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DESCRIPCION

Sistema y métodos de suministro de agentes bioactivos usando secuencias de transporte derivadas de toxina
bacteriana

Solicitudes de patentes relacionadas
Campo técnico

El campo de la presente invencion se refiere, en parte, a una estrategia para novedosas aplicaciones farmacéuticas.
Mas especificamente, la presente invencion se refiere a un mutante no téxico del gen Cholix de Vibrio cholera
(ntCholix), una variante de Cholix truncada en el aminoacido A** (Cholix®®*) y el uso de otras secuencias
polipeptidicas derivadas de Cholix para potenciar el suministro intestinal de agentes terapéuticos biolégicamente
activos. De forma importante, los sistemas y métodos descritos en la presente memoria proporcionan lo siguiente: la
capacidad de suministrar dosis de macromoléculas sin inyecciones; la capacidad de suministrar una carga, tal como
(aunque sin limitacion) ARNip o moléculas antisentido en compartimentos intracelulares donde se requiere su
actividad; y el suministro de nanoparticulas y vehiculos basados en dendrimero a través de membranas bioldgicas,
que de lo contrario habria estado impedido debido a las propiedades de barrera de la mayoria de dichas
membranas.

Antecedentes técnicos

La mayoria de los farmacos de molécula pequefia actualmente aprobados se absorben a través de mucosa del
intestino delgado para proporcionar suministro a la circulacion sistémica. De hecho, los farmacos de molécula
pequefia se seleccionan basandose en su estabilidad y absorcion eficaz a través de las mucosas intestinales. Un
suministro oral similar de polipéptidos biolégicamente activos (que se refieren a un polimero compuesto de restos de
aminoacido; tipicamente definidos como una proteina o péptido) ha sido un objetivo establecido desde hace tiempo
de la industria farmacéutica. Como el tubo gastrointestinal (Gl) esta disefiado para digerir proteinas y péptidos de la
dieta, existen numerosas barreras fisicas, fisiolégicas y bioldgicas que limitan la factibilidad de la captacion de
proteinas y péptidos terapéuticos desde el intestino de una manera similar a la que se consigue con moléculas
pequefas; Mahato, R.1., et al., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst, 20(2-3): pag. 153-214 (2003).

Se han identificado varias tecnologias que pueden usarse para proteger las proteinas y péptidos terapéuticos a
través del estbmago, permitiéndoles alcanzar la superficie de absorcidon de las células epiteliales en el intestino
delgado y separandolos de los entornos gastrico e intestinal que funcionan destruyendo las proteinas y péptidos de
la dieta. Desafortunadamente, sin embargo, el transporte eficaz a través de esta monocapa simple de células sigue
siendo una barrera sustancial debido al trafico intracelular a los compartimentos lisosémicos destructivos después de
la captacion endosomica de los polipéptidos en la superficie luminal; Woodley, J.F., Crit Rev Ther Drug Carrier Syst,
11(2-3): pag. 61-95 (1994). De hecho, esta barrera esta disefiada para inhibir la captacion de proteinas y péptidos
hasta que estas macromoléculas puedan degradarse suficientemente para su absorcién a través de transportadores
de aminoacidos y di o tripéptidos. A este respecto, se han examinado varios esfuerzos para superar las barreras
fisicas, fisioldgicas y biologicas de las mucosas intestinales.

Existen dos rutas basicas a través del epitelio simple que constituye la barrera celular de las mucosas intestinales.
Especificamente, una vez a través de la capa mucosa de cobertura, una molécula puede moverse entre células
epiteliales adyacentes (ruta paracelular) o moverse a través de las células (ruta transcelular) mediante una serie de
vesiculas que trafican dentro con, aunque no mezclan, los contenidos con el citoplasma; T. Jung et al., Eur J Pharm
Biopharm, 50: 147-160 (2000). En otras palabras, en ambas rutas, un agente terapéutico proteico o peptidico de
transporte no entra en la célula, sino que en su lugar permanece en un entorno externo al citoplasma de la célula.

La barrera principal para el movimiento casual de la proteina terapéutica y el movimiento del péptido a través de la
ruta paracelular es un complejo de proteinas en el cuello apical de estas células, conocido como unién ocluyente
(TJ). Aunque la abertura y cierre transitorio de las estructuras TJ puede facilitar el transporte de péptidos a través de
los epitelios intestinales, esta estrategia tiene limitaciones clave: por ejemplo, no funciona bien para moléculas por
encima de ~ 5 kDa; tiene el potencial de entrada no selectiva de materiales en el organismo desde el lumen
intestinal; y representa una ruta que implica Unicamente una pequefia fraccion del area superficial del epitelio
intestinal.

La barrera principal para la migracion casual de agentes terapéuticos proteicos o peptidicos a través de las células
mediante la ruta transcelular es un trafico de vesiculas por defecto que suministra los contenidos de estas vesiculas
a una ruta destructiva (lisosémica). En comparacion con la ruta paracelular, el movimiento a través de la ruta
transcelular vesicular puede acomodar materiales tan grandes como de 100 nm de diametro, implica esencialmente
la superficie de las células epiteliales completas, y puede ser muy selectivo en la captacion de materiales a través
del uso de interacciones de receptor-ligando para la entrada de vesiculas. Por tanto, la ruta transcelular es muy
atractiva para el transporte epitelial de agente terapéuticos proteicos o peptidicos si puede evitarse la ruta
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destructiva.

Algunos patdgenos han resuelto el problema de la barrera de trafico, como se demuestra por la eficaz transcitosis de
factores de virulencia polipeptidicos secretados que funcionan facilitando y/o estabilizando la infeccion de un
hospedador. Las exotoxinas representan una clase de proteinas liberadas por una diversidad de microorganismos
que funcionan como potentes factores de virulencia. Las exotoxinas funcionan sobre organismos multicelulares con
la capacidad de actuar como toxinas potentes en los seres humanos; Roszak, D.B., y Colwell, R.R., Microbiol Rev
51: 365-379 (1987). Estas proteinas habitualmente eliminan o inactivan las células hospedadoras a través de
mecanismos que implican la alteracion selectiva de la sintesis de proteinas. Por consiguiente, Unicamente se
requieren unas pocas moléculas para la eliminacién, lo que es coherente con la observacion de que las exotoxinas
bacterianas son algunos de los agentes mas toxicos conocidos. Un subconjunto de estas proteinas compuesto de la
familia de proteinas que consiste en toxina diftérica (DT) de Corynebacterium diphtheria, exotoxina A de
Pseudomonas aeruginosa (PE) y una proteina recientemente identificada llamada Cholix de Vibrio cholera funcionan
intoxicando las células hospedadoras mediante la ADP ribosilacion del factor 2 de elongacion (EF2); Yates, S.P., et
al., Trends Biochem Sci, 31: 123-133 (2006). Estas exotoxinas se sintetizan como una Unica cadena de aminoacidos
que se pliega en distintos dominios que se ha identificado que tienen funciones especificas en el abordaje, entrada e
intoxicacion de las células hospedadoras.

La biologia de la exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa (PE) se ha descrito recientemente; Mrsny, R.J., et al.,
Drug Discov Today, 7(4): pag. 247-58 (2002). PE esta compuesta de una Unica cadena de 613 aminoacidos que
tiene un peso molecular tedrico (PM) de 66828,11 Da, un punto isoeléctrico (pl) de 5,28 vy que se pliega
funcionalmente en tres dominios concretos, indicados dominio | (Ala'-Glu?*?), dominio Il (Gly***-Asn®**), dominio Il
(Gly*®-Lys®"3, y que contiene un sitio de actividad ADP ribosiltransferasa) y un corto bucle unido por disulfuro que
une los dominios Il y Ill que se conoce como el bucle Ib (Ala365-GIy4°4). La organizacion de estos dominios a pH 8,0
se ha determinado a partir de la difraccién cristalina a una resolucion de ~ 1,5 A; Wedekind, J.E. et al., J Mol Biol,
314: 823-837 (2001). El dominio | (la + Ib) tiene un nucleo formado de un enrollamiento 3 de 13 hebras, el dominio Il
esta compuesto de seis hélices a y el dominio Il tiene una compleja estructura de plegamiento a/f. Los estudios han
sostenido la idea de que la naturaleza modular de PE permite distintas funciones de los dominios: el dominio | se
une a los receptores de la célula hospedadora, el dominio Il esta implicado en la translocacion a través de la
membrana y el dominio Il funciona como una ADP ribosiltransferasa. Parece que PE se secreta por P. aeruginosa
en cercana proximidad a la superficie apical de las células epiteliales, posiblemente en respuesta a indicaciones
ambientales y/o sefiales celulares; Deng, Q. y J.T. Barbieri, Annu Rev Microbiol, 62: pag. 271-88 (2008). Una vez
secretada, la internalizacién en las células se produce después de que el dominio | de PE se una a la proteina de
membrana a2-macroglobulina, una proteina que también se conoce como la proteina 1 relacionada con el receptor
de lipoproteina de baja densidad (LRP1) o CD91; véase, por ejemplo, FitzGerald, D.J., et al., J Cell Biol, 129(6): pag.
1533-41 (1995); Kounnas, M.Z., et al., JBiol Chem, 267(18): pag. 12420-3 (1992). Después de la internalizacion, PE
evita el trafico al lisosoma y en su lugar se suministra de forma eficaz a la superficie basolateral de la célula donde
se libera en una forma biolégicamente activa; Mrsny, R.J., et al., Drug Discov Today, 7(4): pag. 247-58 (2002). Una
vez a través del epitelio, PE funciona como un factor de virulencia entrando en células CD91 positivas dentro del
espacio submucoso (macroéfagos y células dendriticas) donde se cruza con una ruta de desplegamiento que da lugar
al suministro citoplasmatico del dominio Ill; véase, por ejemplo, Mattoo, S., Y.M. Lee y J.E. Dixon, Curr Opin
Immunol, 19(4): pag. 392-401 (2007); Spooner, R.A., et al., Virol J, 3: pag. 26 (2006).

La bacteria Vibrio cholerae es muy conocida por su agente de virulencia epénimo, la toxina colérica (CT), que puede
causar diarrea acuosa masiva potencialmente mortal, aguda. La CT es un complejo proteico compuesto de una
Unica subunidad A organizada con un pentamero de subunidades B que se une a las estructuras de gangliésido G
de la superficie celular en la superficie apical de los epitelios. La CT se secreta por V. cholera después de la
transferencia horizontal de genes con cepas virulentas de V. cholerae que portan una variante del bacteriéfago
lisogénico llamado CTXf o CTX¢. Los recientes brotes de codlera, sin embargo, han sugerido que las cepas de
algunos serogrupos (no O1, no 0139) no expresan CT, sino que en su lugar usan otros factores de virulencia. Los
analisis detallados de los datos ambientales y clinicos no O1, no O139 sugirieron la presencia de una novedosa
exotoxina secretada putativa con alguna similitud con PE.

Jorgensen, R. et al., JBiol Chem, 283(16): 10671-10678 (2008) informd de que algunas cepas V. cholerae no
contenian, de hecho, una toxina proteica que tiene similitud con PE y que llamaron toxina Cholix (Cholix). En
comparacion con PE, Cholix tiene un PM tedrico ligeramente mayor (70703,89 Da) y un pl tedrico, ligeramente mas
acido (5,12). La estructura cristalina de la proteina Cholix de 634 aminoacidos se ha resuelto a ~ 2 A. Se descubrid
que la estructura de dominios y organizacion era algo similar a PE: dominio | (Val'-Lys?*®), dominio Il (Glu**®-Ala®®),
dominio 11l (Arg*®-Lys®®**) y un bucle Ib (Ala*®®"-Asn"®). La similitud estructural adicional con PE incluye: un sitio de
proteasa furina para la activacion celular; una secuencia KDEL C-terminal que puede guiar a la toxina al reticulo
endoplasmatico de la célula hospedadora; y un sitio de actividad ADP ribosiltransferasa dentro del dominio lI.

De forma notable, PE y Cholix comparten similitud genética no significativa y limitada por alineaciéon de aminoacidos.
La busqueda en el genoma de V. cholera de secuencias de nucleotidos de tipo PE no logra producir coincidencias
de ningun tipo. Unicamente a nivel de secuencia proteica hay indicios de que una proteina de tipo PE pudiera
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producirse por esta bacteria. Incluso en esta ocasion, hay unicamente un 32 % de homologia entre las secuencias
de aminoacidos de PE y Cholix con similitudes (42 % de homologia) centradas en los elementos de ADP ribosilacion
del dominio Ill, y con bajos niveles de homologia de aminoacidos (~ 15-25 %) para la mayoria de los segmentos de
los dominios | y Il para las dos proteinas. Ademas, esa disposicion global de Cholix respecto a PE es incluso mas
llamativa ya que estas dos proteinas con elementos similares se obtuvieron de dos direcciones distintas: P.
aeruginosa es una bacteria rica en GC mientras que V. cholera es rica en AT. Que estas dos toxinas evolucionaran a
partir de dos direcciones genéticas diferentes para llegar a casi la misma estructura, pero con unicamente un 32 %
de homologia de aminoacidos sugiere que las similitudes estructurales y funcionales de Cholix y PE probablemente
se basan en presiones similares de supervivencia en lugar de a través de fondos genéticos similares. La muy baja
homologia de aminoacidos de los dominios | y Il para estas dos proteinas enfatiza la importancia funcional de las
estructuras plegadas de estas dos proteinas y no de sus secuencias de aminoacidos.

La parte C-terminal de Cholix y PE parecen funcionar en la intoxicacion de las células a través de la ADP ribosilacion
de EF2 en rutas comparables. Los estudios recientes en los que la ultima mitad de Cholix (dominio | eliminado)
estaba dirigida a células cancerosas a través de la conjugacion con un anticuerpo dirigido al receptor de transferrina
sugiere que la partes C-terminales de PR y Cholix implicadas en la ADP ribosilacion de EF2 eran, de hecho,
funcionalmente similares; Sarnovsky, R., et al., Cancer Immunol Immunother 59: 737-746 (2010). Aunque esta parte
distal de Cholix es un 36 % idéntica y un 50 % similar a PE, los antisueros policlonales generados en animales, asi
como los sueros de pacientes que tienen respuestas inmunitarias neutralizantes contra la misma parte distal de PE
no lograron reaccionar de forma cruzada con esta ultima parte de Cholix. Asimismo, los antisueros generados contra
Cholix no lograron reaccionar de forma cruzada con PE. Estos datos sugieren que, aunque tanto PE como Cholix
comparten una capacidad de intoxicar las células a través de un mecanismo similar y que estas dos proteinas
comparten una estructura central comin, hay diferencias llamativas en sus elementos que se expresan en la
superficie de estas proteinas.

Como los estudios previos usando PE han demostrado que esta toxina se transporta facilmente a través de
monocapas polarizadas de células epiteliales in vitro e in vivo sin intoxicacion; Mrsny, R.J., et al., Drug Discov Today,
7(4): pag. 247-58 (2002), los autores de la presente invencién han comenzado una investigacion para evaluar
adicionalmente las propiedades y biologia de Cholix, centrados particularmente en los aspectos funcionales de las
partes proximales de Cholix; especificamente, el uso de los dominios | y Il para facilitar el transporte a través de las
monocapas epiteliales intestinales. Como los dominios | y lla parecen ser los Unicos elementos esenciales de PE
necesarios para la transcitosis epitelial, fue particularmente importante examinar estos mismos dominios en Cholix.
Como se indica previamente, hay unicamente ~ 15 % ~ 25 % de homologia de aminoacidos sobre la mayoria de las
regiones que se considerarian parte de los dominios | y lla. Los autores de la presente invencion examinaron los
dominios a través de una serie de estudios: el control de la distribucion bioldgica de Cholix después de aplicacion a
superficies epiteliales in vivo, la evaluaciéon de las caracteristicas de transporte transcelular de Cholix a través de
monocapas de células epiteliales polarizadas in vitro y el suministro de una carga biolégicamente activa integrada
genéticamente en la proteina Cholix en su extremo C. Los datos preliminares generados por la fusiéon genética de
los dos primeros dominios de Cholix (aminoacidos 1-386) a la proteina fluorescente verde (GFP) o el acoplamiento
quimico de estos dominios expresados a microesferas de latex de 100 nm de diametro demostraron que se
observaba que Cholix unida a microesferas de latex de 100 nm se transportaba a través de las monocapas
epiteliales intestinales in vitro e in vivo. Que la carga de GFP retuviera su caracter fluorescente durante y después
del proceso de transcitosis también apoya la controversia de que Cholix utiliza una ruta de trafico no destructiva (o
privilegiada) a través de las células epiteliales polarizadas. Este resultado es un buen augurio para su aplicacion
(repetida) como herramienta para suministrar cargas biolégicamente activas a través de barreras epiteliales del
organismo, tales como las del aparato respiratorio y gastrointestinal.

También es importante de los estudios preliminares la observacion que sugiere una diferencia de interaccion
aparente de los receptores celulares entre PE y Cholix. Como se indica previamente, PE entra en las células
epiteliales después de que el dominio | de PE se una a la proteina de membrana a2-macroglobulina, una proteina
que también se conoce como proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad (LRP1) o
CD91. Aunque la identidad exacta del receptor superficial para Cholix no se ha establecido, los estudios preliminares
sugieren que Cholix no intoxica algunas lineas celulares que expresan CD91, sino que intoxica algunas lineas
celulares que no expresan CD91. Actualmente no esta claro que otros receptores, ademas de CD91, podrian estar
implicados en la transcitosis epitelial de PE. No obstante, Cholix y PE parecen tener distintas interacciones de
receptor celular, lo que demuestra las claras diferencias que son suficientes para sugerir aplicaciones muy diferentes
e imprevistas para ambos agentes biolégicos orales y el suministro intracelular de agentes bioactivos.

Divulgacion de la invencion

La presente invencion se basa en las propiedades de trafico de Cholix a través de la membrana y la demostracion
de que Cholix se transporta de forma eficaz a través de células epiteliales polarizadas de las vias respiratorias y el
intestino, lo que sugiere que se secuencias polipeptidicas derivadas de Cholix (incluyendo los elementos proximales
de la proteina) pueden usarse para la transcitosis eficaz de la proteina y nanoparticulas, lo que representa una
estrategia para novedosas aplicaciones farmacéuticas. *: como se define en las reivindicaciones.
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Por tanto, un aspecto de la presente invencion es proporcionar construcciones de suministro aisladas * (por ejemplo,
fusiones genéticas o construcciones quimicas) que comprenden un dominio transportador (por ejemplo, una
secuencia polipeptidica derivada de Cholix) y una carga. Tanto el dominio de transporte como la carga pueden
expresarse/unirse en relaciones estequiométricas y organizacion espacial variables. Las diferentes cargas también
pueden expresarse/unirse en la misma construccion. En realizaciones preferidas, dicha carga puede incluir uno o
cualquiera de: proteinas, péptidos, moléculas pequefias, ARNip, PNA, miARN, ADN, plasmido y antisentido.

Otro aspecto de la presente invencion es proporcionar la capacidad de suministrar una carga tal como
macromoléculas, sin inyecciones.

Otro aspecto de la presente invencion es proporcionar la capacidad de suministrar una carga, tal como (aunque sin
limitacién) macromoléculas, moléculas pequefias, ARNip, PNA, miARN, ADN, plasmido y moléculas antisentido, en
compartimentos intracelulares donde se requiere su actividad.

Otro aspecto de la presente invencion es proporcionar el transporte de una carga mediante el suministro de
nanoparticulas y/o vehiculos basados en dendrimero a través de membranas bioldgicas.

Los métodos de administracién/suministro contemplados para su uso en la presente invencion incluyen, por ejemplo,
administracion oral, administracion pulmonar, administraciéon intranasal, administracién bucal, administracion
sublingual, administracion ocular (incluyendo, aunque sin limitacién, suministro al cuerpo vitreo, cérnea, conjuntiva,
esclerdtica y los compartimentos posterior y anterior del ojo), aplicacion tépica, inyecciéon (con aguja o sin aguja),
infusion intravenosa, aplicacion con microaguja, administracion mediante una formulacién de deposito de farmaco,
administraciéon mediante aplicacion intratecal, administracion mediante aplicacion intraperitoneal, administracion
mediante aplicacion intraarticular, suministro intracelular, suministro a través de la barrera hematoencefalica,
suministro a través de la barrera hematorretiniana, administracion para suministro y accion local y/o suministro para
suministro sistémico.

En otro aspecto mas, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende las construcciones de
suministro y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 representa una vision general de la estrategia usada para la modificacién C-terminal de ntCholix para
facilitar la fusién con una carga, en este caso, siendo la carga el colorante fluorescente Alexa488.

La figura 2 representa el transporte de ntCholix-Alexa488® a través de células epiteliales intestinales polarizadas
in vitro. Se expusieron monocapas de células Caco-2 a materiales de ensayo durante 4 horas. El porcentaje de
material transportado se determiné por analisis de la curva patrén de la fluorescencia presente en las muestras y
se presenté como un promedio (N = 4). Se usé BSA-Alexa488 como un control.

Modo o modos para realizar la invencion

Como apreciaran los expertos en la técnica, la descripcion anterior describe ciertas realizaciones preferidas de la
invencion en detalle y, por tanto, es Unicamente representativa y no representa el alcance real de la invencion.
También debe entenderse que la terminologia usada en la presente memoria es con el fin de describir realizaciones
particulares unicamente, y no pretende limitar el alcance de la invencién definida por las reivindicaciones adjuntas.

Salvo que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen el
significado habitualmente comprendido por los expertos en la materia a la que pertenece esta invencion. Como se
usa en la presente memoria, los siguientes términos tienen los significados adjudicados a ellos salvo que se
especifique de otro modo.

Los estudios subyacentes de la presente invencién se refieren al uso de secuencias polipeptidicas derivadas de
Cholix como el dominio transportador a usar para preparar construcciones de suministro aisladas para potenciar el
suministro intestinal de agentes terapéuticos bioldgicamente activos. De forma importante, los sistemas y métodos
descritos en la presente memoria proporcionan lo siguiente: la capacidad de suministrar dosis de macromoléculas
sin inyecciones; la capacidad de suministrar una "carga" en compartimentos intracelulares donde se requiere su
actividad; y el suministro de nanoparticulas y/o vehiculos basados en dendrimero a través de membranas bioldgicas,
que de lo contrario habria estado impedido debido a las propiedades de barrera de la mayoria de dichas
membranas.

La toxina Cholix madura ("Cholix") es una proteina monomeérica extremadamente activa (peso molecular 70 kDa)
secretada por Vibrio cholerae, y que esta compuesta de tres dominios globulares prominentes (la, 1l y Ill) y un
subdominio pequefio (Ib) que conecta los dominios | y Ill. La secuencia de aminoacidos de Cholix madura se
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proporciona en Jorgensen, R. ef al., JBiol Chem, 283(16): 10671-10678 (2008) y referencias citadas en el mismo.
Las secuencias polipeptidicas derivadas de Cholix usadas en la preparacion de las construcciones de suministro
aisladas de la presente invencién se obtendran de la secuencia proteica de 634 aminoacidos presentada de Cholix
madura.

Por consiguiente, las construcciones de suministro de la presente invencion comprenden un dominio transportador.
Un "dominio transportador" como se usa en la presente memoria se refiere a dominios estructurales que son
capaces de realizar ciertas funciones, por ejemplo, reconocimiento celular (es decir, comprende un dominio de unién
al receptor) y ftranscitosis (es decir, comprende un dominio de ftranscitosis). Globalmente, los dominios
transportadores a usarse en la preparacion de las construcciones de suministro de la presente invencién son
secuencias polipeptidicas derivadas de Cholix que tienen dominios estructurales correspondientes a los dominios
funcionales, por ejemplo, la y Il de Cholix.

Ademas de las partes de la molécula que corresponden a dominios funcionales de Cholix, las construcciones de
suministro de la invencién comprenden ademas una macromolécula para su suministro a un compartimento biolégico
de un sujeto. En ciertas realizaciones, la macromolécula se selecciona del grupo de un acido nucleico, un péptido,
un polipéptido, una proteina, un polisacarido y un lipido. En realizaciones adicionales, el polipéptido se selecciona
del grupo que consiste en hormonas polipeptidicas, citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento y factores de
coagulacion que se administran habitualmente a los sujetos por inyeccion. Las secuencias de todas estas
macromoléculas son bien conocidas para los expertos en la materia y la unién de estas macromoléculas a las
construcciones de suministro pertenece a las habilidades de los expertos en la materia usando técnicas
convencionales.

La macromolécula puede introducirse en cualquier parte de la construccién de suministro que no altere una actividad
de unién celular o transcitosis. La macromolécula se conecta al resto de la construccién de suministro a través de un
conector escindible. "Conector" se refiere a una molécula que une dos moléculas diferentes, de forma covalente o a
través de enlaces ionicos, de van der Vaals o de hidrégeno, por ejemplo, una molécula de acido nucleico que hibrida
con una secuencia complementaria en el extremo 5' y con otra secuencia complementaria en el extremo 3', uniendo
de ese modo dos secuencias no complementarias. Un "conector escindible" se refiere a un conector que puede
degradarse o escindirse de otra manera para separar los dos componentes conectados por el conector escindible.
Los conectores escindibles se escinden globalmente por enzimas, tipicamente peptidasas, proteasas, nucleasas,
lipasas y similares. Los conectores escindibles también pueden escindirse por indicios ambientales tales como, por
ejemplo, cambios en la temperatura, pH, concentracion salina, etc. cuando existe dicho cambio en el entorno
después de la transcitosis de la construccién de suministro a través de una membrana epitelial polarizada.

Las construcciones de suministro pueden comprender ademas una segunda macromolécula que se selecciona del
grupo que consiste en un acido nucleico, un péptido, un polipéptido, una proteina, un lipido y una molécula organica
pequefia y un segundo conector escindible, en el cual la escision en dicho segundo conector escindible separa dicha
segunda macromolécula del resto de dicha construccion. La primera macromolécula puede ser un primer polipéptido
y dicha segunda macromolécula puede ser un segundo polipéptido. El primer polipéptido y el segundo polipéptido
pueden asociarse para formar un multimero. El multimero puede ser un dimero, tetramero u octamero. El dimero
puede ser un anticuerpo.

La macromolécula puede seleccionarse para que no sea escindible por una enzima presente en la membrana
basolateral de una célula epitelial. Por ejemplo, los ensayos descritos en los ejemplos pueden usarse para ensayar
de forma rutinaria si dicha enzima de escisiéon puede escindir la macromolécula a suministrar. Si lo hace, la
macromolécula puede alterarse de forma rutinaria para eliminar la secuencia de aminoacidos ilicita reconocida por la
enzima de escision. La macromolécula alterada entonces puede ensayarse para asegurar que retiene la actividad
usando métodos rutinarios en la técnica.

El primero y/o el segundo conector escindible puede ser escindible por una enzima que muestra mayor actividad
sobre el lado basolateral de una célula epitelial polarizada de lo que lo hace en el lado apical de la célula epitelial
polarizada. El primero y/o el segundo conector escindible puede ser escindible por una enzima que muestra mayor
actividad en el plasma de lo que lo hace en el lado apical de una célula epitelial polarizada.

El conector escindible puede seleccionarse basandose en la secuencia, en el caso de macromoléculas peptidicas,
polipeptidicas o proteicas para su suministro, para evitar el uso de conectores escindibles que comprenden
secuencias presentes en la macromolécula a suministrar. Por ejemplo, si la macromolécula comprende AAL, el
conector escindible puede seleccionarse para que se escinda por una enzima que no reconoce esta secuencia.

Ademas de las partes de la molécula que corresponden a dominios funcionales de Cholix, las construcciones de
suministro de esa invencion comprenden ademas una "carga" para su suministro en compartimientos intracelulares
donde se requiere su actividad. Una "carga", como se usa en la presente memoria incluye, aunque sin limitacion:
macromoléculas, moléculas pequefias, ARNip, PNA, miARN, ADN, plasmido y moléculas antisentido. Otros ejemplos
de carga que pueden suministrarse segun la presente invencién incluyen, aunque sin limitacion, compuestos
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antineoplasicos, tales como nitrosoureas, por ejemplo, carmustina, lomustina, semustina, estreptozocina;
metilhidracinas, por ejemplo, procarbacina, dacarbacina; hormonas esteroideas, por ejemplo, glucocorticoides,
estrégenos, progestinas, androgenos, tetrahidrodesoxicaricosterona; compuestos inmunoactivos tales como
inmunosupresores, por ejemplo, pirimetamina, trimetopterina, penicilamina, ciclosporina, azatioprina; e
inmunoestimulantes, por ejemplo, levamisol, ditiocarbamato de dietilo, encefalinas, endorfinas; compuestos
antimicrobianos tales como antibidticos, por ejemplo, betalactama, penicilina, cefalosporinas, carbapenems y
monobactamas, inhibidores de betalactamasa, aminoglucésidos, macrdlidos, tetraciclinas, espectinomicina;
antipalidicos, amebicidas; antiprotozoicos; difungicos, por ejemplo, anfotericina beta; antiviricos, por ejemplo,
aciclovir, idoxuridina, ribavirina, ftrifluridina, vidarbina, ganciclovir; parasiticidas; antihelminticos; agentes
radiofarmacéuticos; farmacos gastrointestinales; compuestos hematolégicos; inmunoglobulinas; proteinas
coagulantes de la sangre, por ejemplo, factor antihemofilico, complejo de factor IX; anticoagulantes, por ejemplo,
dicumarol, heparina Na; inhibidores de fibrolisina, por ejemplo, acido tranexamico; farmacos cardiovasculares;
farmacos antiadrenérgicos periféricos; farmacos antihipertensivos de accion central, por ejemplo, metildopa,
metildopa HCI; vasodilatadores directos antihipertensivos, por ejemplo, diazdxido, hidralacina HCI; farmacos que
afectan al sistema de renina-angiotensina; vasodilatadores periféricos, por ejemplo, fentolamina; farmacos
antianginosos; glucoésidos cardiacos; inodilatadores, por ejemplo, amrinona, milrinona, enoximona, fenoximona,
imazodan, sulmazol; antiarritmicos; bloqueantes de la entrada de calcio; farmacos que afectan a los lipidos
sanguineos, por ejemplo, ranitidina, bosentan, rezulina; farmacos respiratorios; farmacos simpaticomiméticos, por
ejemplo, albuterol, mesilato de bitolterol, dobutamina HCI, dopamina HCI, efedrina So, epinefrina, fenfluramina HCI,
isoproterenol HCI, metoxamina HCI, bitartrato de norepinefrina, fenilefrina HCI, ritodrina HCI; farmacos
parasimpaticomiméticos, por ejemplo, acetilcolina Cl; anticolinesterasas, por ejemplo, edrofonio ClI; reactivadores de
colinesterasa; farmacos bloqueantes adrenérgicos, por ejemplo, acebutolol HCI, atenolol, esmolol HCI, labetalol HCI,
metoprolol, nadolol, mesilato de fentolamina, propanolol HCI; farmacos antimuscarinicos, por ejemplo, metilbromuro
de anisotropina, atropina SO, clinidio Br, glucopirrolato, ipratropio Br, escopolamina HBr; farmacos bloqueantes
neuromusculares; farmacos despolarizantes, por ejemplo, besilato de atracurio, hexafluorenio Br, yoduro de
metocurina, succinilcolina Cl, tubocurarina Cl, vecuronio Br; relajantes musculares de accion central, por ejemplo,
baclofeno; neurotransmisores y agentes neurotransmisores, por ejemplo acetilcolina, adenosina, adenosina
trifosfato; neurotransmisores aminoacidicos, por ejemplo, aminoacidos excitadores, GABA, dlicina;
neurotransmisores de amina biogénica, por ejemplo, dopamina, epinefrina, histamina, norepinefrina, octopamina,
serotonina, tiramina; neuropéptidos, 6xido citrico, toxinas del canal de K*: farmacos antiparkinsonianos, por ejemplo,
amaltidina HCI, mesilato de benzatropina, carbidopa; farmacos diuréticos, por ejemplo, diclorfenamida,
metazolamida, bendroflumetiacida, politiacida; farmacos antijaquecosos, por ejemplo, mesilato de trometamina
carboprost, maleato de metilsergida. Los dominios transportadores de las construcciones de suministro de la
presente invencion globalmente comprenden un dominio de unién al receptor. El dominio de unidn al receptor puede
ser cualquier dominio de unién al receptor conocido para los expertos en la materia sin limitacion, para unirse a un
receptor de superficie celular que esta presente en la membrana apical de una célula epitelial. Preferentemente, el
dominio de unién al receptor se une especificamente al receptor de superficie celular. EI dominio de unién al
receptor debe unirse al receptor de superficie celular con suficiente afinidad para permitir la endocitosis de la
construccion de suministro.

El dominio de unién al receptor puede comprender un péptido, un polipéptido, una proteina, un lipido, un
carbohidrato o una molécula organica pequefia, o una combinaciéon de los mismos. Los ejemplos de cada una de
estas moléculas que se unen a receptores de superficie celular presentes en la membrana apical de las células
epiteliales son bien conocidos para los expertos en la materia. Los péptidos o polipéptidos adecuados incluyen,
aunque sin limitacion, dominios de unién al receptor de toxina bacteriana, tales como los dominios de unién al
receptor de PE, toxina colérica, toxina Cholix, toxina botulinica, toxina diftérica, toxina shiga, toxina de tipo shiga,
etc.; anticuerpos, incluyendo anticuerpos monoclonales, policlonales y de una cadena, o derivados de los mismos,
factores de crecimiento, tales como EGF, IGF-I, IGF-Il, IGFIIl etc.; citocinas, tales como IL-1, IL-2, IL-3, IL-6, etc.;
quimiocinas, tales como MIP-1a, MIP-1b, MCAF, IL-8, etc.; y otros ligandos, tales como CD4, moléculas de adhesion
celular de la superfamilia de inmunoglobulina, integrinas, ligandos especificos para el receptor de IgA, etc. Los
expertos en la materia pueden seleccionar el dominio de unién al receptor apropiado basandose en el patrén de
expresion del receptor al que se une el dominio de unién al receptor.

El dominio de unién al receptor puede unirse al resto de la construccion de suministro por cualquier método o medio
conocido por los expertos en la materia como Util para unir dichas moléculas, sin limitacion. El dominio de union al
receptor puede expresarse junto con el resto de la construccién de suministro como una proteina de fusion. Dichas
realizaciones, son particularmente utiles cuando el dominio de unién al receptor y el resto de la construccion se
forman a partir de péptidos o polipéptidos.

Los dominios transportadores de las construcciones de suministro de la presente invencion comprenden ademas un
dominio de transcitosis. EI dominio de transcitosis puede ser cualquier dominio de transcitosis conocido por los
expertos en la materia para lograr la transcitosis de proteinas quiméricas que se han unido a un receptor de
superficie celular presente en la membrana apical de una célula epitelial. En realizaciones preferidas, el dominio de
transcitosis es el dominio Il de Cholix.
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Sin intencién de limitarse a teoria particular alguna o mecanismo de accion, se cree que el dominio de transcitosis
permite el trafico de la construcciéon de suministro a través de una célula epitelial polarizada después de que la
construccién se una a un receptor presente en la superficie apical de la célula epitelial polarizada. Dicho trafico a
través de una célula epitelial polarizada se menciona en la presente memoria como "transcitosis". Este trafico
permite la liberacién de la construccidon de suministro desde la membrana basolateral de la célula epitelial
polarizada.

Para el suministro de la carga destinada para su actividad intracelular, la construccién de suministro comprende un
dominio de endocitosis para el trafico de la carga al interior de la célula, y también puede comprender un conector
escindible. Esto incluye el suministro intracelular de la carga usando vehiculos de nanoparticula y/o basados en
dendrimero dirigidos al receptor de superficie celular por decoracion de la superficie del vehiculo con una o mas
copias del dominio de endocitosis, con o sin el uso de conectores.

Sin la intencién de limitarse a teoria particular alguna o mecanismo de accion, se cree que el dominio de endocitosis
permite el trafico de la construccion de suministro al interior de una célula después de que la construccion se haya
unido a un receptor presente en la superficie de la célula. Dicho trafico al interior de una célula se menciona en la
presente memoria como "endocitosis". Este trafico permite la liberacidon de la construccion de suministro en el
compartimento intracelular relevante, incluyendo (aunque sin limitacion) el ndcleo y la envuelta nuclear, las vesiculas
ribosdmicas, el reticulo endoplasmatico, las mitocondrias, el aparato de Golgi y el citosol.

Puede evaluarse la identificacion de proteasas y peptidasas que operan procesos bioldgicos que se producen en la
superficie basolateral de estas células. Estas proteasas y peptidasas entrarian en varias categorias que pueden
definirse por sus sustratos: 1) preprohormonas y enzimas que se secretan desde las superficies basolaterales
epiteliales y que requieren recorte para su activacion, 2) hormonas activas o enzimas cuya actividad se neutraliza
por un evento de escision para regular su actividad y 3) enzimas sistémicas y factores de crecimiento cuyas
acciones en la superficie basolateral se alteran por modificacion enzimatica. Los ejemplos de varias actividades
potenciales que entran en estas diversas categorias y que podrian ser Utiles para la escision basolateral de las
construcciones de vehiculo-conector-carga incluyen miembros de la subfamilia de prolil oligopeptidasa S9B, por
ejemplo, FAP y DDP 1V, que se han descrito en la técnica.

Las secuencias de acido nucleico y polinucleétidos de la presente descripcion pueden prepararse por cualquier
método adecuado incluyendo, por ejemplo, clonaciéon de las secuencias apropiadas o por sintesis quimica directa
por métodos tales como el método de fosfotriéster de Narang, et al., Meth. Enzymol., 68: 90-99 (1979); el método de
fosfodiéster de Brown, et al., Meth. Enzymol., 68: 109-151 (1979); el método de dietilfosforamidita de Beaucage, et
al., Tetra. Lett., 22: 1859-1862 (1981); el método de triéster de fosforamidita en fase solida descrito por Beaucage y
Caruthers, Tetra. Letts., 22(20): 1859-1862 (1981), por ejemplo, usando un sintetizador automatizado como se
describe en, por ejemplo, NeedhamVanDevanter, et al. Nucl. Acids Res. 12: 6159-6168 (1984); y el método en
soporte solido de la patente US 4458066. La sintesis quimica produce un oligonucleétido de una hebra. Este puede
convertirse en ADN bicatenario por hibridaciéon con una secuencia complementaria o por polimerizacién con un ADN
polimerasa usando la hebra Unica como molde. Un experto en la materia reconoceria que, aunque la sintesis
quimica de ADN esta limitada a secuencias de aproximadamente 100 bases, pueden obtenerse secuencias mas
largas por el ligamiento de secuencias mas cortas.

Las secuencias de acido nucleico de esta descripcion pueden prepararse por técnicas de clonacion. Los ejemplos de
técnicas apropiadas de clonacion y secuenciacion, e instrucciones suficientes para dirigir a los expertos en la
materia a través de muchos ejercicios de clonaciéon se encuentran en Sambrook, et al., MOLECULAR CLONING: A
LABORATORY MANUAL (2.2 ED.), Vol. 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory (1989)), Berger y Kimmel (eds.), GUIDE
TO MOLECULAR CLONING TECHNIQUES, Academic Press, Inc., San Diego Calif. (1987)), o Ausubel, et al. (eds.),
CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY, Greene Publishing and Wiley-Interscience, NY (1987). La
informacion del producto de los fabricantes de reactivos bioldgicos y equipos experimentales también proporciona
informacion util. Dichos fabricantes incluyen la empresa quimica SIGMA (Saint Louis, Mo.), R&D systems
(Minneapolis, Minn.), Pharmacia LKB Biotechnology (Piscataway, N.J.), CLONTECH Laboratories, Inc. (Palo Alto,
Calif.), Chem Genes Corp., Aldrich Chemical Company (Milwaukee, Wis.), Glen Research, Inc., GIBCO BRL Life
Technologies, Inc. (Gaithersberg, Md.), Fluka Chemica-Biochemika Analytika (Fluka Chemie AG, Buchs, Suiza),
Invitrogen, San Diego, Calif. y Applied Biosystems (Foster City, Calif.), asi como muchas otras fuentes comerciales
conocidas para los expertos en la materia.

Las células adecuadas para la replicacion y para el mantenimiento de la expresion recombinante de proteinas son
bien conocidas en la técnica. Dichas células pueden transfectarse o transducirse segun lo apropiado con el vector de
expresion particular y pueden cultivarse grandes cantidades de células que contienen el vector para sembrar
fermentadores a gran escala para obtener cantidades suficientes de la proteina para aplicaciones clinicas. Dichas
células pueden incluir microorganismos procariotas, tales como E. coli; diversas células eucariotas, tales como
células de ovario de ganster chino (CHO), NSO, 292; levaduras; células de insecto; y animales transgénicos y
plantas transgénicas, y similares. Se conocen tecnologias convencionales en la técnica para expresar genes
foraneos en estos sistemas.
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Las composiciones farmacéuticas de la presente invenciéon comprenden una fusién genética o construccion quimica
de la invencion y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Como se usa en la presente memoria "vehiculo
farmacéuticamente aceptable" significa todos y cada uno de los disolventes, medios de dispersién, recubrimientos,
agentes antibacterianos y antifungicos, agentes isotonicos y retardadores de la absorcion y similares que son
fisioldgicamente compatibles. Algunos ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables son agua, solucion
salina, solucion salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares, asi como combinaciones de los
mismos. En muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales
como manitol, sorbitol o cloruro de sodio en la composicién. Ejemplos adicionales de sustancias farmacéuticamente
aceptables son agentes humectantes o cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes
humectantes o emulsionantes, conservantes o tampones, que potencian la vida Util o eficacia del anticuerpo.
Excepto en la medida en que cualquier excipiente, medio o vehiculo convencional sea compatible con las
construcciones de suministro de la presente invencién se contempla su uso en las preparaciones farmacéuticas de
la invencion.

Las composiciones farmacéuticas de compuestos activos pueden prepararse con un vehiculo que protegera la
composicion contra la rapida liberacion, tal como una formulacion de liberacion controlada, incluyendo implantes,
parches transdérmicos y sistemas de suministro microencapsulados. Pueden usarse polimeros biodegradables,
biocompatibles, tales como acetato de etilenvinilo, polianhidridos, acido poliglicélico, colageno, poliortoésteres y
acido polilactico. Muchos métodos de la preparacion de dichas formulaciones estan patentados o son globalmente
conocidos para los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release Drug Delivery
Systems (J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978).

Las construcciones de suministro de la invencién pueden administrarse por via oral, por ejemplo, con un diluyente
inerte o un vehiculo comestible asimilable. EI compuesto (y otros ingredientes, si se desea) también puede
encerrarse en una capsula de gelatina de cubierta dura o blanda, comprimirse en comprimidos o incorporarse
directamente a la dieta del sujeto. Para administracion terapéutica oral, a las construcciones de suministro se les
puede incorporar excipientes y usarse en forma de comprimidos ingerible, comprimidos bucales, trociscos, capsulas,
elixires, suspensiones, jarabes, obleas y similares. Para administrar un compuesto de la invencion por administracion
diferente de la parenteral, puede ser necesario recubrir el compuesto o coadministrar el compuesto con un material
para prevenir su inactivacion.

Globalmente, se administra una cantidad farmacéuticamente eficaz de la construccion de suministro de la invencién
a un sujeto. Los expertos en la materia pueden determinar facilmente si la dosificacion de la construccion de
suministro es suficiente para suministrar una cantidad eficaz de la macromolécula, como se describe a continuacién.
Puede administrarse entre aproximadamente 1 ug y aproximadamente 1 g de construccion de suministro. Puede
administrarse entre aproximadamente 10 ug y aproximadamente 500 mg de la construccién de suministro. Puede
administrarse entre aproximadamente 10 ug y aproximadamente 100 mg de la construccién de suministro. Puede
administrarse entre aproximadamente 10 ug y aproximadamente 1000 ug de la construccion de suministro. Puede
administrarse entre aproximadamente 10 ug y aproximadamente 250 ug de la construccion de suministro. Puede
administrarse entre aproximadamente 10 yg y aproximadamente 100 uyg de la construccion de suministro.
Preferentemente, puede administrarse entre aproximadamente 10 pg y aproximadamente 50 pg de la construccion
de suministro.

Las construcciones de suministro de la invencién ofrecen varias ventajas sobre las técnicas convencionales para
suministro local o sistémico de macromoléculas a un sujeto. La mas destacada entre dichas ventajas es la capacidad
de suministrar la macromolécula sin usar una aguja para perforar la piel del sujeto. Muchos sujetos requieren dosis
regulares repetidas de macromoléculas. Por ejemplo, los diabéticos deben inyectarse insulina varias veces al dia
para controlar las concentraciones de azucar en la sangre. La calidad de vida de dichos sujetos mejoraria
enormemente si el suministro de una macromolécula pudiera conseguirse sin inyeccion, evitando el dolor o las
complicaciones potenciales asociados con la misma.

Ademas, muchas realizaciones de las construcciones de suministro pueden construirse y expresarse en sistemas
recombinantes. La tecnologia recombinante permite preparar una construccién de suministro que tiene un sitio de
insercién disefiado para la introduccion de cualquier macromolécula adecuada. Dichos sitios de insercién permiten a
los expertos en la materia producir rapida y facilmente construcciones de suministro para suministrar nuevas
macromoléculas, si surge la necesidad de hacerlo.

Ademas, la conexion de la macromolécula al resto de la construccion de suministro con un conector que se escinde
por una enzima presente en una membrana basolateral de una célula epitelial permite que la macromolécula se
libere de la construccion de suministro y se libere del resto de la construcciéon de suministro poco después de la
transcitosis a través de a membrana epitelial. Dicha liberacion reduce la probabilidad de induccién de una respuesta
inmunitaria contra la macromolécula. También permite que la macromolécula interactie con su diana libre del resto
de la construccion de suministro.
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Otras ventajas de las construcciones de suministro de la invencion seran evidentes para los expertos en la materia.
Ejemplo 1

Se prepard una construccion plasmidica que codifica Cholix madura de Vibrio cholera y se usa para expresar la
proteina Cholix madura en un sistema de expresion de E. coli como se describe previamente; véase, por ejemplo,
Jorgensen, R. et al., JBiol Chem, 283(16): 10671-10678 (2008). También se prepara una forma mutante no toéxica
del gen Cholix (denominado en lo sucesivo "ntCholix") por eliminacion genética de un acido glutamico en la posicion
de aminoacido 581 (AE581) que es analoga a una eliminacion (AE553) en la proteina PE que la vuelve no tdxica sin
alterar significativamente su conformacion; Killeen, K.P. y Collier, R.J., Biochim Biophys Acta, 1138: 162-166 (1992).
La expresion de la proteina se consiguid usando células HD5a de E. coli (Invitrogen, Carlsbad, CA) después de su
transformacion por choque térmico (1 min a 42°C) con el plasmido apropiado. Las células transformadas,
seleccionadas en medio que contiene antibidtico, se aislaron y cultivaron en caldo Luria-Bertani (Difco). La expresion
de la proteina se indujo por la adiciéon de isopropil-D-tiogalactopiranésido (IPTG) 1 mM. Dos horas después de la
induccion con IPTG, las células se recogieron por centrifugacion a 5000 xg durante 10 min a 4 °C. Los cuerpos de
inclusion se aislaron después de la lisis celular y las proteinas se solubilizaron en guanidina HCI 6 M y EDTA 2 mM
(pH 8,0) mas ditiotreitol 65 mM. Después deI replegamlento y la purificacién, las proteinas se almacenaron a
~ 5 ml/ml en PBS (pH 7,4) que carece de Ca®* y Mg”" a -80 °C. Todas las proteinas usadas en estos estudios se
confirmaron en una pureza de > 90 % basandose en la cromatografia de exclusion por tamario.

La forma ntCholix entonces se modificd en su extremo C-terminal para permitir el acoplamiento quimico directo a
través de un resto sulfhidrilo libre localizado cerca del extremo C-terminal de la proteina. La estrategia para la
modificacion C-terminal se representa en la figura 1. La modificacion C-terminal incluia un bucle restringido de
cisteina que alberga la secuencia de escision consenso (ENLFQS) para la proteasa altamente selectiva del virus del
grabado del tabaco (TEV), una segunda cisteina y una marca de hexahistidina (Hiss). La segunda Cys se incluyd
para formar un puente disulfuro con la Cys finalmente usada para el acoplamiento. Afiadir la secuencia de Hisg a la
proteina simplificé la purificacion y la secuencia de escision de TEV proporciond un mecanismo para eliminar
selectivamente el resto de Cys terminal después de reduccién suave. La escision de TEV y la reduccion suave con
ditiotreitol 0,1 mM después de la expresion y aislamiento de las construcciones de ntCholix permitié el acoplamiento
quimico directo de una carga, colorante fluorescente Alexa Flior® 488, mediante una reaccion basada en maleimida
como un mecanismo genérico de unidon de una carga. La construccion resultante se menciona en la presente
memoria como ntCholix-Alexa488. Después de la escision con la proteasa de TEV, la reduccion y el acoplamiento de
la carga a través de una reaccion de maleimida con el sulfhidrilo libre, se conS|gmo la eliminacion de la secuencia
C-terminal libre por una segunda etapa de cromatografia en columna de Ni%*

Ejemplo 2

El transporte transepitelial de ntCholix-Alexa488 se evalué usando monocapas de Caco-2 in vitro. En primer lugar,
se cultivaron células Caco-2 (nimero de pase 25-35) hasta monocapas confluyentes como se describe previamente;
Rubas, W. et al., Pharm Res, 10: 113-118 (1993). En resumen, las células se mantuvieron a 37 °C en medio
DMEM/de alto acrecimiento enriquecido con L-glutamina 2 mM, suero bovino fetal al 10 % y 100 unidades de
penicilina/estreptomicina en una atmdsfera de CO; al 5% y humedad del 90 %. Las células se pasaron cada
semana a una relacion de division 1:3 en matraces de 75 cm? y se sembraron en soportes de filtro de policarbonato
(Transwell™) permeables recubiertos con colageno y prehumedemdos (0,4 um de tamafo de poro) de Corning
Costar (Cambridge, MA) a una densidad de 63 000 células/cm?. El medio de cultivo se remplazo en dias alteros. Las
monocapas confluyentes, determinadas por la adquisicion de resistencia transepitelial (TEER) significativa
determinada usando un volt-ohmimetro (World Precision Instruments, Sarasota, FL), se usaron 20-26 dias después
de la siembra.

También se prepararon dos materiales adicionales para usarse como controles para evaluar el transporte in vitro de
Cholix. Como control interno para el dafio de los filtros, se obtuvo dextrano de 70 kDa marcado con isotiocianato de
tetrametilrodamina (TRITC) de una fuente comercial (Sigma). Como control para el transporte no especifico mediado
por colorante se hicieron reaccionar algunas de las aminas libres sobre la superficie de seroalbumina bovina
(BSA;Sigma) con succinimidil éster acido carboxilico Alexa488 (A488-CASE; Invitrogen). La reaccion de
acoplamiento se realizd6 durante 4 h a temperatura ambiente a pH neutro a una relacion molar de 10:1 de
A488-CASE:BSA, punto en el cual se afiadié un exceso de glicina para interrumpir la reaccion. El producto purificado
resultante contenia ~3 moléculas de Alexa488 por molécula de BSA. Se usé dextrano de 70 kDa marcado con
isotiocianato de tetrametilrodamina (TRITC) (Sigma) como control interno para el dafio de los filtros. Las mediciones
de fluorescencia se hicieron usando un instrumento BMG labtech FLUOstar Omega configurado a 540 nm de
excitacion y 610 nm de emisidon para TRITC-dextrano (6ptimo Ex =547 y Em =572) y 480 nm de excitacion y
520 nm de emision para las proteinas Alexa488 (6ptimo Ex = 496 y Em-= 519).

Las tasas de flujo de transporte transepitelial se midieron in vitro en direccion apical (Ap) a basolateral (Bl) y en
direccion B1 a Ap usando monocapas polarizadas de células Caco-2 para describir los eventos de flujo mucosa a
serosa y serosa a mucosa, respectivamente. Justo antes del inicio de un estudio de transporte, se midio la
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resistencia transepitelial (TEER) de cada filtro; se excluyeron monocapas TEER con lectura de <200 Q-cm2 del
estudio. Se retiré el medio Ap y B1 de las monocapas incluidas y estas superficies se lavaron una vez con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS). Un conjunto de monocapas entonces recibié una aplicaciéon Ap (donante) de
100 pl de PBS que contenia 10 ug de ntCholix-A488 y 10 ug de TRITC-dextrano o 10 ug de BSA-A488 y 10 ug de
TRITC-dextrano. Los compartimentos receptores (Bl) entonces recibieron 500 pl de PBS para establecer el To para
el estudio de transporte. Tanto los compartimentos donantes como los compartimentos receptores se mostraron
después de 4 h de incubacion a 37 °C para determinar la cantidad de material transportado a través de la monocapa
y la cantidad retenida en la superficie apical, respectivamente.

Después de 4 horas de exposicion se observaron ~5 % del material afadido a la superficie apical de estas
monocapas a transportar (véase la figura 2). Cualquier filtro que muestre niveles de TRITC-dextrano de 75 kDa en el
comportamiento basal se excluyé del analisis. Una proteina de control de BSA-Alexa488 no logré mostrar ningun
nivel significativo en el compartimento basal sobre este mismo periodo de 4 h (véase la figura 2). Los promedios de
transporte fueron 5025 + 1,13 % para Cholix y 0,56 + 0,33 para BSA (N = 4). Estos datos establecen que la forma
destoxificada genéticamente de Cholix puede transportarse de forma eficaz in vitro a través de monocapas
polarizadas de una linea de células cancerosas intestinales humanas Caco-2.

Ejemplo 3

También se prepard y se expresé en E. coli una variante de Cholix truncada en el aminoacido A*® (Cholix**®), asi
como un ligamiento genético de la proteina fluorescente verde (GFP) en el extremo C-terminal de Cholix*®
(Cholix®®*GFP). La expresion de la proteina se consiguié usando células DH5a de E. coli (Invitrogen, Carlsbad, CA)
después de la transformacion por choque térmico (1 min a 42°C) con el plasmido apropiado. Las células
transformadas, seleccionadas en medio que contiene antibidtico, se aislaron y cultivaron en caldo Luria-Bertani
(Difco). La expresion de la proteina se indujo por adiciéon de isopropil-D-tiogalactopiranésido (IPTG) 1 mM. Dos horas
después de la induccion con IPTG, las células se recogieron por centrifugacion a 5000 xg durante 10 min a 4 °C. Los
cuerpos de inclusion se aislaron después de la lisis celular y las proteinas se solubilizaron en guanidina HCI 6 M y
EDTA 2mM (pH 8,0) mas ditiotreitol 65 mM. Después del replegamiento y la purificacion, las proteinas se
almacenaron a ~5 ml/ml en PBS (pH 7,4) que carece de Ca®* y Mg?* a -80 °C. El replegamiento de Cholix**GFP se
controlé por la adquisicion y retencion de la caracteristica de fluorescencia asociada con esta proteina fluorescente;
Sample et al., Chem Soc Rev, 38(10): pag. 2852-64 (2009). La proteina fluorescente verde (GFP) se adquiri6 de
Upstate (Charlottesville, VA). Todas las proteinas usadas en estos estudios se confirmaron en una pureza de > 90 %
basada en cromatografia de exclusién por tamario.

Se obtuvieron microesferas de poliestireno (10 nm de diametro) que contenian un colorante fluorescente rojo
integrado de forma covalente con propiedades de excitacion/emision de 468/508 nm y que tenian grupos funcionales
superficiales aldehido (XPR-582) de Duke Scientific (Palo Alto, CA). Se mezclaron 100 ul de: microesferas XPR-582
(a un 2 % de solidos) con aproximadamente 2,5 nmol de GFP o Cholix’**GFP en un volumen final de 200 pl de
solucién salina tamponada con fosfato (PBS) neutra (pH 7,0). Después de 2 h de balanceo suave a temperatura
ambiente, se afadieron 20 yl de una solucién de 2 mg/ml de seroalbumina bovina (BSA; Sigma, St. Louis, MO) en
PBS. Las preparaciones entonces se dializaron por tres ciclos de dilucién con PBS y concentracion usando un
dispositivo de filtro Microcon con punto de corte de peso molecular de 100 000 de Millipore (Bedford, MA). Las
preparaciones finales de las microesferas recubiertas estaban a un 1 % de sdlidos.

Ejemplo 4

Se mantuvieron células A549 (ATCC CCL-185™), L929 (ATCC CRL-2148™) y Caco-2 (ATCC HTB-37™) en CO, al
5% a 37 °C en medio completo: medio de Eagle modificado por Dulbecco F12 (DMEM F12) suplementado con
suero bovino fetal al 10 %, glutamina 2,5 mM, 100 U de penicilina/ml y 100 pg de estreptomicina/ml (Gibco BRL,
Grand Island, N.Y.). Las células se alimentaron cada 2 a 3 dias con este medio (medio completo designado) y se
pasaron cada 5 a 7 dias. Para los ensayos, las células se sembraron en placas de 24 o 96 pocillos y se cultivaron
hasta confluencia.

Se cultivaron células Caco-2 como monocapas confluyentes en soportes transwell de membrana de policarbonato
de 0,4 ym de tamafio de poro recubiertos con colageno (Corning-Costar, Cambridge, MA) y se usaron 18-25 dias
después de obtener una resistencia eléctrica transepitelial (TEER) de > 250 Q-cm2 medida usando un voltimetro de
palillo Millicel-ERS® (Millipore). El transporte apical a basolateral (A—B) y basolateral a apical (B—A) de Cholix o
Cholix*®*GFP a través de estas monocapas se determiné midiendo la cantidad de proteina transportada 4 h después
de una aplicacion de 20 yg a 37 °C. Las mediciones de TEER y el grado de dextrano fluorescente de 10 kDa
(medido usando un protocolo de exclusion por tamafio de HPLC) se usaron para verificar las propiedades de barrera
de la monocapa durante el transcurso del estudio. El grado de transporte de Cholix se determind por titulacion del
medio recogido en el ensayo de citotoxicidad basado en células. Se midié Cholix*®**GFP transportada por ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) usando anticuerpo anti-GFP para la captura y los sueros policlonales
contra Cholix para la deteccion.

Las tasas de transporte a través de monocapas de células Caco-2 polarizadas in vitro fueron comparables para
11
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Cholix, ntCholix y Cholix®®GFP evaluadas por analisis en formato ELISA. En el caso de Cholix, las células Caco-2
polarizadas no se intoxicaron por la proteina cuando se examinaron para la deteccién por TUNEL de la apoptosis o
la liberacion de lactato deshidrogenasa (LDH). De forma importante, se descubrid que Cholix y quimeras proteicas
basadas en Cholix se transportan de forma eficaz desde la superficie apical a la basolateral de monocapa de Caco-2
pero no en la direccion basolateral a apical. Estas tasas de transporte y direccionalidad fueron comparables con las
observadas previamente para PE ensayada en este mismo formato. Adicionalmente, se observd que la adicion de
antisuero de conejo anti-Cholix no lograba bloquear el transporte eficaz de Cholix o proteinas relacionadas con
Cholix a través de monocapas de Caco-2 in vitro.

Se usd microscopia de fluorescencia confocal para examinar la naturaleza de la transcitosis de Cholix*®**GFP a
través de monocapas de Caco-2 in vitro. Un estudio del transcurso del tiempo mostré que Cholix*®*GFP entraba en
células epiteliales en 5 minutos desde su aplicacion apical y se transportaba a través de las células hasta la region
basolateral de la célula en 15 minutos. En muestras expuestas a Cholix*®*GFP apical durante 15 minutos con
posterior eliminaciéon del exceso de Cholix**GFP desde la camara apical, se observé que la fluorescencia de GFP
continuaba en la direccidon de la superficie basolateral de la célula y no de vuelta hacia la superficie apical. Este
movimiento unidireccional de Cholix***GFP se confirmé midiendo el contenido de Cholix*®**GFP en los
compartimentos apical y basolateral sobre este transcurso de tiempo. La aplicaciéon de Cholix**GFP en la superficie
basolateral de monocapas de Caco-2 no mostré ninguna entrada de fluorescencia significativa en las células,
coherente con los estudios de transporte. El analisis de transferencia de Western de Cholix, ntCholix y Cholix***GFP
transportada sugirié que estas proteinas se transportaban sin mayores alteraciones.

Los estudios in vitro también demostraron que microesferas de latex fluorescentes de 100 nm de diametro acopladas
quimicamente a Cholix**GFP se transportaban de forma eficaz a través de monocapas de Caco-2 después de una
aplicacién apical. La seleccion de microesferas de latex con un diametro de 100 nm proporcioné un material que
podia ajustarse faciimente dentro del lumen de un endosoma de 125 nm de diametro derivado de un pozo recubierto
con claterina. Por tanto, estos estudios sugieren que las microesferas de latex con Cholix®*®GFP se mueven a través
de células Caco-2 polarizadas por un mecanismo coherente con la captacién de endosomas en la superficie celular
apical seguido por trafico intracelular basado en endosomas. La preincubacion de microesferas de latex
fluorescentes de 100 nm de didmetro acopladas a Cholix®®**GFP con antisueros anti-Cholix no logré alterar el
transporte de estas microesferas. Una cantidad similar de GFP acoplada quimicamente a microesferas de latex
fluorescente de 100 nm de diametro no facilitaba el transporte in vitro de estas particulas a través de monocapas de
Caco-2. Los estudios de microscopia de fluorescencia confocal fueron coherentes con las diferencias observadas en
transcitosis para microesferas de latex recubiertas con Cholix*®**GFP frente a GFP.

El resultado de que Cholix es capaz de transportarse a través de barreras epiteliales polarizadas de forma similar a
PE es imprevisto. Aunque sus estructuras son similares como se sugiere por el analisis cristalografico, su
composicion de aminoacidos superficiales es sorprendentemente diferente; de hecho, los métodos de alineacion
basados en similitud de aminoacidos no coincidirian faciimente estas dos proteinas. Esto es importante porque la
capacidad de una proteina derivada de patégenos, tal como estos dos factores de virulencia, de interactuar con los
receptores de la célula hospedadora se presume que implica componentes aminoacidicos expresados en superficie.
Como estas dos proteinas (con sus secuencias de aminoacidos sustancialmente diferentes) se transforman de forma
eficaz a través de epitelios polarizados, es muy probable que algun otro mecanismo forme esa base para esta
capacidad de transporte. Es nuestra opinién que las relaciones estructurales compartidas por PE y Cholix forma la
base de la capacidad inherente para su eficaz transcitosis. Aunque ambas proteinas PE y Cholix tendrian la
capacidad de unirse a un receptor superficial apical para obtener acceso a los compartimentos endosémicos, es mas
probable que esta interacciéon y el potencial para otros receptores implicados en el trafico intracelular de estas
proteinas se base en estructuras conformacionales en lugar de en aminoacidos especificos en la superficie de la
proteina.

Todos los articulos y métodos divulgados y reivindicados en la presente memoria pueden prepararse y ejecutarse sin
experimentacion excesiva a la luz de la presente divulgacion. Aunque los articulos y métodos de esta invencion se
han descrito en términos de realizaciones preferidas, sera evidente para los expertos en la materia que pueden
aplicarse variaciones a los articulos y métodos todas las patentes, solicitudes de patente y publicaciones
mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas de los niveles de los expertos en la materia a la que
pertenece la invencion. La invencion descrita de forma ilustrativa en la presente memoria puede ponerse en practica
de forma adecuada en ausencia de cualquier elemento no divulgado especificamente en la presente memoria. Por
tanto, por ejemplo, en cada caso en la presente memoria cualquiera de las expresiones "que comprende”, "que
consiste esencialmente en" y "que consiste en" puede remplazarse con cualquiera de las otras dos expresiones. Los
términos y expresiones que se han empleado se usan como términos de descripcion y no de limitacién, y no hay
intencion en el uso de dichos términos y expresiones de excluir ninguin equivalente de las caracteristicas mostradas
y descritas o partes de las mismas, sino que se reconoce que son posibles diversas modificaciones dentro del
alcance de la invencion reivindicada. Por tanto, debe entenderse que, aunque la presente invencion se ha divulgado
especificamente por realizaciones preferidas y caracteristicas opcionales, los expertos en la materia pueden recurrir
a la modificacion y variacion de los conceptos divulgados en la presente memoria, y que dichas modificaciones y
variaciones se consideran dentro del alcance de esta invencion definida por las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Una construccién de suministro no téxica aislada que comprende: una toxina Cholix modificada que comprende 1)
los residuos aminoacidicos Val'-Ala®®* y 2) esta truncada en el residuo Ala®® o esta eliminado el residuo GIu®'; y
una carga terapéutica acoplada a la toxina Cholix modificada, siendo capaz la construccion de suministro aislada de
suministrar la carga terapéutica.

2. Una construccion de suministro aislada de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la cual el suministro es sin
inyecciones.

3. La construccién de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 ¢ 2, que comprende ademas un conector
escindible.

4. La construccion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la cual dicha carga se selecciona del grupo que consiste
en: macromoléculas, moléculas pequenas, siRNA, PNA, miRNA, DNA, plasmido y moléculas antisentido.

5. La construccion de acuerdo con la reivindicacion 1, en la cual dicha carga es una citocina.

6. Carga de la reivindicacion 1 para su uso como medicamento, en la cual la construccién de la reivindicacion 1 se
usa para el suministro de la carga.

7. Una composicion farmacéutica que comprende una construccién de suministro de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-6 y un portador farmacéuticamente aceptable.

8. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 7, en la cual la composicién farmacéutica es para
administracion oral, administracién tépica, administracién pulmonar, administracién intranasal, administraciéon bucal,
administracion sublingual o administracion ocular, preferiblemente para administracion oral.

9. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8, en la cual la composicién farmacéutica se
formula en una capsula o comprimido.

10. La composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en la cual la composicion
farmacéutica comprende de 1 ug a 1 g de la construccion de suministro aislada.

11. La composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en la cual la composicion
farmacéutica comprende de 10 pg a 100 mg de la construcciéon de suministro aislada.

12. La composicion farmacéutica de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en la cual la composicion
farmacéutica comprende de 10 ug a 1000 ug de la construccion de suministro aislada

13. Un polinucleétido que codifica una construccién de suministro de acuerdo con la reivindicacion 1.
14. Un vector de expresion que comprende el polinucledtido de la reivindicacion 13.

15. Una célula hospedadora aislada que comprende el vector de expresion de la reivindicacion 14.

13
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