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DESCRIPCION
Conjugado con iloprost o treprostinil como ligando de hallazgo de diana y su uso

La invencioén se refiere a conjugados que contienen un complejo de agente, que como estructura de hallazgo de
diana presentan un analogo de prostaciclina, siendo el andlogo de prostaciclina iloprost o treprostinil, siendo el
complejo de agente un agente envuelto por un polimero catidonico como material de envoltura y siendo el agente un
acido nucleico, y al uso de tales conjugados para la terapia génica o la transferencia genética en células epiteliales
bronquiales y alveolares.

El pulmoén es por un lado un érgano, cuya funcién es vital y por otro lado el pulmén es un érgano, que debido a su
gran superficie y su accesibilidad es atractivo para introducir principios activos o agentes activos en el cuerpo.

Desde hace ya mucho tiempo se conoce llevar agentes activos al pulmén a través de aerosoles, nebulizadores,
inhaladores o pulverizadores de bombeo para un efecto tanto local como sistémico. También se conoce administrar
para la terapia génica agentes de transferencia genética virales o no virales a través del pulmén. Los agentes
portadores tanto virales como no virales estan asociados de multiples maneras con efectos secundarios en el caso
de su utilizaciéon. Esto esta condicionado en particular porque la dosis tiene que ser relativamente alta, dado que la
transferencia genética, es decir la introduccion de los genes deseados en células con frecuencia no es
suficientemente eficaz. Por tanto, desde hace mucho tiempo estan buscandose agentes, para mejorar la eficacia de
la transferencia genética. Para ello se ha propuesto ya, envolver genes con un lipido catiénico, dado que las
particulas cationicas pueden fagocitarse mas facilmente. Un agente propuesto para ello, que ya se somete a prueba
en ensayos clinicos [7], es Genzyme Lipid 67. También se conoce el uso de polimeros de polietilenimina (PEIl), para
envolver acidos nucleicos [8]. Aunque la PEI puede proteger el ADN, esta asociado con la desventaja de que la
eficacia de transferencia genética es reducida, ademas se ha encontrado que, a una dosis alta, que es necesaria
debido a la eficacia de transfeccién reducida, provoca inflamaciones.

Por tanto, también se ha intentado ya dotar particulas envueltas con polimeros catiénicos de ligandos, que deben
introducir las particulas en células. Ha habido ya intentos con transferrina [10], acido félico [11], lactoferrina [12],
clembuterol [13] y factores de crecimiento, tal como EGF [14]. Aunque con estos ligandos pudo mejorarse la
transferencia genética mediada por PEI, sigue existiendo la necesidad de suministrar agentes activos al pulmon de
manera dirigida y con un mayor rendimiento.

Ademas, se ha intentado y se intenta encontrar nuevas vias para el tratamiento terapéutico de enfermedades
pulmonares cronicas, para las que la transferencia genética es un planteamiento muy prometedor. Las
enfermedades pulmonares basadas en defectos proteicos y/o genéticos congénitos o adquiridos podrian mejorarse,
aliviarse o incluso curarse proporcionando las proteinas o los productos génicos que faltan o dafiados. Sin embargo,
para ello la administracion tiene que tener lugar regularmente. Por tanto, tiene que encontrarse un equilibrio entre los
efectos secundarios no deseados y el efecto terapéutico deseado. Ademas, la frecuencia de dosificacion necesaria
para una terapia de larga duracion es también un aspecto importante.

Por tanto, el objetivo de la invencién era proporcionar conjugados, que posibiliten proporcionar principios activos o
agentes activos, que sean adecuados para el tratamiento o el alivio de enfermedades pulmonares, en una forma que
pueda absorberse de manera dirigida por las células en el pulmdn, en particular de células epiteliales bronquiales y
alveolares.

Este objetivo se soluciona con un conjugado, tal como se define en la reivindicacion 1.

Sorprendentemente se ha encontrado que las células epiteliales en el pulmoén, es decir células epiteliales
bronquiales y células epiteliales alveolares portan receptores IP1 y que estos receptores pueden direccionarse para
una transferencia eficaz de particulas que contienen principios activos. Con los conjugados segun la invencion se
consigue controlar células epiteliales en los bronquios y alveolos de manera dirigida a través de estos receptores IP4
mediante el uso de al menos un analogo de prostaciclina como estructura de hallazgo de diana.

A continuacion se describira detalladamente el objeto de la invencion y se expondran mas detalladamente las
propiedades y ventajas. La invencion también se explicara mas detalladamente en las figuras adjuntas, en las que:

La figura 1 muestra los resultados de un analisis de inmunotransferencia de tipo Western de la expresién de receptor
IP1 en células epiteliales alveolares y bronquiales humanas.

La figura 2 muestra la intensidad de fluorescencia de células A549 y 16HBE14o0 tras la incubacion con FLUO-BSA-
ILO o FLUO-BSA-TRP.

La figura 3a muestra la intensidad de fluorescencia de FLUO-BSA en comparacion con FLUO-BSA-ILO en diferentes
lineas celulares; la figura 3b y la figura 3c muestran las intensidades de fluorescencia medias con concentraciones
crecientes de CAY10449 o ILO; la figura 3d muestra la intensidad de fluorescencia media de FLUO-BSA-ILO ftras la
adicion de CAY10449; la figura 3e muestra fotografias de microscopia confocal de barrido laser para la unién
superficial.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 687442 T3

La figura 4 muestra la liberacion de ADN para constructos de PEI-g-ILO con diferentes razones de N/P.

La figura 5a muestra el grado de expresion para células transfectadas con vectores génicos PEI-g-ILO en
comparacion con PEI modificada; la figura 5b muestra la expresion génica para PEI-g-ILO en comparacion con PEI;
la figura 5¢ muestra los grados de expresion para PEI-g-ILO en células A549 y BEAS-2B en comparacion con PEI.

La figura 6a muestra estudios in vivo para la expresion génica de luciferasa; la figura 6b muestra la expresion de
luciferasa en tejido pulmonar homogeneizado, que se obtuvo de ratones, que habian recibido vectores génicos PEI-
g-ILO Fy .0 = 5, en comparacioén con vectores génicos PEI.

La figura 7a muestra la actividad metabdlica de células no tratadas en comparacion con células tratadas con PEI o
constructo segun la invencion; la figura 7b muestra la variaciéon del nivel de citocina tras la administracién de PEI o
constructo segun la invencion en comparacion con células no tratadas.

La figura 8 muestra el suministro de vectores génicos en funcion de la dosis en células pulmonares.

Se encontré sorprendentemente que los conjugados, que portan analogos de prostaciclina como estructura de
hallazgo de diana, son adecuados para el direccionamiento de células epiteliales en el pulmén, en particular de
células bronquiales y alveolares y pueden introducir con alta eficacia agentes en las células. Con ello se proporciona
ahora segun la invencién un agente, para introducir sustancias contenidas activas en células epiteliales pulmonares.
Esto ofrece nuevas posibilidades para el tratamiento terapéutico de las mas diversas enfermedades pulmonares.

La prostaciclina pertenece a la clase de las prostaglandinas y se conoce como prostaglandina |, o PGly; se
direcciona y se une al receptor de prostaciclina (IP1). El receptor IP1 es un receptor acoplado a proteina G 7-
transmembrana, que se encontré sobre todo en células endoteliales, en particular en células musculares, por
ejemplo en células musculares de vasos sanguineos [15-17]. La unién de prostaciclina a un agonista de receptor IP4
conduce a una internalizacion endosomal de complejos de receptor/ligando a través de procesos mediados por
clatrina [18, 19]. Los inventores de la presente invencién han encontrado ahora que este efecto puede aprovecharse
para mejorar la transferencia dirigida de agentes activos en células epiteliales alveolares y bronquiales y posibilitar la
absorcién de agentes activos Utiles para el pulmén o de terapia para afecciones pulmonares.

Por tanto, segun la invencién se proporciona un conjugado, que como estructura de guiado a la diana para células
epiteliales bronquiales y alveolares presenta al menos un analogo de prostaciclina, siendo el analogo de
prostaciclina iloprost o treprostinil. La propia prostaciclina es demasiado inestable y se degrada demasiado rapido,
para poder usarse para el proposito previsto. Sin embargo, se conocen analogos de prostaciclina estables, que se
unen igualmente al receptor IP1 y actian como agonistas. Como analogo de prostaciclina se denomina en este caso
un compuesto, que se deriva del acido prostanoico, que presenta una capacidad de unién al receptor IP1 comparable
0 mayor que la prostaciclina y una estabilidad mayor que la prostaciclina natural. Tales compuestos se conocen.
Para los conjugados segun la invencién son adecuados los analogos de prostaciclina conocidos iloprost y
treprostinil.

Como ligandos se usan iloprost y/o treprostinil, dos analogos de prostaciclina autorizados como farmacos.

Un analogo de prostaciclina adecuado para la invenciéon es aquel que es mas estable en un entorno fisiolégico y/o
durante el almacenamiento que la prostaciclina que aparece de manera natural. Como se expone anteriormente, la
prostaciclina se degrada muy rapido, tiene en un entorno fisiolégico, es decir en la sangre, una semivida de solo
pocos minutos y no puede almacenarse durante mucho tiempo. Por tanto, segun la invencién son adecuados
aquellos analogos de prostaciclina, que en un entorno fisiolégico conservan al menos 20 minutos, preferiblemente al
menos 30 minutos, aun mas preferiblemente al menos 45 minutos sus propiedades, sin degradarse o inactivarse o
aquellos que en un entorno fisiolégico tienen una semivida de al menos 15 minutos, preferiblemente al menos 20
minutos, mas preferiblemente al menos 25 minutos. Por semivida se entiende en este caso en general el periodo de
tiempo, en el que en un entorno fisioldgico la mitad del material de partida, en este caso el analogo de prostaciclina,
se ha descompuesto o se inactivé o transformé. La semivida puede establecerse habitualmente de manera sencilla,
por ejemplo afiadiendo el analogo de prostaciclina en cuestion a una solucion fisioldgica a una temperatura de 35-
37°C y determinando el contenido en prostaciclina no descompuesta al principio y tras periodos de tiempo
predeterminados.

Un analogo de prostaciclina adecuado para la invencion es ademas aquel que tiene una capacidad de unién al
receptor IP; comparable o mayor que la prostaciclina. Un procedimiento, para establecer la capacidad de union de
un analogo de prostaciclina, es un procedimiento competitivo, en el que se conjuntan prostaciclina o un analogo de
prostaciclina conocido, tal como iloprost y/o treprostinil, asi como un candidato de analogo de prostaciclina con
fluoresceina y albumina sérica bovina (BSA) y entonces se afiaden a diferentes lineas celulares pulmonares,
estudiandose entonces la unién y la absorcion celular mediante citometria de flujo y microscopia confocal de barrido
laser. Un candidato, que se une con la misma intensidad o mas intensamente que prostaciclina o iloprost o
treprostinil, se describe igualmente como parte del conjugado descrito en el presente documento. Una misma
capacidad de union significa que el candidato marcado con fluoresceina se une al menos en la misma medida que la
prostaciclina marcada con fluoresceina o iloprost marcado con fluoresceina o treprostinil marcado con fluoresceina.
Si el porcentaje de candidatos marcados con fluoresceina es menor, esto significa que prostaciclina o iloprost o
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treprostinil desplazan a los candidatos de la unién, de modo que su capacidad de unién no sea tan alta.

Los analogos de prostaciclina conocidos se usan para el tratamiento de hipertension arterial pulmonar (HAP) y se
administran habitualmente por via intravenosa o como aerosol [20], tienen que dosificarse con frecuencia de manera
distribuida a lo largo del dia, para cumplir este propdsito. Sin embargo, para la presente invencién el analogo de
prostaciclina se utiliza como estructura de hallazgo de diana y no sirve para el tratamiento de la hipertension arterial
pulmonar. Se encontré6 que en la combinacidén segun la invencién con una sustancia de envoltura catiénica y un
agente los analogos de prostaciclina presentan un efecto antiinflamatorio y de este modo mejoran ademas el efecto
de los conjugados segun la invencion.

La segunda parte del conjugado segun la invencion es un complejo de agente, es decir un agente envuelto por un
material de envoltura. El material de envoltura sirve para proteger el agente y al mismo tiempo no alterar o dado el
caso incluso mejorar la absorcion en la célula.

El componente activo como principio de accién o principio activo del conjugado segun la invencidon puede ser
cualquier agente ademas de la prostaciclina, que en las células direccionadas por el ligando de hallazgo de diana
segun la invencioén ejerce un efecto ventajoso, curativo, paliativo o modulador, siendo el agente un acido nucleico.
Como ejemplos adicionales para agentes se describen en el presente documento péptidos o polipéptidos, principios
activos o trazadores y/o derivados de dichas sustancias y/o mezclas de los mismos. El agente usado segun la
invencion debe ser preferiblemente un agente, que puede aliviar o curar una afeccion pulmonar. Segun la invencion,
el analogo de prostaciclina en este caso no se usa como principio activo sino solo como ligando de hallazgo de
diana.

Segun un aspecto de la presente invencion, el agente es un acido nucleico, que comprende un gen o fragmento
génico, cuyo defecto o carencia provoca una enfermedad pulmonar o que codifica para una proteina de efecto
inmunomodulador, en particular un antigeno. El acido nucleico puede ser un ADN o ARN y puede presentar uno o
varios genes o fragmentos. El acido nucleico puede ser una secuencia que se integra o se replica de manera
auténoma, puede estar como plasmido, vector o en otra forma ampliamente conocida para el experto en la técnica.
Puede ser lineal o anular y mono- o bicatenario. Cualquier acido nucleico activo en una célula es adecuado en este
caso. Ademas, el acido nucleico puede presentar de manera en si conocida elementos adicionales, que son
necesarios o Utiles para la expresion del gen, por ejemplo promotores, potenciadores, secuencias de sefializacion,
etc.

En una forma adicional, descrita en el presente documento, el componente activo de un conjugado descrito en el
presente documento es un péptido, polipéptido, proteina o fragmento proteico, que es adecuado para remediar una
carencia de proteina o un defecto proteico, que conduce a una enfermedad pulmonar, o que tiene un efecto
inmunomodulador.

Ademas, el componente activo de un conjugado descrito en el presente documento puede ser un principio activo
que, cuando esta presente en una célula epitelial bronquial y/o alveolar, conduce a la curacion o el alivio de un
estado patoldgico en el pulmén. Ejemplos de esto son, por ejemplo, agentes antiinflamatorios tales como esteroides,
que se utilizan para el tratamiento de asma. Dado que el ligando también tiene un efecto antiinflamatorio, esta
combinacion conduce a un agente muy eficaz.

En una forma adicional, descrita en el presente documento, el agente puede ser una molécula indicadora, cuya
absorcion en la célula puede proporcionar informacion diagndsticamente importante. El experto en la técnica conoce
moléculas indicadoras, que son adecuadas para el diagndstico, y ejemplos de moléculas indicadoras adecuadas son
moléculas trazadoras radiactivas o fluorescentes, que conoce el experto en la técnica. Las moléculas indicadoras
pueden utilizarse, por ejemplo, para comprobar la evolucion de un tratamiento o el estado del pulmén.

Un componente esencial adicional del conjugado segun la invencién es un material de envoltura, que envuelve el
agente, para protegerlo frente a la degradacion o variacion y que no altera la introduccion en la célula o incluso la
promueve. El material de envoltura es de manera adecuada un polimero catiénico. Es importante que el material de
envoltura sea bioldgica y fisiolégicamente compatible, proteja el agente durante el transporte y se degrade en la
célula para dar moléculas fisiolégicamente compatibles y sea inerte con respecto al agente, es decir no reacciona
con el agente. Se conocen materiales de envoltura adecuados y se ofrecen en multiples formas. Para la envuelta de
acidos nucleicos se usan materiales de envoltura catidnicos. Para envolver otros agentes descritos en el presente
documento, tal como proteinas, principios activos o trazadores, pueden usarse materiales de envoltura catiénicos o
neutros.

Segun la presente invencion, es decir cuando el agente es un acido nucleico, como material de envoltura se usa un
polimero catiénico. Se encontré que las particulas cargadas catiénicamente pueden absorberse mas facilmente por
la célula que las particulas neutras o cargadas aniénicamente, sin embargo también pueden promover adhesiones
mas bien inespecificas. Para la envoltura de acidos nucleicos como componentes activos se prefieren materiales de
envoltura cationicos, dado que los acidos nucleicos pueden envolverse y protegerse muy facilmente con sustancias
catidnicas. El experto en la técnica conoce ampliamente procedimientos correspondientes.

El material de envoltura dado a conocer en el presente documento puede ser una sustancia que aparece de manera
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natural, sintética o natural derivada catiénicamente, por ejemplo un lipido o un polimero u oligémero. Un ejemplo de
un oligébmero natural es la espermina. Ejemplos de polimeros sintéticos son polimeros que pueden degradarse
biolégicamente que contienen nitrégeno, en particular aquellos con atomos de nitrégeno protonables. El material de
envoltura en relacién con la invencion es un polimero catidnico. Son especialmente adecuadas polietileniminas, en
particular polietileniminas ramificadas, que pueden obtenerse en el mercado. Es adecuada, por ejemplo, una
polietilenimina ramificada con un peso molecular medio de 25 kDa, que esta disponible comercialmente. Se encontré
que este polimero en combinacion con el ligando de hallazgo de diana es muy compatible. Como material de
envoltura formador de capas natural dado el caso derivatizado se describen en el presente documento también
lipidos, en particular lipidos catidnicos o neutros. Los lipidos estan disponibles en muchas variantes y pueden
utilizarse, por ejemplo, para la formacion de liposomas. En el presente documento se describe especialmente un
lipido derivatizado catidnicamente, que puede obtenerse con la denominaciéon Genzyme Lipid 67. Menos adecuados
son los polimeros construidos en base a moléculas sacaricas, como almidones o derivados de almidén, que por
tanto no se usan como material de envoltura segun la invencion.

Para otros agentes descritos en el presente documento, tales como proteinas, principios activos o trazadores, hay
un nuimero de polimeros adecuados, que conoce el experto en la técnica. Son adecuados aquellos que son
bioldgicamente compatibles y que al menos en combinacion con el analogo de prostaciclina segun la invencion no
son inflamatorios o dafinos de otra manera y liberan el agente, en cuanto ha llegado al sitio diana, en la célula.

El complejo de agente que consiste en material de envoltura y agente puede estar compuesto por ejemplo por
nanoparticulas o nanocapsulas, liposomas, etc. en si conocidos, cuya produccion se conoce ampliamente. Es
adecuado, por ejemplo, el encapsulamiento en polimeros que pueden degradarse biolégicamente con liberacion
ajustable, tal como polilactida y/o poliglicélido. A este respecto, el material de envoltura puede seleccionarse de tal
manera que la liberacion del agente tenga lugar de manera predeterminada. Tales materiales de envoltura se
describen de multiples maneras en la bibliografia y el experto en la técnica puede seleccionar de un gran nimero de
materiales el mas adecuado en cada caso.

El agente activo se envuelve de manera en si conocida con el material de envoltura o se encapsula en el mismo.
Este complejo de agente y material envolvente se denominara a continuacion también “complejo de agente”. Por
“envolver” en relacion con la presente invencion se entiende que el agente se apantalla mediante el polimero del
entorno fisiolégico de tal manera que no se varia ni se degrada, hasta que ha alcanzado el sitio diana. La envoltura
puede ser solo una capa, que rodea el agente, también puede ser un liposoma o una nano- o microparticula, en el
que esta incrustado o incluido el agente. También puede estar encerrado mediante complejacion. El experto en la
técnica conoce diferentes formas de encapsulacién o envoltura de agentes y pueden utilizarse para el conjugado
segun la invencion, siempre que no alteren la unién del ligando de hallazgo de diana al receptor y la introduccion del
conjugado en la célula y liberan en la célula el agente. La envoltura del agente con el material de envoltura o la
produccion de particulas correspondientes puede tener lugar con procedimientos habituales. En la forma de
realizacion mas sencilla, el agente activo, un acido nucleico, se mezcla con el material de envoltura, un polimero
catiénico tal como polietilenimina, dado el caso en forma disuelta.

A la sustancia de envoltura se une o bien antes de la envoltura o bien después al menos un analogo de prostaciclina
segun la invencion usado como estructura de guiado a la diana. Mediante la unién del ligando al material de
envoltura no se perjudica la actividad del agente. La unién o inmovilizaciéon del o de los ligandos no puede alterar la
capacidad de union al receptor. El experto en la técnica conoce procedimientos para la inmovilizacion de ligandos y
los procedimientos conocidos pueden emplearse en este caso. El experto en la técnica puede establecer la
idoneidad de una combinacién de sustancia de envoltura y ligando de manera sencilla, al producir a partir de la
misma el complejo de agente deseado y compara la capacidad de unién del complejo con la capacidad de union del
ligando libre. Ademas, puede establecerse la idoneidad de una sustancia de envoltura con respecto al agente, al
determinar la actividad del agente tras la liberacion y compararla con la del agente libre antes de la envoltura.

Los ligandos pueden unirse directamente al material de envoltura, antes de que se utilice para envolver el agente.
Se prefiere esta forma de realizacién, dado que el material de envoltura es un polimero catiénico y el agente es un
acido nucleico. También es posible formar en primer lugar el complejo de agente y a continuacioén unirse a los
ligandos. Se prefiere esta forma de realizacion, cuando el complejo de agente se forma en forma de nanoparticulas,
nanoesferas o liposomas. Dado el caso, la unién del ligando al material de envoltura también puede tener lugar a
través de un espaciador, de tal manera que el sitio activo para la union del ligando esté accesible para la unién. Por
consiguiente se crea un conjugado, en el que no se influye en el agente activo mediante la union y el al menos un
analogo de prostaciclina esta disponible libremente en la superficie para la unién al receptor IP+. El ligando, es decir
el analogo de prostaciclina, puede unirse mediante cualquier tipo de unién, tal como enlace covalente, i6nico o
coordinado, formacion de puentes de hidrégeno, etc., al material de envoltura, siempre que la unién sea suficiente
para inmovilizar el ligando y su capacidad de unién al receptor no se vea perjudicado. Asi, el acoplamiento del
analogo de prostaciclina al material de envoltura puede tener lugar, por ejemplo, a través de un enlace covalente o
iénico directamente o a través de un espaciador. Un espaciador conocido por el experto en la técnica es, por
ejemplo, polietilenglicol (PEG).

El grado de acoplamiento, es decir la medida de carga del conjugado o de las particulas envueltas con ligandos
expresada como ligando por particulas de conjugado, tiene influencia sobre la liberacién del agente y con ello sobre
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la actividad del agente en la célula. El porcentaje de los ligandos que deben unirse a una particula envuelta no debe
ser preferiblemente demasiado alto, dado que, de lo contrario, debido a impedimento estérico, podria estar alterado
el direccionamiento del receptor. El experto en la técnica puede descubrir la carga adecuada con ensayos rutinarios.
El porcentaje de ligandos depende del tipo del material de envoltura y del tamafio de las particulas.

También se encontrd que un alto grado de acoplamiento puede conducir a que el agente ya solo se libere de manera
incompleta. Si se usa un polimero catiénico para la envoltura, entonces el grado de acoplamiento debe ser de 15
ligandos por polimero o menor. Por otro lado, por particula envuelta debe estar unido al menos un analogo de
prostaciclina, para provocar el direccionamiento.

Por conjugado o particula puede estar unido en cada caso un tipo de analogo de prostaciclina. También es posible
unir una mezcla de dos o mas analogos de prostaciclina, para potenciar dado el caso la capacidad de unién y/o la
absorcion en la célula.

Se encontré que la razén de material de envoltura con respecto a agente activo puede tener influencia sobre la
eficacia. Cuando estd presente demasiado poco material de envoltura, el agente activo no se protege
suficientemente. Si el porcentaje del material de envoltura es demasiado alto, puede haber por un lado problemas
con la compatibilidad y por otro lado un porcentaje demasiado alto de material de envoltura puede conducir a que ya
no pueda liberarse el agente activo. En ambos casos se ve perjudicada la eficacia de la transferencia. El experto en
la técnica puede descubrir en pocos ensayos rutinarios la razén mas adecuada en cada caso. Ha resultado ser
especialmente adecuada una razén de material de envoltura con respecto a agente activo en el intervalo de desde
10:1 hasta 1:4, con respecto al peso. Se prefiere especialmente una razén de material de envoltura con respecto a
agente de desde 4:1 hasta 1:4. Cuando el conjugado contiene un acido nucleico como agente y polietilenimina como
polimero, también puede indicarse el porcentaje del polimero a través de la razén molar de porcentaje de nitrégeno
del polimero con respecto a porcentaje de fosfato del ADN; preferiblemente esta razon se encuentra en un intervalo
de desde 2 hasta 10, de manera especialmente preferible desde 4 hasta 8. Se encontré que el diametro
hidrodinamico de las particulas de conjugado a una razén molar de porcentaje de nitrégeno del polimero con
respecto a porcentaje de fosfato del ADN de desde 4 hasta 8 se encuentra en un intervalo de desde 50 hasta
100 nm, lo que es éptimo para las propiedades de absorcion.

Ademas, se establecio que se obtienen conjugados 6ptimos cuando la densidad de carga de los ligandos se adapta
al grado de envoltura. Cuando el porcentaje de material de envoltura es relativamente alto, la densidad de carga no
deberia ser demasiado alta, dado que de lo contrario se apantalla demasiado intensamente el agente. Cuando el
porcentaje de material de envoltura se encuentra en el intervalo inferior, la densidad de carga puede encontrarse de
manera correspondiente en el intervalo superior.

Se encontré que el conjugado segun la invencién es un agente ideal, para introducir principios activos en células
epiteliales bronquiales y/o alveolares. Mientras que con las particulas descritas en el estado de la técnica sin
ligandos diana o ligandos de guiado de diana solo el 5% o menos alcanzan su diana, la célula, y con los conjugados
que contienen ligandos descritos en el estado de la técnica también solo un porcentaje por debajo del 50% o menos
alcanzan la diana y pueden desplegar la funcion, en ensayos para los conjugados segun la invencion pudo
mostrarse que mas del 50%, con frecuencia el 60% y mas e incluso hasta el 80% del conjugado segun la invencién
se absorben por células y liberan su agente.

Por consiguiente, se pone a disposicidon un agente, con el que se introduce un componente activo con alta eficacia
en células diana, protegiéndose bien por un lado el agente activo durante el transporte a la célula, de modo que el
porcentaje de agente activo, que llega a la célula, es muy alto y siendo por otro lado la eficacia de absorcién muy
alta debido a la estructura del conjugado segun la invencion.

En una forma de realizacion adicional, el conjugado segun la invencion puede mejorarse aun adicionalmente, al
dotar la particula envuelta con material de envoltura, un polimero catiénico, aun adicionalmente de cadenas de
polietilenglicol, para aumentar adicionalmente la supervivencia en el pulmén. Proteger moléculas activas, tal como
acido nucleico, mediante pegilacion se conoce en si y en este caso pueden usarse los procedimientos habituales.

El conjugado segun la invencion puede usarse para el tratamiento de diferentes enfermedades pulmonares. En
particular, el conjugado segun la invencion es adecuado para curar o aliviar enfermedades pulmonares basadas en
defectos genéticos o proteicos. Un ejemplo de esto es la fibrosis quistica. Como se expuso anteriormente, es posible
tanto introducir el gen que falta o deficiente en la célula, como introducir una proteina codificada por el gen que falta
o deficiente en la célula.

Un campo de aplicacion adicional para los conjugados segun la invencion es el uso como vacuna. En esta forma de
realizacion, el componente activo del conjugado es un gen, que codifica para una proteina o péptido activo de
manera inmunomoduladora o inmunoldgica [1, 2]. Una ventaja de esta forma de realizacion de la invencién es que a
través del pulmon puede suministrarse de manera no invasiva una vacuna, por ejemplo con un nebulizador o a
través de un aerosol. Esta tecnologia no es complicada, posibilita la utilizaciéon también alli donde es problematica la
administracion de inyecciones debido a las condiciones higiénicas o debido a la ausencia de personal formado de
manera correspondiente y posibilita una dosificacion multiple sin complicacion, para reforzar la respuesta
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inmunitaria. Ademas, el pulmén es muy adecuado para una vacunacion debido a su gran superficie y la presencia de
células inmunolégicamente activas.

El conjugado segun la invencion se proporciona para la administracion al pulmén. Para ello puede formularse de
manera en si conocida como composicion farmacéutica, que se lleva al pulmén mediante inhalacién o a través de
nebulizacion. El experto en la técnica conoce formulaciones correspondientes. Asi, el conjugado puede producirse
como suspension o emulsién a través de un nebulizador o como aerosol, con un gas inerte como agente portador.
También puede utilizarse como polvo.

La presente invencion se explica adicionalmente mediante los siguientes ejemplos, sin limitarse a este ejemplo.
Ejemplo 1

Se produjeron y estudiaron conjugados de particulas envueltas con un material de envoltura e iloprost o treprostinil
como estructura de hallazgo de diana.

Materiales y métodos
Las fuentes de adquisicion para productos quimicos y plasmidos y las concentraciones usadas son tal como siguen:
iloprost, treprostinil y CRY10449: Cayman Chemicals (Michigan, EE. UU.)

polietilenimina ramificada (peso molecular promedio 25 kDa), N-hidroxisulfosuccinimida (sulfo-NHS), albdmina sérica
bovina (BSA), fosfato de sodio, disolucion de acido picrilsulfonico, acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-etanosulfénico
(HEPES) y heparan sulfato: Sigma Aldrich (Schnelldorf, Alemania)

la PEl se diluyé en agua destilada doblemente (agua para inyeccion, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Alemania) y se ajusté el pH con acido clorhidrico a 7.

se disolvio fosfato de sodio en agua destilada doblemente hasta una concentracion de 0,5 mM y se ajusté el pH con
hidréxido de sodio a 7,5.

se disolvié6 HEPES en agua destilada a una concentracion de 0,1 M y se ajusto el pH con hidréxido de sodio a 7,4.
se disolvié heparan sulfato en agua destilada doblemente a una concentracion de 5 mg/mil.
etanol p.a. y acido 3-(N-morfolino)propanosulfénico (MOPS): Merck (Darmstadt, Alemania)

se disolvi6 MOPS en agua destilada doblemente hasta una concentracion de 0,1 M y se ajusté el pH con acido
clorhidrico a 6.

clorhidrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y éster succinimidiico de 5- (y 6-)
carboxifluoresceina (fluoresceina-NHS): Pierce (Rockfort, EE. UU.)

ditiotreitol (DTT): Amersham Biosciences (South San Francisco, EE. UU.)
D-luciferina: Synchem OHG (Flensberg/Altenburg, Alemania)

Los plasmidos pCMV-luc, que contenia el gen de luciferasa de Fotinus pyralis bajo el control del promotor prematuro
de citomegalovirus (CMV) y pCpG-luc se propagaron en E. coli y se proporcionaron en una forma muy pura
(contenido en LPS < 0,1 E.U./ug de ADN) de Plasmid Factory GmbH (Bielefeld, Alemania). La cantidad de Supercoil
pDNA era = 90% ccc (covalently closed circular) para pCMV-luc y = 98% ccc para pCpG-luc.

Lineas celulares usadas

células A549 (células epiteliales alveolares humanas): DSMZ (Coleccion Alemana de Microorganismos y Cultivos
Celulares, Braunschweig, Alemania)

BEAS-2B (células epiteliales bronquiales humanas), H441 (células epiteliales bronquiales humanas): ATCC
(Coleccion Americana de Cultivos Tipo)

células 16HBE140-: células epiteliales bronquiales humanas

Se cultivaron lineas celulares A549, BEAS-2B y 16HBE140- en medio esencial minimo (MEM, Gibco-BRL,
Karlsruhe, Alemania), que estaba suplementado con suero bovino fetal al 10% (FCS, Gibco-BRL, Karlsruhe,
Alemania), a 37°C en una atmésfera de aire humedecida suplementada con un 5% de CO.. La linea celular H441 se
cultivd en medio del Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI1640, Gibco-BRL, Karlsruhe, Alemania), que estaba
complementado con FCS al 10%, a 37°C en una atmosfera de aire humedecida enriquecida con un 5% de COx.

Animales
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Se mantuvieron ratones BALB/c hembra de 14 semanas de edad (Charles River Laboratories Sulzfeld, Alemania) en
condiciones libres de patégenos especificas. Los ratones se aclimataron al menos durante 7 dias antes de los
ensayos. Todos los procedimientos con animales estaban autorizados y se controlaron por la comision ética local y
se realizaron segun las directrices de la legislacion alemana para la proteccion de la vida animal.

Analisis de inmunotransferencia de tipo Western

Se lavaron células A549, BEAS-2B y 16HBE140- con PBS y se lisaron sobre hielo en tampén de lisis, que contenia
Tris-HCI 20 mM (pH 7,5), NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 al 1% y desoxicolato de sodio al 0,05%. Se
suministraron de nuevo DTT 1 mM vy coctel de inhibidor de proteasa (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Alemania) directamente antes del uso. Las concentraciones de proteina se determinaron usando un ensayo de
proteina Biorad (Biorad, Munich, Alemania). Para cada linea celular se diluyeron 50 pg de proteina en tampon de
carga de muestra de SDS (Tris-HCI 62,5 mM (pH 6,8), SDS al 2%, glicerina al 10%, DTT al 2%, azul de bromofenol
al 0,001%), que habia experimentado ebullicion durante 5 min, se separaron en un gel de Tris-HCI al 7,5% (Biorad,
Munich, Alemania) y se pasaron a una membrana de PVDF (Millipore, Schwalbach, Alemania). Se bloquearon las
membranas con TBS-T (Tris-HCI 20 mM (pH 7,6), NaCl 137 mM, Tween-20 al 0,1%), que contenia un 5% de leche
en polvo desnatada (Sigma Aldrich, Deisenhofen, Alemania) durante 1 h a temperatura ambiente. El anticuerpo
policlonal primario (diluido 1:500) para el receptor IP; (Cayman Chemical, Michigan, EE. UU.) se incub6 durante la
noche en un 0,5% de leche desnatada. Las membranas se lavaron con TBS-T y se incubaron con un anticuerpo
anti-conejo conjugado con HRP secundario (diluido 1:15.000; Biorad, Munich, Alemania) durante 1,5 h a temperatura
ambiente en un 0,5% de leche desnatada. Tras varias etapas de lavado con TBS-T tuvo lugar la deteccion por
quimioluminiscencia usando un kit de deteccion ECL (Pierce, Rockfort, EE. UU.) segun las instrucciones del
fabricante.

Sintesis de fluoresceina-BSA-iloprost (FLUO-BSA-ILO) y fluoresceina-BSA-treprostinil (FLUO-BSA-TRP)

Se diluyeron 20 mg (0,3 umol) de BSA en 2,5 ml de tampdn fosfato de sodio, pH 7,5, y se mezclaron con un exceso
molar de diez veces de fluoresceina-NHS. Tras agitar una hora a temperatura ambiente se purifico la mezcla en una
columna Sephadex G25 MPD-10 equilibrada con PBS (GE Health Care, Uppsala, Suecia). Se disolvieron o bien
0,7 mg (1,8 umol) de ILO o 0,8 mg (1,8 umol) de TRP in 130 ul de etanol p.a. y se mezclaron con 370 ul de tampdn
MOPS, 0,1 M, pH 6. Se anadieron 0,5 mg (5 mM) de sulfo-NHS (en tampdén MOPS) y 0,2 mg (2 mM) de EDC (en
tampon MOPS) y se agitaron durante 15 min a temperatura ambiente. Después se afiadieron 5 pl (20 mM) de DTT
(en agua destilada) e inmediatamente se pipetearon 3 mg (45,2 nmol) de FLUO-BSA en 190 pl y 210 pl de tampdn
fosfato 0,5 M en la mezcla de reaccion. Tras agitar dos horas a temperatura ambiente se purifico la mezcla en una
columna Sephadex G25 MPD-10 equilibrada con PBS (GE Health Care, Uppsala, Suecia). Las cantidades de BSA
se evaluaron cuantitativamente con un ensayo proteico Biorad Proteinassay usando una curva patrén de BSA. La
eficacia de acoplamiento de los productos finales e intermedios se determiné con un ensayo de TNBS [21] y se
midio la extincion a 495 nm. El grado de acoplamiento de BSA-ILO y BSA-TRP se obtuvo como 10 mol de ILO o
TRP por mol de BSA.

Sintesis de polimeros de PEl injertados con iloprost (PEI-g-ILO)

Se sintetizaron diferentes grados de acoplamiento de PEI-g-ILO mediante la variacion de las cantidades de EDC,
que se afadieron a la mezcla de reaccion. Se diluyd 1 mg (2,8 umol) de ILO en 100 pl de etanol p.a., se mezclé con
68 nmol de PEI en 900 ml de tampon HEPES, 0,1 M, pH 7,4, y 1 mg (5 mM) de sulfo-NHS. Se afiadieron diferentes
cantidades de EDC hasta una concentracion final de 25 mM, 50 mM, 60 mM o 100 mM y se incubd durante 4 h con
agitacion a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se purificdé en una columna Sephadex G25 MPD-10
equilibrada con agua destilada doblemente (GE Health Care, Uppsala, Suecia). La concentracion de PEI se
determiné con una prueba de CuSQO4 seglin Ungaro et al. [22]. Se registraron espectros de 'H-1D-RMN de PEI-g-ILO
en D;O en un espectrometro Brooker AV 250 MHz. Los grados de acoplamiento de PEI-g-ILO se calcularon
mediante la integracion del multiplete ancho de PEI (CH2-CH2-NH-) a & (1H) = 2,5 a 3,1 ppm y del singlete del grupo
metilo terminal de ILO (-C=C-CHs) a 8 (1H) = 1,73 ppm. La conjugacion covalente de ILO a PEI condujo a cuatro
grados de acoplamiento diferentes (Fio (mol de ILO/mol de PEI) = 2, 5, 8, 16). Los constructos de PEI-g-ILO se
repartieron en pequefias alicuotas, se congelaron bruscamente en nitrégeno liquido y se mantuvieron hasta su uso
adicional a -80°C.

Ensayo de incubacién con FLUO-BSA-ILO y FLUO-BSA-TRP

La union a receptor/absorcion de FLUO-BSA-ILO se estudio en células A549, H441, 16HBE140- y BEAS-2B. Para
los ensayos de medicion de FACS se sembraron 24 horas antes de la adiciéon de los conjugados 100.000
células/pocillo en placas de 24 pocillos (TPP, Trasadingen, Suiza). Se diluyeron conjugados de FLUO-BSA-ILO,
FLUO-BSA-TRP y FLUO-BSA en MEM hasta una concentracion de 0,5 uM y se incubaron las células 4 h a 37°C.
Tras lavar las células con PBS se extrajeron las células de los pocillos con tratamiento con tripsina y se realizaron
las mediciones de FACS usando un escaner de FACS Beckton-Dickinson (San José, EE. UU.). Para la microscopia
confocal de barrido laser se realizaron los ensayos sobre soportes con 4 camaras de BD Falcon Culture (BD
Biosciences San José, EE. UU.) con 25.000 células por camara. La incubacion de FLUO-BSA-ILO y FLUO-BSA se
realiz6 tal como se describié anteriormente. Las células se lavaron y se fijaron en paraformaldehido al 4% y a
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continuacion se tifieron los nucleos celulares con DAPI (4’,6-diamidino-2-fenilindol) 0,33 uM y F-actina con
Alexafluor® 568 Falloidin (Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Alemania) usando protocolos convencionales. Los soportes
se cubrieron con medio (Vectashield, Vector Laboratories Inc., Berlingame, EE. UU.) y se tomaron imagenes con un
microscopio confocal de barrido laser (Leica, Solms, Alemania).

Ensayo para la inhibicion de la uniéon de FLUO-BSA-ILO con CAY 10449

Se estudio la inhibicién de la unién a receptor/absorciéon de FLUO-BSA-ILO en células 16HBE140-. Se prepararon
placas de 24 pocillos, como se describié anteriormente. Se diluyé CAY10449 en MEM hasta concentraciones de
15 uM, 30 uM y 150 uM y se incubd durante 15 min a 37°C. Inmediatamente después se afiadieron FLUO-BSA-ILO
y FLUO-BSA hasta una concentracion final de 25 nM y se incubé con las células durante 4 h a 37°C. La
union/absorcion se midié usando FACS.

Produccion de las particulas de vector génico

Se diluyeron por separado plasmido que contiene gen indicador de luciferasa (p.CMV-luc), PEI o PEI-g-ILO en 25 pl
de agua destilada doblemente. Se sometieron a prueba diferentes razones de N/P (razén molar de nitrégeno de PEI
con respecto a fosfato de ADN). La disolucion de pCMV-luc se afiadié a un mismo volumen de la disolucion de
polimero y se mezclé cuidadosamente, pipeteando hacia arriba y hacia abajo ocho veces, lo que condujo a
particulas con una concentracion de 20 pg de pCMV-luc/ml. Las particulas de transferencia genética se incubaron
durante 20 min a temperatura ambiente.

Medicién del tamaiio de particula

El tamafio de particula (determinado con dispersion de la luz dinamica) se midié usando un analizador Zeta
PALS/Zeta Potential (Brookhaven Instruments Corporation, Viena, Austria). Se generaron particulas de vector génico
tal como se describid anteriormente. Se usaron los siguientes ajustes: 5 pasadas con 1 min de medicién por
muestra; viscosidad para el agua 0,89 cP; indice de ref. 1.330; temperatura 25°C.

Prueba de retardo de ADN

Se produjeron particulas de vector génico PEI/pCMV-luc y PEI/g-ILO/pCMV-luc con diferentes grados de
acoplamiento con N/P = 4 en agua destilada doblemente tal como se describid anteriormente. Se mezclaron 5 pl de
cada disolucion de particulas o bien con 2 ul de agua destilada doblemente o bien 2 ul de disolucion de heparan
sulfato (5 mg/ml). Tras una incubacion de 45 minutos con 1 ul de tampon de carga (azul de bromofenol al 0,25%,
Xylolcyanol FF al 0,25%, glicerina al 30% en agua), se cargaron en pocillos individuales de un gel de agarosa al
0,8% y se separaron con electroforesis en gel de agarosa con 125 V durante 1 h. El gel se tifié con bromuro de etidio
y se hicieron visibles las bandas de ADN bajo luz UV.

Estudios de transfeccion in vitro

Se sembraron células A549, 16HBE140- y BEAS-2B 24 h antes de la transfeccion con una densidad de 100.000
células/pocillo en placas de 24 pocillos (TPP, Trasadingen, Suiza) y se cultivaron en MEM, que contenia FCS al 10%
y suplementado con penicilina/estreptomicina al 0,1% (V/V). Antes de la transfeccién se lavaron las células con PBS
y se afadieron 450 ul de medio libre de suero nuevo por pocillo. A continuacion se pipetearon 50 ul de las particulas
de vector génico, de manera correspondiente a 1 ug de pCMV-luc, sobre las células. Para los ensayos de inhibicién
se afiadié CAY 10449 a medio nuevo con una concentracion de 150 uM 15 min antes de la adicion de las particulas
de vector génico. Tras incubar durante 4 horas se sustituyé el medio de transfeccién por MEM, que contenia FCS al
10% y estaba suplementado con penicilina/estreptomicina al 0,1% (V/V). 24 h tras la transfeccién se midio la
actividad luciferasa usando un Wallac Victor? 1420 Multilabel Counters (Perkin Eimer, Boston, EE. UU.) segin Huth
et al. [23]. Los resultados se normalizaron a un contenido en proteinas celular total usando un ensayo proteico
Biorad y BSA como patrén proteico.

Estudios de transferencia genética in vivo

Para producir particulas de vector génico para la administracion de aerosol a ratones se diluyeron pCpG-luc y PEl o
PEI-g-ILO Fyo = 5 en cada caso con 4,0 ml de agua para inyeccion (B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Alemania), lo que condujo a concentraciones de 250 pg/ml de pCpG-luc o 130,4 pg/ml de PEI (de manera
correspondiente a una razon de N/P de 4). La disolucién de pCpG-luc se pipeted a la disolucion de PEI, se mezcld
pipeteando hacia arriba y hacia abajo 8 veces, lo que proporcioné una concentracion de ADN definitiva de 125
pg/ml. Las particulas se incubaron durante 20 min a temperatura ambiente antes de su uso. Las particulas se
nebulizaron usando un dispositivo de inhalacion PARI Turboboy ®N con un nebulizador PARI LC+ (PARI GmbH,
Starnberg, Alemania), que estaba conectado con un dispositivo de aerosol corporal total vertical segun Rudolph et
al. [24]. Tras 24 h se anestesiaron los ratones y tuvo lugar una administracion pulmonar de sustrato de D-luciferina
(1,5 mg/50 pl de PBS por raton) mediante inhalacién [25]. Tras 10 min se midié la bioluminiscencia (IVIS 100
Imaging System; Xenogen, Alameda, EE. UU.) usando los siguientes ajustes de camara: campo visual 10, F1 f-stop,
High Resolution Binning y tiempo de exposicion 10 min. Para confirmar los grados de expresion de gen indicador en
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los pulmones se sacrificaron mediante dislocacién cervical los ratones tras la absorcidon de bioluminiscencia in vivo.
Tras abrir el peritoneo mediante un corte a lo largo de la linea central se seccionaron los pulmones de los animales y
se perfundieron con PBS. Los pulmones se congelaron bruscamente en nitrégeno liquido y se homogeneizaron en
estado congelado. Tras la adicion de 400 pl de tampén de lisis (Tris 250 mM, pH 7,8, Triton X-100 al 0,1%,
comprimidos de cdctel de inhibidor de proteasa completo Roche) e incubaciéon de 20 minutos sobre hielo se midié la
actividad luciferasa en el sobrenadante usando un luminémetro tubular Lumat LB9507 (EG & G Berthold, Munich,
Alemania). Se usé luciferasa recombinante (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) como patréon, para
calcular la cantidad de luciferasa, que se expreso en el tejido pulmonar.

Prueba a base de MTT

Se evaluo la toxicidad de particulas de PEI/pCMV-luc o PEI-g-ILO Fi.o = 5/pCMV-luc en células 16 HBE140- con una
razén de N/P de 4. Las células se sembraron 24 h antes del ensayo con una densidad de 80.000 células/pocillo en
una placa de 24 pocillos. La transfeccion tuvo lugar como se describié anteriormente. Tras 4 h se sustituyo la mezcla
de transfeccion por 400 ul de medio y se realizd una prueba basada en MTT usando el kit 1 de proliferacion celular
(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania) segun las instrucciones del fabricante. Las células no tratadas se
usaron como referencia, al ajustar la absorcién correspondiente al 100% de las células viables.

Acumulacion de suero y analisis de la concentracion de citocina

24 h tras la administracion del aerosol se tomaron muestras de sangre de los ratones y se mantuvieron a 4°C
durante la noche. Se centrifugd la sangre y se acumulé el suero. La determinacién cuantitativa de interleucina-12 (IL-
12) e interferén-y (IFN-y) tuvo lugar usando kits de INF-y-ELISA de ratén e IL-12 de raton (P40/P70) (Ray Biotech,
Norcross, EE. UU.) segun las instrucciones del fabricante. Se usaron ratones no tratados como referencia, al fijar la
concentracion correspondiente a 1.

Analisis estadistico

Los resultados se indican como valor medio + la desviacion estandar. Las diferencias estadisticamente significativas
se evaluaron con la prueba de la T de Student no pareada. p < 0,01 se considero significativo.

Resultados
Confirmacion de la expresion de receptor IP1 en células pulmonares con inmunotransferencia de tipo Western

La expresion de receptor IP¢ en células epiteliales alveolares (A549) y bronquiales (BEAS-2B, 16HBE140-) humanas
se confirmé con analisis de inmunotransferencia de tipo Western. Pudo identificarse una banda proteica a 47 kDa
(figura 1), lo que corresponde a la forma glicosilada de la proteina receptora IP1, expresada sobre la membrana
celular [26]. Por tanto, se estudio si es posible el control dirigido del receptor IP¢ para el suministro de proteinas o
genes.

Control de células pulmonares con diferentes ligandos de receptor IP4

Para estudiar el direccionamiento a la diana al receptor IP4 para transferencia genética mediada por receptor, se
acoplaron TRP e ILO quimicamente a albumina sérica bovina marcada con fluoresceina (FLUO-BSA), que servia
como sustancia modelo. Mientras la incubacion de células A549 y 16HBE140- con FLUO-BSA condujo a una unién
de fondo inespecifica, la incubacion con FLUO-BSA-TRP y FLUO-BSA-ILO condujo al 5,5 + 0,5% o al 39,3 + 0,6%
de células A549 positivas y al 51 + 1,8% o al 76,1 £ 1,4% de células 16HBE140- positivas (figura 2). La intensidad de
fluorescencia media (MFI) de células A549 y 16HBE140- fue significativamente mayor tras la incubacion con FLUO-
BSA-ILO que tras la incubaciéon con FLUO-BSA-TRP. Estos resultados muestran que TRP y ILO pueden mediar una
union satisfactoria de la sustancia modelo FLUO-BSA a células pulmonares, pero que ILO es el ligando de guiado a
la diana mas eficaz.

Especificidad de la union de FLUO-BSA-ILO a diferentes lineas celulares pulmonares

Se estudio adicionalmente ILO como ligando de guiado a la diana en lineas celulares pulmonares adicionales debido
a la mejor unién celular/absorcion en comparacion con TRP. Ademas de células A549 y 16HBE140-, la incubacion
de células H441 y BEAS-2B con FLUO-BSA-ILO produjo un numero significativamente mayor (p < 0,01) de células
positivas y MFI como control FLUO-BSA (38,0 6 1,8%) o 82,7 + 1,6% con respecto al 9,1 + 1,9% o 13,7 + 1,2%
(Figura 3A). Este efecto era mas claro en células epiteliales bronquiales humanas (16HBE140-, BEAS-2B) que en
células epiteliales Clara (H441) o alveolares (A549). Estos resultados muestran la diferente expresion de superficie
de célula del receptor IP1 en tipos de células pulmonares humanas.

Para confirmar la especificidad de receptor de la unién observada de FLUO-BSA-ILO en células pulmonares, se
incubaron células 16HBE140- con FLUO-BSA-ILO en presencia de cantidades crecientes de CAY10449. De este
compuesto ya se informé previamente que es un antagonista potente altamente especifico del receptor IP1 humano
[27, 28]. Se incubaron células 16HBE140- con FLUO-BSA-ILO 25 nM junto con concentraciones crecientes de
CAY10449. La adicion de CAY 10449 condujo a una reduccion dependiente de la dosis significativa (p < 0,01) tanto
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del nimero de células positivas para la fluorescencia como del MFI (figura 3B). A la concentracion de CAY 10449
maxima usada, el nimero de células positivas para la fluorescencia disminuy6 del 95,7 + 0,7% al 7,4 + 0,9%. Las
células, que se habian incubado con conjugados de FLUO-BSA, se usaron como controles y no mostraban ningun
efecto durante la adicion de CAY10449. Se obtuvieron resultados similares en ensayos competitivos con un exceso
de ILO sin conjugar.

Mediciones de FACS junto con ensayos de inhibicidn apuntan a una expresion en la superficie celular dependiente
del tipo de célula del receptor IP1 en células epiteliales pulmonares. Para seguir sometiendo a prueba si ILO media
en una absorcion intracelular de FLUO-BSA-ILO, se realizaron ensayos adicionales usando microscopia confocal de
barrido laser. Se incubaron células 16HBE140- o bien con FLUO-BSA o FLUO-BSA-ILO 0,5 uM. La visibilizacion de
las células mediante microscopia confocal mostré una clara unién a la superficie celular y posterior absorcion
intracelular de conjugados de FLUO-BSA-ILO (figura 3C), mientras que ya no pudo observarse ninguna absorcién de
FLUO-BSA.

Caracterizacion de particulas de vector génico PEl y PEI-g-ILO

Se acopld ILO a PEI a través de quimica de carbodiimida con un grado de acoplamiento creciente Fyo =2, 5,8 0 16
y se midié el tamafio de las particulas de vector génico generadas con dispersion de la luz dinamica (tabla 1).
Particulas con un grado de acoplamiento Fyio = 2 y 5 con una razéon N/P de 4 a 8 mostraron diametros
hidrodinamicos de 50 bis 100 nm, que eran comparables con los vectores génicos de PEI. Las particulas que se
produjeron PEI N/P 2, PEI-g-ILO Fyo =2 N/P 2 a 3y PEI-g-ILO F 0 = 16 N/P 4, no eran estables y precipitaban. Las
particulas que tenian menos de 150 nm mostraron una polidispersidad < 0,2.

A continuacién se determino la afinidad de uniéon a ADN de los constructos de PEI-g-ILO. Se produjeron particulas
con N/P 4 y se realizé una prueba de liberacion de ADN (figura 4). Para PEI, PEI-g-ILO Fy0 =2 y PEI-g-ILO Fy 0 = 5
habia una liberacion completa del ADN tras la adicion de heparan sulfato. En el caso de un alto grado de
acoplamiento de 16 pudo observarse solo una liberacién parcial del ADN, lo que apunta a una unién mas fuerte de
los polimeros al plasmido. Por tanto, un grado de acoplamiento de 16 o mas es menos preferible.

Eficacia de transfeccion in vitro

Una unién y absorcion aumentada de FLUO-BSA-ILO en diferentes células pulmonares y la posibilidad de formar
particulas de PEI-g-ILO/pCMV-luc, era motivo para seguir estudiando el ILO como ligando, para mejorar la
transferencia genética in vitro. Se transfectaron células 16HBE140- con vectores génicos PEI-g-ILO y se compararon
con PEI modificada como control. La eficacia de transferencia genética aumenté con la razén de N/P. El grado
maximo de expresion génica se encontraba a N/P 4 y F, 0 = 5. En estas condiciones optimizadas, la expresion
génica fue significativamente 46 veces mayor que para PEI (figura 5A). La formacion de particulas a razones de N/P
mayores (> 4) no condujo a ningun aumento adicional de la expresién génica. Conjugados de PEI-g-ILO con otros
grados de acoplamiento condujeron a grados de transfeccion o bien menores o bien iguales en comparaciéon con
PEI.

Los ensayos para la inhibicién competitiva con CAY 10449 se realizaron para confirmar la transferencia genética
mediada por receptores de vectores génicos PEI-g-ILO. Se transfectaron células 16HBE140- o bien con PEI o
vectores génicos PEI-g-ILO Fi.o = 5 con N/P 4 en presencia o ausencia de 150 uM CAY10449. La expresion génica
observada con PEI-g-ILO F, o = 5 estaba reducida 33 veces significativamente (p < 0,01) con respecto a PEI (figura
5B). En el caso de células, que estaban transfectadas con PEI, no se observo ningun efecto por CAY10449.

Ademas, se sometié a prueba PEI-g-ILO F o = 5 también en células A549 y BEAS-2B. En condiciones optimizadas,
la expresion mediada por PEI-g-ILO Fio = 5 con respecto a PEIl en células A549 o BEAS-2B era 45 veces o 14
veces mas alta (figura 5C).

Estudios para la liberacién génica in vivo

Se suministraron particulas de vector génico PEI-g-ILO Fio = 5 y PEI al pulmén de ratones BALB/C a través de
aerosol y se analiz6 la expresion génica durante 24 h tras la administracion del gen. La medicion de la expresion del
gen de luciferasa con respecto a la imagen de bioluminiscencia in vivo muestra una fuerte sefial en los pulmones de
ratones, que se habian tratado con vectores génicos PEI-g-ILO F; o = 5, pero no estaba en el limite de deteccion
para vectores génicos de PEI (figura 6A). Para evaluar cuantitativamente la luciferasa por mg de tejido pulmonar, se
sacrificaron los ratones y se aislaron los pulmones. La expresion de luciferasa, que se midio en el tejido pulmonar
homogeneizado, era significativamente 14 veces mayor para vectores génicos PEI-g-ILO Fi.o = 5 que para vectores
génicos PEI (figura 6B).

Toxicidad in vitro e in vivo

La viabilidad in vitro tras la utilizacion de particulas de vector génico (PEI-g-ILO Fj o = 5/pCMV-luc o PEI/pCMV-luc)
se midié usando un ensayo de MTT. En comparacién con la PEl no pudo observarse ningin aumento de la
citotoxicidad (86,0 + 10,1% de viabilidad celular para PEI-g-ILO F;.o0 = 5 con respecto al 89,2 + 3,2% para PEI). Para
la determinacion de la toxicidad in vivo y la inflamacion se obtuvo suero de ratones tratados y se midieron las
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citocinas inflamatorias, incluyendo interleucina-12 (IL-12) e interferdn-y (INF-y). De manera similar a los resultados
de MTT in vitro no pudo demostrarse ningiin aumento significativo en las citocinas 24 h tras la administracion del gen
con ELISA.

Con los ensayos anteriores pudo mostrarse que el analogo de prostaglandina I, ILO, un agonista de receptor IP;,
puede usarse como ligando de guiado a la diana, para mejorar la transferencia genética de polimeros catidnicos, tal
como PEI en células pulmonares in vitro e in vivo. Se encontré que, con los conjugados segun la invencion, que
contienen un analogo de prostaglandina I, como ligando de guiado a la diana y un polimero catidnico como envoltura
para una sustancia activa, puede mejorarse significativamente la expresion génica. Asi, en el estudio se mostré que
la expresion del gen indicador habia aumentado significativamente en las células epiteliales alveolares (A549) y
bronquiales (16HBE140-, BEAS-2B) humanas, concretamente en hasta 46 veces. Ademas, la actividad luciferasa en
el pulmén de ratones tras el tratamiento con aerosol era significativamente mas alta, concretamente 14 veces mas
alta que en el caso de PEI.

ILO y TRP son agonistas del receptor IP; humano [29]. Ambos estan autorizados para el tratamiento de hipertension
arterial pulmonar a través de inhalaciéon de aerosol o aplicacién intravenosa [20, 30, 31]. Los receptores IP1 se
expresan en el pulmén de seres humanos y ratones [15, 32-34] y los complejos de receptor IP4/ligando se
internalizan en la célula [35, 36]. Segun la invencion, estas propiedades se aprovechan para poner a disposicion un
sistema mejorado para la introduccion de agentes en células pulmonares.

Con la inmunotransferencia de tipo Western pudo conformarse la expresion de receptores IP4 en diferentes tipos de
células pulmonares. Para caracterizar mas detalladamente la expresién de receptor I[P+ sobre la superficie celular de
células pulmonares, se sintetizaron conjugados de BSA marcados con fluoresceina, que estaban acoplados o bien a
ILO o bien a TRP. Ambos constructos se incubaron entonces con lineas celulares epiteliales alveolares (A549) y
bronquiales (16HBE140-) y se analizd la unién a las células con citometria de flujo. Los resultados muestran que
estan presentes receptores IP1 en cada una de las lineas celulares sometidas a prueba. Sin embargo, ILO muestra
una mayor unioén a la superficie celular que TRP y por tanto se us6 ILO como ligando de guiado a la diana en todos
los ensayos posteriores. La especificidad de la union del receptor IP4 se mostré mediante ensayos de inhibicién con
el antagonista de receptor IP1 especifico CAY10449 [27, 28, 32] y mediante el exceso de ILO libre.

Para confirmar estas observaciones, se realizé una microscopia confocal de barrido laser, que mostraba la unién de
FLUO-BSA-ILO a la superficie celular y la absorcién intracelular en células 16HBE140-. Por tanto, estos resultados
demuestran que puede usarse ILO como ligando de guiado a la diana segun la invencion, que media en la union y
absorcion intracelular de sustancias conjugadas, tal como FLUO-BSA, lo que es una condicidon previa para una
absorcién mediada por receptores de nanoparticulas de vector génico.

Para estudios de transfeccion se conjugé ILO con PEI ramificado de 25 kDa a través de un enlace amida. La sintesis
condujo a conjugados con un grado de acoplamiento de Fio = 2, 5, 8 y 16. Se examinaron particulas de PEI-g-
ILO/pCMV-luc para determinar células 16HBE140- y se observé la maxima eficacia de transfeccion a N/P 4 Fy o = 5,
mientras que un mayor grado de acoplamiento de desde 8 hasta 16 condujo a una tasa de transfeccién menor. Esto
puede basarse en una liberacion incompleta de pCMV-luc a grados de acoplamiento mayores, lo que se observé con
una prueba de liberacion de ADN. La liberacion de pADN a partir de particulas de PEI/p-ADN se establecié ya como
parametro critico para una transferencia genética satisfactoria [37]. Puede especularse, que una interaccion
hidréfoba adicional de ILO con pADN podria aumentar la unién a pADN. La medicién del tamafio de diferentes
particulas mostré que una cantidad creciente de ligando conduce a diametros hidrodinamicos mayores para
particulas de PEI-g-ILO/pCMV-luc de hasta 1 um. Resultados similares se obtuvieron en Elfinger et al., cuando se
acopld clembuterol a PEI [13]. Particulas con PEI-g-ILO F; .o = 5 mostraron un diametro hidrodinamico de menos de
100 nm. Particulas de tamafio similar pudieron internalizarse de manera mas eficaz que las particulas mayores, lo
que ya se mostro [38]. La transfeccion de células epiteliales alveolares (A549) y bronquiales (16HBE140-, BEAS-2B)
con particulas de PEI-g-ILO Fj o = 5/pCMV-luc con N/P 4 condujo a un aumento de 46 veces de la expresion del gen
indicador en comparacion con particulas de PEI/pCMV-luc con una razén de N/P igual en todas las lineas celulares
sometidas a prueba. La expresion génica mejorada observada no condujo a un aumento elevado de la toxicidad
metabdlica, lo que se midié con una prueba de MTT. Ademas, se respaldé adicionalmente la hipotesis de la
transferencia genética mediada por receptor mediante los ensayos con una inhibiciéon mediada por antagonistas
especificos en células 16HBE140-. La adicion de CAY 10449 redujo la expresion génica hasta una medida, que es
comparable con PEI.

Para ensayos con animales se usé un plasmido de expresion de luciferasa libre de CpG (pCpG-luc). Se ha
demostrado que los plasmidos libres de CpG tienen un efecto menos inflamatorio que los que contienen CpG.
También se mostrd que conducen a una expresion génica mayor y mas prolongada en el pulmén [39]. Antes de los
ensayos con animales se nebulizaron vectores génicos de PEI-g-ILO Fyo = 5/pCpG-luc y PEl/pCpG-luc y se
acumularon diferentes fracciones (nebulizadas, no nebulizadas), para someter a prueba la estabilidad de las
particulas. Nila prueba de retardo en gel ni las mediciones del tamarfio de particula mostraron una variacion de las
particulas tras la nebulizacién en comparacién con las particulas no nebulizadas. Estas observaciones confirman
que las particulas no se vieron afectadas negativamente por la formacién del aerosol. Ya se notificaron los mismos
resultados [40]. Tras la administracion del aerosol a los pulmones de ratones, la expresion génica era
significativamente, 14 veces, mayor para vectores génicos PEI-g-ILO Fio = 5/pCpG-luc que para PEI/pCpG-luc. La
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medicion de interleucina-12 (IL-12) e interferén-y (INF-y) en suero de ratén no mostré ningiin aumento significativo de
estas citocinas. Esta observacion coincide con Gautham et al. [41], donde se mostré que la administracion en
aerosol de particulas de PEI-ADN no induce ninguna respuesta de citocina.

Resumiendo, puede establecerse que segun la invencién se proporciona una nueva estructura de hallazgo de diana
para el suministro de sustancias al pulmoén. El potencial de los analogos de prostaciclina y en particular de ILO como
ligando para el guiado a la diana se reconoci6 por parte de los inventores y se aproveché como “via” para la
administracion de sustancias en células pulmonares. En particular son utiles analogos de prostaciclina ILO como
ligandos de guiado a la diana para vectores no virales en forma de aerosol. Usando conjugados moleculares a base
de fluoresceina pudo mostrarse que el receptor IP1 es un candidato adecuado para una transferencia genética
mediada por receptor en células pulmonares. La unién y absorcion especifica del receptor de conjugados
moleculares pudo mostrarse para células epiteliales tanto alveolares como bronquiales y células Clara. Los
conjugados segun la invenciéon conducen a un aumento significativo especifico de la expresiéon génica in vitro e in
vivo. Mediante el aumento de mas de 10 veces de la expresion génica es posible reducir la cantidad de pADN y de
portadores genéticos, lo que reduce la toxicidad e inflamacion mediada por ADN o portadores.

Los resultados de este ejemplo se muestran en las figuras 1 a 7 y la tabla 1:

Tabla 1: Caracterizacion fisica de vectores génicos de PEI/pCMV-luc y PEI-g-ILO/pCMV-luc usando PEI-g-ILO con
diferentes grados de acoplamiento (Fio = 2, 5, 8, 16) a diferentes razones de N/P:

Mediciones del tamafio de particula y de la polidispersidad (entre paréntesis). Los resultados se indican como valor
medio + desviacion estandar (n = 3).

Figura 1

La inmunotransferencia de tipo Western muestra la expresién de proteina receptora IPy con 67 kDa en células
epiteliales alveolares (A549) y bronquiales (BEAS-2B, 16HBE140-) humanas. Cada banda se cargd con 40 ug de
extracto proteico.

Figura 2

Hallazgo de diana del receptor IPy con TRP e ILO en lineas celulares epiteliales alveolares (A549) y bronquiales
(16HBE140-). La incubacion de FLUO-BSA, FLUO-BSA-TRP y FLUO-BSA-ILO se realizé con una concentracion de
0,5 uM (n = 4): mediciones de FACS. Los resultados se indican como valor medio + desviacion estandar. ** significa
significancia estatica con p < 0,01.

Figura 3

Distribucion de receptor IP4 y la unién a receptor en células epiteliales alveolares (A549), broncoalveolares (H441) y
bronquiales (16HBE140-, BEAS-2B). La incubacion con FLUO-BSA-ILO y FLUO-BSA se realiz6 con una
concentracion de 0,5 uM (n = 4): mediciones de FACS (a). Se incubaron células 16HBE140- (b,c) y A549 (d) con
FLUO-BSA-ILO y FLUO-BSA 25 nM junto con concentraciones crecientes de CAY10449 (n = 4); mediciones de
FACS (b,c,d). Para la microscopia confocal de barrido laser se incubaron células 16HBE140- con FLUO-BSA-ILO y
FLUO-BSA 0,5 uM (e). Los resultados se indican como valor medio + desviacion estandar. ** significa significancia
estadistica con p < 0,01.

Figura 4

Prueba de retardo de ADN para PEl y diferentes constructos de PEI-g-ILO con N/P = 4. Se incubaron polimeros, que
se habian complejado con pCMV-luc, con (+) y sin (-) heparan sulfato, se repartieron sobre gel de agarosa y se
hicieron visibles bajo luz UV tras la tincion con bromuro de etidio.

Figura 5

Eficacia de transfeccion in vitro. La transfeccion de células 16HBE140- con pCMV-luc complejado con diferentes
constructos de PEI-g-ILO a diferentes razones de N/P (n = 4): mediciéon de la expresion génica de luciferasa (a),
experimento de inhibicién de particulas de PEI/pCMV-luc y PEI-g-ILO Fio = 5/pCMV-luc con una razén de N/P de 4
con CAY10449 (n = 3): mediciéon de la expresion génica de luciferasa (b). Transfeccion de A549, 16HBE140- y
BEAS-2B con PEIl/pCMV-luc y PEI-g-ILO Fio = 5/pCMV-luc con una razon de N/P de 4 (n = 6): medicion de la
expresion génica de luciferasa (c). La expresion génica de luciferasa se midi6 como la luminiscencia en unidades
luminosas relativas (RLU) durante 10 s/mg de proteina celular. Los resultados se indican como valor medio *
desviacion estandar. ** significa significancia estadistica con p < 0,01.

Figura 6

La expresion génica de luciferasa in vivo, que se obtuvo con particulas de PEI/pCpG-luc y PEI-g-ILO Fi0=5/pCpG-
luc con una razon de N/P = 4 en pulmones de ratones BALB/c tras la administracion en aerosol (n = 5). Los
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formadores de bioluminiscencia con un tiempo de exposicién de 10 min tras 24 h (a). La medicion de la expresién de
luciferasa en homogeneizados pulmonares de ratones con un tiempo de exposicion de 30 s se realizo 24 h tras la
transfeccion (b). Los resultados se indican como punto vertical con mediana. ** significa significancia estadistica con
p <0,01.

Figura 7

La transfeccion de células epiteliales alveolares (A549) y bronquiales (16HBE140-), BEAS-2B) con particulas de
PEI-g-ILO Fi.0=5/pCMV-luc con N/P 4 no condujo en comparacion con las particulas de PEI/pCMV-luc o en
comparaciéon con células no tratadas a un aumento de la toxicidad metabdlica, lo que se midié con una prueba de
MTT (a). Ademas, tras la administracion de PEI-g-ILO F;.0=10 a los pulmones de ratones en comparacién con la
administracion de PEI y ratones no tratados se midieron interleucina-12 (IL-12) e interferén-y (IFN-y) en el suero de
ratén. No se mostré ningun aumento significativo de estas citocinas.

Ejemplo 2
Suministro de vectores génicos de forma dosis-dependientes a células pulmonares

Se transfectaron células 16HBE140- con particulas de vector génico de PEl y PEI-g-ILO, reduciendo la cantidad de
pCMV-luc desde 1 ug hasta 0,25 pg (figura 8). 24 h tras la transfeccion disminuy6 la eficacia de transferencia
genética de un modo dependiente de la dosis. El mayor grado de expresion génica se hallé con 1 pg de pCMV-luc.
Sin embargo, 0,5 ng de pCMV-luc complejado con PEI-g-ILO F, .0 = 5 condujeron a una expresion, que era igual a
1 ug de pCMV-luc complejado con PEI modificada (3,3*10° con respecto a 3,2*10°% RLU/10 s/mg de proteina).

Para mostrar que la eficacia de transferencia genética disminuye de una manera dependiente de la dosis, se realizd
un ensayo de transfeccion, en el que se redujo la cantidad de particulas de vector génico. En este caso se mostro
que la reduccion de particulas de vector génico de PEI-g-ILO Fio = 5 hasta el 50% conduce a una expresion igual
en comparacion con el 100% de particulas de vector génico de PEI. Estos datos muestran claramente que puede
reducirse la cantidad de pADN y portadores genéticos y se mantiene el mismo grado de expresion. Ademas, puede
reducirse tanto pADN como la toxicidad e inflamacién mediada por portadores.

Los resultados de este ejemplo se representan también en la figura 8.
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REIVINDICACIONES

Conjugado a partir de un complejo de agente y al menos un ligando de hallazgo de diana, comprendiendo
el complejo de agente un agente envuelto por un material de envoltura, siendo el ligando de hallazgo de
diana iloprost o treprostinil, siendo el material de envoltura un polimero cationico y siendo el agente un
acido nucleico.

Conjugado segun la reivindicacion 1, caracterizado porque el acido nucleico es un ADN o ARN, cuya falta o
deficiencia provoca una enfermedad o es un ADN o ARN, que codifica para un polipéptido, cuya falta o
deficiencia provoca una enfermedad o que actia de manera inmunomoduladora.

Conjugado segun la reivindicacion 1 o 2, caracterizado porque el agente es un acido nucleico que
compensa un defecto proteico o una falta de proteina o una mezcla del acido nucleico y una proteina que
compensa un defecto proteico o una falta de proteina o farmaco que actua en el pulmon.

Conjugado segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el agente es una molécula
indicadora.

Conjugado segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el material de envoltura es
una sustancia que aparece de manera natural o sintética.

Conjugado segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el material de envoltura es
un polimero catidnico, preferiblemente protonable, que contiene nitrégeno que puede degradarse
bioldgicamente, en particular polietilenimina o polietilenimina biodegradable.

Conjugado segun una de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque el complejo de agente de
material de envoltura y acido nucleico esta pegilado adicionalmente.

Conjugado segun una de las reivindicaciones anteriores para su uso para la terapia génica o para su uso
para el tratamiento de una enfermedad pulmonar que se basa en un defecto proteico o defecto genético, en
particular de fibrosis quistica.

Conjugado segun una de las reivindicaciones 2 a 7 o conjugado para su uso segun la reivindicacion 8,
caracterizado porque la razén de polimero catiénico con respecto a acido nucleico, medida como razén
molar de porcentaje de nitrégeno del polimero con respecto a porcentaje de fosfato del ADN, se encuentra
en un intervalo de desde 10:1 hasta 1:20.

Conjugado segun una de las reivindicaciones 1 a 7 y 9 o conjugado para su uso segun la reivindicacién 8 o
9, caracterizado porque el agente envuelto por el material de envoltura se encuentra en forma de
nanocapsulas o nanoparticulas.

Conjugado segun una de las reivindicaciones 1 a 7, 9 y 10 para su uso para el tratamiento de
enfermedades pulmonares, posibilitando iloprost o treprostinil como estructura de hallazgo de diana la
transferencia del agente a células epiteliales alveolares y bronquiales.

Composicion terapéutica para el tratamiento de afecciones pulmonares que contiene un conjugado segun
una de las reivindicaciones 1 a 7,9y 10.
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