacion de la traduccion de un ARNm o los nucledtidos correspondientes en el gen.

De manera similar, la region 3’ no traducida se puede usar como diana para oligonucledtidos antisentido. La region
3’ no traducida es la porcion del ARNm en direccién 3' desde el codon de terminacion de la traduccion, y por lo tanto
incluye los nucleétidos entre el codon de terminacion de la traduccion y el extremo 3’ de un ARNm o los nucleétidos
correspondientes del gen.

Un oligonucleoétido antisentido también se puede dirigir a la region 5 del casquete de un ARNm. El casquete 5 com-
prende un residuo de guanosina metilada en N7 unido al residuo mas 5’ del ARNm a través del enlace 5'-5' trifosfato.
La region 5’ del casquete se considera que incluye la estructura del casquete 5’, asi como los primeros 50 nucleoti-
dos adyacentes al casquete.

Aunque algunos transcritos de ARNm eucariotas se traducen directamente, muchos contienen una o varias regiones
de intrones, que se escinden de un transcrito antes de que se traduzca. Las regiones de exones restantes (y por lo
tanto traducidas) se empalman entre si para formar una secuencia de ARNm continua. Los sitios de empalme del
ARNm, es decir, las uniones intrén-exon, representan posibles regiones diana, y son particularmente utiles en situa-
ciones en las que un corte y empalme aberrante esta implicado en una enfermedad, o cuando una produccion en
exceso de un producto de corte y empalme de ARNm particular, esta implicada en una enfermedad. Ademas, unio-
nes de fusiones aberrantes debido a reordenamientos o deleciones, son también posibles dianas para oligonucledti-
dos antisentido.

Con estos diversos sitios diana en mente, se deben seleccionar los oligonucleétidos antisentido que sean suficien-
temente complementarios a los polinucleétidos diana. Tiene que haber un grado suficiente de complementariedad o
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de apareamiento preciso, de tal manera que se produzca una union estable y especifica entre el oligonucledtido y la
diana polinucleotidica. Es importante destacar que la secuencia de un oligonucleétido antisentido no tiene que ser
complementaria en un 100% a la de su polinucleétido diana para que se pueda hibridar especificamente. Un oligo-
nucleétido antisentido se puede hibridar especificamente cuando la unién del oligonucleétido antisentido con la diana
polinucleoctidica interfiere con la funcion normal del polinucleétido diana para provocar una pérdida de utilidad, y
existe un grado de complementariedad suficiente para evitar una unién no especifica del oligonucleétido antisentido
a secuencias que no sean diana, en condiciones en las que se desea una unién especifica, es decir, condiciones
fisiolégicas en el caso de ensayos in vivo o un tratamiento terapéutico, y en el caso de ensayos in vitro, en condicio-
nes en las que se realizan los ensayos.

Los oligonucledtidos antisentido pueden tener desde al menos aproximadamente 8 nt hasta al menos aproximada-
mente 50 nt de longitud. En una realizacion, los oligonucleétidos antisentido pueden tener desde aproximadamente
12 a aproximadamente 30 nt de longitud.

Los oligonucleétidos antisentido usados de acuerdo con esta invencion se pueden preparar convenientemente y de
forma rutinaria mediante la técnica bien conocida de sintesis en fase soélida. El equipamiento para esa sintesis lo
venden varios comerciantes incluyendo, por ejemplo, Applied Biosystems (Foster City, CA). Cualquier otro medio
para una sintesis de este tipo conocido en la técnica se puede emplear adicional o alternativamente. Es bien conoci-
do el uso de técnicas similares para preparar oligonucleétidos tales como los fosforotioatos y derivados alquilados.

E. Acidos nucleicos que codifican acidos nucleicos funcionales

En realizaciones preferidas de la invencién, las minicélulas comprenden acidos nucleicos que codifican acidos nu-
cleicos funcionales. Por ejemplo, un plasmido puede codificar un acido nucleico funcional que se expresa en el inter-
ior de células de mamifero diana. Esto hace posible la entrega enddgena de acidos nucleicos funcionales, lo que
tiene ventajas con respecto a la naturaleza transitoria de la entrega exégena.

Por lo tanto, las minicélulas intactas recombinantes pueden ser portadoras de ADN plasmidico que codifica una o
varias secuencias de ARNsi con el fin de silenciar genes de resistencia a los farmacos o de resistencia a la apopto-
sis. Con el uso de minicélulas que codifican multiples acidos nucleicos funcionales, es posible tratar células que
expresan multiples mecanismos de resistencia a los farmacos. Diferentes secuencias de ARNsi se pueden expresar
individualmente a partir de diferentes promotores. Por ejemplo, un ARNSsi dirigido al ARNm de Pgp, se puede expre-
sar a partir del promotor U6 y un ARNSsi dirigido al ARNm de Bcl-2 se puede expresar a partir del promotor H1. Prefe-
riblemente un Unico plasmido es portador de estas casetes de expresion multiple, pero también pueden estar sobre
diferentes plasmidos. Diferentes secuencias de ARNsi también se pueden expresar a partir de un Unico promotor, en
donde el plasmido recombinante es portador de una casete de expresion que consta de multiples secuencias que
codifican ARNsi, que estan unidas entre si a través de secuencias de polinucleétidos no codificantes. Un Unico ter-
minador de la transcripcion génica se puede colocar aguas abajo de la casete de expresion completa.

En una estrategia, un plasmido codifica las cadenas sentido y antisentido de un ARNsi como dos transcritos inde-
pendientes que, después de la expresion dentro de una célula diana, se hibridan para formar diplex de ARNsi fun-
cionales. En una segunda estrategia preferida, un plasmido codifica uno o varios ARNsi en donde cada uno se ex-
presa como un solo transcrito que forma una estructura de tallo-bucle de ARN de horquilla corta. La estructura de
horquilla se puede procesar en ARNSsi funcional a través de una enzima Dicer.

F. Elementos informadores

Una molécula de acido nucleico que se va a introducir a través de la metodologia de la presente invencion puede
incluir un elemento informador. Un elemento informador confiere a su hospedador recombinante un fenotipo facil-
mente detectable o caracteristico, tipicamente mediante la codificacion de un polipéptido, que no es producido de
otro modo por el hospedador, el cual se puede detectar después de la expresion mediante un analisis histoldgico o
in situ, tal como mediante técnicas de formacién de imagenes in vivo. Por ejemplo, un elemento informador entrega-
do por una minicélula intacta de acuerdo con la presente invencioén, podria codificar una proteina que produjera, en
la célula hospedadora que envuelve, un cambio colorimétrico o fluorométrico que fuera detectable mediante un ana-
lisis in situ y que fuera una funcién cuantitativa o semicuantitativa de la activacion transcripcional. Son ilustrativas de
estas proteinas las esterasas, fosfatasas, proteasas y otras enzimas, cuya actividad genera un cromoéforo o un
fluoréforo detectable.

Los ejemplos preferidos son -galactosidasa de E. coli que efectia un cambio de color mediante la escision de un
sustrato indigogénico, indolil-3-D-galactésido y una luciferasa que oxida un aldehido de cadena larga (luciferasa
bacteriana) o un acido carboxilico heterociclico (luciferina), con la liberaciéon simultanea de luz. También es util en
este contexto un elemento informador que codifica la proteina fluorescente verde (GFP) de la medusa, Aequorea
victoria, segun lo descrito por Prasher et al. (1995). El campo de la tecnologia relacionada con la GFP se ilustra en
dos documentos de solicitudes PCT publicadas, WO 095/21191 (describe una secuencia de polinucleétidos que
codifica una apoproteina de GFP de 238 aminoacidos, que contiene un croméforo formado a partir de los aminoaci-
dos 65 a 67) y WO 095/21191 (describe una modificacion del ADNc para el apopéptido de la GFP de A. victoria,
proporcionando un péptido que tiene las propiedades fluorescentes modificadas), y por un informe de Heim et al.
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(1994) sobre una GFP mutante, caracterizada por un incremento de 4 a 6 veces de la amplitud de la excitacion.

Otro tipo de elemento informador esta asociado con un producto de la expresién que hace que la minicélula recom-
binante sea resistente a una toxina. Por ejemplo, el gen neo protege a un hospedador contra niveles téxicos del
antibiotico G418, mientras que un gen que codifica la dihidrofolato reductasa confiere resistencia al metotrexato, y el
gen de la cloranfenicol acetiltransferasa (CAT) confiere resistencia al cloranfenicol.

Otros genes para emplear como un elemento informador incluyen aquellos que pueden transformar una minicélula
hospedadora para expresar antigenos de diferenciacion de la superficie celular, por ejemplo, proteinas de la envuel-
ta virica tales como gp120 del VIH o gD del virus del herpes, que son facilmente detectables mediante inmunoensa-
yos.

G. Elementos reguladores

Una molécula de acido nucleico que se va a introducir a través de la metodologia de la presente invencion, también
puede tener un segmento codificador deseado ligado funcionalmente a un elemento regulador, tal como un promo-
tor, un terminador, un potenciador y/o una secuencia sefial. Un promotor adecuado puede ser especifico de un tejido
o incluso especifico de un tumor, tal como determina el contexto terapéutico.

Un promotor es "especifico de un tejido" cuando se activa preferentemente en un tejido dado vy, por lo tanto, es efi-
caz para dirigir la expresion en el tejido diana de una secuencia estructural ligada funcionalmente. La categoria de
los promotores especificos de un tejido incluye, por ejemplo: el promotor especifico de hepatocitos para la albimina
y la antitripsina a1, respectivamente; la region de control del gen de la elastasa |, que es activa en células acinares
pancreaticas; la region de control del gen de la insulina, activa en células beta pancreaticas; la region de control del
virus del tumor mamario de ratén, que es activa en células testiculares, de mama, linfoides y mastocitos; la regién de
control del gen de la proteina basica de la mielina, activa en oligodendrocitos en el cerebro; y la region de control del
gen de la hormona de liberacion gonadotropica, que es activa en células del hipotalamo. Véase Frain et al. (1990),
Ciliberto et al. (1985), Pinkert et al. (1987), Kelsey et al. (1987), Swift et al. (1984), MacDonald (1987), Hanahan
(1985), Leder et al. (1986), Readhead et al. (1987) y Mason et al. (1986).

También hay promotores que se expresan preferentemente en ciertas células tumorales o en células tumorales per
se, y que son utiles para tratar diferentes tipos de cancer, de acuerdo con la presente invencion. La clase de promo-
tores que son especificos de células cancerosas se ilustra con: el promotor de tirosinasa, para dirigir a la diana de
melanomas; el promotor MUC1/Df3, para dirigir a la diana de carcinoma de mama; el potenciador myoD/promotor
SV40 hibrido, que se dirige a la expresion de rabdomiosarcoma (RMS); el promotor del antigeno carcinoembrionario
(CEA), que es especifico de células que expresan CEA, tales como células de cancer de colon, y el promotor del
gen de la hexocinasa de tipo I, para dirigir a la diana de carcinomas de pulmén de células no pequefas. Véanse
Hart (1996), Morton y Potter (1998), Kurane et al. (1998) y Katabi et al. (1999).

Los promotores que son dependientes de la ARN polimerasa (pol) Il o pol lll son promotores preferidos. Los promo-
tores muy preferidos son los promotores de la ARN polimerasa Il H1 y U6.

Se puede utilizar una secuencia sefal, de acuerdo con la presente invencion, para efectuar la secreciéon de un pro-
ducto de expresion o la localizacién de un producto de expresiéon en un compartimento celular particular. Por lo tan-
to, una molécula de polinucledtido terapéutica que se entrega a través de minicélulas intactas puede incluir una
secuencia sefial, en un marco de lectura apropiado, de modo que el producto de expresion de interés es secretado
por una célula que envuelve o su progenie, para influir de este modo sobre las células circundantes, de acuerdo con
el paradigma del tratamiento seleccionado. Secuencias sefal ilustrativas incluyen la secuencia de secrecion de
hemolisina C-terminal, descrita en el documento de patente de EE.UU. n° 5.143.830, la secuencia de secrecion
BAR1, descrita en el documento de patente de EE.UU. n°® 5.037.743 y la porcién de la secuencia sefial del polipépti-
do zsig32, descrita en el documento de patente de EE.UU. n° 6.025.197.

H. Dianas de acidos nucleicos funcionales

Los acidos nucleicos funcionales de la invencién se dirigen al gen o al transcrito de una proteina que favorece la
resistencia a los farmacos, inhibe la apoptosis o favorece un fenotipo neoplasico. La aplicacién exitosa de las estra-
tegias de acidos nucleicos funcionales en estos contextos se han logrado en la técnica, pero sin los beneficios de
vectores de minicélulas. Véase, por ejemplo, Sioud (2004), Caplen (2003), Wu et al. (2003), Nieth et al. (2003), Ca-
plen y Mousses (2003), Duxbury et al. (2004), Yagtie et al. (2004), Duan et al. (2004),

Las proteinas que contribuyen a la resistencia a los farmacos constituyen dianas preferidas de los acidos nucleicos
funcionales. Las proteinas pueden contribuir a la resistencia a los farmacos adquirida o a la resistencia a los farma-
cos intrinseca. Cuando las células enfermas, tales como células tumorales, responden inicialmente a los farmacos,
pero se vuelven refractarias en ciclos de tratamiento posteriores, se adquiere el fenotipo resistente. Las dianas utiles
implicadas en la resistencia a los farmacos adquirida incluyen transportadores de casete de unién a ATP como gli-
coproteina P (P-gp, P-170, PGY1, MDR1, ABCB1, proteina asociada a MDR, proteina de resistencia a multiples
farmacos 1, MDR-2 y MDR-3. MRP2 (proteina asociada a la resistencia a multiples farmacos), BCR-ABL (region de
la agrupacioén de puntos de ruptura - protooncogén de Abelson), proteina asociada a la resistencia STI-571, proteina
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relacionada con la resistencia en el pulmon, ciclooxigenasa 2, factor nuclear kappa, XRCC1 (grupo 1 de complemen-
tacion cruzada por rayos X), ERCC1 (gen de complementacién cruzada por escision), GSTP1 (glutation S-
transferasa), B-tubulina mutante y factores de crecimiento tales como IL-6, son dianas adicionales implicadas en la
resistencia a los farmacos adquirida. Cuando las células que no se han tratado previamente no responden a uno o
varios farmacos, el fenotipo resistente es intrinseco. Un ejemplo de una proteina que contribuye a la resistencia
intrinseca es LRP (proteina relacionada con la resistencia en pulmén).

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., A1/Bfl 1, cinasa de adhesion focal y proteina p53 mutante.

Las dianas utiles incluyen ademas proteinas supresoras de tumores oncogénicos y mutantes. Los ejemplos incluyen
B-catenina, PKC-a (proteina cinasa C), C-RAF, K-Ras (V12), helicasa de ARN DP97 Dead box, DNMT1 (ADN metil-
transferasa 1), FLIP (proteina inhibidora similar a Flice), C-Sfc, 53BPI, proteina del grupo Polycomb EZH2 (Poten-
ciador del homologo zeste), ErbB1, HPV-16 E5 y E7 (virus del papiloma humano temprano 5 y temprano 7), Fortilin y
MCI1P (proteina 1 de la leucemia de células mieloides), DIP13a (proteina 13a que interacciona con DDC), MBD2
(dominio de unién a metil CpG), p21, KLF4 (factor 4 similar a Kruppel), tpt/ TCTP (proteina tumoral controlada por
traduccion), SPK1 y SPK2 (esfingosina cinasa), P300, PLK1 (cinasa-1 similar a Polo), Trp53, Ras, ErbB1, VEGF
(factor de crecimiento vascular endotelial) y BAG-1 (atandgeno 1 asociado a BCL2).

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

Debido a la heterogeneidad de las células tumorales, una variedad de diferentes vias de resistencia a los farmacos o
de resistencia a la apoptosis puede ser operativa en las células diana. Por lo tanto, los acidos nucleicos funcionales
utilizados en los métodos de la invencion pueden requerir cambios a lo largo del tiempo. Por ejemplo, si las muestras
de una biopsia revelan nuevas mutaciones que dan como resultado una resistencia a los farmacos adquirida, se
pueden disefiar y codificar ARNsi especificos en un plasmido de expresion adecuado, que se transforman en una
cepa bacteriana productora de minicélulas, la cual se utiliza para producir minicélulas recombinantes que se admi-
nistran para hacer frente a la resistencia a los farmacos adquirida.

lll. Método para superar la resistencia a los farmacos y tratamiento de enfermedades

En otro aspecto, la invenciéon permite un método para superar la resistencia a los farmacos y el tratamiento de una
enfermedad, tal como cancer o SIDA, en un sujeto. El método comprende (a) proporcionar una minicélula intacta
que contiene una molécula de acido nucleico funcional o un plasmido que comprende un segmento que codifica una
molécula de acido nucleico funcional, en donde la molécula de acido nucleico funcional se dirige al gen o al transcri-
to de una proteina que favorece la resistencia a los farmacos, (b) poner en contacto la minicélula con una célula de
mamifero diana, de manera que la célula de mamifero envuelve la minicélula y (c) administrar un farmaco a la célula
de mamifero diana. Preferiblemente, la etapa (c) se lleva a cabo después de las etapas (a) y (b), para permitir que el
acido nucleico funcional reduzca la resistencia a los farmacos antes de la administracion del farmaco. La administra-
cion del farmaco y la introduccion del acido nucleico funcional puede tener lugar consecutivamente, en cualquier
orden o simultaneamente.

De acuerdo con la invencion, los farmacos se pueden administrar a través de cualquier medio convencional. Por
ejemplo, los farmacos se pueden administrar por via oral, parenteral (incluyendo la via subcutanea, intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal y por infusion), topica, transdérmica o por inhalacion. El modo apropiado de adminis-
tracion y la dosificacion de cada farmaco pueden ser determinadas faciimente por los expertos en las técnicas médi-
cas.

A. Administraciéon de farmacos a través de minicélulas

A pesar de que la administracién de farmacos puede ocurrir a través de medios convencionales, se prefiere la admi-
nistracion a través de minicélulas. En este sentido, los inventores han descubierto que las mismas células de mami-
fero se pueden transfectar de nuevo con éxito a través de minicélulas intactas dirigidas que se cargan con diferentes
cargas utiles. Por ejemplo, minicélulas cargadas con plasmido que codifica ARNsi pueden transfectar una célula de
mamifero, después de lo cual las minicélulas cargadas con los farmacos pueden entregar los farmacos a la misma
célula de mamifero. Este descubrimiento fue una sorpresa, e indica que los procesos intracelulares asociados con
una ruptura de la minicélula, la liberacion endosémica de una carga util y la salida de la carga util en dianas intrace-
lulares sigue siendo completamente funcional después de la primera ronda de transfeccion y entrega de la carga util.

El farmaco se puede cargar en una minicélula distinta que el acido nucleico o plasmido funcional que codifica el
acido nucleico funcional. Alternativamente, el farmaco se puede cargar en la misma minicélula que la molécula de
acido nucleico funcional o el plasmido que codifica la molécula de acido nucleico funcional. Ciertos farmacos pueden
interaccionar con acidos nucleicos y evitar la carga conjunta del farmaco y el acido nucleico en la misma minicélula.
Por ejemplo, se sabe que la doxorrubicina interacciona con el ADN.

Preferiblemente, las minicélulas de la invencién contienen una cantidad suficiente de farmaco para ejercer un efecto
fisioldgico o farmacoldgico del farmaco sobre una célula diana. También preferiblemente, los farmacos contenidos
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dentro de las minicélulas son heterdlogos o ajenos a las minicélulas, lo que significa que las células bacterianas
progenitoras de las minicélulas normalmente no producen el farmaco.

Los farmacos hidrdfilos e hidréfobos se pueden cargar en minicélulas mediante la creacion de un gradiente de con-
centracion del farmaco entre un medio extracelular que contiene las minicélulas y el citoplasma de las minicélulas.
Cuando el medio extracelular contiene una concentracion de farmaco mayor que el citoplasma de las minicélulas, el
farmaco se desplaza de forma natural con este gradiente de concentracion, dentro del citoplasma de las minicélulas.
Sin embargo, cuando el gradiente de concentracion se invierte, el farmaco no se desplaza hacia el exterior de las
minicélulas.

Para cargar las minicélulas con farmacos que normalmente no son solubles en agua, inicialmente los farmacos se
pueden disolver en un disolvente apropiado. Por ejemplo, el paclitaxel se puede disolver en una mezcla 1:1 de eta-
nol y cremofor EL (aceite de ricino polietoxilado), seguido de una dilucion en PBS para obtener una solucién de pa-
clitaxel que se diluye parcialmente en medios acuosos y es portadora de cantidades minimas del disolvente organico
para asegurar que el farmaco permanece en solucién. Las minicélulas se pueden incubar en este medio final para
cargar el farmaco. Por lo tanto, los inventores han descubierto que incluso los farmacos hidréfobos pueden difundir
dentro del citoplasma de las minicélulas para lograr una carga de farmacos elevada y terapéuticamente significativa
en el citoplasma. Esto es inesperado porque la membrana de las minicélulas esta compuesta por una bicapa fosfo-
lipidica hidréfoba, de la cual se esperaria que evitara la difusion de moléculas hidréfobas en el citoplasma.

Otro método para cargar las minicélulas con un farmaco implica cultivar una célula bacteriana progenitora recombi-
nante en condiciones en las que la célula bacteriana progenitora transcribe y traduce un acido nucleico que codifica
el farmaco, de tal manera que el farmaco se libera en el citoplasma de la célula bacteriana progenitora. Por ejemplo,
una agrupacion de genes que codifica la ruta biosintética celular de un farmaco deseado se puede clonar y transferir
a una cepa bacteriana progenitora que es capaz de producir minicélulas. La transcripcion y la traduccion genética de
la agrupacion de genes da como resultado la biosintesis del farmaco dentro del citoplasma de las células bacteria-
nas progenitoras, llenando con el farmaco el citoplasma bacteriano. Cuando la célula bacteriana progenitora se divi-
de y forma minicélulas en la progenie, las minicélulas también contienen el farmaco en su citoplasma. Las minicélu-
las cargadas previamente se pueden purificar mediante cualquiera de los procesos de purificacion de minicélulas
conocidos en la técnica y descritos anteriormente.

De forma similar, otro método para cargar las minicélulas con un farmaco implica cultivar una minicélula recombinan-
te que contiene un plasmido de expresion que codifica el farmaco, en condiciones tales que el gen que codifica el
farmaco se transcribe y se traduce en la minicélula.

B. Farmacos

Los farmacos utiles en la invenciéon pueden ser cualquier sustancia fisiologica o farmacolégicamente activa que pro-
duce un efecto local o sistémico deseado en animales, particularmente mamiferos y seres humanos. Los farmacos
pueden ser compuestos inorganicos u organicos, sin limitacion, incluyendo péptidos, proteinas, acidos nucleicos y
pequefias moléculas, cualquiera de los cuales puede estar caracterizado o no caracterizado. Pueden presentarse en
diversas formas, tales como moléculas sin cambios, complejos moleculares, sales farmacolégicamente aceptables,
tales como clorhidrato, bromhidrato, sulfato, laurato, palmitato, fosfato, nitrito, nitrato, borato, acetato, maleato, tartra-
to, oleato, salicilato y similares. Para los farmacos acidos se pueden utilizar sales de metales, aminas o cationes
organicos, por ejemplo, amonio cuaternario. También se pueden usar derivados de farmacos, tales como bases,
ésteres y amidas. Un farmaco que es insoluble en agua se puede utilizar en una forma que sea un derivado soluble
en agua del mismo, o como una base derivada del mismo, que en cualquier caso o debido a su administracion, se
convierte por medio de enzimas, se hidroliza por el pH corporal o por otros procesos metabdlicos, en la forma terap-
éuticamente activa original.

Los farmacos utiles incluyen agentes quimioterapéuticos, agentes inmunosupresores, citocinas, agentes citotoxicos,
compuestos nucleoliticos, iso6topos radiactivos, receptores y enzimas activadoras de profarmacos, que pueden ser
de origen natural o estar producidos por métodos recombinantes.

Los farmacos que se ven afectados por la resistencia clasica a multiples farmacos tienen una utilidad particular en la
invencion, tales como alcaloides de la vinca (por ejemplo, vinblastina y vincristina), las antraciclinas (por ejemplo,
doxorrubicina y daunorrubicina), inhibidores de la transcripcién de ARN (por ejemplo, actinomicina-D) y farmacos
estabilizantes de microtubulos (por ejemplo, paclitaxel). (Ambudkar et al., 1999)

En general, los agentes para la quimioterapia contra el cancer son farmacos preferidos. Los farmacos para la qui-
mioterapia contra el cancer utiles incluyen mostazas de nitrégeno, nitrosorueas, etilenimina, alcano sulfonatos, tetra-
zina, compuestos de platino, analogos de pirimidina, analogos de purina, antimetabolitos, analogos de folato, antra-
ciclinas, taxanos, alcaloides de la vinca, inhibidores de la topoisomerasa y agentes hormonales. Farmacos para la
quimioterapia a modo de ejemplo son actinomicina-D, alkeran, Ara-C, anastrozol, asparaginasa, BiCNU, bicalutami-
da, bleomicina, busulfan, capecitabina, carboplatino, carboplatino, carmustina, CCNU, clorambucilo, cisplatino, cla-
dribina, CPT-11, ciclofosfamida, citarabina, citosina arabindsido, citoxan, dacarbazina, dactinomicina, daunorrubici-
na, dexrazoxano, docetaxel, doxorrubicina, DTIC, epirrubicina, etilenimina, etopdsido, floxuridina, fludarabina, fluo-

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 535235713

rouracilo, flutamida, fotemustina, gemcitabina, herceptin, hexametilamina, hidroxiurea, idarrubicina, ifosfamida, irino-
tecan, lomustina, mecloretamina, melfalan, mercaptopurina, metotrexato, mitomicina, mitotano, mitoxantrona, oxali-
platino, paclitaxel, pamidronato, pentostatina, plicamicina, procarbazina, rituximab, esteroides, estreptozocina, STI-
571, estreptozocina, tamoxifeno, temozolomida, tenipdsido, tetrazina, tioguanina, tiotepa, tomudex, topotecan, treo-
sulfan, trimetrexato, vinblastina, vincristina, vindesina, vinorelbina, VP-16 y Xeloda.

Los farmacos utiles para la quimioterapia contra el cancer también incluyen agentes alquilantes tales como tiotepa y
ciclofosfamida; alquil sulfonatos como busulfan, improsulfan y piposulfan; aziridinas tales como benzodopa, carbo-
quona, meturedopa y uredopa; etileniminas y metilamelaminas que incluyen altretamina, trietilenmelamina, trietilen-
fosforamida, trietilentiofosforamida y trimetilolomelamina; mostazas nitrogenadas tales como clorambucil, clornafazi-
na, colofosfamida, estramustina, ifosfamida, mecloretamina, clorhidrato de 6xido de mecloretamina, melfalan, no-
vembiehin, fenesterina, prednimustina, trofosfamida, mostaza de uracilo; nitroureas como canustina, clorozotocina,
fotemustina, lomustina, nimustina y ranimustina; antibidticos tales como aclacinomisinas, actinomicina, autramicina,
azaserina, bleomicinas, cactinomicina, caliqueamicina, carabicina, carminomicina, carzinofilina, cromoinicinas, dacti-
nomicina, daunorrubicina, detorrubicina, 6-diazo-5-oxo-L-norleucina, doxorrubicina, epirrubicina, esorrubicina, idam-
bicina, marcelomicina, mitomicinas, acido micofendlico, nogalamicina, olivomicinas, peplomicina, potfiromicina, pu-
romicina, quelamicina, rodorrubicina, estreptonigrina, estreptozocina, tubercidina, ubenimex, zinostatina y zorrubici-
na; antimetabolitos tales como metotrexato y 5-fluorouracilo (5-FU); analogos de acido félico tales como denopterina,
metotrexato, pteropterina y trimetrexato; analogos de purina tales como fludarabina, 6-mercaptopurina, tiamiprina y
tioguanina; analogos de pirimidina tales como ancitabina, azacitidina, 6-azauridina, carmofur, citarabina, didesoxiuri-
dina, doxifluridina, enocitabina, floxuridina y 5-FU; andrégenos tales como calusterona, propionato de dromostanolo-
na, epitiostanol, rnepitiostano y testolactona; antiadrenales tales como aminoglutetimida, mitotano y trilostano; refor-
zador de acido félico tal como acido frolinico; aceglatona; aldofosfamida glicésido; acido aminolevulinico; amsacrina;
bestrabucilo; bisantreno; edatraxato; defofamina; demecolcina; diaziquona; elfornitina; acetato de eliptinio; etogluci-
do; nitrato de galio; hidroxiurea; lentinan; lonidamina; mitoguazona; mitoxantrona; mopidamol; nitracrina; pentostati-
na; fenamet; pirarrubicina; acido podofilinico; 2-etilhidrazida; procarbazina; PSK®; razoxano; sizofran; espirogerma-
nio; acido tenuazodnico; triaziquona; 2,2’,2"-triclorotrietilamina; uretano; vindesina; dacarbazina; manomustina; mito-
bronitol; mitolactol; pipobromano; gacitosina; arabindsido ("Ara-C"); ciclofosfamida; tiotepa; taxoides, por ejemplo,
paclitaxel (TAXOL®, Bristol- Myers Squibb Oncologia, Princeton, NJ) y doxetaxel (Taxotere®, Rhone-Poulenc Rorer,
Antony, Francia); clorambucil; gemcitabina; 6-tioguanina; mercaptopurina, metotrexato, analogos de platino tales
como cisplatino y carboplatino; vinblastina; platino, etopdsido (VP-16); ifosfamida; mitomicina C; mitoxantrona; vin-
cristina, vinorelbina; navelbina; novantrona; tenipdsido; daunomicina; aminopterina; xeloda; ibandronato; CPT-11;
inhibidor de la topoisomerasa RFS 2000; difluorometilornitina (DMFO); acido retinoico; esperamicinas; capecitabina;
y sales, acidos o derivados farmacéuticamente aceptables de cualquiera de los anteriores. También se incluyen
agentes antihormonales que actian para regular o inhibir la accién hormonal sobre tumores tales como antiestroge-
nos que incluyen, por ejemplo, tamoxifeno, raloxifeno, 4(5)-imidazoles que inhiben la aromatasa, 4 hidroxitamoxife-
no, trioxifeno, keoxifeno, onapristona y toremifeno (Fareston); y antiandrégenos como flutamida, nilutamida, bicalu-
tamida, leuprolida y goserelina; y sales, acidos o derivados de cualquiera de los anteriores farmacéuticamente acep-
tables.

Los farmacos utiles también incluyen citocinas. Ejemplos de tales citocinas son linfocinas, monocinas y hormonas
polipeptidicas tradicionales. Entre las citocinas se encuentran las hormonas de crecimiento tales como la hormona
de crecimiento humano, N-metionil-hormona de crecimiento humano y hormona de crecimiento bovina; hormona
paratiroidea; tiroxina; insulina; proinsulina; relaxina; prorelaxina; hormonas de glicoproteinas, tales como hormona
estimulante del foliculo (FSH), hormona estimulante del tiroides (TSH) y hormona luteinizante (LH); factor de creci-
miento hepatico; factor de crecimiento de fibroblastos; prolactina; lactégeno placentario; factor de necrosis tumoral a
y B; sustancia inhibidora mulleriana; péptido asociado a la gonadotropina de ratén; inhibina; activina; factor de creci-
miento endotelial vascular; integrina; trombopoyetina (TPO); factores de crecimiento nervioso, tales como NGF-§;
factor de crecimiento plaquetario; factores de crecimiento transformante (TGFs) tales como TGF-a y TGF-§; factor
de crecimiento similar a insulina | y II; eritropoyetina (EPO); factores osteoinductores; interferones tales como inter-
ferén-a, B y y; factores estimulantes de colonias (CSFs) tales como CSF de macréfagos (M-CSF); granulocito-
macrofago-CSF (GM-CSF); y CSF de granulocitos (GCSF); interleucinas (IL) tales 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 tal como TNF-a o TNF-f3; y otros factores
polipeptidicos que incluyen LIF y el ligando kit (KL). Tal y como se usa en esta memoria, la citocina tern incluye pro-
teinas procedentes de fuentes naturales o de cultivos celulares recombinantes y equivalentes biolégicamente activos
de las citocinas de secuencia natural.

Los farmacos pueden ser profarmacos, activados posteriormente a través de una enzima activadora de profarmaco
que convierte un profarmaco tal como un agente quimioterapéutico peptidilo, a un farmaco anticancerigeno activo.
Véanse, por ejemplo, los documentos WO 88/07378; WO 81/01145; Patente de EE.UU: n° 4.975.278. En general, el
componente enzimatico incluye cualquier enzima capaz de actuar sobre un profarmaco de tal forma que lo convierte
en su forma citotdxica mas activa.

IV. Dirigir minicélulas a células de mamifero especificas

De acuerdo con la invencion, una minicélula se dirige a una célula de mamifero diana a través de un ligando bies-
pecifico, tal y como se describe en el documento WO 2005/056749. El ligando biespecifico, que tiene especificidad
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tanto hacia los componentes de la minicélula como los de las células de mamifero, hace que la minicélula se una a
la célula de mamifero, de modo que la minicélula queda envuelta por la célula de mamifero, y la célula de mamifero
produce la molécula de acido nucleico funcional. Este método de administracion dirigida se puede realizar in vivo o
in vitro, o ambos, in vivo e in vitro.

La puesta en contacto del ligando biespecifico, la minicélula y la célula de mamifero se puede producir a través de
una variedad de maneras diferentes. Para la administracion in vivo, es preferible administrar una minicélula que ya
tiene el ligando biespecifico fijado a ella. Por lo tanto, la minicélula, el ligando biespecifico y la célula diana se ponen
todos ellos en contacto cuando el ligando biespecifico-minicélula dirigida alcanza la célula diana in vivo. Como alter-
nativa, el ligando biespecifico y la minicélula se pueden administrar por separado in vivo.

El contacto entre los ligandos biespecificos, las minicélulas y las células de mamifero también puede tener lugar
durante una o varias incubaciones in vitro. En una realizacion, los tres elementos se incuban juntos a la vez. Alterna-
tivamente, se pueden realizar incubaciones escalonadas. En un ejemplo de una metodologia escalonada, las minicé-
lulas y los ligandos biespecificos se incuban juntos primero para formar ligando biespecifico-minicélulas dirigidas,
que luego se incuban con las células diana. En otro ejemplo, los ligandos biespecificos se incuban primero con las
células diana, seguido de una incubacion con las minicélulas. Una combinacién de una o varias incubaciones in vitro
y administraciones in vivo también puede poner en contacto los ligandos biespecificos, las minicélulas y las células
de mamifero diana.

Los inventores encontraron que la metodologia de administracion dirigida se puede aplicar ampliamente a una am-
plia gama de células de mamifero, incluyendo células que normalmente son refractarias a una adhesion y endocito-
sis especifica de minicélulas. Por ejemplo, los ligandos de anticuerpos biespecificos con especificidad anti-
polisacarido O en un brazo y especificidad anti-receptor de HER2, anti-receptor de EGF o anti-receptor de androge-
nos en el otro brazo, unen de manera eficaz las minicélulas a los respectivos receptores en una serie de células
diana no fagociticas. Estas células incluyen las células de cancer de pulmon, ovario, cerebro, mama, prostata y piel.
Ademas, la union eficaz precede a una endocitosis rapida de las minicélulas por cada una de las células no fagociti-
cas.

Las células diana de la invencién incluyen cualquier célula en la que se va a introducir un acido nucleico funcional.
Las células diana deseables se caracterizan por la expresién de un receptor de la superficie celular que facilita la
endocitosis, después de la union de un ligando. Las células diana preferidas no son fagociticas, lo que significa que
las células no son fagocitos profesionales, como los macréfagos, las células dendriticas y los linfocitos citolilicos
(NK). Las células diana preferidas también son células de mamifero.

Los ligandos utiles en los métodos de administracion dirigida de esta invencion incluyen cualquier agente que se une
a un componente de la superficie en una célula diana y a un componente de la superficie en una minicélula. Preferi-
blemente, el componente de la superficie en una célula diana es un receptor, especialmente un receptor capaz de
mediar en la endocitosis. Los ligandos pueden comprender un componente de polipéptido y/o de carbohidrato. Los
anticuerpos son ligandos preferidos. Por ejemplo, un anticuerpo biespecifico que es portador de especificidades
dobles hacia un componente de la superficie en minicélulas intactas obtenidas a partir de bacterias y hacia un com-
ponente de la superficie en células de mamifero diana, se puede utilizar de manera eficaz para dirigir las minicélulas
a las células de mamifero diana in vitro e in vivo. Los ligandos utiles también incluyen receptores, enzimas, péptidos
de unién, proteinas de fusidon/quiméricas y moléculas pequefas.

La seleccion de un ligando particular se realiza basandose en dos criterios principales: (i) la unién especifica a uno o
a varios dominios en la superficie de minicélulas intactas y (ii) la unién especifica a uno o varios dominios en la su-
perficie de las células diana. Por lo tanto, los ligandos tienen preferiblemente un primer brazo que es portador de
especificidad hacia una estructura de la superficie de minicélulas intactas obtenidas a partir de bacterias y un segun-
do brazo que es portador de especificidad hacia una estructura de la superficie de células de mamiferos. Cada uno
de los brazos primero y segundo puede ser multivalente. Preferiblemente, cada brazo es monoespecifico, incluso si
es multivalente.

Para la unién a minicélulas obtenidas a partir de bacterias, es deseable que un brazo del ligando sea especifico del
componente polisacarido O de un lipopolisacarido que se encuentra en la célula bacteriana progenitora. Otras es-
tructuras de la superficie de minicélulas que se pueden aprovechar para la unién de un ligando incluyen polipéptidos
e hidratos de carbono expuestos en la superficie celular sobre las membranas externas, tales como segmentos
peptidicos expuestos en los pili, fimbrias y flagelos de la superficie celular.

Para la union a las células diana, un brazo del ligando es especifico de un componente de la superficie de una célula
de mamifero. Tales componentes incluyen proteinas, péptidos y carbohidratos de la superficie celular, caracteriza-
dos o sin caracterizar. Los receptores de la superficie celular, especialmente aquellos capaces de activar la endoci-
tosis mediada por el receptor, son componentes deseables de la superficie celular para alcanzar la diana. Tales
receptores, si se hiperexpresan en la superficie de la célula diana, confieren una selectividad adicional para dirigirse
a las células que se van a tratar, reduciendo de este modo la posibilidad de una entrega a células que no son diana.

A modo de ejemplo, se puede dirigir a una diana de células tumorales, células metastasicas, células vasculares,
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tales como células endoteliales y células del musculo liso, células de pulmén, células de rifién, células sanguineas,
células de la médula dsea, células cerebrales, células del higado y etc., o de precursores de cualquier célula selec-
cionada mediante la seleccion de un ligando que se une especificamente a un motivo receptor de la superficie celu-
lar en las células deseadas. Ejemplos de receptores de la superficie celular incluyen el antigeno carcinoembrionario
(CEA), que se hiperexpresa en la mayoria de los carcinomas de colon, recto, mama, pulmén, pancreas y tracto gas-
trointestinal (Marshall, 2003); los receptores de heregulina (HER-2, neu o c-erbB- 2), que se hiperexpresan frecuen-
temente en los canceres de mama, ovario, colon, pulmoén, prostata y cuello uterino (Hung et al., 2000); el receptor
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), que esta muy expresado en una variedad de tumores solidos, inclu-
yendo los de mama, cabeza y cuello, pulmén de células no pequefas y prostata (Salomon et al., 1995); el receptor
de la asialoglicoproteina (Stockert, 1995); el receptor de transferrina (Singh, 1999); el receptor del complejo de la
enzima serpina, que se expresa en hepatocitos (Ziady et al., 1997); el receptor del factor de crecimiento de fibroblas-
tos (FGFR), que se hiperexpresa en las células de adenocarcinoma pancreatico ductal (Kleeff et al., 2002); el recep-
tor del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGFR), para la terapia génica antiangiogénesis (Becker et al.,
2002 y Hoshida et al., 2002); el receptor de folato, que se hiperexpresa selectivamente en el 90% de los carcinomas
de ovario no mucinoso (Gosselin y Lee, 2002); el glicocalix de la superficie celular (Batra et al., 1994); los receptores
de hidratos de carbono (Thurnher et al., 1994); y el receptor de inmunoglobulinas poliméricas que es util para la
administracion de genes a las células epiteliales respiratorias y es deseable para el tratamiento de enfermedades
pulmonares tales como la fibrosis quistica (Kaetzel et al., 1997).

Los ligandos preferidos comprenden anticuerpos y/o derivados de anticuerpos. Tal como se utiliza en esta memoria,
el término "anticuerpo” incluye una molécula de inmunoglobulina obtenida mediante generacion in vitro o in vivo de
una respuesta inmunogénica. El término "anticuerpo” incluye anticuerpos policlonales, monoespecificos y monoclo-
nales, asi como derivados de anticuerpos, tales como fragmentos de anticuerpo de cadena sencilla (scFv). Los anti-
cuerpos y los derivados de anticuerpo utiles en la presente invencion también se pueden obtener mediante técnicas
de ADN recombinante.

Los anticuerpos de tipo silvestre tienen cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas pesadas idénticas y dos cade-
nas ligeras idénticas. Ambos tipos de cadenas polipeptidicas tienen regiones constantes, que no varian o varian
minimamente entre los anticuerpos de la misma clase, y regiones variables. Las regiones variables son Unicas para
un anticuerpo particular y comprenden un dominio de unién a antigeno que reconoce un epitopo especifico. Las
regiones del dominio de unién a antigeno que estan implicadas mas directamente en la unién del anticuerpo son
"regiones determinantes de complementariedad”" (CDRs).

El término "anticuerpo” también incluye derivados de anticuerpos, tales como fragmentos de anticuerpo que conser-
van la capacidad para unirse especificamente a antigenos. Tales fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos Fab
(un fragmento que contiene el dominio de unién al antigeno y que comprende una cadena ligera y parte de una ca-
dena pesada unida por un enlace disulfuro), Fab’ (un fragmento de anticuerpo que contiene un Unico dominio de
union a antigeno que comprende un Fab y una porcion adicional de la cadena pesada a través de la region bisagra),
F(ab’)2 (dos moléculas Fab' unidas por enlaces disulfuro intercatenarios en las regiones bisagra de las cadenas
pesadas), un Fab biespecifico (una molécula Fab que tiene dos dominios de unién a antigeno, cada uno de los cua-
les se puede dirigir a un epitopo diferente) y un scFv (la region variable, que determina la unién a antigeno de una
sola cadena ligera y una pesada de un anticuerpo, unidas entre si por una cadena de aminoacidos.)

Cuando los anticuerpos, incluyendo fragmentos de anticuerpo, constituyen parte o la totalidad de los ligandos, son
preferiblemente de origen humano o estan modificados para ser adecuados para el uso en seres humanos. Los
llamados "anticuerpos humanizados" son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Osbourn et al., 2003. Se
han modificado mediante manipulaciéon genética y/o tratamiento in vitro para reducir su antigenicidad en un ser
humano. Los métodos para humanizar anticuerpos se describen, por ejemplo, en los documentos de patente de
EE.UU. n° 6.639.055, n° 5.585.089 y n° 5.530.101. En el caso mas simple, los anticuerpos humanizados se forman
injertando los bucles de union a antigeno, conocidos como regiones determinantes de complementariedad (CDRs),
de un AcMo de ratén en una IgG humana. Véase Jones et al., 1986; Riechmann et al., 1988; y Verhoeyen et al,,
1988. Sin embargo, la generacidon de anticuerpos humanizados de alta afinidad, requiere generalmente la transfe-
rencia de uno o varios residuos adicionales procedentes de las denominadas regiones estructurales (FRs) del AcMo
progenitor de raton. También se han desarrollado diversas variantes de tecnologia de humanizacién. Véase Vaug-
han et al., 1998.

Los anticuerpos humanos, mas que los "anticuerpos humanizados", también se pueden emplear en la invencion.
Tienen una alta afinidad hacia sus respectivos antigenos y se obtienen de forma rutinaria a partir de fragmentos
variables muy grandes de cadena sencilla (scFvs) o de genotecas de presentacion en fagos de Fab. Véase Griffiths
et al., 1994; Vaughan et al., 1996; Sheets et al., 1998; de Haard y col., 1999; y Knappik et al., 2000.

Los ligandos utiles también incluyen anticuerpos biespecificos de cadena sencilla, que tipicamente son polipéptidos
recombinantes que consisten en una porcién de cadena ligera variable unida covalentemente, a través de una molé-
cula enlazadora, a una porcién de cadena pesada variable correspondiente. Véanse los documentos de patente de
EE.UU. n° 5.455.030, n° 5.260.203 y n°® 4.496.778. Los anticuerpos biespecificos también se pueden preparar a
través de otros métodos. Por ejemplo, se pueden crear heteroconjugados quimicos mediante la unién quimica de
anticuerpos intactos o fragmentos de anticuerpo de diferentes especificidades. Véase Karpovsky et al., 1984. Sin
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embargo, tales heteroconjugados son dificiles de preparar de una manera reproducible y son al menos dos veces
mas grandes que los anticuerpos monoclonales normales. Los anticuerpos biespecificos también se pueden crear
mediante intercambio de disulfuro, lo que implica una escisidon enzimatica y una reasociaciéon de los fragmentos de
anticuerpo. Véase Glennie et al., 1987.

Debido a que los fragmentos Fab y scFv son monovalentes, tienen frecuentemente baja afinidad hacia las estructu-
ras diana. Por lo tanto, los ligandos preferidos preparados a partir de estos componentes se preparan mediante
modificacion genética en forma de conjugados dimeros, trimeros o tetrameros para aumentar la afinidad funcional.
Véanse Tomlinson y Holliger, 2000; Carter, 2001; Hudson y Souriau, 2001; y Todorovska et al., 2001. Tales estructu-
ras conjugadas se pueden crear mediante entrecruzamiento quimico y/o genético.

Los ligandos biespecificos de la invencién son preferiblemente monoespecificos en cada extremo, es decir, especifi-
cos para un solo componente sobre las minicélulas, en un extremo y especificos para un solo componente sobre las
células diana, en el otro extremo. Los ligandos pueden ser multivalentes en uno o ambos extremos, por ejemplo, en
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 unién a Fv.
Asimismo, un triacuerpo es el resultado de la formacién de un trimero trivalente de tres scFvs, que produce tres
sitios de union, y un tetracuerpo es el resultado de la formacién de un tetramero tetravalente de cuatro scFvs, que
produce cuatro sitios de union.

Diversos anticuerpos monoclonales humanizados, humanos y de raton, y fragmentos de los mismos que tienen
especificidad hacia receptores sobre las células de mamifero, han sido aprobados para uso terapéutico en humanos,
y la lista sigue creciendo rapidamente. Véase Hudson y Souriau, 2003. Un ejemplo de un anticuerpo de este tipo que
se puede utilizar para formar un brazo de un ligando biespecifico, tiene especificidad hacia HER2: Herceptin®; Tras-
tuzumab.

Las regiones variables de anticuerpos también se pueden fusionar con una amplia gama de dominios de proteinas.
La fusion con dominios de inmunoglobulina humana tales como IgG1 CH3, afiade masa y favorece la dimerizacion.
Véase Hu et al., 1996. La fusion a regiones bisagra-Fc de Ig humanas puede anadir funciones efectoras. También, la
fusion a dominios proteicos heterdlogos procedentes de proteinas multiméricas favorece la multimerizacion. Por
ejemplo, la fusion de un scFv corto con hélices anfipaticas cortas se ha utilizado para producir minianticuerpos. Véa-
se Pack y Pluckthun, 1992. Los dominios procedentes de proteinas que forman heterodimeros, tales como fos/jun,
se pueden utilizar para producir moléculas biespecificas (Kostelny et al., 1992) y, alternativamente, los dominios de
homodimerizacion se pueden modificar genéticamente para formar heterodimeros a través de estrategias de inge-
nieria genética tales como "botdn en ojal " (Ridgway ef al., 1996). Finalmente, las parejas de proteinas de fusion se
pueden seleccionar de modo que proporcionen tanto una multimerizacién como una funcion adicional, por ejemplo,
estreptavidina. Véase Dubel et al., 1995.

V. Entrega a células competentes para fagocitosis o endocitosis

La invencion permite ademas la entrega por medio de la puesta en contacto de minicélulas obtenidas a partir de
bacterias con células de mamiferos que son competentes para la fagocitosis o la endocitosis. Tales células de
mamifero, que son capaces de envolver células bacterianas progenitoras como a los agentes patdégenos bacterianos
intracelulares, envuelven del mismo modo las minicélulas, que liberan su carga util en el citoplasma de las células de
mamifero. Esta metodologia de entrega se puede efectuar sin el uso de ligandos dirigidos.

Para envolver las minicélulas pueden estar implicados una variedad de mecanismos en un determinado tipo de célu-
la, y la presente invencion no depende de ninglin mecanismo particular en este sentido. Por ejemplo, la fagocitosis
es un proceso bien documentado en el que macrofagos y otras células fagociticas, tales como neutrdfilos, ingieren
particulas mediante la extensién de pseuddpodos sobre la superficie de la particula hasta que la particula esta to-
talmente envuelta. Aunque se describe como una fagocitosis "no especifica”, se ha demostrado que receptores
especificos estan implicados en el proceso. Véase Wright & Jong (1986); Speert et al. (1988).

Por lo tanto, una forma de fagocitosis implica la interaccion entre ligandos de la superficie y receptores de ligandos
localizados en las membranas de los pseuddépodos (Shaw y Griffin, 1981). Esta etapa de fijacion, mediada por los
receptores especificos, se cree que es dependiente de las adhesinas bacterianas superficiales. Con respecto a las
bacterias menos virulentas, como E. coli no enterotoxigena, la fagocitosis también puede tener lugar en ausencia de
ligandos de superficie para los receptores de fagocitos. Véase Pikaar et al. (1995), por ejemplo. Por tanto, la presen-
te invencion incluye pero no se limita al uso de minicélulas que o bien poseen o carecen de adhesinas de superficie,
de acuerdo con la naturaleza de sus células bacterianas progenitoras, y quedan envueltas por fagocitos (es decir,
células hospedadoras "competentes para la fagocitosis"), entre los cuales los neutréfilos y los macrofagos son los
tipos principales en mamiferos.

Otro proceso para envolver es la endocitosis, mediante la cual agentes patdgenos intracelulares ejemplificados por
especies del tipo Salmonella, Escherichia, Shigella, Helicobacter, Pseudomonas y Lactobacili pueden conseguir
entrar en las células epiteliales de mamifero y se replican alli. Dos mecanismos basicos a este respecto son la en-
docitosis dependiente de clatrina mediada por receptores, también conocida como "endocitosis con pozo revestido"
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(Riezman, 1993), y la endocitosis independiente de clatrina (Sandvig y Deurs, 1994). Uno o ambos pueden estar
involucrados cuando una célula competente para envolver que actia mediante endocitosis (es decir, una célula
hospedadora "competente para la endocitosis") envuelve las minicélulas de acuerdo con la invencion. Las células
competentes para la endocitosis, representativas son células epiteliales de la mama, enterocitos en el tracto gas-
trointestinal, células epiteliales del estdbmago, células epiteliales del pulmdn y células epiteliales del tracto urinario y
la vejiga.

Cuando se efectua la entrega a una célula de mamifero competente para envolver, sin el uso de un ligando dirigido,
la naturaleza de la aplicacién contemplada influira en la eleccién de la fuente bacteriana para las minicélulas em-
pleadas. Por ejemplo, las especies Salmonella, Escherichia y Shigella son portadoras de adhesinas que son recono-
cidas por los receptores que median en la endocitosis sobre los enterocitos en el tracto gastrointestinal, y pueden ser
adecuadas para administrar un farmaco que sea eficaz en las células de cancer de colon. Del mismo modo, minicé-
lulas obtenidas a partir de Helicobacter pylori, que son portadoras de adhesinas especificas para las células epitelia-
les del estdmago, podrian ser adecuadas para la administracion dirigida a células de cancer de estomago. La in-
halacién o la insuflacién puede ser ideal para administrar minicélulas intactas obtenidas a partir de especies de
Pseudomonas que son portadoras de adhesinas reconocidas por receptores sobre las células epiteliales del pulmén.
Las minicélulas obtenidas a partir de bacterias Lactobacilli, que son portadoras de adhesinas especificas para las
células epiteliales del tracto urinario y de la vejiga, pueden ser muy adecuadas para la administracion intrauretral de
un farmaco contra un cancer del tracto urinario o de la vejiga.

VI. Formulaciones

La invencidn incluye dentro de su alcance composiciones o formulaciones tal y como se han definido anteriormente.
El acido nucleico funcional puede ser cualquiera entre los ARNsi, ARNsh, ribozimas o moléculas antisentido descri-
tas en este documento. El acido nucleico funcional también puede estar codificado por otro acido nucleico, tal como
un plasmido, como se describe en el presente documento. El acido nucleico que codifica el acido nucleico funcional
puede tener cualquiera de los elementos reguladores o elementos informadores, tal y como se ha descrito en el
presente documento.

La formulacién comprende opcionalmente un farmaco, como se ha descrito en esta memoria. Preferiblemente, la
minicélula de la formulacién contiene el farmaco. Alternativamente, la minicélula puede contener una molécula de
acido nucleico, tal como un plasmido, que codifica el farmaco.

Las formulaciones que contienen mlnlcelulas contienen preferiblemente menos de aproximadamente 1 célula bacte-
riana progenitora contaminante por 10’ mlnlcelulas mas preferiblemente contienen menos de aproximadamente 1
célula bacteriana progenitora contaminante por 10® minicélulas, |ncluso mas preferiblemente contienen menos de
aproximadamente 1 célula bacteriana progenitora contaminante por 10° minicélulas, todaV|a mas preferiblemente
contienen menos de aproximadamente 1 célula bacteriana progenitora contaminante por 10" minicélulas y Io mas
preferiblemente contienen menos de aproximadamente 1 célula bacteriana progenitora contaminante por 10"
nicélulas.

Tal y como se ha definido anteriormente, las formulaciones también contienen un ligando biespecifico para dirigir la
minicélula a una célula diana. La minicélula y el ligando pueden ser cualquiera de los descritos en este documento.
Por lo tanto, la minicélula contiene un acido nucleico que codifica un acido nucleico funcional y el ligando biespecifi-
co es capaz de unirse a un componente de la superficie de la minicélula y a un componente de la superficie de una
célula de mamifero diana.

Una formulacion que consiste esencialmente en minicélulas y, opcionalmente farmacos, de la presente invencion (es
decir, una formulacién que incluye tales minicélulas, farmacos y ligandos con otros constituyentes que no interfieren
indebidamente con el acido nucleico o en la calidad de la composicién que administra el farmaco) se puede formular
de manera convencional, usando uno o varios vehiculos o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Las formulaciones se pueden presentar en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, ampollas o viales, o en reci-
pientes de dosis multiples, con o sin un conservante afadido. La formulacién puede ser una solucién, una suspen-
sion 0 una emulsion en vehiculos oleosos o0 acuosos, y puede contener agentes de formulacion, tales como agentes
de suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Una solucion adecuada es isotonica con la sangre del receptor y a
modo de ejemplo es solucion salina, solucion de Ringer y solucion de dextrosa. Alternativamente, las formulaciones
pueden estar en forma de polvo liofilizado, para reconstituir con un vehiculo adecuado, por ejemplo, agua estéril,
exenta de pirdgenos o solucidn salina fisiologica. Las formulaciones también pueden estar en forma de una prepara-
cion de deposito. Tales formulaciones de accion prolongada se pueden administrar mediante implantacion (por
ejemplo, por via subcutanea o intramuscular) o mediante inyeccién intramuscular.

A. Vias de administracion

Las formulaciones de la invencion se pueden administrar a través de diversas vias y a diversos sitios en el cuerpo de
un mamifero, para lograr el(los) efecto(s) terapéutico(s) deseado(s), ya sea de forma local o sistémica. La entrega se
puede realizar, por ejemplo, mediante administracién oral, aplicando la formulacién en una cavidad corporal, median-
te inhalacién o insuflacién, o aplicando por via parenteral, intramuscular, intravenosa, intraportal, intrahepatica, peri-
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toneal, subcutanea, intratumoral o intradérmica. El modo y el sitio de la administracién depende de la localizacién de
las células diana. Por ejemplo, se puede alcanzar la diana de células de fibrosis de manera eficaz mediante la admi-
nistracion inhalada de las minicélulas dirigidas. Del mismo modo, una metastasis tumoral puede ser tratada de ma-
nera mas eficaz a través de una administracion intravenosa de minicélulas dirigidas. El cancer de ovario primario se
puede tratar a través de la administracion intraperitoneal de minicélulas dirigidas.

B. Pureza

Las minicélulas de la invencion estan sustancialmente exentas de células bacterianas contaminantes progenitoras.
Por lo tanto, las formulaciones que contienen minicélulas de la invencién contienen preferiblemente menos de
aproximadamente 1 célula bacteriana progenitora contaminante por 10’ mlnlcelulas contienen mas preferiblemente
menos de aproximadamente 1 célula bacteriana progenitora contaminante por 108 minicélulas, |ncluso mas preferi-
blemente contienen menos de aproximadamente 1 célula bacteriana progenitora contaminante por 10° minicélulas,
todaV|a mas preferiblemente contienen menos de aproximadamente 1 célula bacteriana progenitora contaminante
por 10" minicélulas y Ios mas preferiblemente contienen menos de aproximadamente 1 célula bacteriana progenito-
ra contaminante por 10" minicélulas.

Los métodos de purificacion de minicélulas son conocidos en la técnica y se describen en el documento WO
03/033519. Uno de tales métodos combina la filtracion tangencial (el flujo de alimentacion es paralelo a una superfi-
cie de la membrana; Forbes, 1987) y la filtracion frontal (el flujo de alimentacion es perpendicular a la superficie de la
membrana). Opcionalmente, la combinacion de filtraciones puede estar precedida por una centrifugacion diferencial,
con fuerza centrifuga reducida, para retirar alguna porcion de las células bacterianas y de ese modo enriquecer el
sobrenadante de minicélulas.

Otro método de purificacion emplea la centrifugacion en gradiente de densidad en un medio biolégicamente compa-
tible. Después de la centrifugacion, una banda de minicélulas se recoge del gradiente y, opcionalmente, las minicélu-
las se someten a nuevas series de centrifugacion en gradiente de densidad para aumentar la pureza. El método
puede incluir ademas una etapa preliminar en la que se realiza una centrifugacién diferencial de la muestra que
contiene las minicélulas. Cuando se realiza con fuerza centrifuga reducida, la centrifugacion diferencial retirara algu-
na porcion de las células bacterianas progenitoras, enriqueciendo de este modo el sobrenadante de minicélulas.

Los métodos de purificacion particularmente eficaces explotan la filamentacion bacteriana para aumentar la pureza
de las minicélulas. Un método de purificacion de minicélulas de este tipo puede incluir las etapas de (a) someter una
muestra que contiene minicélulas a una condicidon que induce las células bacterianas progenitoras a adoptar una
forma filamentosa, seguida de (b) filtrar la muestra para obtener una preparacion de minicélulas purificada.

Los métodos de purificacion de minicélulas conocidos también se pueden combinar. Una combinacion muy eficaz de
los métodos es la siguiente:

Etapa A: centrifugacion diferencial de un cultivo de células bacterianas que produce minicélulas. Esta etapa,
que se puede realizar a 2000 g durante aproximadamente 20 minutos, retira la mayoria de las células bacte-
rianas progenitoras, dejando las minicélulas en el sobrenadante.

Etapa B: centrifugacion en gradiente de densidad usando un medio de gradiente de densidad isoténico y no
toxico. Esta etapa separa las minicélulas de muchos contaminantes, incluyendo las células bacterianas pro-
genitoras, con una pérdida minima de minicélulas. Preferiblemente, esta etapa se repite en un método de pu-
rificacion.

Etapa C: filtracion tangencial a través de un filtro de 0,45 um para reducir ain mas la contaminacién por célu-
las bacteriana progenitoras.

Etapa D: filamentacion inducida por estrés de las células bacterianas progenitoras residuales. Esto se puede
lograr sometiendo la suspension de minicélulas a cualquiera entre varias condiciones ambientales que indu-
cen estrés.

Etapa E: tratamiento con antibidticos para destruir las células bacterianas progenitoras.

Etapa F: filtracion tangencial para eliminar contaminantes pequefios, tales como vesiculas de membrana,
fragmentos de membrana, residuos bacterianos, acidos nucleicos, componentes de los medios, etc., y para
concentrar las minicélulas. Se puede emplear un filtro de 0,2 ym para separar las minicélulas de contaminan-
tes pequefios, y se puede emplear un filtro de 0,1 ym para concentrar las minicélulas.

Etapa G: filtracién frontal para eliminar las células bacterianas filamentosas muertas. Un filtro de 0,45 uym se
puede ser emplear en esta etapa.

Etapa H: eliminacion de endotoxinas de la preparacion de minicélulas. Se pueden emplear perlas magnéticas
recubiertas con anti-lipido A en esta etapa.

C. Pautas de administracion
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En general, las formulaciones descritas en este documento se pueden usar en dosificaciones apropiadas definidas
por pruebas de rutina, para obtener un efecto fisioldgico éptimo, a la vez que minimizan cualquier toxicidad potencial.
El régimen de dosificacion se puede seleccionar de acuerdo con una variedad de factores que incluyen la edad, el
peso, el sexo, el estado médico del paciente; la gravedad de la afeccion que se va a tratar, la via de administracion y
la funcién renal y hepatica del paciente.

Una precision optima para lograr concentraciones de minicélulas y farmaco dentro del intervalo que produce una
eficacia maxima, con efectos secundarios minimos, puede requerir un régimen basado en la cinética de la disponibi-
lidad de las minicélulas y los farmacos en los sitios diana y las células diana. Una distribucion, equilibrio y elimina-
cion de una minicélula o un farmaco se puede considerar al determinar la concentracion éptima para un régimen de
tratamiento. Las dosificaciones de las minicélulas y los farmacos se pueden ajustar cuando se utilizan en combina-
cion, para lograr los efectos deseados.

Ademas, la administraciéon de la dosificacion de las formulaciones se puede optimizar utilizando un sistema de mo-
delo farmacocinético/farmacodinamico. Por ejemplo, se puede seleccionar uno o varios regimenes de dosificacion y
un modelo farmacocinético/farmacodinamico se puede utilizar para determinar el perfil farmacocinéti-
cof/farmacodinamico de uno o varios regimenes de dosificacion. A continuacion, uno de los regimenes de dosifica-
cion para la administracion se puede seleccionar de modo que logre la respuesta farmacocinética/farmacodinamica
deseada, basandose en el perfil farmacocinético/farmacodinamico particular. Véase, por ejemplo, el documento WO
00/67776.

En concreto, las formulaciones se pueden administrar al menos una vez a la semana en el transcurso de varias
semanas. En una realizacion, las formulaciones se administran al menos una vez a la semana durante varias sema-
nas hasta 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. Alternati-
vamente, las formulaciones se pueden administrar una vez al dia, 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.

Alternativamente, las formulaciones se pueden administrar aproximadamente una vez a la semana, aproximadamen-
teunavezcada 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 al menos una vez a la 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 una vez al mes, aproximadamente una vez cada 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11 0 12 meses o0 mas.

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

En un método en el que las minicélulas se administran antes de un farmaco, la administracién del farmaco puede
tener lugar en cualquier momento, desde varios minutos hasta varias horas después de la administracion 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, 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 o0 24 horas antes del 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 de la administracion del farmaco. Las minicélulas se pueden admi-
nistrar 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 o0 mas
antes del farmaco. Las minicélulas se pueden administrar al menos aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11
0 12 meses antes del farmaco.

En otra opcién, la minicélula se administra después del farmaco. La administracién de la minicélula puede tener
lugar en cualquier momento, desde varios minutos hasta varias horas después de la administracion del farmaco.
Alternativamente, la minicélula se puede administrar en cualquier momento, desde varias horas hasta varios dias,
posiblemente varias semanas hasta varios meses después del farmaco.

Los siguientes ejemplos son Unicamente ilustrativos, mas que limitantes, y proporcionan una comprension mas com-
pleta de la invencion. Los ejemplos muestran que células tumorales resistentes a los farmacos se pueden tratar
eficazmente in vivo mediante (1) la administracion de minicélulas recombinantes dirigidas que son portadoras de
secuencias de ARNi disefiado para reducir o eliminar la expresion del gen(es) que codifica la resistencia a los
farmacos y (2) la administracion de minicélulas dirigidas cargadas con farmacos que son portadoras del farmaco
frente al cual las células cancerosas se han vuelto sensibles.

Ejemplo 1. Plasmidos de expresion de ARNsh anti-MDR1 y anti-bcl-2 y purificacion de minicélulas recombi-
nantes.
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Minicélulas recombinantes que eran portadoras de plasmidos que codificaban secuencias de ARNsh (Mdr1 o bcl-2)
se generaron del modo siguiente. La secuencia de ARNsh para Mdr1 utilizada en este estudio ha sido descrita por
Wu et al, 2003 (5-TCGA AAGAAACCAACTGTCAGTGTA gagtactg TACACTGACAGTTGGTTTCTT TTTTT-3’)
(SEQ ID NO: 1) y la secuencia de ARNsh para bcl-2 utilizada ha sido descrita por Wacheck et al, 2003 (5’
TCGATGTGGATGACTGAGTACCTGA gagtactg TCAGGTACTCAGTCATCCACATTTTT-3’) (SEQ ID NO: 2). Las
secuencias de ARNsh respectivas se sintetizaron y se subclonaron individualmente en el plasmido IMG-800 (Imge-
nex Corp., San Diego, CA, EE.UU.) de modo que las secuencias se podian expresar desde el promotor U6 plasmidi-
co. El plasmido es portador del origen de replicacion de pUC que permite un numero elevado de copias del plasmido
en células bacterianas. Los plasmidos recombinantes se secuenciaron para asegurar que las secuencias de ARNsh
eran correctas y estaban en marco para la expresion desde el promotor U6. Los plasmidos recombinantes se trans-
formaron en la cepa minCDE mutante de S. typhimurium y las minicélulas que eran portadoras de los plasmidos se
purificaron tal y como se describe en el documento US7611885. Las minicélulas recombinantes se denominaron
minicélulasarnsh-vibr1 Y mMinicélulasarnsh-beiz respectivamente.

Ejemplo 2. Demostracion de la entrega del plasmido con ARNsh mediada por minicélulas recombinantes
dirigidas al receptor, a células cancerosas resistentes a los farmacos y anulacion de la resistencia a los
farmacos in vitro.

Aunque los ARNSsi dirigidos contra una gama de diferentes transcritos que codifican la resistencia a los farmacos han
demostrado anular la resistencia a los farmacos en células cancerosas in vitro, el obstaculo decisivo es la entrega
dirigida de los ARNSsi a células cancerosas, particularmente in vivo. Minicélulas recombinantes que eran portadoras
de plasmido con ARNsh anti-MDR1 (minicélulasarnsh-vior1) Y ARNsh control contra una secuencia de ARN sin senti-
do (minicélulasarnsh-sin sentido) S€ purificaron y se prepard un anticuerpo biespecifico que era portador de especificida-
des anti-antigeno O de S. typhimurium y anti-EGFR humano y se fijaron a las minicélulas recombinantes, tal y como
se describe en el documento de solicitud de patente WO 2005/056749. Las minicélulas recombinantes dirigidas se
denominaron 5 Rminicélulasarnsh-vor.1 Y o "minicélulasarnsh-sin sentido. Minicélulas cargadas con farmacos quimiote-
raEGéFLFJ{tic.o's §-FU e irinotecén'también se prepararon y se dirigieron como antes y se denominaron ECPRminicélulass.ru
y minicélulasyino, respectivamente.

Se selecciond para este estudio in vitro la linea celular humana de cancer de colon Caco-2 (ATCC), que es altamen-
te resistente a irinotecan y a 5-FU, para determinar en primer lugar, si las minicélulas recombinantes dirigidas a
EGFR podian entregar con éxito los plasmidos con ARNsh a las células cancerosas y en segundo lugar, si la expre-
sion del ARNsi anti-MDR-1 podia anular la resistencia a los farmacos y hacer que las células Caco-2 fueran sensi-
bles a minicélulas cargadas con farmaco y dirigidas a EGFR. Las células Caco-2 se sembraron a 3 x 10° célu-
las/matraz en medio esencial minimo con 10% de suero de ternera cdsmico y se incubaron durante 3 horas a 37°C,
5% de CO..

EGFR EGFR
) )

Las células se trataron con (a minicélulasarnsh-vior-1 Y (b minicélulasarnsh-sin sentido- S€ INCluyd un matraz de
control que no habia recibido ningun tratamiento. Las minicélulas se afiadieron con una concentracion de 10" por
matraz y todos los matraces se incubaron durante 72 h. Las células procedentes de cada tratamiento se tripsinizaron
y se sembraron a 1x10* células/ml/pocillo en placas de 24 pocillos y se incubaron durante 3 horas a 37°C, 5% de
CO:.. Las células control sin tratar se incubaron con (6 pocillos/tratamiento) (a) irinotecan libre (25 uM), (b) 5-FU libre
(25 pM), (c) E Rminicélulasiin y (d) E minicélulass ru.

EGFR ) CMV

Las células Caco-2 tratadas con minicélulasarnsh-vior-1 S€ incubaron (6 pocillos/tratamiento) con (a minicélu-
lass.ru (no dirigidas especificamente ya que el anticuerpo biespecifico esta dirigEido a una proteina de la superficie de
citomegalovirusé), &b) irinotecan libre, (c) 5-FU libre, (d) "™ minicélulasiino y (€) o' "minicélulass.ru. Las células Caco-
2 tratadas con =°F"minicélulasarnsh-sin sentido S€ trataron luego con minicélulass.ru.

Todas las células se incubaron durante 72 h adicionales seguido por el ensayo colorimétrico de proliferacion celular
MTT (Cory et al., 1991) utilizando el ensayo de proliferacion celular CellTiter 96 AQueous One Solution (Promega
Corp., Madison, WI, EE.UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las mediciones colorimétricas se
leyeron a 490 nm.

Los resultados mostraron (Fig. 1) que las células Caco-2 eran muy resistentes a los farmacos de quimioterapia de
primera linea contra el cancer de colon, es decir, irinotecan ¥ 5-FU. Ademas, las células siguieron siendo resistentes
después de tratamientos sucesivos con EGFRminicéIuIas.,ino, CFRminicélulass.ey y ECFRminicélulasarnsh-mpr-1. Las célu-
las que recibieron el tratamiento doble, es decir, EGFRminicélulasARNsh.MDR.1 seguido de EGFRminicéIuIas.,ino o 5" Rmi-
nicélulass.ry mostraron que este tratamiento tenia gran éxito en la anulacién de la resistencia a los farmacos y des-
pués de un tratamiento de combinacion aislado, se observé > 50% de muerte celular. Por el contrario, un tratamiento
doble con E¢ Rminicélulasarnsh-sin sentido seguido de EGFRminicélulass.sy no tuvo ningun efecto sobre la resistencia a los
farmacos, lo que sugiere que la expresion del ARNsh anti-MDR-1 en las células Caco-2 era especificamente res-
ponsable de la anulacién de la resistencia a los farmacos. El tratamiento de combinacion de ECFRminicélulasarnsh-upr-
1 seguido de irinotecan o 5-FU libre, también era eficaz para la anulacion de la resistencia a los farmacos, pero en
menor medida, proporcionando ~30% de reduccion en la supervivencia celular. Estos datos también sugieren que
con la administracion de farmacos quimioterapéuticos a través de minicélulas dirigidas a receptores y cargadas con
farmacos, se puede administrar de forma intracelular una concentracién de farmaco mas potente que en compara-
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cion con el farmaco libre proporcionado en el medio extracelular.

Este resultado muestra que (a) los ARNsh se pueden administrar con eficacia a células de mamifero no fagociticas a
través de minicélulas recombinantes dirigidas a los receptores, (b) los plasmidos que codifican el acido nucleico
funcional (ARNsh) evitan los organulos intracelulares en donde se degradan las minicélulas, (c) el plasmido se
transporta al nucleo de la célula de mamifero en donde se expresa el ARNsh, (d) el ARNsh es eficaz en la degrada-
cion del ARNm que codifica la proteina de resistencia a multiples farmacos, MDR-1, (e) las mismas células de mami-
fero son receptivas a la siguiente oleada de minicélulas dirigidas a los receptores que ahora son portadoras de un
farmaco en lugar de un plasmido, (f) el protocolo del tratamiento doble, es decir, la administracién de ARNsh media-
da por minicélulas dirigidas a los receptores seguida por la administracion de farmacos quimioterapéuticos mediada
por minicélulas dirigidas a los receptores es muy eficaz en la anulacion de la resistencia a los farmacos en células de
mamifero no fagociticas.

Ejemplo 3. Demostracion in vivo de una regresion tumoral lograda utilizando el método de la invencion, es
decir, el tratamiento doble de administracion de ARNsh mediada por minicélulas dirigidas a los receptores
seguida por la administracion de farmacos mediada por minicélulas dirigidas a los receptores.

Este ejemplo muestra que se pueden utilizar minicélulas dirigidas a receptores para anular la resistencia a los
farmacos en células cancerigenas in vivo.

Minicélulas obtenidas a partir de minCDE de S. typhimurium se purificaron y se cargaron 9 con irinotecan, un farma-
co quimioterapéutico. Se centrifugaron 7 x 10 minicélulas en solucion BSG, el sobrenadante se retird y las minicélu-
las se resuspendieron en 940 pl de BSG y 60 pl de solucién de irinotecan (1 mg/ml; disuelto en agua destilada esté-
ril). La suspension se incuboé durante una noche a 37°C con rotacion para permitir que el irinotecan difundiera en el
citoplasma de las minicélulas. El exceso de irinotecan fijado no especificamente a la superficie exterior de las mi-
nicélulas, se elimind mediante lavado por ultrafiliracion de las células agitadas del modo siguiente. Una celda de
ultrafiltracion agitada de Amicon Modelo 8010 (Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) se monté de acuerdo con las instruc-
ciones del fabricante con un disco de membrana de ultrafiltracion (polietersulfona; corte de peso molecular 300 kDa;
Millipore). La celda se lavo tres veces con agua destilada estéril, seguido por otros tres lavados con BSG. A conti-
nuacion, la celda se llené con 9 ml de BSG de nuevo aporte y se afiadid la solucion de 1 ml de minicélulas cargadas
con irinotecan. La celda se mantuvo a una presién de 10 psi, se agité hasta que el volumen se redujo a 5 ml y se
completé con 5 ml de BSG. La ultrafiltracion continué hasta que el volumen se redujo de nuevo a 5 ml. Este proce-
dimiento de rellenado/ultrafiltracion se realizé 6 veces para permitir un lavado a fondo de las superficies exteriores
de las minicélulas cargadas con irinotecan. Durante la Ultima ultrafiltracion, el volumen se redujo a 1 ml y la muestra
se transfirié a un tubo de centrifuga Eppendorf estéril, seguido de centrifugaciéon a 13.200 rpm durante 10 minutos
para sedimentar las minicélulas cargadas con irinotecan.

Un anticuerpo biespecifico se construy6 tal y como se ha descrito anteriormente y en el documento de solicitud de
patente de EE.UU. publicada n°® 2004-0265994. Resumiendo, anticuerpos monoclonales de ratéon anti-
lipopolisacarido de S. fyphimurium (Biodesign, Saco, Maine, EE.UU.) y anti-receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR) humano (Oncogene Research Products, Cambridge, MA, EE.UU.) se enlazaron con la proteina
recombinante purificada A/G a través de los fragmentos Fc de cada anticuerpo monoclonal. Se selecciond un anti-
cuerpo monoclonal anti-EGFR porque las células xenoinjertadas eran células de cancer de colon humano (Caco-2)
que se sabe que hiperexpresan el EGFR en la superficie celular (Nyati et al., 2004).

La proteina purificada recombinante A/G (Pierce Biotechnology, Rockford, IL, EE.UU.) se diluyé hasta tener una
concentracion final de 100 pg/ml en tampon de unién Immunopure (Pierce Biotechnology) y 0,5 ml de la solucién se
incubaron durante una noche a 4°C con una solucién mezclada previamente que contenia 20 ug/ml de cada uno de
los anticuerpos monoclonales anti-LPS de S. typhimurium y anti-EGFR humano. El exceso de anticuerpos no unidos
a la proteina A/G se retird después de la siguiente manera. Solucién de proteinas G de Dynabeads® (Dynabeads®
[2,8 um] recubiertas con proteina G recombinante acoplada covalentemente a la superficie de las particulas magné-
ticas; Dynal Biotech, Oslo, Noruega) se mezclé suavemente y 100 ul de la solucion se transfirieron a un tubo de
centrifuga de Eppendorf. El tubo se colocé en un Dynal MPC-S (concentrador de particulas magnéticas, tipo S) para
inmovilizar las perlas y el sobrenadante se elimind. Las perlas se resuspendieron en 0,5 ml de soluciéon de lavado
que contenia tampodn Na-fosfato 0,1 M (pH 5,0). La inmovilizacion de las perlas y las etapas de lavado se repitieron
tres veces. La solucidon que contenia la mezcla de proteina A/G-anticuerpo biespecifico se afadié a las perlas y se
incubd con agitaciéon suave a temperatura ambiente durante 40 min. El tubo se colocé en un soporte de MPC-S para
inmovilizar las perlas y la proteina A/G-anticuerpo biespecifico se retiré con una pipeta. Esta etapa eliminaba el ex-
ceso de anticuerpos monoclonales no unidos y proporcionaba una solucién que era portadora del anticuerpo bies-
pecifico ligado a la proteina A/G a través de sus fragmentos Fc. Las minicélulas recombinantes se incubaron con la
proteina A/G-anticuerpo biespecifico durante 1 hora a temperatura ambiente, para recubrir las minicélulas con el
anticuerpo a través de su region Fab anti-LPS.

Los ratones empleados en este ejemplo fueron adquiridos en el Centro de Recursos Animales, Perth, WA, Australia,
y todos los experimentos con animales se realizaron de acuerdo con la guia de cuidado y uso de animales de labo-
ratorio y con la aprobacién del Comité de Etica Animal. Los experimentos se llevaron a cabo en la instalacién para
animales pequefios acreditada por NSW Agriculture en EnGenelC Pty Ltd (Sydney, NSW, Australia). Las células de
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cancer de colon humano (Caco-2, ATCC) crecieron en cultivo de tejidos en medio RPMI 1640 complementado con
5% de suero de ternera bovino (Gibco-BRL Life Technologies, Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA, EE.UU. )y glu-
tamina (Inwtrogen) en una atmosfera humidificada con 95% de aire y 5% de CO; a 37°C. Se inyectaron 1 x 10° célu-
las por via subcutanea en 50 ul de medio exento de suero junto con 50 pl de factor de crecimiento reducido Matrigel
(BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) entre los omoplatos de cada raton, utilizando una aguja de calibre 23.
Los tumores se midieron dos veces a la semana usando un calibrador digital electronico (Mitutog/o, Japén, precision
de 0,001) Y el volumen medio del tumor se calcul6 utilizando la formula, longitud (mm) x ancho “ (mm) X 0,5 = volu-
men (mm ). Los diferentes tratamientos se iniciaron una vez que los tumores habian alcanzado voliumenes entre 50
mm?® y 80 mm?®, y los ratones fueron asignados aleatoriamente a ocho grupos diferentes de 11 ratones por grupo.

Los diversos grupos reC|b|eron los siguientes tratamientos: Grupo 1 (control) no recibioé tratamiento. Grupo 2 (con-
trol), irinotecan libre (1,2 x 10* ng/g de peso corporal del ratén ~ 2,4 x 10° ng por ratén) por via intravenosa. Este
control se incluyd para confirmar los resultados in vitro en los que las células tumorales eran resistentes al farmaco.

Grupo 3 (control) minicélulas cargadas con irinotecan, dlrlgldas a EGFR (denominadas 5®"*minicélulasyi.). Grupo
4 (control), *"*minicélulasarnsh-vor.1. Grupo 5 (control), m|n|celulac~7AR;\15r1 bai-2. Grupo 6 (control), *° minicélu-
lasarnsh-vDr-1 Seguidas de |r|notecan libre. Grupo 7 (experlmentalg FRminicélulasarnsh-vpr-1 seguidas de ECPRmi-

nicélulasyino. Grupo 8 (expt.), ECPR minicélulasarnsh-bo-2 S 8gmdas de F°"*minicélulasiin.. Los estudios de cuantificacion
de irinotecan mediante HPLC mostraron que en 5 x 10° minicélulas se cargaban ~ 80 ng del farmaco. Todos los
tratamientos con minicélulas recibieron 5 x 10® minicélulas y los tratamientos con ARNsh se administraron los dias 9
y 23. Todos los tratamientos con farmacos se administraron los dias 15, 18, 29 y 32. Esto permitié un intervalo de
seis dias entre el tratamiento con ARNsh y el tratamiento con farmaco para asegurar que habia pasado suficiente
tiempo para la administracion intracelular y nuclear de ARNsh, la expresion génica y la supresion de la expresion de
la proteina que mediaba en la resistencia a los farmacos, es decir, MDR-1 o bcl-2.

Los resultados revelaron (Fig. 2) un contraste llamativo entre los volimenes medios tumorales en los grupos control
(G 1 a 6) y los grupos experimentales (G 7 y 8). Los volumenes de los tumores en los grupos experimentales se
estabilizaron rapidamente y mostraban una estabilizacién significativa en la mayoria de los 11 animales en cada
grupo. Por el contrario, los volumenes medios tumorales en todos los grupos de control diferentes siguieron aumen-
tando y 36 dias después de establecer los xenoinjertos, el experimento se termind debido a que los animales control
estaban demasiado enfermos. Los animales experimentales, por el contrario, estaban sanos y no mostraron ningun
efecto secundario téxico por el tratamiento. Un analisis estadistico de los datos empleando ANOVA unidireccional
mostré que los grupos experimentales (7 y 8) eran altamente significativos en comparacion con los grupos de control
1 a6 (p =0,0004). Este resultado es una primera demostracion de la administracion dirigida in vivo de ARNsh para
abordar el grave problema de la resistencia a los farmacos en el cancer. El resultado también demostré que la in-
vencion tiene una aplicacion general, porque dos métodos mecanicamente diferentes de resistencia a los farmacos,
es decir, una bomba de proteinas hiperexpresada asociada a la membrana (MDR-1) y una proteina citoplasmica
anti-apoptosis (bcl-2), pueden estar reguladas a la baja en células cancerosas resistentes a los farmacos in vivo. El
tratamiento de las mismas células con otra oleada de minicélulas cargadas con farmacos quimioterapéuticos dirigi-
das a los receptores, podia tratar con eficacia este tipo de tumor.

Ejemplo 4. Segunda demostracion in vivo de la eficacia de la regresion tumoral conseguida utilizando el
método de la invencién, es decir, el tratamiento doble de administracion de ARNsh mediada por minicélulas
seguido por la administracion de farmacos mediada por minicélulas.

Las células de cancer colorrectal también son conocidas por ser muy resistentes a otro farmaco quimioterapéutico
de primera linea, 5-fluorouracilo (5-FU), y este ejemplo muestra que los métodos de la invencién permiten no solo la
anulacion de la resistencia a los farmacos in vivo, sino que también permite una estabilizacion / remisién del tumor.

Como se ha descrito anteriormente, las minicélulas se obtuvieron a partir de una cepa mutante minCDE de S. typ-
himurium y se purificaron usando el procedimiento de gradiente de centrifugacion / filamentacion / filtracion / elimina-
cién de endotoxinas. Del mismo modo, se obtuvieron minicélulas recombinantes que eran portadoras de plasmidos
con ARNsh, ARNsh-MDR-1, ARNsh-bcl-2 y ARNsh-sin sentido y se purificaron a partir de las respectivas cepas
recombinantes minCDE de S. typhimurium. Las minicélulas vacias purificadas se cargaron con farmaco quimiote-
rapéutico 5-FU como se ha descrito para irinotecan en el Ejemplo 3. El analisis por HPLC se utilizé para determinar
la concentracion de 5-FU cargado en las minicélulas.

Un anticuerpo biespecifico que comprendia especificidades dobles anti-EGFR humano y anti- antlgeno O de S. typ-
himurium se construyo tal y como se ha descrito en el Ejemplo 3. Las minicélulas recombinantes (10 ) se incubaron
con el anticuerpo biespecifico durante 1 hora a temperatura ambiente, para recubrir las minicélulas con el anticuerpo
a través de su region Fab anti-antigeno O.

Xenoinjertos de células cancerigenas Caco 2 se establemeron en ratones Balb/c sin pelaje y una vez que los tumo-
res alcanzaron un volumen entre 50 mm?® y 80 mm?, los ratones fueron asignados al azar en 10 grupos (n = 11 rato-
nes por grupo). Los 10 tratamientos |ntravenosos |ncIU|an (a) G1 - solo tumor control. G2 (control), 5-FU libre (5 x
10" ng/g de peso corporal del ratén ~ 1 x 10° ng por raton). Este control se incluyd para confirmar los resultados in
vitro de que las células tumorales eran resistentes al farmaco. G3 (control), minicélulas cargadas con 5-FU dirigidas
a EGFR (denominadas ®minicélulass.ry). G4 (control), "™ minicélulasarnshmpr1. G5 (control), *  minicélula-
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Sarnsh-bo-2. G6 (control), E* Rminicélulasarnsh-vbr1 Sseguidas por “minicélulass.ru. El anticuerpo CMV esta dirigido a

una proteina de la superficie de mtomegalowrus ¥ esto sirvié como un control dlrlE%do no especificamente. G7 (con-
trol), EGFRm|n|celulac~7ARNsh.s.n gentido seguidas de ¢ *minicélulass. FU: G8 (control), mlnlcelulam\RNSr1 MDR -1 Seguidas
de 5-FU libre. G9 gexpt) FRminicélulasarnsh-mor.1 seguidas de = *minicélulass.ru. G10 (expt), = "minicélulasarnsh-
bel-2, Seguidas de Rminicélulass.ru. Los tratamientos con ARNsh se administraron los dias 9 y 23 y los tratamientos
con farmacos se administraron los dias 15, 18, 29 y 32. Esto permitié un intervalo de seis dias entre los tratamientos
con ARNsh y los tratamientos con farmaco para asegurar que habia transcurrido el tiempo suficiente para la entrega
intracelular y nuclear de ARNsh, la expresion génica y la supresion de la expresion de la proteina que media en la
resistencia a los farmacos, es decir, MDR-1 o bcl-2.

Los resultados revelaron (Fig. 3) un contraste llamativo entre los volimenes tumorales medios en los grupos de
control (G 1 a 8) y los grupos experimentales (G 9 y 10). Los volimenes de los tumores en los grupos experimenta-
les mostraron una estabilizacion significativa en la mayoria de los 11 animales en cada grupo. Por el contrario, los
volumenes tumorales medios en todos los diferentes grupos de control siguieron aumentando y 36 dias después de
establecer los xenoinjertos, el experimento se termind debido a que los animales control estaban demasiado enfer-
mos. Los animales experimentales, por el contrario, estaban sanos y no mostraron ningun efecto secundario toxico
por el tratamiento. Un analisis estadistico de los datos empleando ANOVA unidireccional mostré que los grupos
experimentales (9 y 10) eran altamente significativos en comparacion con los grupos de control 1 a 8 (p = 0,0008).

Ejemplo 5. Demostracion in vivo de la regresion tumoral lograda en células de cancer de mama humano
resistentes a la doxorrubicina utilizando el método de la invencion.

Los inventores han mostrado que la linea celular de adenocarcinoma de mama humano, MDA-MB-468 es muy sen-
sible a la doxorrubicina y que los xenoinjertos de ratones tratados por via intravenosa con ECPRminicélulaspox se
estabilizan / remiten.

En este ejemplo, las células MDA-MB-468 crecieron en cultivo de tejidos y se trataron con concentraciones crecien-
tes de Dox para desarrollar un clon resistente a Dox. Esta bien establecido que un tratamiento con farmacos de este
tipo regula positivamente in vitro e in vivo la expresion de proteinas de resistencia a multiples farmacos, tales como
MDR-1 y Bcl-2. Se obtuvieron varios clones resistentes a Dox y uno se utilizé para establecer un xenoinjerto en
ratones Balb/c sin pelaje. Los > grupos de tratamiento por via |ntravenosa (n = 11 ratones por grupo) incluian G2 -
ECPR minicélulaspox y G3 - ECPR minicélulasarnsh-vpr-1 seguidas de EGFRminicélulaspox. Los ratones G1 eran solo un
control del tumor. El tratamiento con ARNsh se administré el dia 21 y los tratamientos con farmacos se administraron
los dias 27, 34 y 41.

EGFR EGFR

Los resultados mostraron (Fig. 4) que el tratamiento con minicélulasarnsh-vior-1 Seguidas de minicélulaspox €n
ratones G3 era muy eficaz para anular Ia resistencia a Dox en las células cancerosas y que los tumores se estabili-
zaban. El tratamiento de control con " minicélulaspox (G2) mostré que las células tumorales eran muy resistentes a
Dox y los tumores crecieron rapidamente.

Ejemplo 6. Demostracion in vivo del efecto de las pautas de dosificacion sobre la anulacién de la resistencia
a los farmacos y el efecto terapéutico.

Este ejemplo demuestra el efecto de las pautas de dosificacion sobre la anulacion de la resistencia a los farmacos y
el efecto terapéutico. Al permitir un tiempo suficiente para la entrega eficaz de ARNsh a las células tumorales antes
de que se administren las minicélulas cargadas con farmaco dirigidas a los receptores se mejoran los resultados. Se
realizd un experimento a lo largo del tiempo, en el que se administraron ECFRminicélulasarnsh-MDR-1 por via intraveno-
sa a ratones sin pelaje que eran portadores de un xenoinjerto de células Caco-2. En grupos distintos (n = 11 ratones
por grupo), se administro a los ratones = *minicélulasiin, 96 h (G3), 120 h (G4) 0 144 h (G5) después deI tratamien-
to con las EGFlenlceIuIasARNsh vor1- G1 y { G2 eran solo controles del tumor y de irinotecan libre (~2,4 x 10° ng/dosis).
Las minicélulas se administraron a 5 x 10° por dosis y cada dosis era portadora de ~ 80 ng de irinotecan cargado en
las minicélulas, que es una dosis 3000 veces menor que la administrada en forma de farmaco libre. Los resultados
mostraron éFlg 5) una clara correlacion entre el tiempo permitido para la expresion de ARNsh y la posterior adminis-
tracion de minicélulasyino, siendo 144 h (G5) el tiempo mas eficaz para la anulacion de la resistencia a los farma-
cos y que lograba un efecto terapéutico significativo.

Ejemplo 7. Segunda demostracion in vivo del efecto de las pautas de dosificacion sobre la anulacion de la
resistencia a los farmacos y el efecto terapéutico.

Este ejemplo demuestra que el efecto de la pauta de dosificacion observada en el ejemplo 6 se puede aplicar por lo
general.

El experimento descrito en eI ejemplo 6 se repitid con los mismos controles y grupos experimentales, exceF!)to que
G2 recibié 5-FU libre (1 x 10° ng/dosis) y que en G3, G4 y G5 el segundo tratamiento se llevé a cabo con minicé-
lulass.ru. Las minicélulas se administraron a 1 x 10° por dosis y cada dosis era portadora de ~ 80 ng de 5-FU, es
decir, ~ 12.500 veces menos que la administracién de farmaco libre en ratones G2.

EGFR

Los resultados mostraron (Fig. 6) que la administracion de minicélulassry 144 horas después de la administra-
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cion de " minicélulasarnsh-mor-1 (G5) daba como resultado una eficacia maxima de la anulacion de la resistencia a

los farmacos y de la eficacia terapéutica. La potencia de la invencion es evidente a partir de la concentracion de
farmaco requerido para tratar con eficacia estos tumores muy resistentes, ya que las minicélulas eran portadoras de
3000 veces y 12.500 veces menos farmaco, en comparacion con tratamientos con irinotecan y 5-FU libres, respecti-
vamente. Los farmacos libres no tenian ningun efecto sobre el crecimiento tumoral como se observa en las Figs. 5y
6.
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<211>59

< 212> ADN

< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido sintético

<400> 1
tcgaaagaaa ccaactgtca gtgtagagta ctgta_actg acagttggtt tcttttttt 59
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< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Descripcion de la secuencia artificial: oligonucledtido sintético
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tcgatgtgga tgactgagta cctgagagta ctgtcaggta ctcagtcatc cacattttt 59
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion que comprende (a) una minicélula intacta, obtenida a partir de bacterias que contiene una
molécula de acido nucleico funcional o un plasmido que comprende un segmento que codifica una molécula de aci-
do nucleico funcional, comprendiendo ademas dicha minicélula un ligando biespecifico, en donde dicho ligando
biespecifico tiene especificidad tanto hacia un componente de la superficie sobre la minicélula como hacia un com-
ponente de la superficie sobre una célula de mamifero no fagocitica; y (b) un vehiculo farmacéuticamente aceptable
para la misma, en donde dicha molécula de acido nucleico funcional se dirige al gen o al transcrito de una proteina
que contribuye a la resistencia a un farmaco quimioterapéutico.

2. La composiciéon segun la reivindicacion 1, que comprende ademas un farmaco quimioterapéutico frente al
cual el acido nucleico funcional disminuye dicha resistencia a los farmacos.

3. Una minicélula intacta obtenida a partir de bacterias que contiene una molécula de acido nucleico funcional
o un plasmido que comprende un segmento que codifica una molécula de acido nucleico funcional, en donde la
molécula de acido nucleico funcional se dirige a un gen o a un transcrito de una proteina que favorece la resistencia
a un farmaco quimioterapéutico, comprendiendo ademas dicha minicélula un ligando biespecifico, teniendo dicho
ligando biespecifico especificidad tanto hacia un componente de la superficie sobre la minicélula como hacia un
componente de la superficie sobre una célula de mamifero no fagocitica; para uso como un medicamento.

4. Una minicélula intacta obtenida a partir de bacterias que contiene una molécula de acido nucleico funcional
o un plasmido que comprende un segmento que codifica una molécula de acido nucleico funcional, en donde la
molécula de acido nucleico funcional se dirige a un gen o a un transcrito de una proteina que favorece la resistencia
a un farmaco quimioterapéutico, comprendiendo ademas dicha minicélula un ligando biespecifico, teniendo dicho
ligando biespecifico especificidad tanto hacia un componente de la superficie sobre la minicélula como hacia un
componente de la superficie sobre una célula de mamifero no fagocitica; para uso en el tratamiento de una enfer-
medad resistente a dicho farmaco quimioterapéutico, en donde dicha minicélula intacta se administra de forma si-
multanea o consecutiva a dicho farmaco quimioterapéutico para permitir que el acido nucleico funcional disminuya la
resistencia a dicho farmaco quimioterapéutico.

5. La minicélula intacta obtenida a partir de bacterias segun la reivindicacion 4 para uso en el tratamiento de
una enfermedad segun la reivindicacion 4, en donde dicho farmaco quimioterapéutico y dicha minicélula se adminis-
tran de forma consecutiva, en cualquier orden.

6. La minicélula intacta obtenida a partir de bacterias segun la reivindicacion 4 para uso en el tratamiento de
una enfermedad segun la reivindicacion 4, en donde dicho farmaco quimioterapéutico se administra después de
dicha minicélula.

7. La minicélula intacta obtenida a partir de bacterias segun la reivindicacion 4 para uso en el tratamiento de
una enfermedad segun la reivindicacion 4, en donde dicho farmaco quimioterapéutico y dicha minicélula se adminis-
tran simultaneamente.

8. La minicélula intacta obtenida a partir de bacterias segun la reivindicacion 4 para uso en el tratamiento de
una enfermedad segun la reivindicacion 4, en donde dicha enfermedad resistente a dicho farmaco quimioterapéutico
se selecciona a partir de la lista que consiste en cancer, SIDA y tuberculosis.

9. La minicélula intacta obtenida a partir de bacterias para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 3-8,
en donde dicho ligando biespecifico se selecciona a partir de la lista que consiste en receptores, enzimas, péptidos
de unién, proteinas de fusion/quiméricas y moléculas pequenfas.

10. La minicélula intacta obtenida a partir de bacterias para el uso segun cualquiera de las reivindicaciones 3-9,
para administrar al menos una vez a la semana durante varias semanas hasta varios meses.

11. Un farmaco quimioterapéutico para uso en el tratamiento de una afeccién maligna resistente a los farma-
cos, en donde una minicélula intacta obtenida a partir de bacterias que contiene una molécula de acido nucleico
funcional o un plasmido que comprende un segmento que codifica una molécula de acido nucleico funcional, en
donde la molécula de acido nucleico funcional se dirige al gen o al transcrito de una proteina que favorece la resis-
tencia a dicho farmaco quimioterapéutico, comprendiendo ademas dicha minicélula un ligando biespecifico, teniendo
dicho ligando biespecifico especificidad tanto hacia un componente de la superficie sobre la minicélula como hacia
un componente de la superficie sobre una célula de mamifero no fagocitica, se administra de forma simultanea o
consecutiva a dicho farmaco quimioterapéutico para permitir que el acido nucleico funcional disminuya la resistencia
a dicho farmaco quimioterapéutico.

12. El farmaco quimioterapéutico segun la reivindicacion 11 para uso en el tratamiento de una enfermedad
segun la reivindicacion 11, en donde dicho farmaco quimioterapéutico y dicha minicélula se administran de forma
consecutiva, en cualquier orden.

13. El farmaco quimioterapéutico segun la reivindicacion 11 para uso en el tratamiento de una enfermedad
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segun la reivindicacion 11, en donde dicho farmaco quimioterapéutico se administra después de dicha minicélula.

14. El farmaco quimioterapéutico segun la reivindicacion 11 para uso en el tratamiento de una enfermedad
segun la reivindicacion 11, en donde dicho farmaco quimioterapéutico y dicha minicélula se administran simultanea-
mente.

15. El farmaco quimioterapéutico segun la reivindicacion 11 para uso en el tratamiento de una enfermedad
segun la reivindicacion 11, en donde dicha enfermedad resistente a dicho farmaco quimioterapéutico se selecciona a
partir de la lista que consiste en cancer, SIDA y tuberculosis.

16. El farmaco quimioterapéutico seguin cualquiera de las reivindicaciones 11-15 para uso en el tratamiento de
una enfermedad segun la reivindicacion 11, en donde dicho ligando biespecifico se selecciona a partir de la lista que
consiste en receptores, enzimas, péptidos de unién, proteinas de fusion/ quiméricas y moléculas pequenas.

17. El farmaco quimioterapéutico seguin cualquiera de las reivindicaciones 11-16 para uso en el tratamiento de

una enfermedad segun la reivindicacion 11, para administrar al menos una vez a la semana durante varias semanas
hasta varios meses.
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