ES2717836 T3

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 717 836
Eint. a1

A61K 47/59 (2007.01)
A61K 47/60 (2007.01)
A61K 47/68 (2007.02)
A61P 35/00 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: 03.12.2004  PCT/US2004/040660
Fecha y numero de publicacion internacional: 23.06.2005 WO05055980

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  03.12.2004  E 04813049 (6)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 13.03.2019  EP 1689443

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

T3

T|’tu|o: Sistema de administracion de farmacos multifuncional a base de acido polimalico

Prioridad: @ Titular/es:

05.12.2003 US 527330 P ARROGENE, INC. (50.0%)
8631 West Third Street, Suite 800E

L o Los Angeles, CA 90048, US y
Fecha q§ publicacion y r_nenmon en BOPI de la CEDARS-SINAI MEDICAL CENTER (50.0%)
traduccién de la patente:

25.06.2019 @ Inventor/es:

LJUBIMOVA, JULIA, Y.;
BLACK, KEITH, L.y
HOLLER, EGGEHARD

Agente/Representante:
SAEZ MAESO, Ana

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de

la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2717836 T3

DESCRIPCION
Sistema de administracion de farmacos multifuncional a base de acido polimalico

La presente solicitud se basa en la Solicitud de la Patente Provisional de los Estados Unidos en serie No.
60/527,330 presentada el 5 de diciembre de 2003 y reivindica la prioridad de dicha solicitud.

Antecedentes de la invencion y descripcion de la técnica anterior.

La presente invencion se refiere al campo de la administracion dirigida de farmacos y, mas especificamente, implica
un vehiculo de administracion de farmacos dirigido multifuncional.

En la actualidad, se usan varios andamios moleculares diferentes en la sintesis de vehiculos farmacoldgicos;
ejemplos notables son el copolimero de N-(2-hidroxipropil)metacrilamida (HPMA) (20 - 30 kDa) [42] y otros derivados
del acido poliacrilico. Sin embargo, estos no se consideran que sean biodegradables [43, y las referencias en la
mismal], debido a sus esqueletos de carbono-carbono, y son problematicos debido a la inevitable contaminacién por
acido acrilico peligroso [44]. Otros andamios degradables (por ejemplo, poli (acido L-glutamico) [45] pueden tener
propiedades desfavorables, como la restriccion de rotaciéon alrededor del enlace peptidico o la solubilidad limitada en
solventes organicos deseables para la sintesis quimica y la purificacién del producto, y, ademas, respalda
inmunogenicidad en la proximidad estructural a otras estructuras potencialmente inmunogénicas debido a la alta
capacidad de formacién de enlaces de hidrégeno del esqueleto peptidico [45, 46, 47].

Tecnologia antisentido. Los oligonucledtidos (oligos) antisentido que se unen e inactivan secuencias especificas de
ARN pueden ser una de las mejores herramientas para estudiar la funcién de los genes, la regulacion de la
expresion génica, las interacciones entre los productos genéticos y la validacion de nuevas dianas terapéuticas para
el desarrollo de farmacos. Los oligos antisentido ofrecen la promesa de terapias seguras y efectivas para
enfermedades virales, canceres y otras enfermedades devastadoras. Los oligos antisentido especificos que imitan la
plantilla de ADN para la produccién de ARN se usan para unirse al ARN complementario y para prevenir la
traduccion de proteinas (por ejemplo, de marcadores tumorales) [1].

Hay datos prometedores sobre el uso de tecnologia antisentido en gliomas. El crecimiento de glioma in vitro y en
ratones desnudos se puede inhibir por antisentido a la telomerasa [2]. Un estudio piloto demostré que el antisentido
al receptor de IGF-I indujo la apoptosis de las células del glioma y dio lugar a mejoras clinicas de los pacientes [3].
Varios ensayos clinicos estan actualmente usando oligos antisentido para el tratamiento de otros canceres [4]. Estos
estudios aprovechan oligos antisentido de nueva generacion libres de especificidad, estabilidad y efectos no
antisentido insuficientes [5]. Las variedades mas prometedoras de oligos mejorados son oligos de morfolino y oligos
de acido nucleico peptidico (PNA). Estas variedades tienen la mayor especificidad de secuencia de todos los tipos
de antisentido, y mantienen esta especificidad en un amplio intervalo de concentracion [6, 7, 8, 9, 10 y 11]. Una
nueva variante del enfoque antisentido en rapida evolucion esta representada por pequefios ARN interferentes
(ARNIip) que también son silenciadores de la expresion de genes muy potentes y posibles farmacos anticancerosos.

El bloqueo combinado de varios marcadores moleculares in vitro e in vivo para prevenir la progresion del tumor. Este
enfoque se ha usado con éxito en la quimioterapia contra el cancer, pero ain no se ha aplicado a los marcadores
tumorales especificos dirigidos. Solo siguiendo el desarrollo de los enfoques de la matriz de genes/proteinas, fue
posible obtener y correlacionar datos sobre cambios concertados de genes especificos durante la progresion y
recurrencia del tumor. Tales cambios concertados ofrecen la posibilidad de contrarrestar las alteraciones
simultaneas de varios genes con la esperanza de bloquear eficazmente el desarrollo y la progresion del tumor.
Existen varios genes candidatos para bloquear el crecimiento y la diseminacion del glioma, incluidos los receptores
de tirosina quinasa (por ejemplo, EGFR), algunos factores de crecimiento y genes antiapoptéticos que se pueden
usar potencialmente en combinacién con agentes quimioterapéuticos para prevenir mas eficazmente el crecimiento
de tumores [12, 13, 14, 15 y 16]. Nuestros estudios anteriores identificaron otra proteina candidata potencial, la
laminina 8, que se sobreexpresa en tumores cerebrales y mamarios, se correlaciona con un mal prondstico de los
gliomas y esta implicada en la invasion del glioma.

Administracion de farmacos. Para dirigirse directamente a las células cancerosas para tratar tumores, los farmacos,
por ejemplo, anticuerpos monoclonales, oligos antisentido o moléculas pequefias (tal como Tarceva (erlotinib)),
deben poder penetrar la membrana celular. Existen tres métodos basicos para la administracion intracelular de
farmacos, la difusién pasiva a través de canales o poros acuosos en la membrana, la difusién pasiva de los
farmacos solubles en lipidos mediante la disolucién en los lipidos de la membrana y el transporte activo mediado por
portadores (vectores virales, sistema de transferencia de genes mediado por liposomas, productos quimicos
especiales) [16, 17]. El tejido cerebral es especialmente dificil de tratar con farmacos porque tiene una barrera
hematoencefalica especial con uniones estrechas entre las células endoteliales microvasculares del cerebro que
impiden la penetracion de farmacos solubles en agua e ionizados o polares [18, 19].

Las moléculas de alto peso molecular han recibido recientemente una atenciéon especial debido al aumento del
efecto de la permeabilidad y retencion (EPR) observado en el tejido canceroso para macromoléculas y lipidos (PM >
45 kDa) [20, 21 y 22]. A diferencia de los farmacos anticancerosos de molécula pequefia que se usan en la
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actualidad, que no distinguen el tumor del tejido normal, los farmacos macromoleculares (o polimeros) pueden dirigir
tumores con alta selectividad a través del efecto EPR [22, 23]. Uno de estos prometedores portadores de farmacos,
el acido poli-L-malico (PMLA), ha sido desarrollado por uno de los presentes inventores [24, 25]. Ljubimova et al., "A
new multifunctional drug delivery system based on polymalic acid to inhibit angiogenesis and invasion of human
gliomas in vitro and in vivo" European Journal of cancer. Supplement, Pergamon, Oxford, GB vol. 2, no. 8, de
septiembre de 2004 (2004-09), pagina 184, se publicé después de la fecha de prioridad reivindicada y antes de la
fecha de presentacion de la presente solicitud. Ljubimova et al. describe una construccion de administracion de
farmacos multifuncional que consiste en médulos unidos al acido polimalico (PMLA) de Physarum polycephalum.
Los modulos son (1) oligonucledtidos antisentido morfolino que se escinden en el citoplasma para liberar el farmaco
libre, (2) anticuerpo para el receptor de la transferrina para la seleccion de células cancerosas y endocitosis mediada
por receptor, (3) L-leucina conjugada con PEG de cadena corta y L-valina acoplada directamente, para proporcionar
lipofilicidad dependiente del pH para romper las membranas del endosomol, (4) PEG de cadena larga para
proteccion, (5) indicador fluorescente (fluoresceina o Cy5) para detectar la construccion en tejido/célula.

Resumen de la invencién

El alcance de la invencion esta definido por las reivindicaciones. Un objeto de la invencion es resolver los problemas
que han plagado previamente sistemas portadores de farmacos usando acido polimatico, que contiene una gran
cantidad de grupos carboxilicos funcionales, al menos aproximadamente 50 de tales grupos y aproximadamente 500
por molécula de acido polimalico de masa 50,000. El acido polimalico esta facilmente disponible en un intervalo de
tamafios desde una masa molecular de 2,500 hasta al menos 100,000. Esto permite la unién de un gran nimero de
moddulos moleculares funcionales bioldgicos activos para lograr:

* una alta variabilidad en el tipo y nimero de moléculas dirigidas a los tejidos por molécula portadora del farmaco;

* una alta variabilidad en el tipo y numero de moléculas de farmaco conjugado (profarmacos) por molécula portadora
del farmaco;

* una capacidad de controlar la solubilidad al tener grupos que portan ya sea residuos hidréfobos o hidréfilos ademas
de los moédulos funcionales;

* una capacidad para conjugar, aparte de los médulos funcionales descritos, grupos adicionales, tal como PEG, que
son activos en la proteccion del sistema portador contra la degradacion, por ejemplo, para aumentar la vida util en el
sistema de circulaciéon sanguinea;

* un andamio portador que es biodegradable, junto con muchos otros residuos usados como unidades de
construccion del sistema de administracion de farmacos;

* un sistema sin uso de componentes virales;

* un sistema de administracion con médulos funcionales (mAB u otros ligandos del receptor de la superficie de la
célula tumoral), el tipo de farmaco (oligonucledtidos antisentido para genes expresados de manera maligna), y una
masa molecular totalmente alta del sistema de administracion de farmacos cuenta con una alta especificidad hacia el
tejido tumoral (efecto de EPR); y

* un sistema farmacolégico de baja toxicidad que permite dosis de rata tan altas como 5 mg/kg de peso corporal de
rata.

Un objeto adicional de la invencion es:

« facilitar la sintesis de un sistema de administracion de farmacos evitando los métodos sintéticos complicados y las
reacciones secundarias incontrolables;

» construir solubilidad favorable y otras propiedades que proporcionen una purificacion facil;

* lograr los maximos rendimientos que permitan una estequiometria definida y la reproducibilidad de cada reaccion
quimica de conjugacion individual;

 sentar los fundamentos estructurales y sintéticos para una alta variabilidad con respecto al tipo y ndmero de
moddulos funcionales conjugados; y

* proporcionar una tecnologia que permita una ampliacion simple del sistema de administracion de farmacos.
La invencion técnica incluye:

* la eleccién del sistema de administraciéon de farmacos que emplea acido polimalico como un esqueleto o andamio
que porta un nimero muy alto de grupos carboxilicos reactivos (aproximadamente 500 para un andamio de masa
molecular 50,000);
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» activacion de la mayoria (idealmente todos) de estos grupos carboxilicos formando sus ésteres de NHS;

* preparacion quimicamente independiente de médulos funcionales, que portan grupos amino individuales como
nucledfilos para la sustitucion en los grupos carboxilo activados por NHS;

» preparar el andamio activado y cada uno de los mddulos funcionales reactivos por separado;

» combinando y haciendo reaccionar el andamio activado por NHS y cada médulo funcional reactivo independiente
pero en un orden secuencial bien definido, permitiendo la purificacion y verificacion de los intermedios/productos
deseados después de cada adicion de un médulo funcional recién agregado;

» combinando estos reactivos en cantidades estequiométricas;
* lograr altos y reproducibles rendimientos del conjugados; y

» evitar reacciones secundarias de los moddulos funcionales reactivos recién afiadidos con los modulos ya
conjugados al elegir una jerarquia bien organizada de adiciones secuenciales para la conjugacion de los siguientes
madulos funcionales entrantes.

Se describe el disefio y la sintesis de un portador o andamio, que transporta un farmaco conjugado covalentemente
a un tejido diana, se une a los receptores de la superficie celular del tejido, se interioriza en los endosomas, escapa
de los endosomas al citoplasma y farmaco libre de reactivo en el citoplasma por reaccién quimica con glutation y
otros grupos sulfhidrilo del contenido citoplasmico. La especificidad de los vehiculos farmacolégicos de alta masa
molecular o incluso de las particulas se basa tanto en la orientacion del tejido tumoral por medio de moléculas
dirigidas conjugadas especificas del tumor como en su permeabilidad y retencion mejorada en tumores (efecto EPR)
que se origina Unicamente a partir de su alta masa molecular (> 20000) [40,41].

El andamio poli (acido malico) (PMLAH) usado en la presente solicitud de patente contiene un enlace éster de
cadena principal, es biodegradable [27, y las referencias en la misma] y de alta flexibilidad molecular [49], soluble en
agua (cuando se ioniza) y solventes organicos (en su forma acida), no toxicos y no inmunogénicos [27, y las
referencias en la misma]. El farmaco que porta PMLAH ha sido sintetizado principalmente por polimerizacién de
apertura de anillo de lactonas de acido malico derivadas [27, y las referencias en la misma]. La sintesis de
doxorubicin-poli (acido malico) se ha descrito a partir de poli (acido 3-D, L-malico sintetizado quimicamente) [49]. La
sintesis de vehiculo del farmaco a partir de PMLAH de origen natural no se ha llevado a cabo. El tipo de sistema de
administracién de farmacos altamente funcional descrito en la presente solicitud de patente no se ha descrito
previamente.

El portador consiste en poli (acido B-L-malico) (PMLA) que representa el esqueleto o andamio molecular que esta
conjugado quimicamente en sus grupos carboxilicos en proporciones definidas con una variedad de mddulos
funcionales que realizan las siguientes tareas: (1 ) entrega de un profarmaco a través de un modulo funcional
liberable que se hace efectivo en el citoplasma, (2) dirigiendo el portador hacia un tejido especifico mediante la unién
a las superficies de las células (por ejemplo, un anticuerpo monoclonal (mAB)), (3) interiorizacién en la célula diana a
través de endosomas (generalmente a través de la interiorizacion de un receptor de superficie dirigido), (4) escapan
de los endosomas al citoplasma en virtud de unidades funcionales hidrofébicas que se integran y finalmente rompen
las membranas endosémicas, y se vuelven efectivas durante la acidificacion de los endosomas en el camino hacia
lisosomas, (5) proteccion por polietilenglicol (PEG) contra actividades enzimaticas degradantes (por ejemplo,
peptidasas, proteasas, etc.).

En esta invencion, un "modulo” es una estructura molecular biolégicamente activa como se define en las
reivindicaciones, que va desde una molécula de farmaco pequefia o una molécula de croméforo hasta un anticuerpo
completo. En el caso de los ejemplos presentados en este documento (1) esta representado por oligonucledtidos
antisentido morfolino contra la cadena a-4 y la cadena B-1 de laminina-8 [34, 51] acoplado a un espaciador que
interviene por un enlace amida por medio de un grupo -NH (amino) introducido artificialmente en sus extremos 3'. El
espaciador esta unido al portador por una unidad estructural disulfuro que se puede escindir en la reacciéon de
intercambio sulfhidrilo-disulfuro con glutation en el medio reductor del citoplasma [51, 52]. (2) El direccionamiento del
tejido se disefia empleando un anticuerpo monoclonal (mAB) para reconocer y unirse al receptor de la transferrina
de rata. Este receptor se ha encontrado expresado en las superficies de las células endoteliales que funcionan como
la barrera hematoencefalica (BBB) y en niveles elevados en ciertos tumores [53, 54]. Los estudios in vitro e in vivo
indican que el receptor de la transferrina se puede usar como un anclaje para un sistema de administracion de
farmacos unido quimicamente a la transferrina o mAB OX-26 o cualquier otro mAB apropiado que se una al receptor
de la transferrina y, por consiguiente, logre la transcitosis a través de la barrera hematoencefalica (BBB ) de rata o
ratén u otros mamiferos dependiendo del alotipo del anticuerpo [5, 56, 57; 45, 58, 59, 60 y 61]. (3) Se ha demostrado
la unién del anticuerpo al receptor de la transferrina y la interiorizacion en endosomas [57, 55 y 57]. Se apreciara que
en el caso del receptor de la transferrina cualquier anticuerpo apropiado, mAB, anticuerpo humanizado o quimérico
especifico para el receptor de la transferrina se puede usar. (4) Se ha demostrado que el escape endosomal
funciona para los derivados del acido poliacrilico por acidificaciéon durante la maduracién de las vesiculas
endosomicas hacia los lisosomas [51, 62]. El portador disefiado propuesto en esta solicitud de patente porta una
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gran cantidad de residuos de valina unidos al andamio de acido polimalico por enlaces amida. Durante la
acidificacion de los endosomas en camino a los lisosomas, estos tramos de la molécula portadora se vuelven
neutralizados por el cambio e hidréfobos, y son capaces de romper las membranas. Las moléculas de leucina se
pueden usar en lugar de la valina siempre que se neutralicen con la carga a pH lisomal. (5) La PEGilacién aumenta
notablemente la vida media de las proteinas conjugadas [63], prolonga el tiempo de circulacién y aumenta la
extravasacion en tumores solidos dirigidos [64].

Descripcion de las figuras

La figura 1a muestra la estructura global de una molécula de farmaco de la presente invencion.

La figura 1b muestra la secuencia general de etapas usadas para ensamblar la estructura de la figura 1a.
La figura 2 es un diagrama que ilustra la sintesis del éster de PMLA-NHS,

La figura 3 es un diagrama que ilustra la sintesis de oligonucleétidos antisentido (morfolino- PDP);

La figura 4 es un diagrama que ilustra la sintesis de N-fluorescein-5'-tiocarbamoil) diaminohexano;

La figura 5 es un diagrama que ilustra la sintesis de N, N-bis- (3-maleimidopropionil)poli(etilenglicol);

La figura 6 es un diagrama que ilustra la sintesis del conjugado PMLA/L-valina/2-mercaptoetilamina/mPEG5000-
NH2.

La figura 7 es un diagrama que ilustra la sintesis del conjugado PMLA/mAB OX-26/oligonucleétido antisentido
morfolino/L-valina/2-mercaptoetilamina/mPEG5000-NH2.

La figura 8 es un diagrama que ilustra la conjugacién de FITC con el conjugado PMLA/mAB OX-26/oligonucleétido
antisentido morfolino/L-valina/2-mercaptoetilamina/mPEG-NH2;

La figura 9 muestra un grafico de barras de los resultados de un ensayo hemolitico usado en la prueba de los
polimeros.

La figura 10a muestra la liberacion de oligos de morfolino del portador por medio de la reduccion con glutation.
La figura 10b muestra el porcentaje de liberacion de oligo en el tiempo en respuesta a la reduccion con glutation.

La figura 11 muestra una curva de supervivencia de Kaplan-Meir de ratas después de los tratamientos con el
farmaco 2 en comparacion con el farmaco 2A y/o PBS (simulado) segun se analizd6 mediante una prueba de log-
rango con una significacion de p <0.01;

La figura 12 es la distribucion conjunta del marcador endosomal FM 4-64 con el farmaco 2 (30 min) en células de
glioma U 87MG cultivadas. Por microscopia confocal, se observa FM 4-64 en los endosomas citoplasmicos (arriba a
la izquierda) y el farmaco 2 se encuentra en el mismo lugar (arriba a la derecha). Ambas etiquetas colocalizan (abajo
a la izquierda, color amarillo);

La figura 13 es un grafico que ilustra que la densidad de vasos aumenta en tumores en comparacion con el cerebro
normal y que el farmaco 2 reduce la densidad de vasos tumorales en un 55%;

La figura 14 muestra la tincion de inmunofluorescencia de cultivos de glioma U87MG para cadenas de laminina. Los
oligos antisentido conjugados con el vehiculo PMLA (Farmaco 2) inhiben la expresién de laminina (a4 es rojay 1 es
verde). Los nucleos se contratifien con DAPI (azul);

La figura 15 muestra el analisis de inmunofluorescencia de tumores xenotransplantados usando un anticuerpo
monoclonal para la cadena 1 de laminina humana; la sintesis de la cadena 31 de laminina se inhibié en la GBM
después de la administracion del farmaco 2; y

La figura 16 muestra el analisis de transferencia Western de la inhibicion de la expresion de la cadena de laminina 8
en dos cultivos de células de glioblastoma multiforme (GBM), U87MG y T98G: -, sin tratamiento, +, tratamiento con
el farmaco 2.

La figura 17 muestra que el farmaco 2 es capaz de cruzar la BBB donde el color rojo representa el farmaco
visualizado dentro de los vasos cerebrales y las células tumorales trasplantadas después de la administracion
intravascular del farmaco.

Descripcion detallada de la invencion

Las propiedades atractivas de PMLA como un vehiculo de transporte molecular o de matriz portadora para
productos farmacéuticos y productos biofarmacéuticos son las siguientes: no es téxico ni inmunogénico; su
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hidrofobicidad se puede controlar mediante la introducciéon de cadenas laterales hidréfobas o espaciadores [30]; es
biodegradable [31]; y es estable en el torrente sanguineo. Para dirigir oligos antisentido a un 6rgano o
compartimento especifico, las entidades de direccionamiento, tal como los anticuerpos especificos del tumor que
favorecen la endocitosis mediada por receptor, se pueden conjugar con el polimero PMLA. Idealmente, el sistema
incluye un sistema de liberacion para liberar el farmaco del vehiculo de transporte molecular; los posibles sistemas
de liberacion incluyen; a) un enlace disulfuro escindible por el glutation intracelular, b) un enlace hidrazona sensible
al pH, c) un tetrapéptido escindido por la catepsina B lisosomal, cuya actividad esta elevada en diversos tumores (u
otras peptidasas); d) una funcién de liberacion intrinseca del endosoma [32, 33]; y e) otros enlaces labiles o
escindibles, tales como enlaces éster. Lo mas importante es que los inhibidores de multiples dianas moleculares se
pueden unir facilmente a una molécula de PMLA.

El material de partida para la sintesis del vehiculo de administracion de farmacos descrito en la presente solicitud de
patente fue PMLA de la fuente natural, los plasmodios de Physarum polycephalum [27 y las referencias en la
misma]. Los métodos de sintesis quimica empleados en este documento provienen del fondo general de métodos en
quimica de sintesis, y se han descrito en otros sistemas, no relacionados con el sistema a base de acido polimalico
descrito en este documento. La mayoria de estos métodos debian adaptarse a la situacion actual, en particular a las
propiedades de los eductos durante el progreso de la construccidon quimica del sistema portador, y con respecto a
los métodos de purificacion de productos. Para lograr una derivacion exitosa con una estequiometria predecible y
reproducible de las unidades estructurales funcionales conjugados con el andamio de acido polimalico, la secuencia
de las reacciones con el andamio tuvo que establecerse y organizarse de tal manera que fuera imposible una
reaccion incontrolada. La validez de los productos se logré y la pureza se control6 mediante andlisis in situ durante
la sintesis gradual, incluidos los analisis quimicos cualitativos y cuantitativos, la cromatografia liquida de alto
rendimiento (HPLC), la cromatografia de capa fina (TLC) y el analisis espectroscépico luz ultravioleta/visible/IR asi
como los métodos espectroscopicos de RMN. Las propiedades de rotura de la membrana del vehiculo del farmaco
totalmente ensamblado y también de los intermedios de su sintesis se evaluaron mediante un ensayo de membrana
hemolitico empirico de rutina [véase 51].

Las referencias de los métodos de sintesis estandar que subyacen al desarrollo de los métodos usados en este
documento son en particular:

* Activacion de grupos PMLAH-carboxilicos como ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) en analogia con el método
de [69].

» Acoplamiento del grupo (2-piridilditio)propionilo a los oligonucleétidos antisentido morfolino (PDP)-morfolino) en
analogia al método descrito en [51 y las referencias en la mismal.

» Conjugacion de FITC (isotiocianato de fluoresceina) en analogia con el método para la formacion de N-
(fluorescein-5'-tiocarbamil) diaminohexano de [71].

» Sintesis de N, N"-bis-(3-maleimidopropionil)poli(etilenglicol) en analogia con el método de [70].

* Introduccion de grupos tiol en anticuerpos en analogia con las técnicas descritas de [72, 51 y las referencias en la
mismal.

* La reaccion de mAB OX-26-sulfhidrilo con el conjugado N, N'-bis-(3-maleimidopropionil)-PEG diamida se realizd de
manera analoga a las reacciones llevadas a cabo en [52, y 69].

* La sintesis del conjugado PMLA/L-valina/2-mercaptoetilamina/mPEG-NH2 mediante la formacién de amida a partir
del carboxilato activado con NHS se realizé principalmente como se describe en este documento.

. Sintesis del conjugado PMLA/mAB OX-26/oligonucleodtido antisentido morfolino/L-valina/2-
mercaptoetilamina/mPEGNH2 por reaccion del grupo sulfhidrilo con maleimida;

» Conjugacion del FITC-espaciador con el conjugado PMLA/MAB OX-26/oligonucledtido antisentido morfolino/L-
valina/2-mercaptoetilamina/mPEG-NH2, representado principalmente una formacion de amida por ataque
nucleofilico del carboxilato activado con NHS como se describe en este documento.

Los sistemas de administracion de farmacos existentes sufren de uno o varios de los siguientes problemas:

* No son multifuncionales, esto es, estan limitados con respecto a la variabilidad en el tipo y la cantidad de grupos
que se dirigen al tejido por molécula portadora;

* Estan limitados por el tipo y niumero de farmacos conjugados (profarmacos) por molécula portadora;
+ Estan limitados por la solubilidad en fluidos fisiolégicos;
» Estan limitados por una estabilidad insuficiente contra la degradacion en el sistema de circulacion;

* No son biodegradables;
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* Implican acidos nucleicos virales u otros fragmentos virales;

* No son especificos para el tejido tumoral y dafian el tejido del huésped sano

» Son toxicos;

« La sintesis del sistema de administracion de farmacos sufre de reacciones secundarias incontrolables;

» La sintesis del sistema de administracién de farmacos tiene solubilidad u otros problemas que hacen que la
purificacién de los productos de reaccion sea dificil o imposible;

* La sintesis del sistema de administracién de farmacos no produce productos reproducibles;

* La sintesis de variaciones/extensiones estructurales para contener nuevos componentes, mejorando de este modo
la especificidad o agudizando la actividad antitumoral del sistema de administracion de farmacos no es posible; y

* La sintesis del sistema de administracién de farmacos no se puede ampliar facilmente.

La conjugacion controlada de cada modulo funcional reactivo con los grupos carboxilicos activados con NHS (N-
hidroxisuccinimida) del andamio del acido polimalico permite conjugar una variacién de diferentes tipos de médulos
funcionales reactivos, introduciendo de este modo una variedad de diferentes moléculas de direccionamiento,
moléculas de farmaco (profarmaco), etc. Los diversos médulos se pueden conjugar con una y la misma molécula de
andamio o con diferentes médulos que permiten una mezcla de farmaco binario o ternario, etc. Multiples médulos
funcionales en una y la misma molécula de andamio pueden mostrar efectos biolégicamente sinérgicos cuando se
introducen simultdneamente en la célula.

La biodegradabilidad se puede lograr empleando acido polimalico biodegradable como andamio y otras unidades de
construccion biodegradables (aminoacidos, proteinas).

Descripcion de la invencion mediante un ejemplo especifico

Sintesis de un sistema portador multifuncional basado en acido polimalico para la administracién dirigida a tumores
de oligonucleétidos antisentido morfolino

La figura 1a muestra la estructura global de una molécula de farmaco tipica de la presente invencion. Para la
sintesis del bloque (z + w), los grupos carboxilo del acido polimalico (bloque w) se activan como ésteres de NHS y se
conjugan a L-valina a través del enlace amida. El bloque y3 es el profarmaco oligos antisentido de morfolino que
contiene una unidad de liberacién de farmaco disulfuro. El bloque y1 es la molécula de direccionamiento del
anticuerpo monoclonal (OX26) conjugada con el bloque z + w mediante el espaciador de polietilenglicol (PEG). El
bloque x es el protector de PEG contra la degradacion, unido por un enlace amida y formado a partir de la PEG-
amina disponible comercialmente. El bloque y2 representa los grupos de anclaje sulfhidrilo restantes, que no han
sido consumidos por la sintesis en este punto, y que se pueden usar para la conjugacién de modulos funcionales
adicionales a través de la reaccién con el doble enlace de las N-etilmaleimidas sustituidas o simplemente se
bloquean por reaccién con los N-etilamaleimida no sustituidos. El bloque n, el grupo indicador fluorescente, se
prepara a partir de isotiocianato de fluoresceina (FITC) y N1-Boc-1,6-diaminohexano. La estructura del farmaco se
construye mediante un acoplamiento gradual de los bloques (esto es, los modulos) en el conjugado en crecimiento,
como se muestra en la figura 1b, bajo un cuidadoso control estequiométrico. El orden de las etapas se puede ajustar
facilmente para adaptarse a diferentes escenarios. Las conjugaciones se llevan a cabo con reactivos de
carbodiimida en un solvente organico, preferiblemente dimetilformamida. Las reacciones secundarias se evitan
mediante la proteccion adecuada de las cadenas laterales siguiendo los métodos estandar.

Para el Bloque w se obtiene acido polimalico altamente purificado a partir de cultivos de Physarum polycephalun [24,
25]. El biopolimero se degrada espontanea y enzimaticamente al acido L-malico [31, 26], que se metaboliza a
diéxido de carbono y agua. La sal de sodio no es toxica ni inmundgena en ratones y conejos respectivamente [27 y
las referencias en la misma). Después de la inyeccion intravenosa en ratones, el polimalato se eliminé rapidamente
por excrecion a través de los rifiones [73]. Ciertos derivados de polimalato y polimeros de bloque en realidad
mostraron efectos positivos en la reparacion 6sea y la regeneracion muscular en ratas [30] o se encontraron
biocompatibles en otras investigaciones [32]. El acido polimalico es un excelente candidato para el disefio de un
dispositivo portador de farmacos, debido a su gran abundancia de grupos carboxilo modificables. Estos se pueden
conjugar facilmente con una variedad de diferentes moléculas biolégicamente activas de una manera perfectamente
controlable con respecto a su estequiometria e integridad. El bloque z se basa en polimeros que contienen grupos L-
valina o L-leucina lipofilos y se vuelven cada vez mas lipdfilos cuando se protonan cuando el pH ambiental cae por
debajo del pH 6 durante la maduracion de los endosomas a los lisosomas. Este aumento de la lipofilicidad produce
una fuga de las membranas endosémicas y provoca la liberacion del contenido macromolecular en el citoplasma [33,
74, 75]. El bloque y3 contiene un enlace disulfuro, que es estable en la circulacion sanguinea, incluidos los
microvasos cerebrales, pero se escinde en el entorno reductor de las células [38]. El bloque y1 contiene un
espaciador de polietilenglicol que permite que la unidad estructural dirigida al tejido se una al receptor en la
superficie de la célula diana. También protege contra la degradacién del polipéptido de direccionamiento. (y3) Se
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usan los oligonucledtidos de morfolino, que bloquean especificamente la expresion de genes esenciales del tumor,
tal como la cadena a1 de laminina. En principio, cualquier otro farmaco oligonucleétido antisentido o profarmaco se
puede conjugar en este documento, asi como una matriz de diferentes farmacos en una Unica molécula portadora.
Estos conjugados se escinden del portador en la unidad de liberacién de farmaco dentro del citoplasma, y el (los)
farmaco (s) se vuelve eficaz. El bloque y1 ayuda a romper el BBB, que esta dirigido por un anticuerpo monoclonal
contra el receptor de la transferrina en las células endoteliales del BBB [55]. Ademas, la bradiquinina sola o
conjugada con otras moléculas, también podria ser una molécula de direccionamiento para ser usada para los
tumores cerebrales en virtud de receptores especificos [77, 18 y 78]. Una posibilidad adicional para el
direccionamiento especifico del tumor cerebral es usar un anticuerpo monoclonal contra el receptor de EGF humano
[37, 79]. Los receptores de bradiquinina B, y el EGFR se expresan en exceso en las células tumorales y también se
pueden usar como sitios de direccionamiento de tumores cerebrales en combinaciéon con el receptor de la
transferrina. El bloque n afade una etiqueta fluorescente arbitraria, en este documento la fluoresceina, que se
conjuga con la estructura del farmaco para facilitar los estudios de orientacién del portador en los endosomas de las
células tumorales receptoras.

Materiales y métodos

Se purificé poli (acido B-L-malico) (PMLA) a partir del caldo de Physarum polycephalum plasmodia cultivado usando
métodos desarrollados a partir de [25]. El polimero en forma de sal se fraccioné por tamarfios en columnas Sephadex
G25. La fraccion con una masa molecular promediada en numero de 50 kDa (polidispersidad 1.2) se convirtié en el
acido polimérico libre (PMLAH) mediante el paso sobre Amberlite IR-120 (forma H*) y se almacend liofilizada antes
de usarla en la sintesis del portador. La "H-RMN en D,O dio los siguientes valores de &: 3.3 ppm (doblete, los
protones de metileno de la cadena principal de poliéster), 5.3 ppm (triplete, los protones de metina de la cadena
principal de poliéster). La '*C-RMN desacoplada de banda ancha de protones dio los siguientes valores de 5:178.4
ppm (-COOH), 74.5 ppm (-CHOH-), 38.9 ppm (-CH2-) y 174.5 ppm (-CO-). El PMLA-H purificado muestra una
absorbancia de la luz UV solo por debajo de la longitud de onda de 220 nm, y carece de absorbancia en 260 y 280
tipicos de acidos nucleicos y proteinas, respectivamente (mas detalles se revisan en [27]). Oligonucledtidos
antisentido de morfolino™-3'-NH, [6] a la cadena a-4 de laminina-8 (AGC-TCA-AAG-CCA-TTT-CTC-CGC-TGA-C) y
a la cadena B-1 de laminina-8 (CTA-GCA-ACT-GGA- GAA-GCC-CCA-TGC-C) [50, 34] se adquirieron de Gene Tools
(EE. UU.). El anticuerpo monoclonal de ratén contra el receptor de la transferrina de rata CD71 (clon OX-26, isotipo
IgG2a) @ una concentracion de 1 mg/ml de PBS que contenia azida de sodio 10 mM se obtuvo de Chemicon Europe
(Reino Unido). Se adquirié 1gGzs,x de raton (UPC 10) de Sigma (Alemania). Se obtuvieron mPEG-amina
cromatograficamente pura (PM 5000) y amina-PEG-amina (PM 3400) de Nektar Therapeutics (EE. UU.). Los
reactivos y solventes obtenidos de Merck (Alemania), Sigma (Alemania), Pierce (EE. UU.) fueron de la pureza mas
alta disponible. El diclorometano (DCM) y la N, N-dimetilformamida (DMF) se secaron sobre tamices moleculares
(0.4 nm).

Los espectros de 'H-RMN se registraron en un espectrometro de transformada de Fourier Bruker Modelo DMX-500 y
los cambios quimicos se dan en ppm (§) con respecto a TMS como patrén interno. Los espectros de '3C RMN se
registraron en el mismo espectrometro operado a 125.8 MHz. Las separaciones cromatograficas se realizaron con
un sistema de HPLC LaChrom D-7000 analitico Merck-Hitachi equipado con detectores de UV y fluorescencia.
Cualquiera de las columnas Macherey & Nagel C1g-Nucleosil de fase reversa (RP) (250 X 4 mm) con un gradiente
binario de 0.1% de TFA (acido trifluoroacético) en agua - 0.07% de TFA en acetonitrilo a una velocidad de flujo de
1.5 ml/min o se usaron columnas de exclusiéon de tamafio Bio-Sil SEC 250-5 (5 um, 300 X 7.8 mm) con solucion
reguladora de fosfato de sodio 50 mM pH 7.4 a una velocidad de flujo de 0.75 mil/min. La masa molecular del
polimero sal de Na o K se determiné por SEC-HPLC con estandares de poliestileno sulfonato de peso molecular
definido (Machery-Nagel). La cromatografia de capa fina (TLC) se realizd sobre las laminas de aluminio F254 de gel
de silice 60 precubiertas de Merck. El eluyente contenia una mezcla de n-butanol, agua y acido acético (4:2:1 en una
base de proporcion de volumen).

Sintesis
Sintesis del éster de PMLA-NHS

Se disolvieron 1.16 g de PMLA-H (10 mmol con respecto al monémero de acido malico) en 30 ml de
dimetilformamida anhidra (DMF). Se afadié N-hidroxisuccinimida (NHS) (15 mmol), disuelto en 10 m de
dimetilformamida anhidra (DMF) a la solucién de PMLA-H. La temperatura se redujo a 0 °C en un bafio de hielo,
luego se afiadio diciclohexilcarbodiimida (DCC) (15 mmol) disuelta en 10 ml de DMF. La mezcla de reaccion se
mantuvo bajo presion reducida a temperatura ambiente hasta que no se desarrollaron burbujas de gas. Después de
30 min a 0 °C, la mezcla de reaccion se agitdé a temperatura ambiente durante 48 h. La mezcla de reaccion se
mantuvo como se describe anteriormente a presién reducida, seguido de incubacién cada 2 h durante el primer dia
de reaccion, y luego cada 6 h durante el segundo dia de reaccion. Después de dos dias de reaccion, la
diciclohexilurea se elimind por filtracion y el volumen de reaccion se redujo por evaporacion a presion reducida. Se
afiadi6 DMF anhidra fresca (10 ml) y la diciclohexilurea residual se elimind de nuevo por filtracion. La mezcla de
reaccion transparente se agitd durante 12 horas a temperatura ambiente y las Ultimas cantidades de diciclohexilurea
(si las hubiera) se eliminaron por filtracion. El volumen se redujo a 1-3 ml por evaporacién a presion reducida, y el
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producto se precipité mediante la adicién de acetato de etilo. El producto amarillo palido (P1) se recogidé por
filtracion. Se afadi6 éter dietilico al filtrado para coincidir con la proporcién final de 1:1 (acetato de etilo: éter
dietilico), y se recogié mas de un producto marrén claro por filtracion (P2). Luego se afadié n-hexano al filtrado para
coincidir con la proporcion final de 1:1:1 (acetato de etilo:éter dietilico:n-hexano) y se recogié producto marrén
adicional mediante filtracion (P3). Los precipitados se dispersaron en los mismos solventes usados para su
precipitacion y se dejaron toda la noche en frio (-20 °C). Los productos se filtraron y lavaron repetidamente con los
mismos solventes frios. Los productos se purificaron adicionalmente por paso a través de Sephadex LH 20 usando
DMF como eluyente permitiendo el flujo por gravedad. El producto que contenia las fracciones se recogi6 y los
solventes se evaporaron a presion reducida. Finalmente, los productos se dispersaron en dietiléter, se recogieron
por filtracidn, se secaron al vacio y se almacenaron a -20 °C.

La pureza/composicion de estas preparaciones de éster de PMLA-NHS se analizo mediante espectroscopia de 'H
RMN y UV-VIS. El contenido de grupos NHS se determind después de la aminolisis de grupos éster NHS con n-
butilamina. Se disolvieron 10 mg de éster de PMLA-NHS en 0.5 ml de DMF. Se afiadié una porcién de 0.5 ml de n-
butilamina al 10% a esta solucion y la mezcla de reaccion se incub6 a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Después de la centrifugacion, se mezclaron muestras de 20 uL con 80 uL de agua y se analizaron por RP-HPLC
empleando agua/0.1% (v/v) de TFA como eluyente. Los grupos NHS fueron controlados por su absorbancia a 260
nm. Su contenido se calculé comparando la absorbancia con la de los estandares de cantidades conocidas de N-
hidroxisuccinimida. La relacion molar de residuos de acido malico y grupos NHS en la muestra de éster de PMLA-
NHS se calculé combinando estos resultados con las cantidades de residuos de malilo medidas por '"H-RMN. Por lo
general, las proporciones fueron 35, 59 y 85% para P1, P2 y P3, respectivamente. La '"H RMN en (CDj3),SO dio los
siguientes valores de &: 2.8 ppm (singlete, 4H, N-CO-CH2-), 3.35 ppm (doblete, los protones de metileno de la
estructura del poliéster), 5.85 ppm (triplete, los protones metino del esqueleto de poliéster). La reaccion se muestra
en la figura 2.

Sintesis de los oligonucleétidos antisentido (2-piridilditio)propionil-morfolino (morfolino- PDP)

Se disolvié morfolino-3 (oligdmero antisentido -NH; (1 umol) en una mezcla de 900 uL de DMF y 100 uL de agua
desionizada. A esta mezcla, se le afiadio 20 uL de una solucién 100 mM de N-succinimidil 3-(2-piridilditio) propionato
(SPDP) en DMF y se dejo durante 2 horas a temperatura ambiente. El solvente se elimind mediante evaporacion
rotatoria a presion reducida a temperatura ambiente. El residuo se disolvio en 1 ml de solucion reguladora A (fosfato
de sodio 0.1 M, NaCl 0.15 M, pH 7.2) que contenia EDTA 10 mM y se purificé sobre una columna microspin
Sephadex G-25 previamente equilibrada con solucién reguladora A. La concentracion de oligonucleétido antisentido
morfolino-PDP se ajusté a 1 mM y se almacené a -20 °C.

La pureza del producto se confirmé por TLC y espectroscopia UV mostrando la ausencia de NHS y SPDP. El
contenido de los grupos de PDP se determind midiendo la concentracion de 2-tiopiridona después de la reduccion
con disulfuro de la siguiente manera: el oligonucleétido antisentido morfolino-PDP se incubd con ditiotreitol 0.2 M
(DTT) en solucién reguladora Tris 0.1 M, pH 9.0 durante 30 min, a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se
sometié a RP-HPLC lavando primero durante 10 min con agua destilada y luego eluyendo en 30 minutos con un
gradiente de 0 - 60% de acetonitrilo. El producto de reaccion 2-tiopiridona se detecté usando absorcion UV a 341
nm. La concentracion de 2-tiopiridona se midié usando la absorbancia de cantidades conocidas de 2-aldritiol (DPDS)
reducido como estandares. El rendimiento del nucleétido antisentido de morfolino-PDP fue rutinariamente superior al
80% de la cantidad inicial de oligonucledtido de morfolino-3'-NH2. Esta reaccion se muestra en la figura 3.

Sintesis de N-(fluorescein-5'-tiocarbamoil) diaminohexano

Se disolvié el isomero | del isotiocianato de fluoresceina (90 mg) (FITC, minimo 98%, 0.23 mmol) en 3 ml de DMF, y
se afiadieron 76 mg de clorhidrato de N¢-Boc-1,6-diaminohexano (0.3 mmol). La reaccion de acoplamiento se inicié
mediante la adicién gota a gota de 0.6 mmol de trietilamina. La mezcla de reaccién se incubd durante 2 horas a
temperatura ambiente y el volumen se redujo por evaporacion a presion reducida (volumen final de
aproximadamente 0.5 ml). Se afadi6é agua fria (5 ml) a la mezcla restante y se acidificé con HCI 1N. El precipitado
se recogio por centrifugacion, se lavo tres veces con agua fria seguido por centrifugacion, hasta que no se podria
detectar rastro de N4-Boc-1,6-diaminohexano en el sobrenadante segun lo determinado por TLC y prueba de
ninhidrina. El producto final se sect sobre P,Os. Esta sintesis se ilustra en la figura 4.

Para eliminar el grupo protector Boc, el producto seco se disolvié en 3 ml de diclorometano (DCM) y la temperatura
se redujo con un bafio de hielo. Se afiadieron dos ml de TFA a la solucién que luego se agité durante 30 minutos en
hielo. La reaccion fue seguida por TLC. Las manchas fluorescentes fueron visibles bajo luz UV. El solvente se
evaporé a presion reducida y el producto ceroso se disolvié en acetona y se precipitdé mediante la adicion de
dietiléter. Para la purificacion, el producto se disolvio en 3 ml de DCM/etanol (3: 2, v/v) que contenia 4 ml de acido
acético en 100 ml de mezcla y se paso a través de una columna de SiO; de 2 cm x 12 cm equilibrada con el mismo
solvente. El producto fue puro por TLC. Los valores de Rf fueron 0.95 para FITC, 0.98 para N1- (fluorescein-5'-
tiocarbamoilo)-Ng-BOC-1,6-diaminohexano, y 0.64 para N-(fluorescein-5'-tiocarbamoilo)diaminohexano.

Sintesis de N, N'-bis-(3-maleimidopropionil)poli(etilenglicol)
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Se afiadieron gota a gota 0.5 g de NH2-PEG3400-NH, (0.147 mmol) disuelto en 3 mL de DMF anhidro a (3-éster de
NHS del acido maleimidopropiénico) (106 mg, 0.4 mmol) disuelto en 5 ml de DMF anhidro con vigorosa agitacion a
temperatura ambiente. La finalizacion de la reaccion se confirmé mediante TLC y una prueba de ninhidrina negativa.
Después de la incubaciéon durante 2 horas a temperatura ambiente, el solvente se eliminé mediante evaporacion
rotatoria a temperatura ambiente a presion reducida. El producto se disolvié en 2 ml de solucién reguladora A
(fosfato de sodio 0.1 M, NaCl 0.15 M, pH 7.2) que contenia EDTA 10 mM. Las impurezas insolubles se eliminaron
por centrifugacion. El sobrenadante transparente se pasd sobre una columna Sephadex G-25 previamente
equilibrada con solucion reguladora A. El producto se purificé mediante TLC y prueba de ninhidrina. La soluciéon
acuosa del producto se almacend a -20 °C.

Los espectros de "H-RMN del producto disuelto en (CD3).SO indicaron los siguientes valores de §: 7.05 singlete 4H -
HC=CH-, 3.74 triplete 2H N-CH2, 3.5 hidrégenos singletes de PEG, 3.03 triplete 2H CH,-CONH. Los valores fueron
consistentes con el producto siendo la N,N’-bis-(3-maleimidopropionil)poli(etilenglicol) diamida esperada. El
contenido de grupos maleimido se midi6 indirectamente mediante un método que se basa en la reaccién de -HC =
CH- con el sulfhidrilo en cantidades dadas de 2-mercaptoetilamina (2-MEA) y la titulacién de sulfhidrilo sin reaccionar
con 5, 5'-ditiobis-2-nitrobenzoato (DTNB, reactivo de Ellman) de la siguiente manera. Se afiadié una cantidad
apropiada de 2-MEA en agua a la solucion acuosa de N,N-bis-(3- maleimidopropionil)poli(etilenglicol) diamida y se
incubd durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se afiadié DTNB (25 uL de solucién 10 mg/mL en etanol) y se
leyé la absorbancia a 412 nm después de 10 minutos de incubaciéon a temperatura ambiente. La absorbancia se
estandarizé con cantidades conocidas de 2-MEA, y se calcul6 la cantidad de grupos sulfhidrilo sin reaccionar. El
contenido de grupos maleimida en la muestra de N, N’-bis-(3-maleimidopropionil)poli(etilenglicol) diamida se calculd
restando la cantidad de 2-MEA sin reaccionar de la cantidad inicial de 2-MEA. A partir de este valor, se calculé que
el rendimiento de la sintesis de N,N’-bis-(3-maleimidopropionil)-poli(etilenglicol) diamida era del 65%. Esta sintesis
se muestra en la figura 5.

Introduccion de grupos tiol en anticuerpos: reduccion de los enlaces disulfuro intrinsecos con 2-mercaptoetilamina
(2-MEA)

El anticuerpo monoclonal de raton (mAB) contra el receptor de la transferrina de rata CD71 (clon OX-26, isotipo
IgG2a) se obtuvo comercialmente a una concentracion de 1 mg/ml de PBS que contiene azida sédica 10 mM. Se usé
el anticuerpo monoclonal de raton IgGaa,x (UPC 10, Sigma) en lugar de mAB OX-26 para generar un conjugado de
control y también una curva estandar para las mediciones de proteinas. La solucién de mAB OX26 se concentrd
usando un filtro de membrana de microcentrifuga (filtros de microcentrifuga Sigma Ultrafree-CL, celulosa
regenerada, corte de 30 kDa) a 4 °C y 5000 x g. La solucién reguladora de almacenamiento de mAB se cambi6 a
solucion reguladora A (fosfato de sodio 0.1 M, NaCl 0.15 M, pH 7.2) que contenia EDTA 10 mM. La concentracion
de mAB se ajusto a 3-5 mg/ml. Se disolvi6 mAB UPC 10 de ratén en solucién reguladora A para dar la misma
concentracion que mAB OX 26. Se agitd clorhidrato de 2-mercaptoetilamina soélida (2-MEA) (6 mg/ml) en las
soluciones de anticuerpo y la mezcla se incubd durante 90 min a 37 °C. Los anticuerpos reducidos en disulfuro se
purificaron por diafiltracion con solucion reguladora A (se desgasifican bajo N») usando filtros de membrana de
microcentrifuga (celulosa regenerada, cortes: 30 kDa) a 4 °C y 5000 x g. La etapa se realizé hasta que el diafiltrado
estuvo completamente libre de 2-MEA medido espectrofotométricamente a 412 nm después de la incubacién con 5,
5’-ditiobis(acido 2-nitrobenzoico) (DTNB, reactivo de Ellman). El ndmero de grupos tiol en las soluciones de
anticuerpos reducidos en disulfuro se calculd leyendo la absorbancia a 412 nm (e = 14.15 x103 M'em™ a 25 °C)
después de 10 minutos de incubacion de 0.5 ml de solucién de anticuerpos con 25 pl de solucion de DTNB (10
mg/ml en etanol) a pH 8.0. La concentracion de proteina de anticuerpo se midié segin el método de [65]. Los
resultados indicaron que los anticuerpos reducidos no regulados contenian 3.1-3.5 grupos tiol por molécula de
molécula de IgG. El analisis SEC-HPLC mostré solo un pico de PM 150 kDa, lo que indica que el anticuerpo
reducido habia mantenido su integridad molecular. Las preparaciones fueron bastante estables en presencia de
EDTA incluso en ausencia de agente reductor, y no se observaron pérdidas significativas en los grupos tiol libres
durante la noche a 4 °C.

Sintesis del conjugado de mAB OX-26/N, N*-bis-(3-maleimidopropionil)-PEG diamida

Inmediatamente después de la preparacion, la solucién de anticuerpo reducido se afiadié gota a gota a la solucion
acuosa agitada de N,N™-bis-(3-maleimidopropionil}-PEG diamida (en un exceso molar de 50 veces de grupos de
maleimida sobre los grupos tiol del anticuerpo) a temperatura ambiente. La mezcla de reaccion se incub6 durante 2
horas a temperatura ambiente y la N,N*bis-(3-maleimidopropionil)-PEG diamida sin reaccionar se eliminé mediante
didlisis en solucion reguladora A (membrana de 50 kD, durante la noche con tres veces el cambio de solucién
reguladora). La preparacion del conjugado de anticuerpo-N,N’-bis-(3-maleimidopropionil)-PEG diamida se uso
inmediatamente para reacciones sintéticas adicionales.

La finalizacion de la reaccion de conjugacion se indicé mediante los resultados de SEC-HPLC. Cuando se midio la
absorbancia a una longitud de onda de 220 nm, el unico material eluido estaba en la posiciéon de 7.20-7.26 min que
representaba el conjugado, mientras que ninguno se eluyd en la posicion de 13.4-13.7 min para el N,N-bis-(3-
maleimidopropionil)-PEG diamida sin reaccionar. El contenido de grupos maleimida en el conjugado de anticuerpos
se determind indirectamente usando 2-MEA y el reactivo de Ellman como se describié anteriormente para la sintesis
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de la N,N’-bis-(3-maleimidopropionil)-PEG diamida. La concentracién de proteina de anticuerpo se determiné segun
el método de [65]. Los resultados indicaron 3.0 grupos maleimido por molécula de anticuerpo y estuvieron segun la
suposicién de que los grupos tiol libres de las preparaciones de anticuerpos reducidos por disulfuro habian
reaccionado completamente con la N,N’-bis-(3-maleimidopropionil}-PEG diamida. Ademas, como el analisis SEC-
HPLC mostré solo un pico de PM 150 kDa, los productos de reticulacién se podrian excluir.

Sintesis del conjugado PMLA / L-valina / 2-mercaptoetilamina / mPEGsg0-NH2

Para la sintesis de PMLA/L-valina/2-mercaptoetilamina/mPEG-NH, conjugado, se disolvid 1 mmol (con respecto a
unidades de malilo) de éster de PMLA-NHS (preparacion P3: 85% de éster de NHS) en 10 ml de la DMF anhidra.
Primero, se afiadieron mPEG5000-NH2 (50 pmol en 2 ml de DMF, correspondiente al 5% en moles de las unidades
de malilo activadas con NHS) y 200 umol de N-etilmorfolina en esta secuencia y la mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 30 minutos hasta que la reaccion se completd segun la TLC con la prueba de ninhidrina (reaccién
de ninhidrina negativa versus positiva en el origen). A continuacion, se afiadieron 200 umol de una solucién 50 mM
de 2-MEA en DMF (correspondiente al 20% en moles de grupos malilo activados con NHS) y 200 umol de N-
etilmorfolina a la mezcla de reaccién con agitacién durante 30 minutos a temperatura ambiente. De nuevo, la
reaccion se completé segun TLC (Rf = 0.27 para 2-MEA y Rf = 0 para el conjugado de polimero) con la reaccion de
ninhidrina. La sintesis se muestra en la figura 6.

De acuerdo con la estequiometria de los reactivos afiadidos, el 4.5% y el 19.3% de los equivalentes de éster de
PMLA-NHS se habian reemplazado por PEG y 2-MEA, respectivamente. Los restantes equivalentes de ésteres de
NHS sin reaccionar se dejaron conjugar con L-valina (1 mmol en 5 ml de agua), y se afiadieron gota a gota en
presencia de 0.1 g de NaHCO3 (1.2 mmol). La mezcla de reaccion se agité durante 1 hora a temperatura ambiente y
se neutralizé enfriando con HCI 0.1 M. El solvente se evaporé a 30 °C a presion reducida. El producto seco se
disolvio en 10 ml de solucion reguladora A (fosfato de sodio 0.1 M, NaCl 0.15 M, pH 7.2) que contenia EDTA 10 mM
y 1 ml de DTT 0.5 M. Después de 10 minutos a temperatura ambiente, la mezcla se centrifugé a 20 000 x g durante
5 minutos y el sobrenadante transparente se paso sobre una columna Sephadex G25 (2.5 cm x 60 cm) previamente
equilibrada con solucion reguladora A, y el producto que contenia las fracciones se liofilizo.

La composicién del conjugado PMLA / L-valina / 2-mercaptoetilamina / mPEG-NH; se analizd mediante
espectroscopia 'H RMN y UV-VIS. El contenido de los grupos tiol se midié mediante la adicion de 25 ul de solucion
de DTNB (10 mg/ml en etanol) a 1 mg del conjugado liofilizado disuelto en 1 ml de solucién reguladora fosfato de
sodio (pH 8.0, 100 mM) y leyendo la absorbancia a la longitud de onda de 412 nm después de 30 minutos de
incubacion a temperatura ambiente. En el caso de la preparacion del conjugado PMLA / L-valina / 2-
mercaptoetilamina / mPEG-NH2 / FITC (véase mas abajo), la mezcla de reaccién también se diafiltré con un filtro de
membrana de microcentrifuga (celulosa regenerada, corte de 5 kDa) a 5000 x g antes de leer la absorbancia de 412
nm. El método de Ellman para analizar los tioles se basa en la reaccién de los tioles con el DTNB cromogénico (5,5'-
ditiobis-2-nitrobenzoato, FW 396.4) mediante el cual se mide la formacién del acido amarillo 5-tio-2-nitrobenzoico

(TNB).
L o ~
HOLG 5'5 COH RaH Fts"s COH . HE BIJ,' . )
H
WO, WO, NO,

La razon de la filtracion en el caso del conjugado FITC es separar TNB del conjugado FITC porque la presencia de
fluorescencia hace imposible la deteccion de TNB. Durante la filtracién, TNB pasa la membrana, se retienen los
conjugados FITC y se mide la absorbancia del filtrado (la filtracién no es para la eliminaciéon del colorante libre. El
colorante libre ya se eliminé antes de esta reaccion).

El contenido de sulfhidrilo se calculé con respecto a los estandares de 2-MEA. El contenido de las unidades
estructurales de L-valilo se determind cuantificando los grupos amino libres después de la hidrdlisis total usando el
ensayo de acido trinitrobencenosulfénico (TNBS) y RP-HPLC de la siguiente manera: se colocaron 1 mg del
conjugado y 30-50 ul de HCI 6 N en un tubo capilar de 100 pl. El capilar sellado se incubd en un horno a 100 °C,
durante 12 a 16 h. Después de la hidrdlisis, los contenidos se transfirieron a un tubo Eppendorf (enjuagando el tubo
capilar con agua para que fuera cuantitativo) y se evaporaron hasta completar la sequedad mediante calentamiento
suave. Este material se volvié a disolver en agua y se centrifugé. Se afadié una parte alicuota de 10-30 ul del
sobrenadante a 300 pl de solucion reguladora de bicarbonato de sodio (0.4 g de NaHCOs3 en 10 ml de agua, pH 8.5).
Después de la adicion de 150 uL de solucién acuosa de TNBS al 0.1% (p/v), la mezcla se incub6 durante 30 minutos
a 37 °C. Después de la centrifugacion, se separaron 20 uL de la mezcla de reaccion mediante RP-HPLC usando un
gradiente lineal de 30 minutos (0-10 minutos, 100% de agua, 10-40 minutos de 0-60% de acetonitrilo). EI contenido
de unidades estructurales de valilo se calculd sobre la base de la absorbancia de 340 nm en el eluyente con
respecto a las cantidades conocidas de L-valina como estandares. La relacién molar de mPEG: valina: 2-MEA del
conjugado se determin6 por 'H RMN.
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Sintesis de conjugado PMLA / mABOX-26 / oligonucledtido antisentido morfolino / L-valina / 2-mercaptoetilamina /
mPEG-NH;

Se afiadid gota a gota mAB OX-26-PEG-maleimida recién preparada al conjugado PMLA / L-valina / 2-
mercaptoetilamina / mPEG-NH; a 4 °C con agitacion. Se aplicd un exceso de 100 molar de grupos tiol libres
(conjugado) sobre grupos maleimido, permitiendo que todos los anticuerpos se conjugaran con el polimero. Después
de 30 minutos de incubacion, la reaccion se completd. La integridad de la reaccion se confirmé por SEC-HPLC. El
conjugado PMLA / mAB OX-26 / L-valina / 2-mercaptoetilamina / mPEG-NH2 se purific6 mediante diafiltracion en
solucién reguladora A usando filtros de membrana de microcentrifuga (celulosa regenerada, corte de PM de 100
kDa) a 4 °C y 5000 x g. El conjugado de PMLA que contiene mAb fue retenido por el filtro y solo el conjugado de
PMLA / L-valina / 2-mercaptoetilamina / mPEG-NH2 libre de proteinas pasoé a través del filtro. La diafiltracion se
repitid hasta que no se detectod rastro del conjugado de polimero libre de proteinas en el diafiltrado como se confirmo
con SEC-HPLC.

El contenido de proteina del conjugado PMLA / mAB OX-26 / L-valina / 2-mercaptoetilamina / mPEG-NH; se midi6
mediante el método de [66]. La misma cantidad de mAb no conjugado mostré una absorbancia aproximadamente un
10% mayor y, de este modo, el contenido de proteina medido se corrigié por un factor de 0.9. (Este factor se derivo
empiricamente del hecho de que, aunque no se encontré que ningun anticuerpo se filire a través de la diafiltracion,
el anticuerpo retenido (conjugado) represent6 solo el 90% del anticuerpo educto). No se conoce la razén de esta
discrepancia. La concentracion de los grupos tiol libres restantes del conjugado que contiene proteina se determiné
como se describe anteriormente. Se encontré que aproximadamente el 70% de los grupos tiol iniciales todavia
estaban presentes. La concentracion del conjugado que contiene proteina se ajustdé a 3 mM con respecto a los
grupos tiol.

En la siguiente etapa, se afiadieron gota a gota 5 umol de oligonucleétidos antisentido morfolino-PDP para las
cadenas o4 y B1 de laminina 8 (5 ml de la soluciéon 1 mM de oligonucledtidos antisentido morfolino-PDP) con
agitacion a la solucién purificada del conjugado PMLA / mAB OX-26 / L-valina / 2-mercaptoetilamina / mPEG-NH2
que equivale a una concentracion de 15 umol de grupos tiol libres (5 ml de solucion 3 mM del conjugado que
contiene proteina). La relacién molar de la cadena a4 antisentido a la cadena B1 antisentido fue de 1:1. La mezcla
de reaccion se incub6é durante la noche a 4 °C. La finalizacién de la reaccion se confirmé por SEC-HPLC, lo que
indica un pico unico en el eluyente con una absorbancia de 260 nm y la ausencia de absorbancia en las posiciones
de los oligonucledtidos antisentido morfolino-PDP libres. El conjugado PMLA / mAB OX-26 / oligonucledtido
antisentido morfolino / L-valina / 2-mercaptoetilamina / mPEG-NH; obtenido se purificé mediante diafiltracion usando
un filtro de membrana de microcentrifuga (celulosa regenerada, corte:100 kDa) a 4 °C y centrifugacién a 5000 x g. El
contenido de los grupos sulfhidrilo libres en esta etapa se determind con el reactivo de Ellman a 412 nm. El
contenido de oligonucledtidos antisentido morfolino se midié por absorbancia a 260 nm después de la reduccion de
los grupos disulfuro con DTT 50 mM durante 2 horas a 37 °C y la separacion por SEC-HPLC. Especificamente, los
picos de absorcion de luz de 260 nm se compararon con los obtenidos para los oligonucledtidos antisentido
morfolino PDP-reducidos como estandares.

El contenido proteico del conjugado PMLA / mAB OX-26 / oligonucledtido antisentido morfolino / L-valina / 2-
mercaptoetilamina / mMPEG-NH2 se midi6 mediante el método de [65]. La relacion molar de anticuerpo:
oligonucleodtido antisentido morfolino varié de 1:20 a 1:26, resultando un valor y1 de 0.19%-0.25% (véase la figura 7
para la sintesis general). Los grupos sulfhidrilo libres se bloquearon con N-etilmaleimida, y el reactivo sin reaccionar
se elimind mediante diafiltracion como anteriormente.

Conjugacion de FITC con el conjugado PMLA / mAB OX-26 / oligonucledtido antisentido morfolino / L-valina / 2-
mercaptoetilamina / mPEG-NH2

Para la deteccion en condiciones bioldgicas, el conjugado PMLA / mAB OX-26 / oligonucledtido antisentido morfolino
/ L-valina / 2-mercaptoetilamina / mPEG-NH2 se marcé covalentemente con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Sin
embargo, esta etiqueta se introdujo después de la conjugacion de mPEG-NH; a los ésteres de PMLA-NHS indicados
anteriormente. La solucion de N- (fluorescein-5'-tiocarbamoil) diamino-hexano se prepar6é en una mezcla de DMF y
PBS (1:1) hasta una concentracion final de 25 mM. A la solucion del conjugado mPEG-NH2/PMLA (1 mmol con
respecto a las unidades de malilo del éster de PMLA-NHS, preparacion P3: 85% de éster de NHS) 25 umol de N-
(fluorescein-5'-tiocarbamoil) diamino-hexano (n = 2.5% en la figura 7) y se afiadieron 100 umol de N-etilmorfolina, y
la mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 30 min. La reaccion fue seguida por TLC. Una vez completada
la reaccion, la fluorescencia se detectd solo en el origen. La construccion de FITC con el conjugado PMLA / mAB
OX-26 / oligonucledtido antisentido morfolino / L-valina / 2-mercaptoetilamina / mPEG-NH2 luego siguié la misma
ruta que la descrita anteriormente en ausencia del colorante. El contenido de FITC en los conjugados se midié por
absorcién de la unidad estructural FITC a 490 nm. Los conjugados que portan FITC también fueron detectados por
un detector de fluorescencia Merck-Hitach con la longitud de onda de excitacion establecida a 447 nm y la longitud
de onda de emisién establecida a 514 nm. El contenido de FITC se calculé comparando la absorbancia o la
fluorescencia de las muestras con la de las muestras estandar generadas por conjugacion cuantitativa de una
cantidad variable de FITC con el polimero portador como se describe anteriormente. El conjugado se usoé
directamente para experimentos de cultivo celular. Esta sintesis se muestra en la figura 8.
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Ensayo de hemodlisis. La figura 9 muestra la actividad disruptiva de la membrana de los polimeros medida con un
ensayo de hemdlisis de glébulos rojos (RBC). Los RBC humanos frescos se aislaron por centrifugacion de sangre
humana completa a 2000 g durante 5 min. Los RBC se lavaron tres veces con solucion reguladora de fosfato de
sodio 100 mM fria del pH deseado (pH 5.85 o pH 5.5). Las pellas finales se volvieron a suspender en la misma
solucion reguladora para dar una solucion con 108 RBC por 1 ml. Los polimeros se disolvieron en solucion
reguladora de fosfato de sodio dibasico 100 mM al pH deseado a una concentracién de 10 mg/ml. La concentracion
de polimero fue de 2.5 nmol/10% RBC. Se us6 hemolisis en agua destilada para producir un 100% de lisis. Los RBC
en solucion reguladora sin polimero se usaron como controles de referencia. El ensayo de hemodlisis se realizé
agregando la solucion de polimero a los RBC suspendidos en 1 ml de solucién reguladora apropiada. Los RBC se
mezclaron invirtiendo el tubo varias veces y se incubaron durante 1 h en un bafio de agua a 37 °C. Después de la
incubacion, los RBC se centrifugaron durante 10 minutos a 13,500 x g para sedimentar las células intactas y la lisis
se determiné midiendo la absorbancia de los sobrenadantes a 541 nm, lo que refleja la cantidad de hemoglobina
liberada por los RBC. El aumento relativo de 100 (A - Ao)/Awtal €n la absorbancia a 541 nm de longitud de onda del
sobrenadante libre de células se midi6 como un indicador de rotura de membrana. Los resultados muestran que
PMLA-PEG-Valina, PMLA-PEG-Valina-AS y PMLA-PEG-Valina-AS-mAB infieren desestabilizacion de membrana en
contraste con PMLA-PEG que estabiliza las membranas de RBC. La comparacién muestra que la desestabilizacion
se debe a la presencia de valina conjugada con PMLA. Al disminuir el pH (simulando la maduraciéon de los
endosomas para convertirse en lisosomas), los grupos carboxilo de la valina se protonan, y la desestabilizacion
aumenta debido a la lipofilicidad aumentada de las unidades estructurales de valina de carga neutralizada.

Liberacion de los oligos de morfolino. Las figuras 10a y 10b muestran la liberacion de oligonucledtidos antisentido
morfolino del portador de farmaco debido a la escision del enlace disulfuro por el glutation (glutation-SH). La escision
del enlace disulfuro es una reaccién de dos etapas. En la primera etapa, un equivalente de glutation-SH reacciona
con el disulfuro formando un oligonucleétido antisentido disulfuro mixto -S-S-glutatién (columnas rayadas) (Figura
10a) y un equivalente de oligonucledtido antisentido-SH libre (columnas soélidas). Con el tiempo, el disulfuro mixto
disminuye y el antisentido libre aumenta. Esta reaccion es rapida como se ve en la figura 10b. En la segunda etapa,
el disulfuro mixto reacciona con un segundo equivalente de glutatién para producir el disulfuro glutation-S-S-glutation
y el oligonucledtido antisentido-SH libre. Esta segunda reaccion es lenta. El mecanismo de dos etapas y las
velocidades relativas de las reacciones son tipicas de esta llamada reaccién de intercambio de disulfuro. Los
resultados muestran que los oligonucledtidos se escinden muy eficientemente del portador del farmaco en el
citoplasma, que contiene glutation a esta concentracion dada.

Para imitar la liberacién citoplasmica de oligonucledtidos antisentido morfolino del vehiculo del farmaco como se
muestra en las figuras, se afiadi6 GSH (y-L-glutamil-L-cisteinilglicina, PM 307.33) 5 mM a la mezcla de reaccion a
temperatura ambiente. La mezcla contenia 0.25 mM del vehiculo del farmaco en agua. En diversos momentos, la
reaccion se detuvo mediante la adicion de un exceso de N-etiimaleimida (concentracion final 20 mM) sobre las
unidades estructurales sulfhidrilo totales. El antisentido reducido se detecté como N-etilmaleimidilo antisentido. Los
productos de reaccion se separaron por HPLC y los morfolino antisentido liberados se detectaron por su absorbancia
UV a 260 nm. Los resultados se muestran en la figura 10b. Una liberacion completa (100%) se refiere a la reduccién
en la presencia de DTT 50 mM a 37 °C, durante 1 h. El analisis de HPLC se realizé con una unidad de HPLC
analitica Merck-Hitach usando una columna de filtraciéon en gel. La separacion se llevé a cabo en una columna (300
x 7.7 mm) Macherey & Nagel 125-5 GFC-HPLC usando solucion reguladora de fosfato de sodio (50 mM, pH 7.4) con
una velocidad de flujo de 0.75 ml/min.

Tratamiento del glioblastoma humano cultivado en el cerebro de una rata desnuda con oligonucleétidos antisentido
laminina-8 conjugados con acido poli-L-malico.

La administracion especifica de farmacos es crucial para tratar tumores y reducir los efectos secundarios de las
células normales. La inhibicién simultanea de varias dianas moleculares al nivel de la sintesis de proteinas puede
ser altamente eficaz para prevenir el crecimiento y la progresion del tumor. La sobreexpresion de las cadenas de
laminina-8 esta asociada con la progresion del glioma, y el bloqueo de laminina-8 inhibe la invasion del glioma in
vitro [34].

Métodos

Acido polimalico (PMLA). Una construccién de administracion de farmacos multifuncional consiste en médulos
unidos a los grupos carboxilo colgantes de acido polimalico (PMLA). El polimero es un producto natural de
Physarum polycephalum [27]. Los médulos son (1) oligonucleétidos antisentido morfolino conjugados con el andamio
por enlaces disulfuro, enlaces que se escinden en el citoplasma para liberar el farmaco libre, (2) anticuerpos contra
el receptor de la transferrina para la seleccidon de células cancerosas y endocitosis mediada por receptor, (3) L-
leucina conjugada con PEG de cadena corta y L-valina directamente acoplada, ambas unidas a través de enlaces
amida, para proporcionar una lipofilia dependiente del pH para romper las membranas endosdmicas, (4) PEG de
cadena larga para aumentar el tiempo en circulacion, y (5) moléculas indicadoras fluorescentes ( fluoresceina, Cy5 o
fluoréforos similares) para detectar la molécula de construccion dentro del tejido/célula.

Esquema de farmacos usados para el tratamiento de animales.
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» Farmaco 1: oligo antisentido para laminina a4 + oligo antisentido para laminina 1 (a4: g1 = 1:1);

» Farmaco 2: oligo antisentido para laminina a4 + oligo antisentido para laminina 1 (a4: p1 = 1:1) + anticuerpo
monoclonal receptor anti-transferrina (anticuerpo OX-26 para rata CD71 de Chemicon International) como vehiculo
para el suministro para las células de division rapida [35,36,37, y 38];

» Farmaco 3: oligo antisentido para laminina a4 + oligo antisentido para laminina 1 + oligo antisentido para EGFR
(ad: B1: EGFR = 1:1:1);

» Farmaco 4: oligo antisentido para laminina a4 + oligo antisentido para laminina 1 + oligo antisentido para EGFR
(a4: B1: EGFR = 1:1:1) + anticuerpo del receptor anti-transferrina.

» Farmacos 1A, 2A, 3A y 4A fueron idénticos a los farmacos del nimero correspondiente (esto es, el farmaco 1 fue
idéntico al farmaco 1A), excepto que se usaron los oligos de sentido correspondiente en lugar de los oligos
antisentido.

Farmaco 1: oligo nucleétido antisentido para cadena o4 de laminina y oligo nucleétido antisentido para cadena de
laminina 1 conjugada con PMLA;

Farmaco 2: nucledtido de oligo antisentido para laminina a4, nucleétido de oligo antisentido para laminina p1 y
anticuerpo monoclonal anti-receptor de la transferrina (anticuerpo OX-26 de Chemicon International) conjugado con
PMLA. Los controles (Farmacos 1A y 2A) fueron los mismos conjugados portadores con los oligos antisentido
reemplazados por oligos de sentido correspondiente. La linea celular de glioblastoma U-87MG humano se uso para
experimentos in vitro y se inyectd intracranealmente en ratas homocigoéticas criadas desnudas NIHRNU-MNIH
(Taconic Inc.).

Se usaron ratas criadas desnudas NIH (Tac: N: NIH-Whn, Taconic) para estas pruebas. Para el tratamiento
antisentido, se usan oligos de morfolino (Gene Tools, LLC) como los mas especificos, estables y efectivos tanto in
vitro como in vivo. Los morfolinos se han usado con éxito en el pasado para estudios in vitro, pero in vivo, su
administracion ha sido menos exitosa [6, 7]. El acido poli-L-malico (PMLA) se us6 como un portador de
administracion para que los morfolinos entraran a las células. El principio del método para la purificaciéon de PMLA
ha sido descrito [25]. Se us6 un método de produccién de PMLA a escala ampliada [27]. La quimica de los grupos
funcionales de PMLA se ha investigado [28, 29], lo que demuestra que la derivacion quimica y la purificacion de los
productos en solventes tanto organicos como acuosos se pueden lograr facilmente. Para nuestros experimentos, la
PMLA se conjugd quimicamente con un anticuerpo monoclonal contra el receptor de la transferrina, para que el
farmaco sea mas especifico para las células de division rapida [35, 36, 37 y 38], ademas de dirigirse a las cadenas
de laminina-8 especificas del tumor.

Se realizaron estudios preliminares de toxicidad para oligonucleétidos de morfolino, PMLA y su conjugado después
de la sintesis completa. 30 dias después de la inyeccion de cada producto quimico, se realizaron analisis brutos y
micro patoldgicos, y no se observaron cambios anormales. Los animales no desarrollaron anomalias neurologicas y
sus apetitos también eran normales. Los sujetos de prueba en animales se crearon inyectando células de
glioblastoma U-87MG humano intracranealmente usando un dispositivo estereotactico. Los tratamientos
farmacologicos comenzaron tres dias después de la inyeccion de células tumorales.

Para el tratamiento intracraneal, a las ratas se les inyectaron oligos antisentido en los dias 3, 7, 10 y 14 (cuatro
tratamientos en total) como se muestra a continuacion.

in vive  horario de tratamiento

Dia 3 7 10 14 Administracion del farmaco (inyecciones intracraneales)

11
1

Dia 1: implantacion del tumor

Se inyectaron grupos de 12 ratas cada uno con oligos para las cadenas o4 + 31 de laminina-8 en dosis de 0.5 mg/kg
0 2.5 mg/kg. A los grupos de control de 11 ratas se les inyectaron oligos en sentido a la cadena o4 + cadena 1 a
dosis de 0.5 mg/kg o a 2.5 mg/kg. Todos los procedimientos quirirgicos y no quirirgicos se realizaron segun el
protocolo 001118 de IACUC, con fecha de agosto de 2003. Para el tratamiento intracarotidico, a un grupo de ratas
se les implanté un catéter en la arteria carétida justo después de la implantacion del tumor. El catéter se conecto6 a
un puerto de inyeccion subcutanea implantable. A las ratas se les administré una infusién de 900 ul de solucion de
oligos antisentido y sentido (0.06 ml por minuto durante 15 minutos con una bomba peristaltica) en la arteria carétida
derecha a través de la camara del puerto subcutanea seguida de lavado con heparina. Las ratas se sacrificaron 30
minutos después del final de la infusion. El control consistio en: (a) 3 ratas que fueron sacrificadas el dia 40 sin
ningun tipo de tratamiento para obtener tejido de control normal, y (b) 4 ratas con tumores que se inyectaron de
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forma simulada intracranealmente con PBS en los dias 1, 3, 7, 10 y 14, y sacrificadas para la recoleccion de tejido
tan pronto como desarrollaron sintomas neurolégicos causados por la progresion del tumor.

Resultados

Tratamiento de tumores intracraneales. Las dosis del farmaco 2 de 0.5 y 2.5 mg/kg fueron iguales para el
tratamiento en el estudio de supervivencia. Después de la administracion intracraneal de cuatro dosis del farmaco 2,
el tiempo de supervivencia del animal se increment6 en un 30%, p <0.008 (Figura 11), en comparacion con las ratas
tratadas con PBS (simulado) u oligos con sentido (Farmaco 2A). Dos tratamientos, sin embargo, solo produjeron un
efecto marginal. El farmaco 1 sin anticuerpo del receptor de la transferrina no afecté la supervivencia. Por lo tanto, el
mecanismo de administraciéon celular del farmaco es probablemente la endocitosis mediada por receptor de la
transferrina. Curiosamente, la adicion de antisentido a EGFR para el farmaco 2 (Farmaco 4) dio como resultado la
pérdida de actividad, posiblemente debido al aumento de la supervivencia de las células glioma en condiciones
hipéxicas con EGFR inhibido [39].

El mecanismo de interiorizacion del farmaco se investigé en células de glioma cultivadas. Cuando las células se
trataron con el farmaco 2 marcado con fluoresceina y el marcador endosomal FM 4-64 marcado con rodamina
(Molecular Probes, Eugene, OR), la tincion de ambos compuestos mostré una colocalizaciéon. En 10 minutos, las
manchas se localizaron cerca de la membrana celular y en 30 minutos se encontraron ambas etiquetas en los
endosomas (Figura 12).

Si las células se trataron previamente con el anticuerpo del receptor de la transferrina y luego se trataron con el
farmaco 2 en diez minutos, el farmaco no se observé en el citoplasma (datos no mostrados). Estos resultados
sugieren que el anticuerpo del receptor de la transferrina se requiere como parte del farmaco activo porque permite
la penetracion del farmaco en las células mediante endocitosis mediada por receptor, después de lo cual los oligos
antisentido pueden liberarse dentro de las células diana. Si las células se tratan previamente con anticuerpo libre
contra la transferrina, los receptores se bloquean y el anticuerpo en el farmaco no se puede unir.

Se encontré que el farmaco 2 disminuye la densidad de los vasos y la expresion de la cadena de laminina especifica
en gliomas humanos xenotransplantados a ratas desnudas. Se demuestra que el farmaco 2 disefiado para inhibir la
expresion de laminina 8 reduce la densidad de los vasos en los tumores. Estos vasos se visualizaron mediante
inmunotincion para el factor de von Willebrand. El nimero de vasos se conté tanto en animales tratados con farmaco
como no tratados, en cinco campos microscopicos en tres secciones en serie (15 campos por tumor) con un
aumento de 200 x, usando un microscopio Zeiss Axioscop conectado a un sistema de captura de imagenes
(Hamamatsu, Japoén). Los datos se ingresaron en el software NIH ImagedJ para cuantificar los vasos. La significacion
estadistica fue determinada por ANOVA.

Angiogénesis. Como se muestra en la figura 13, la densidad microvascular en los tumores humanos U87MG sin
tratamiento fue significativamente mayor que en el cerebro normal. Después de cuatro tratamientos intracraneales
con farmaco 2, la densidad de vasos tumorales se redujo en un 55%. Los datos se presentan para los cerebros de
control de tres ratas operadas de forma simulada (normales) (45 campos microscopicos), cinco ratas (75 campos
microscopicos) con tumores no tratados y cinco ratas con tumores tratados con el farmaco 2 (75 campos
microscopicos). Los resultados confirman el mecanismo de accion antiangiogénico del farmaco 2 disefiado para
inhibir la expresion de laminina-8.

Inmunotincion de la cadena de laminina. Fue importante mostrar que el farmaco 2 inhibié de hecho la expresion de
las cadenas de laminina-8 dirigidas. Para este fin, los experimentos se realizaron tanto in vivo como in vitro. Para la
inmunotincién tumoral, se us6 un anticuerpo contra la cadena 31 de laminina-8 humana que no reconoce la laminina
de rata pero reacciona con la laminina derivada del tumor. La figura 14 muestra el efecto en el cultivo celular donde
el antisentido elimina efectivamente la inmunotincién. Como se muestra en la figura 15, el farmaco 2 también redujo
eficazmente la inmunotincién para la cadena 1 de laminina en tumores humanos xenotransplantados.

La inhibicion de la expresion de laminina-8 in vitro se evalu6 en medios condicionados de dos gliomas humanos
cultivados, U87MG y T98G, tratados durante 3 dias con el farmaco 2. El analisis de transferencia Western en la
figura 16 muestra una reduccién marcada de la cadena o4 de laminina (disminucién de tres veces la densidad por
densitometria) y desaparicion de la cadena 1 de laminina. Por lo tanto, el farmaco 2 inhibe eficazmente la expresion
de cadenas de laminina diana tanto in vivo como in vitro.

Tratamiento intracarotideo e intravenoso de tumores in vivo.

Catorce dias después de la inoculacion de células de glioma U87-MG humanas en el cerebro de rata para el
tratamiento intracarotidico, al grupo de 3 ratas se le implantd un catéter en la arteria carétida derecha después de la
implantacién del tumor. El catéter se conectd a un puerto de inyeccion subcutanea implantable. A las ratas se les
administré una infusion de 900 ul de solucién de oligos antisentido y sentido (0.06 ml por minuto durante 15 minutos
con una bomba peristaltica) en la arteria carétida derecha a través de la camara de acceso subcutanea seguida de
lavado con heparina. El farmaco 2 se inyect6 a una concentracion de 2.5 ug/kg para el tratamiento intracarotidico o a
través de la vena de la cola a una concentracion de 5 pug/kg (3 ratas también). La distribucion del farmaco se
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examind a las 1, 3, 12 y 24 horas después de la inyecciéon. Usando la unidad de fluorescencia, se detecta que el
farmaco en células tumorales trasplantadas (tincion intensa) y células vasculares (tinciéon mas clara) del cerebro
(Figura 17). El farmaco 2 se visualizd por medio de un anticuerpo tefiido con rodamina que marca (en rojo) el
anticuerpo transferrina portado por el farmaco 2. Los nucleos celulares se contratifien con DAPI (azul). El cerebro de
rata (panel derecho) muestra una tincion limitada, principalmente vascular, mientras que las células tumorales
U87MG trasplantadas (panel izquierdo) estan fuertemente marcadas. La concentracion maxima en estas
ubicaciones se logré en un punto de tiempo de 3 y 12 horas después de la inyeccién del farmaco. Estos resultados
confirman que el farmaco 2 penetra en la barrera hematoencefalica (BBB), posiblemente por medio de endocitosis
mediada por receptor.

Conclusiones. Se ha desarrollado un modelo in vivo que es apropiado para estudiar la expresion de laminina-8 y su
inhibicién en tumores humanos. La combinacién de oligos antisentido con cadenas a4 y $1 de laminina-8 (bloqueo
de laminina-8) combinadas con un nuevo vehiculo de administracion de farmacos, PMLA, inhibié eficazmente la
expresion de laminina-8 en un glioma humano intracraneal xenoinjertado en ratas. Después de un tratamiento
antisentido preliminar cuatro veces; la supervivencia de los animales tratados con glioma aumenté
significativamente, con p <0,008. Estos datos indican que los farmacos antisentido basados en PMLA que usan
laminina 8 como un objetivo terapéutico son eficaces para inhibir los tumores cerebrales humanos.
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REIVINDICACIONES
1. Una molécula de administracién del farmaco que comprende:
poli (acido B-L-malico) que tiene una pluralidad de grupos de acido carboxilico libres;

una pluralidad de médulos moleculares biolégicamente activos, cada uno de los cuales esta unido covalentemente a
los grupos de acido carboxilico libres, en el que dichos médulos activos comprenden:

un médulo de direccionamiento para promover la captacién por una célula diana, el médulo de direccionamiento que
comprende un anticuerpo contra el receptor de la transferrina;

un moédulo profarmaco para alterar el metabolismo celular de la célula diana, el médulo profarmaco que comprende
un oligonucledtido antisentido;

L-leucina, L-valina, o una combinacién de las mismas, unidas a través de enlaces amida para proporcionar lipofilia
dependiente del pH; y

un modulo de polietilenglicol (PEG) de cadena larga para la proteccion contra la degradacion.

2. La molécula de administracion del farmaco segun la reivindicacion 1, en la que el anticuerpo contra el receptor de
la transferrina es para la seleccion de células cancerosas y la endocitosis mediada por receptor.

3. La molécula de administracién del farmaco segun la reivindicacion 1 o 2, en la que el oligonucleétido antisentido
es un farmaco antitumoral.

4. La molécula de administracion del farmaco segun la reivindicacion 1, que comprende L-leucina acoplada a un
polietilenglicol (PEG) de cadena corta y L-valina directamente acoplada, ambas unidas a través de enlaces amida.

5. La molécula de administracion del farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la pluralidad
de modulos incluye ademas un modulo indicador para determinar la captacion celular de la molécula de
administracion del farmaco, en la que el moédulo indicador comprende una molécula fluorescente.

6. La molécula de administracion del farmaco segun la reivindicacion 5, en la que el indicador comprende
fluoresceina o Cy5.

7. La molécula de administracion del farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en la que el anticuerpo
es un anticuerpo monoclonal.

8. La molécula de administracién del farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en la que el anticuerpo
es un anticuerpo humanizado o quimérico.

9. La molécula de administracion del farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en la que el médulo de
profarmaco esta unido al poli (acido p-L-malico) por un enlace escindible que se escinde en el citoplasma de una
célula.

10. La molécula de administracion del farmaco segun la reivindicacion 9, en la que el enlace escindible es un enlace
disulfuro.

11. La molécula de administracién del farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en la que el
oligonucledtido antisentido es un oligonucledétido antisentido morfolino.

12. La molécula de administracién del farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en la que el
oligonucledtido antisentido interfiere con la produccion de laminina-8.

13. La molécula de administracion del farmaco segun la reivindicacion 12, en la que el oligonucleétido antisentido
interfiere con la produccion de laminina-8 al alterar la produccion de una subunidad de laminina seleccionada del
grupo que consiste en laminina a4 y laminina p1.

14. La molécula de administracion del farmaco segun cualquiera de las reivindicaciones 1-13 para uso en el
tratamiento de células tumorales.
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