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DESCRIPCION
Composicion de nucleo anidnico para suministro de agentes terapéuticos y métodos de preparacion y uso de la misma
Referencia cruzada

La presente solicitud reivindica beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de los Estados Unidos 61/240857
presentada el 9 de septiembre de 2009 y la Solicitud Provisional de los Estados Unidos 61/241004 presentada el 9 de
septiembre de 2009.

Declaracion con respecto a investigacion patrocinada por la Administracion federal

La presente invencion se realizé con el apoyo del gobierno de los Estados Unidos segun el nimero de contrato 1 R43
Al078539 por el Instituto Nacional de Envejecimiento y Enfermedades Infecciosas (NIAID) y 1R43DK084724 por el
Instituto Nacional de la Diabetes y Enfermedades Digestivas y Renales (NIDDK). La Administracion de los Estados
Unidos puede tener ciertos derechos en la materia objeto proporcionada en el presente documento.

Antecedentes de la invenciéon

El desarrollo de nuevos farmacos, formulaciones y otros sistemas para administracion de péptidos y proteinas
fisiolégicamente activos y proteinas y otros productos terapéuticos y materiales esta conducido por la necesidad de
proporcionar estos péptidos o proteinas u otros materiales para conseguir los efectos fisioldgicos deseables. Con
respecto a péptidos y proteinas, se ha observado que muchos de ellos son inestables en el tracto gastrointestinal y
por lo tanto pueden necesitar estabilizarse o protegerse o suministrarse mediante circulacion sistémica. Ademas, los
péptidos y proteinas que tienen masas moleculares bajas tienden a tener semividas bioldgicas cortas debido a su
retirada eficaz de la circulacion sistémica a través de los rifiones y el sistema reticuloendotelial. Muchos péptidos y
proteinas también pierden su actividad in vivo debido a la protedlisis (escisiéon de enlaces peptidicos).

En parte para superar estos efectos indeseables, puede usarse un sistema de suministro farmacolégico. Se han
desarrollado estrategias de suministro farmacolégico para el suministro de péptidos y proteinas in vivo, pero la mayoria
no son utiles para suministro prolongado. Por ejemplo, el uso de una infusién sistémica continua de farmaco mediante
una bomba es poco practica para pacientes externos que requieran altos niveles de movilidad. La infusion tiene las
desventajas asociadas de calidad de vida e infecciones potenciales de la via intravenosa (i.v.). El uso de una bomba
implantable, comprendida por una capsula con una membrana que permite la difusién de un farmaco, esta limitado
por el volumen de la capsula. Se usan con frecuencia péptidos y proteinas en formulaciones concentradas en las
capsulas y se agregan, perdiendo de este modo actividad especifica. En muchos casos, el farmaco se libera al espacio
extracelular y se distribuye en el sistema linfatico. Otros sistemas de suministro biodegradables implantables se
implantan o inyectan en la epidermis. Los componentes del sistema se degradan habitualmente de forma lenta como
resultado de la actividad biolégica de las células circundantes (es decir como resultado de la liberaciéon de enzimas
que degradan enlaces quimicos que mantienen estos implantes unidos).

Las proteinas que tienen una carga neta positiva en su superficie en condiciones fisioldgicas y tienen un punto
isoeléctrico (pl) basico (mayor de pH 7,5) se beneficiaran de la composicion de la presente invencion. El uso de
proteinas basicas tiene mucho potencial terapéutico, incluyendo usos en el tratamiento del cancer y enfermedades
neoplasicas relacionadas, infecciones sistémicas, inflamaciones y enfermedades del sistema nervioso tales como
enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson y enfermedades pridnicas. Existe la necesidad de un vehiculo
de suministro farmacolégico biodegradable para el suministro sistémico de proteinas y péptidos basicos (pl mayor de
pH 7,5) que proporcionaran circulacién mas larga en el cuerpo, mas estabilidad en la sangre y pueden administrarse
mas convenientemente. En una realizacién de la presente invencion el agente antiinfeccioso que se beneficia del
vehiculo de la presente invencién es lisostafina con pl de 9,56. La mayoria de péptidos y farmacos que pueden ser
potencialmente utiles in vivo en el bloqueo de un mecanismo intracelular especifico requieren restos basicos tales
como grupos amino que permiten la internalizacién de membrana. Uniendo restos basicos, estos péptidos y farmacos
de accion intracelular pueden penetrar las membranas bioldgicas. Estos restos basicos se denominan en ocasiones
de forma colectiva resto penetrante celular o péptidos penetrantes celulares (Cell-Penetrating Peptides por Ulo Langel,
Pharmacology & Toxicology Series, 2002, CRC Press, Nueva York).

Sumario de la invencion

La materia objeto de la presente invencién se define en las reivindicaciones 1-15 adjuntas. Las realizaciones descritas
en el presente documento que no estan abarcadas por las reivindicaciones sirven Unicamente para ilustrar el contexto
técnico de la invencion.

En un aspecto de la invencién, se proporciona una composicion que comprende una cadena principal polimérica que
comprende polilisina, poliornitina, poliarginina, poliglutamato, poliaspartato, policisteina, poliserina, politreonina,
politirosina, heparina, sulfato de condroitina, sulfato de dermatano, sulfato de heparano, sulfato de queratano,
carragenina, pectina, fucoidano o dextrano; mdltiples cadenas protectoras, en donde cada cadena protectora
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comprende poli(etilenglicol) y esta unida covalentemente con la cadena principal polimérica por un enlace simple; y
grupos anioénicos de carboxilato, sulfato, sulfonato o fosfato unidos covalentemente con una unidad monomeérica de la
cadena principal polimérica y una molécula de carga unida electrostaticamente con el grupo aniénico directamente sin
iones intermediarios (tales como metales), en donde dicha interaccion electrostatica es una interaccion iénica. En un
aspecto, los atomos de azufre y/o fosforo de grupos anidnicos estan a mas de un atomo de distancia entre si para
minimizar la propiedad quelante. La molécula de carga comprende: i) un péptido penetrante celular, ii) un dominio de
unién anidnico o iii) un punto isoeléctrico mayor de 7,3. Se entiende que la interaccion electrostatica de la molécula de
carga con la composicion de la presente invencion es el principal modo de interaccion (Kd de 10 uM) y cualquier
interaccion hidréfoba minima, cuando esté presente, es débil (Kd > 10 uM) e insignificante. Para el fin de la presente
memoria descriptiva la expresion “dominio de unién aniénico” es cualquier parte de una molécula que tenga atomos
de nitrégeno con carga positiva de modo que las moléculas puedan unirse con restos de carboxilato, sulfato, sulfonato
o fosfato con una constante de disociacion menor de 10 uM. En un aspecto relacionado, se proporciona una
composicion farmacéutica que comprende una cadena principal polimérica que comprende unidades monomeéricas,
una cadena protectora unida covalentemente con la cadena principal polimérica y grupos anidnicos de carboxilato,
sulfato, sulfonato o fosfato unidos covalentemente con una unidad monomeérica de la cadena principal polimérica y
una molécula de carga unida electrostaticamente directamente sin iones intermediarios (tales como metales) con el
grupo anioénico con un excipiente farmacéuticamente aceptable, en donde los atomos de azufre y/o fésforo de grupos
anionicos cuando estan presentes estan a mas de un atomo de distancia entre si, y en donde la molécula de carga
comprende: i) un péptido penetrante celular, ii) un dominio de unién aniénico o iii) un punto isoeléctrico mayor de 7,3.
Se ha descubierto que los polimeros que contienen moléculas quelantes pueden unirse con péptidos/proteinas de
unién a metales en ausencia de metales intermediarios. Sin desear quedar ligado a la teoria, la retirada de la capacidad
de moléculas quelantes para quelar metales por derivatizacion de los grupos carboxilo con un resto negativo de forma
similar pero no quelante (tal como sulfato, sulfonato y fosfato) indica que la capacidad para unirse con péptidos y
proteinas es mediante interacciones idnicas.

Estas realizaciones de la presente invencién, otras realizaciones y sus elementos y caracteristicas, resultaran
evidentes a partir de la descripcion, los dibujos y las reivindicaciones a continuacion.

Breve descripcion de los dibujos

Determinados elementos de la invencion se exponen de forma particular en las reivindicaciones adjuntas. Se obtendra
un mejor entendimiento de los elementos y ventajas de la presente invencion mediante referencia a la siguiente
descripcidn detallada que se expone realizaciones ilustrativas, en las que se utilizan los principios de la invencion, y
los dibujos adjuntos de los que:

La Figura 1 representa un ejemplo de una de las composiciones de nucleo anidnico de la presente invencién. La
invencién representa una composicidon con cadena principal polimérica y una molécula de carga cationica o
péptido/proteina basico unido de forma electrostatica directamente con el grupo aniénico del vehiculo. Este diagrama
ilustrativo representa una cadena principal polimérica con: a) cadenas protectoras unidas de forma covalente y
colgantes, b) grupos anionicos unidos covalentemente y colgantes procedentes de grupos carboxilato, sulfato,
sulfonato o fosfato, en donde los grupos aniénicos a su vez interaccionan de forma electrostatica directamente (sin
iones intermediarios) con la molécula de carga catiénica o el péptido/proteina basico (punto isoeléctrico mayor de 7
pero preferentemente mayor de 7,3 y mas preferentemente mayor de 7,5). Este diagrama no limita las composiciones
contempladas por la presente invencion.

Descripcion detallada de la invenciéon
Definiciones

Por conveniencia, antes de la descripcidn adicional de la presente invencion, se recogen aqui determinados términos
empleados en la memoria descriptiva, ejemplos y reivindicaciones adjuntas que necesitan explicaciones adicionales.
Estas definiciones deberian interpretarse a la luz del resto de la divulgacién y entenderse como lo haria un experto en
la materia. A menos que se definan de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente
documento tienen el mismo significado que entiende habitualmente un experto habitual en la materia.

Los articulos “un” y “una” se usan para hacer referencia a uno o mas de uno (es decir, al menos uno) del objeto
gramatical del articulo. Como ejemplo, “un elemento” significa un elemento 0 mas de un elemento.

La expresion “proteina basica” es una proteina cuyo punto isoeléctrico es basico (por encima de 7), que se denomina
una “proteina basica” mientras que una proteina cuyo punto isoeléctrico es acido (por debajo de 7) se denomina una
“proteina acida”. La solubilidad de las proteinas es menor en el punto isoeléctrico. Las proteinas tienen grupos
ionizables tales como grupos carboxilo y grupos amino. Ya que la carga de estos grupos depende del pH, una molécula
proteica puede tener diferentes cargas segun el pH. El nimero de cargas negativas es el mismo que el nimero de
cargas positivas a un valor de pH especifico y este pH es el punto isoeléctrico, por lo tanto, la repulsion electrostatica
entre proteinas similares es menor en este punto y la solubilidad también es menor. Sin embargo, por ejemplo, a pH
por debajo del punto isoeléctrico los grupos amino obtendran protones extra haciendo que la proteina obtenga cargas
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positivas extra o los grupos carboxilo se protonaran haciendo que la proteina pierda cargas negativas en comparacion
con la carga en el punto isoeléctrico. La determinacion de si la protonacion de los grupos amino o carboxilo es
responsable de los cambios en la propiedad de la proteina tras la acidificacion depende del pH del punto isoeléctrico
de partida. La acidificacion de proteina basica, con punto isoeléctrico por encima de 8,0, hacia pH neutro, el grupo
principal que cambiara sera el grupo amino. La acidificaciéon adicional por debajo de pH 7 dara como resultado
protonacion del grupo carboxilo haciéndolo neutro y por tanto haciendo la carga neta global de la proteina mas positiva.
Todas las proteinas basicas tendran mas cargas positivas que cargas negativas a pH neutro haciéndolas capaces de
unirse con el vehiculo anidnico de la presente invencion a pH neutro. Debido a que los grupos carboxilo pueden perder
carga negativa a pH entre 5y 7, el grupo aniénico preferido de vehiculo de la presente invencion es el grupo sulfato,
sulfonato y fosfato que requiere pH entre 2 y 5 antes de perder cargas negativas. Los grupos carboxilo también seran
utiles, sin embargo en multiples ocasiones los grupos carboxilo agrupados entre si tenderan a captar iones metalicos
con carga positiva haciendo la carga neta global en presencia de metal mas cercana a neutra 0 menos anidnica.
Cuanto mayor sea el niumero de sitios anionicos en el vehiculo menos probable es que los metales interfieran con su
capacidad para unirse con moléculas de carga con carga positiva.

El término “vehiculo” para el fin de la presente invencion se refiere a una composicion de la presente invencion que
comprende una cadena principal polimérica con restos anidnicos y una cadena protectora unida covalentemente.

La expresiéon “cadena principal” para el fin de la presente invencién se refiere a la estructura que comprende un
polimero (lineal o ramificado).

El término “derivado” o “analogo” como se usa en el presente documento incluye compuestos cuyas estructuras de
nucleo son las mismas que, o se asemejan estrechamente a la de, un compuesto parental, pero que tienen una
modificacién quimica o fisica, tal como grupos diferentes o adicionales; el término incluye copolimeros de compuestos
parentales que pueden unirse a otros atomos o moléculas. El término también incluye un péptido o proteina con al
menos 50 % de identidad de secuencia con el péptido o proteina parental. El término también incluye un péptido con
grupos adicionales unidos a él, tales como marcador o etiqueta adicional, en comparacion con el péptido parental. El
término también incluye un polimero con grupo adicional unido a él, tal como un grupo alcoxi o metoxi, en comparacién
con el polimero parental.

El “punto isoeléctrico” (pl), en ocasiones abreviado a IEP, es el pH al que una molécula o superficie particular no porta
carga eléctrica neta. Moléculas anfotéricas denominadas iones dipolares contienen cargas tanto positivas como
negativas dependiendo de los grupos funcionales presentes en la molécula. La carga neta en la molécula esta afectada
por el pH de su ambiente circundante y puede adquirir mas carga positiva o negativa debido a la pérdida o ganancia
de protones (H+). El pl es el valor de pH al que la molécula no porta carga eléctrica o las cargas negativas y positivas
son iguales. Las superficies adquieren carga de forma natural para formar una doble capa. En el caso habitual cuando
los iones determinantes de carga de superficie son H+/OH-, la carga de superficie neta esta afectada por el pH del
liquido en el que se sumerge el solido. De nuevo, el pl es el valor de pH de la solucion al que la superficie no porta
ninguna carga neta. El valor de pl puede afectar a la solubilidad de una molécula a un pH dado. Dichas moléculas
tienen solubilidad minima en soluciones acuosas o salinas al pH que corresponde a su pl y con frecuencia precipitan
fuera de la solucion. Las moléculas anfotéricas bioldgicas tales como proteinas contienen grupos funcionales tanto
acidos como basicos. Los aminoacidos que componen proteinas pueden tener naturaleza positiva, negativa, neutra o
polar, y juntos proporcionan a una proteina su carga global. A un pH por debajo de su pl, las proteinas portan una
carga neta positiva; por encima de su pl portan una carga neta negativa. Las proteinas pueden separarse de este
modo segun su punto isoeléctrico (carga global) en un gel de poliacrilamida utilizando la técnica denomina
isoelectroenfoque, que usa un gradiente de pH para separar proteinas. El isoelectroenfoque también es la primera
etapa en una electroforesis en gel de poliacrilamida de gel bidimensional. Para un aminoacido con solamente un grupo
amina y uno carboxilo, el pl puede calcularse a partir del pKa de esta molécula usando una formula: pl={{pK1 + pK2}/2}.
Para aminoacidos con mas de dos grupos ionizables, tales como lisina, se usa la misma férmula, pero esta vez los
dos pKa usados son los de los dos grupos que pierden y ganan una carga desde la forma neutra del aminoacido. La
lisina tiene un unico pKa carboxilico y dos valores pKa de amina (uno de los cuales esta en el grupo R), de modo que
la lisina completamente protonada tiene una carga neta +2. Para obtener una carga neutra, se puede desprotonar la
lisina dos veces, y por lo tanto usar los valores de pKa del grupo R y amina (hallados en la Lista de aminoacidos
convencionales): pl={{9,06 + 10,54}/2} = 9,80. En un polipéptido, los grupos amino y carboxilo alfa no son ionizables y
por tanto no se calculan excepto en el extremo. En este caso solamente los grupos R (principalmente lisina, arginina,
aspartato y glutamato) son los mas relevantes en el calculo del pl. El pH de un gel electroforético se determina
mediante el tampoén usado para ese gel. Si el pH del tampon esta por encima del pl de la proteina que se procesa, la
proteina migrara al polo positivo (la carga negativa es atraida a un polo positivo). Si el pH del tampoén esta por debajo
del pl de la proteina que se procesa, la proteina migrara al polo negativo. Si la proteina se procesa con un pH de
tampodn que es igual al pl, esta no migrara en absoluto. Esto también sucede para aminoéacidos individuales. Para el
fin de la presente invencion, el pl por encima de 7 se denomina proteina basica, pero el pl mas preferido para la
molécula de carga de la presente invencién esta por encima del pH fisiologico de 7,3 ya que estas moléculas de carga
tienen una carga neta positiva a pH fisiologico. Deberia enfatizarse que para una molécula de carga grande tal como
proteina, el pl basico no es el Unico requisito para cargar en el vehiculo ya que la existencia de parcelas de superficie
0 carga positiva es suficiente para permitir una interaccion electrostatica fuerte con el vehiculo.
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La expresion “molécula de carga” es el agente activo, agente terapéutico o agente de captura de imagenes que se
pretende suministrar mediante la composicién de nucleo aniénico o el vehiculo de la presente invencién al sujeto. Se
pretende que la molécula de carga esté unida electrostaticamente directamente con los grupos aniénicos del vehiculo
pero no esté unida covalentemente con el vehiculo. La molécula de carga puede ser un péptido o proteina que contiene
grupos amino con carga positiva a pH neutro. El agente activo también incluye una molécula organica con carga
positiva pequefia.

La expresién “de origen natural” o “nativo”, cuando se aplica a un objeto, se refiere al hecho de que un objeto puede
hallarse en la naturaleza. Por ejemplo, una cadena principal que puede aislarse de una fuente de la naturaleza y que
no se ha modificado de forma intencionada, por ejemplo, en el laboratorio, es de origen natural. La expresion “de
origen no natural” o “no nativo” o “sintético” se aplica a un objeto que se ha modificado de forma intencionada, por
ejemplo, en el laboratorio, y no hallado normalmente en la naturaleza.

El término “polimero” es una molécula (0 macromolécula) compuesta de unidades estructurales repetidas conectadas
por enlaces quimicos covalentes. Este término incluye poliaminoacidos (con aminoacidos repetidos; obsérvese que
para el fin de la presente memoria descriptiva, las proteinas no tienen aminoacidos repetidos ya que sus aminoacidos
varian a lo largo de la cadena), polialiamina, acido poliacrilico, polietilenimina, polisacaridos y otras cadenas principales
poliméricas mencionadas en la presente memoria descriptiva. Para mayor claridad de la presente memoria descriptiva,
la expresion “cadena principal polimérica” o “polimero de cadena principal” es un polimero no proteico. Proteico
significa proteinas de origen natural o sus derivados que no son un homopolimero y tienen actividad enzimatica o
bioldgica provocada por su conformacion tridimensional. EI homopolimero de poliaminoacido tal como polilisina no es
proteico.

Un “paciente”, “sujeto” u “hospedador” para tratar con la composicion de la presente invencién puede significar un ser
humano o animal no humano. El término “mamifero” se conoce en la técnica y los mamiferos ejemplares incluyen
seres humanos, primates, bovinos, porcinos, caninos, felinos y roedores (por ejemplo, ratones y ratas).

El término “péptido/proteina” significa péptido o proteina donde el péptido tiene 50 o menos aminoacidos y la proteina
tiene mas de 50 aminoacidos y puede aislarse de células o prepararse de forma sintética. También pueden aislarse o
prepararse de forma sintética derivados y fragmentos. Idealmente, la molécula de carga peptidica/proteica de la
presente invencion tendra un punto isoeléctrico por encima de pH 7. Es posible, sin embargo, que determinados
derivados de un agente activo peptidico/proteico pueda tener parcelas de grupos con carga positiva a pesar de tener
un punto isoeléctrico acido que permite la interaccion de este tipo de péptido/proteina con los grupos anidnicos del
vehiculo. Se pretende que este tipo de molécula de carga esté abarcada por la presente invencion. Un derivado de
agente activo puede generarse mediante el truncamiento de la secuencia de aminoacidos o la adicién de otros
aminoacidos o grupos funcionales.

Introduccion general

Las realizaciones de la presente invencion estan dirigidas a sistemas de suministro de proteinas basicas basados en
vehiculos que comprenden una cadena principal, un dominio aniénico unido covalentemente a la cadena principal y
una proteina basica unida por enlaces idnicos o unida de forma electrostatica al dominio aniénico del vehiculo. La
cadena principal contiene multiples cadenas de polietilenglicol para cubrir o proteger la proteina basica. Las cadenas
de polietilenglicol protectoras pueden aumentar el radio hidrodinamico global del agente macromolecular que puede
dar como resultado circulacion prolongada en la sangre (no permitiendo la eliminacion/filtracion a través del rifidn) y
aumentar la retencién/acumulacion en sitios de alta permeabilidad vascular.

Los vehiculos de la presente invencion atraviesan barreras vasculares degradadas o andmalas con permeabilidad
aumentada pero debido al tamafio del vehiculo y la direccion del flujo/presion, el vehiculo no es capaz de fluir en
sentido contrario en la circulacion. Esto da como resultado acumulacion de vehiculo en sitios de barreras vasculares
andmalas. Esto se demostré en un modelo de inflamacién bacteriana del tejido muscular en ratas inducidas con E.
coli. Como alternativa, el vehiculo podria usarse para la deteccién temprana de filtracién al espacio extravascular y
direccién especifica a los sitios con permeabilidad vascular aumentada, tal como inflamacién. Por tanto, el aumento
de la acumulacion del vehiculo en sitios de inflamacion permitira que la proteina basica asociada a vehiculos se
acumule en sitios de infeccion.

La asociacion de una proteina basica o un derivado de la misma a la cadena principal se consiguen usando una
interaccion iénica. El uso de proteina modificada o proteina derivatizada afiadiendo restos de aminoacidos basicos
puede mantener o potenciar la interaccién iénica. Una ventaja de los grupos aniénicos en los vehiculos de la presente
invencién es proporcionar union reversible de proteinas basicas que son capaces de formar enlaces iénicos con el
resto aniénico del vehiculo. El enlace i6nico permite la disociacion reversible de proteinas/péptidos basicos y farmacos
de la cadena principal que contienen los grupos funcionales aniénicos.

La formulacion de vehiculo-resto anidnico-proteina basica puede proporcionar varios beneficios. Por ejemplo, dichas
formulaciones proporcionan mejor biocompatibilidad; reducen la toxicidad potencial; reducen la inmunogenicidad;
aumentan el tiempo de permanencia en sangre; permiten la acumulacién especifica de sitio en sitios de inflamacion.
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Los vehiculos de la presente invencidn también tienen alta capacidad de carga farmacoldgica, con su union reversible
especifica de una proteina basica ejemplar, lisostafina (Ej. 44).

Basandose en los resultados presentados, las proteinas basicas se unen con el resto quelante en ausencia de metal.
Las interacciones también pueden facilitarse posiblemente mediante interacciones con cadenas protectoras y/u otros
componentes del vehiculo. El disefio de los vehiculos de la presente invencion se realiza de tal modo que la proteina
basica asociada de forma iénica esté protegida por las cadenas protectoras (cadenas de polietilenglicol) de, por
ejemplo, peptidasas y anticuerpos. Ademas, la asociacion de proteinas basicas (tales como lisostafina) y péptidos
(tales como los presentados en la Tabla 1 y sus analogos o derivados) con el vehiculo de alto peso molecular pueden
prolongar la semivida in vivo evitando la eliminacion mediante ultrafiltracién renal, la captacion mediante células
presentadoras de antigenos y captacién mediante el sistema reticuloendotelial.

Elementos del vehiculo de la invencién y proteinas basicas

Los vehiculos de la presente invencion estan comprendidos por: una cadena principal polimérica que comprende
polilisina, poliornitina, poliarginina, poliglutamato, poliaspartato, policisteina, poliserina, politreonina, politirosina,
heparina, sulfato de condroitina, sulfato de dermatano, sulfato de heparano, sulfato de queratano, carragenina, pectina,
fucoidano o dextrano capaz de apoyar multiples grupos anidénicos derivados de grupos carboxilo, sulfato, sulfonato o
fosfato que pueden unirse (mediante interaccion idnica) con nitrégeno con carga positiva en un agente activo o
molécula terapéutica (o molécula de carga). La cadena principal comprende ademas multiples cadenas protectoras
unidas covalentemente con la cadena principal polimérica mediante un unico enlace. En un aspecto, el vehiculo es
biocompatible. Los componentes individuales se describen a continuacion.

a. Cadenas principales

Las cadenas principales de los vehiculos de la presente invencién pueden ser polimeros y copolimeros de estructura
lineal o ramificada o conjugados de los mismos. El peso molecular de la cadena principal varia de 1.000 Da a
200.000 Da. En algunas realizaciones el peso molecular de la cadena principal puede variar de 1.500 Da a
100.000 Da, o de 2.000 Da-50.000 Da, o de 2.000 Da-30.000 Da, o de 2.000 Da-25.000 Da. Es preferible que la
cadena principal polimérica proceda de un polimero de origen natural. También es preferible que la cadena principal
polimérica sea hidrosoluble.

1) Cadenas principales poliméricas o copoliméricas:

Los polimeros estan compuestos de unidades estructurales repetidas conectadas por enlaces quimicos covalentes.
Un copolimero es un polimero derivado de dos o mas polimeros diferentes unidos entre si.

En determinadas realizaciones, los polimeros de cadena principal o copolimeros de cadena principal de las
composiciones tienen pesos moleculares que varian de aproximadamente 500 a 5.000, 10.000, 15.000, 20.000,
25.000, 30.000, 40.000 o 50.000, 60.000, 70.000, 80.000, 90.000 o 100.000 Daltons e incluso mas especificamente
entre 2.000 y 50.000 Daltons. Los pesos moleculares en promedio en numero (Mn) también pueden variar
ampliamente, pero en general quedan en el intervalo de aproximadamente 1.000 a aproximadamente 120.000 Daltons
0 incluso de aproximadamente 2.000 a aproximadamente 70.000 o incluso de aproximadamente 3.000 a
50.000 Daltons. En determinadas realizaciones, el Mn varia entre aproximadamente 5.000 y 45.000 Daltons. Dentro
de una muestra dada de una cadena principal polimérica objeto, puede estar presente un amplio intervalo de pesos
moleculares. Por ejemplo, las moléculas dentro de la muestra pueden tener pesos moleculares que difieren en un
factor de 2, 5, 10, 20, 50, 100 o mas, o que difieren del peso molecular promedio en un factor de 2, 5, 10, 20, 50, 100
0 mas. El numero de mondémeros en el polimero de cadena principal puede variar de 10 (un 10-mero) a 1.000 (un
1.000-mero). El polimero de cadena principal puede ser como alternativa aproximadamente 25, 50, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400 o 450-mero, y aun mas especificamente entre un 100-mero a 250-mero. El nimero de mondmeros
en la cadena principal polimérica determina en general el nUmero de grupos funcionales que pueden modificarse para
aportar restos aniénicos o cadenas protectoras. El tamafo preferido de las cadenas principales poliméricas se
selecciona de modo que el diametro hidrodinamico global de la molécula vehiculo (cadena principal, grupos anionicos
y cadenas protectoras) antes de la carga con molécula de carga basica esté por debajo de 100 nm.

En algunas realizaciones, la cadena principal polimérica es un homo o heteropolimero no proteico con grupos
monomeéricos repetidos que contienen grupos amino, carboxilo, hidroxilo y tiol y pueden ser de origen natural o
sintético, en donde los grupos monoméricos repetidos pueden modificarse covalentemente para contener
adicionalmente grupos anionicos 0 mas grupos anionicos tales como restos carboxilato, sulfato, sulfonato o fosfato y
cadenas protectoras hidréfilas. El sulfato, sulfonato o fosfato puede unirse al polimero directamente o usando un
espaciador con multiples grupos carboxilo, tales como acido dietilentriaminpentaacético (DTPA), &cido
etilendiamintetraacético (DTPA), acido nitrilotriacético (NTA), acido etilenglicoltetraacético (EGTA) o &cido citrico por
nombrar algunos, que permitiran la unién conveniente y/o el agrupamiento de cargas aniénicas como un unico colgante
en la cadena principal polimérica (que no es parte de la cadena principal que es importante para la integridad molecular
de la cadena principal). La cadena principal puede modificarse para portar uno 0 mas grupos aniénicos colgantes. En
otras realizaciones la cadena principal polimérica también puede ser un homo o heteropolimero no proteico con grupos
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hidréfobos repetidos con grupos amino, carboxilo, hidroxilo y tiol terminales o cualquier grupo funcional modificable
que pueda modificarse covalentemente para contener adicionalmente un agrupamiento (dos o mas) de grupos
anionicos tales como restos carboxilato, sulfato, sulfonato o fosfato y cadenas protectoras hidrofilas. La expresion
“poliaminoéacido no proteico” como se usa en el presente documento incluye un poliaminoacido que no es hecho de
forma natural por un organismo vivo a menos que se modifique por ingenieria genética de forma recombinante o no
tenga actividad enzimatica o bioldgica resultante de su conformacion tridimensional. En determinadas realizaciones,
la cadena principal polimérica es un poliaminoacido que puede tener quiralidad D o L o ambas y es un homopolimero
de cadena sencilla. Los homopolimeros de cadena sencilla incluyen polilisina, poliornitina, poliarginina, poliglutamato,
poliaspartato, poliserina, politirosina o cualquier otro homopolimero unido a amida hecho de aminoacidos. Los
homopolimeros hidréfobos de cadena sencilla comprenden poliamina, polivalina, polileucina, poliisoleucina, poliglicina
o polifenilalanina. Estos poliaminoacidos hidréfobos pueden modificarse en un extremo para contener un agrupamiento
(2 o més) de grupos anidnicos tales como carboxilato, sulfato, sulfonato o fosfato, o combinacion de los mismos, y en
el otro extremo para contener cadenas protectoras hidréfilas. Si la cadena principal es un polimero que comprende
poliaminoacidos, este es habitualmente no proteico, lo que significa que no es una proteina de origen natural con
actividad asociada con su conformacion tridimensional. La cadena principal polimérica puede tener un peso molecular
de aproximadamente 600-1.000.000 Daltons, incluyendo el intervalo de aproximadamente 1.000-70.000 Daltons.
También pueden usarse otras cadenas principales poliméricas con grupos funcionales modificables repetidos tales
como las que tienen grupos sulfhidrilo (tiol), amino, carboxilo e hidroxilo repetidos. También pueden usarse como la
cadena principal polimérica polimeros de carbohidratos de fuente bioldgica y otros polimeros sintéticos donde los
monomeros no son biolégicos. La cadena principal polimérica proporciona multiples sitios a partir de los que pueden
unirse los grupos aniénicos y cadenas protectoras hidréfilas. La cadena principal incluye las que tienen carboxilato,
sulfato, sulfonato o fosfato ya presentes y de modo que después de la unién covalente de cadenas protectoras
hidrofilas tales como polietilenglicol o derivados, puede no ser necesaria ninguna modificacion adicional. Estos
incluyen polisacaridos sulfatados tales como sulfato de condroitina, sulfato de heparano, sulfato de dermatano, sulfato
de heparina, sulfato de dextrano, fucoidano y carragenina, por ejemplo. Estas cadenas principales pueden modificarse
para contener cadenas protectoras hidréfilas para obtener el componente de vehiculo de la presente invencion a partir
del que puede unirse idnicamente la molécula de carga basica para completar una composicion de la presente
invencion. Como una realizacién adicional de la composicion donde la cadena principal ya contiene grupos sulfato,
sulfonato o fosfato, la cadena principal puede modificarse adicionalmente para contener grupos sulfato, sulfonato o
fosfato adicionales para aumentar la densidad de carga anidnica de la composicion de la presente invencion para
potenciar adicionalmente su capacidad para unirse con molécula de carga basica (las que tienen el punto isoeléctrico
por encima de 7).

Las cadenas principales poliméricas pueden incluir polisacaridos. Los polisacaridos abarcan disacaridos,
oligosacaridos y polimeros mayores de hasta millones de Daltons. Las cadenas principales poliméricas incluyen
polisacéridos, oligosacaridos y productos derivados quimicamente de los mismos, que portan grupos carboxilicos
modificables, grupos alcohdlicos o grupos amino, que pueden ilustrarse por: polixilotol, acido galacturénico, acido
glucurodnico, acido manurdnico, acido hialurénico, acido péctico, acido neuraminico, acido alginico, carragenina;
dextranos oxidados; dextrano aminado, por ejemplo que contiene grupos amino unidos. Las cadenas principales
poliméricas incluyendo polisacaridos pueden ser lineales o ramificadas, pueden estar carboxiladas, carboximetiladas,
sulfatadas o fosforiladas. Las cadenas principales poliméricas que incluyen polisacaridos pueden hacerse reaccionar
con derivados de acidos carbdnico, dicarbonico, sulfurico, aminosulfurico, fosférico con unién resultante de grupos
carboxilico, aminocarboxilico, carboximetilo, sulfirico, amino o fosfato. Las cadenas principales poliméricas que
incluyen polisacaridos pueden obtenerse mediante la alteracion quimica de dextrano, manano, xilano, pululano,
celulosa, quitosano, agarosa, fucoidano, galactano, arabinano, fructano, fucano, quitina, pustulano, levano o pectina.
Ademas estos polisacaridos pueden estar representados por heteropolimeros u homopolimeros de monosacaridos
tales como, pero sin limitacion, glucosa, galactosa, manosa, galactosa, desoxiglucosa, ribosa, desoxirribosa,
arabinosa, fucosa, xilosa, xilulosa y ribulosa.

Las cadenas principales poliméricas también incluyen polimeros (lineales o ramificados) tales como polietilenimina,
poliamidoamina, polialiamina, acido poliacrilico; polialcoholes (por ejemplo, alcohol polivinilico) con los que se unen
quimicamente grupos carboxilico, amino o alcohdlico y/o que estan disponibles para la unién de mas grupos aniénicos.
Estas cadenas principales poliméricas pueden ser cadenas no bioldgicas para las que estan disponibles grupos
carboxilico, amino o alcohdlico para unién de méas grupos anidnicos. La cadena principal polimérica puede contener
grupos aniénicos y puede realizarse modificacion adicional para aumentar el numero de grupos aniénicos o para
potenciar la calidad de los grupos aniénicos tal como convertir grupos carboxilo en grupos sulfato, sulfonato o fosfato.

El polimero que actia como la cadena principal polimérica puede ser poli(etilenglicol) (PEG) con grupos funcionales
en el extremo terminal o cerca del extremo terminal que compone el agrupamiento (2 o0 mas) de grupos aniénicos con
los que puede unirse la proteina basica. Esquematicamente, esta realizacion puede estar representada por lo
siguiente: PEG-grupos anidnicos*proteina basica, donde el asterisco representa interaccion idnica que es una relacion
muy especifica entre elementos de la presente invencién. Como alternativa, el PEG puede funcionalizarse a lo largo
de su cadena principal permitiendo que el agrupamiento aniénico sea colgante de la cadena principal de la que puede
asociarse proteina basica mediante interaccion electrostatica directa. Esta estructura también puede permitir ademas
cadenas protectoras colgantes.
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De acuerdo con la invencién, la cadena principal polimérica comprende polilisina, poliornitina, poliarginina,
poliglutamato, poliaspartato, policisteina, poliserina, politreonina, politirosina, heparina, sulfato de condroitina, sulfato
de dermatano, sulfato de heparano, sulfato de queratano, carragenina, pectina, fucoidano o dextrano.

b) Restos aniénicos o grupos aniénicos

Los ejemplos de grupos anionicos que pueden unirse quimicamente con la cadena principal incluyen: -fosfato; -sulfato;
-sulfonato; y —carboxilo. La unién entre los grupos amino en la proteina y los grupos carboxilo no es tan fuerte como
con grupos anidnicos tales como fosfato, sulfato y sulfonato. Esto se debe a que el grupo carboxilo tiene pKa de
aproximadamente 6, mientras que el sulfato, sulfonato y fosfato tienen pKa de menos de 3. Esto hace que la poblacién
de sulfato, sulfonato y fosfato tenga carga principalmente negativa a pH por encima de 3. La poblacién de grupo
carboxilo tendra principalmente carga negativa a pH 6 y superior lo que le proporciona cierta limitacion para formar
anion en condiciones levemente acidas. Ademas, la mayoria de los restos que contienen policarboxilo tienen
capacidad de quelacion que puede alterar la funcion fisioldgica que requiere metales de molécula de carga o proteinas
sanguineas. Los grupos aniénicos preferidos son fosfato, sulfato y sulfonato. Sin embargo, esto no excluye grupos
carboxilo de diversas realizaciones de la presente invencion. Los grupos anidnicos en la presente composicion pueden
localizarse en un agrupamiento. El agrupamiento aniénico se define para el fin de la presente memoria descriptiva
como dos 0 mas grupos anidnicos unidos a la cadena principal por un enlace covalente comuin y que cada carga
anionica no esta a mas de 12 atomos de la otra carga anidnica. Se obtienen grupos aniénicos de carboxilato, sulfato,
sulfonato y/o fosfato. Es preferible que los atomos de azufre o fésforo que componen las cargas anionicas estén
separados entre si por mas de tres 4tomos para evitar que sean un fuerte quelante de metales. Una vez que el metal
esta quelado, el metal afiadira carga positiva al sitio o agrupamiento aniénico haciéndolo menos capaz de unirse con
moléculas de carga catiénicas o con carga positiva con punto isoeléctrico mayor de 7. En una realizacion, se excluye
el metal, ya que puede crear potencialmente una fuerte interaccion de coordinacion que no permitiria la liberacion
calibrada de la molécula de carga. La mayor separacion entre el atomo de azufre y/o fésforo en un grupo aniénico
puede ayudar a reducir o debilitar las propiedades quelantes del agrupamiento aniénico del vehiculo. De esta manera
la liberacion de las moléculas de carga puede facilitarse con sal fisiolégica. Asimismo, la quelacién también puede
inactivar moléculas de carga que contienen metales o calcio tales como Factor VI, ademas de neutralizar la propiedad
anionica del vehiculo. Esto es especialmente cierto con fosfato en forma de bisfosfonato en el que el atomo de fésforo
esta separado por solamente un atomo o las cargas estan separadas por 3 atomos. Debido a esto, el bisfosfonato es
un fuerte quelante de metal que puede inactivar moléculas bioldgicas que contienen metales de transicion o metales
alcalinotérreos tales como calcio. Los atomos de azufre y fosforo que forman grupos aniénicos en la composicion de
la presente invencion estan separados en mas de un atomo lo que los hace quelantes débiles. Esto se consigue
mediante el uso de espaciador de policarboxilo amina, que después contienen varios grupos aniénicos fuertes que
contienen atomos de azufre y/o fésforo. En una realizacién de la invencién, la relacién organizativa de la molécula de
carga catidnica con el grupo anionico es mediante interaccion idnica directa y no estd mediada por ningun otro ion
metalico divalente. Dicha relacién organizativa distingue la presente invencion de otras composiciones poliméricas que
usan enlaces metalicos para moléculas de carga unidas. Ademas, la presente invencion no se basa en interacciones
hidréfobas para unir moléculas de carga ya que las moléculas de carga que tienen carga positiva o tienen un punto
isoeléctrico por encima de 7,3 son hidrosolubles y es poco probable que sean hidréfobas. Dichas moléculas de carga
con carga alta de la presente invencién repelen grupos hidréfobos como se conoce en la técnica. Las moléculas de
carga de la presente invencion estan limitadas a las moléculas de carga que no interaccionan con grupos hidréfobos
de forma significativa (las que tienen Kd para grupos hidréfobos de mas de 50 uM). Un agrupamiento de grupos
carboxilo separados por 4 o mas atomos también sera un quelante menos fuerte o incluso no quelante y puede usarse
como el agrupamiento anionico de la presente invencién. Para el fin de la presente memoria descriptiva, el grupo
anionico o un agrupamiento de grupos anionicos colgantes de la cadena principal mediante un Unico enlace quimico
no tiene mas de 1.500 Da de masa molecular excluyendo la masa de cadena principal. Esto es para facilitar la
proteccion por cadenas protectoras en las que la masa preferida es entre 2.000 Da y 20.000 Da.

¢) Cadenas protectoras

Los ejemplos de cadenas protectoras (denominadas indistintamente cadenas laterales protectoras o cadenas
protectoras hidrdfilas) incluyen poli(etilenglicol), que puede esterificarse mediante acido dicarboxilico para formar un
monoéster de poli(etilenglicol); monoéster de metoxi poli(etilenglicol) (MPEG) o un copolimero de poli(etilenglicol) y
monoéster de poli(propilenglicol) en forma de un éster con un acido dicarboxilico que proporciona el extremo de estos
copolimeros un grupo carboxilo que puede usarse para unirlo covalentemente con una cadena principal (véase
anteriormente). Otras formas incluyen poli(etilenglicol)-carboxilo; metoxi poli(etilenglicol)-carboxilo; poli(etilenglicol)-
carboximetilo; metoxi poli(etilenglicol)-carboximetilo; poli(etilenglicol)-monoamina; metoxi poli(etilenglicol) monoamina;
poli(etilenglicol) hidrazida; metoxi poli(etilenglicol) hidrazida; metoxi poli(etilenglicol) imidazolida copolimero en bloque
de poli(etilenglicol) y uno o varios polimeros representados por poliaminoacido, polisacarido, poliamidoamina,
polietilenimina donde estos bloques se alternan para proporcionar un copolimero en bloque lineal. En una realizacion,
el peso molecular global de una cadena protectora puede ser mayor de 300 Daltons pero que no supera
10.000 Daltons.

De acuerdo con la invencion, multiples cadenas protectoras, en donde cada cadena protectora comprende
poli(etilenglicol), estan unidas covalentemente con la cadena principal polimérica mediante un Unico enlace.
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En un ejemplo proporcionado en el presente documento, una composicion de la presente invencién comprende una
cadena principal polimérica lineal con un grado de polimerizacién en el intervalo de 2-10.000 con la que estan unidas
de forma independiente y covalentemente cadenas protectoras de metoxipolietilenglicol (MPEG) con un masa de 300-
25.000 Daltons y grupos anionicos (que pueden ser de sulfato, sulfonato o fosfato pero no excluyen grupos carboxilo
como los grupos anionicos) donde dichas cadenas protectoras y grupos anidénicos estan unidos de forma
independiente o colgantes de la cadena principal. En otro ejemplo, el grado de polimerizacion de la cadena principal
polimérica esta en el intervalo de 25-1.000. En otro ejemplo mas, el grado de polimerizaciéon de cadena principal
polimérica esta en el intervalo de 50 a 300.

d) Agentes activos: Proteinas y péptidos basicos

1) Proteinas: Las proteinas y péptidos basicos se reconocen en la técnica como proteinas y péptidos con punto
isoeléctrico mayor de 7. Las proteinas basicas incluyen metaloexopeptidasas tales como lisostafina que es un
agente antiinfeccioso. Los vehiculos de la presente invencion pueden unirse esencialmente con la mayoria de
proteinas basicas o los agentes activos de proteinas basicas y derivados, fragmentos y analogos de los mismos
siempre que permanezcan basicos o su punto isoeléctrico permanezca por encima de 7. Las proteinas basicas y
sus derivados, fragmentos y andlogos pueden producirse mediante técnicas recombinantes a partir de
construcciones de ADN. Las proteinas con punto isoeléctrico por debajo 7 pueden prepararse para tener un punto
isoeléctrico mayor de 7, afiadiendo aminoacidos basicos en la secuencia mediante el uso de técnicas
recombinantes de ADN o durante la sintesis. Los aminoacidos basicos son lisina y arginina. Los péptidos pueden
hacerse basicos durante la sintesis anadiendo un aminoacido basico en su extremo manteniendo al mismo tiempo
la bioactividad de la secuencia principal. Como alternativa, la secuencia basica puede afiadirse de modo que una
vez se ha liberado en la sangre o ha entrado en la célula, la secuencia basica puede escindirse mediante una
proteasa endégena (presente de forma natural en el cuerpo de un organismo) que libera los péptidos activos. Los
agentes activos de proteina basica de la presente invencién pueden ser o no productos recombinantes. Los
agentes activos de proteina basica de la presente invencion pueden ser producto de la produccién recombinante
en células de mamifero que pueden estar implicados o no en la modificacién de secuencia de ADN que evita la
glucosilaciéon. Los agentes activos de proteina basica de la presente invencion pueden ser de versién nativa
purificada del organismo que produce de forma natural la proteina béasica. Los agentes activos de proteina basica
de la presente invencion pueden purificarse de un organismo. Por ejemplo, puede purificarse lisostafina, una
proteina basica ilustrativa, del organismo que la produce de forma natural, tal como Staphylococcus simulans o
Staphylococcus staphylolyticus. Los vehiculos de la presente invencion pueden unirse con proteinas basicas asi
como analogos, derivados y fragmentos de los mismos.

Los vehiculos de la presente invencion pueden unirse con proteinas basicas y analogos, derivados y fragmentos de
los mismos. En realizaciones especificas los vehiculos de la presente invencién se unen con lisostafina. La lisostafina
esta reconocida en la técnica y es bacteriolitica para Staphylococcus aureus. Esto incluye derivados y fragmentos de
lisostafina que tienen sustancialmente el mismo efecto bioldgico que la lisostafina de origen natural. La lisostafina
puede aislarse o prepararse de forma sintética. También pueden aislarse o prepararse de forma sintética derivados y
fragmentos. Es posible que determinados derivados de lisostafina puedan tener un punto isoeléctrico diferente o
incluso tener punto isoeléctrico por debajo de 7, pero siempre que haya un agrupamiento de cargas positivas en una
proteina lejos de las cargas negativas, la proteina puede unirse potencialmente con el grupo aniénico del vehiculo de
la presente invencion. Para determinar si la interaccion de lisostafina con el vehiculo es interaccién aniénica-catiénica
directa y no mediante ion metalico multivalente intermediario se afiade NaCl 0,4 M. La interaccién anidnica-cationica
puede alterarse mediante NaCl 0,4 M mientras que la interaccién mediada por ion metélico multivalente a través de
enlace coordinado no puede alterarse mediante NaCl 0,4 M (véase ejemplo posterior). En una realizacion, puede
generarse un derivado de lisostafina mediante truncamiento de la secuencia de aminodacidos o la adicién de otros
aminoacidos o grupos funcionales tales como grupo amino basicos. En una realizacion, la lisostafina (incluyendo sus
analogos, derivados y fragmentos) comprende un aminoacido basico total (lisina y arginina) mayor que los
aminoacidos acidos totales (glutamato y aspartato), proporcionando de este modo a la proteina una carga neta positiva
capaz de unirse con el vehiculo de nlcleo anidnico de la presente invencién. Ocasionalmente, una proteina o un
péptido con punto isoeléctrico por debajo de 7 pueden tener todos los aminoacidos basicos en un extremo de la
molécula y todos los aminoacidos acidos en el otro extremo de la molécula o como alternativa la proteina o el péptido
puede plegarse de tal manera que el aminoacido &cido esté internado y los aminoacidos basicos estén expuestos. En
estas circunstancias aun puede unirse con el vehiculo anionico de la presente invencion siempre que los aminoacidos
basicos estén en una regidon espacialmente separada de la molécula. La determinacion de si una proteina o un péptido
con punto isoeléctrico inferior a 7 interaccionara con el vehiculo de la presente composicion tendra que determinarse
caso a caso usando el método descrito en el presente documento y que puede ser realizado faciimente por un experto
en la materia sin experimentacioén indebida. La lisostafina tiene de forma natural un punto isoeléctrico entre pH 9-10,
lo que permite unirla estrechamente con el vehiculo de la presente invencion. La lisostafina, por lo tanto, proporciona
grupos amino con carga positiva de modo que no haya necesidad de modificarla sintéticamente para contener
aminoacidos basicos. La lisostafina puede cargarse en el vehiculo de la presente invencion mezclando una solucién
de vehiculo con una solucion de lisostafina a temperatura entre 15 a 37 grados Celsius. El vehiculo cargado puede
liofilizarse y reconstituirse antes de su uso. La lisostafina de la presente invencién o proteinas basicas en general
pueden modificarse adicionalmente para contener mas aminoacidos basicos para potenciar la unién con los vehiculos
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de la presente invencion.

La lisostafina, uno de los agentes activos de la presente invencién es una enzima peptidasa producida por
determinadas cepas de microorganismos Staphylococcus con actividad antibacteriana contra estafilocos. La lisostafina
es una peptidasa de 25 kDa producida por Staphylococcus simulans que escinde un enlace glicina-glicina Unico de un
cruce entre péptidos de la pared celular de Staphylococcus aureus con la designacion de nimero de EC de EC
3.4.24.75. La lisostafina es una proteina basica ilustrativa, mas especificamente una proteina basica glicilo-glicilo.

2) Péptidos: Entre los péptidos de acciodn intracelular hay péptidos que pueden modificar las rutas de transduccion de
sefial. Para que los péptidos modifiquen las rutas de transduccién de sefiales, puede ser necesario que penetren en
las membranas celulares. La capacidad de los péptidos para penetrar en la membrana celular depende del niumero
de aminoacidos basicos en proximidad estrecha entre si. Estos aminoacidos béasicos en proximidad estrecha entre si
se denominan dominio de transduccion de péptidos o péptidos penetrantes celulares (Cell-Penetrating Peptides por
Ulo Langel, Pharmacology & Toxicology Series, 2002, CRC Press, Nueva York). Todos estos péptidos y sus derivados
son moléculas de carga ideales para el vehiculo de nucleo anidnico de la presente invencidon. En general todos los
péptidos (polipéptidos con 50 o menos aminoacidos) que contienen dominio de transduccion de péptidos o secuencia
penetrante celular pueden suministrarse usando el vehiculo de la presente invencion. La secuencia de dominio de
transduccion de péptidos o péptido penetrante celular se caracteriza por la presencia de una secuencia de 5-10
aminodacidos con al menos 2 aminoacidos basicos (lisina y/o arginina) mas que el nimero de aminoacidos acidos
(glutamato y aspartato). Algunos ejemplos de estos se enumeran todos en un libro titulado Cell-Penetrating Peptides
por Ulo Langel, Pharmacology & Toxicology Series, 2002, CRC Press, Nueva York, que se incorpora por la presente
por referencia. Deberia observarse que en todos los casos el péptido penetrante celular sigue la misma normal general
de que contiene 5-10 aminoacidos con al menos 2 aminoacidos basicos (lisina y/o arginina) mas que el nimero de
aminoacidos acidos (glutamato y aspartato). Desafortunadamente todos estos péptidos son degradados y eliminados
por el rindn muy rapido una vez que estan en la circulacion, lo que requiere la administracién de una gran cantidad de
este péptido (10 mg/kg en ratones). Estos péptidos se beneficiaran significativamente del vehiculo de la presente
invencioén. Debido a que todos estos péptidos de accidn intracelular con secuencia penetrante celular catidnica tendran
secuencias basicas, seran todos moléculas de carga ideales para la composicion de nucleo aniénico de la presente
invencién. El vehiculo aumentara la semivida en circulacidon en sangre de estos péptidos y acumulara o dirigira el
péptido al sitio de inflamacidon que esta presente en enfermedades tales como artritis reumatoide, enfermedad
inflamatoria del intestino crénica, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, ateroesclerosis y diabetes entre otras.

a) Péptidos y proteinas antiinflamatorios.

En una realizacion, los péptidos/proteinas de la presente invencién que son Utiles en el tratamiento de la inflamacion
pueden ser un péptido que bloquea la accién de NFkB y contiene una secuencia penetrante celular. Son ejemplos de
enfermedades inflamatorias crénicas que pueden beneficiarse de la composicion de la presente invencion: artritis
reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino cronica, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y diabetes. La
secuencia de péptido penetrante celular es un péptido que contiene una serie de aminoacidos basicos (tales como
lisina o arginina) que permite la penetracion en la célula. Esta secuencia puede unirse a una secuencia que puede
suprimir la activacion de NFkB y por tanto prevenir la inflamacion. Ejemplos: (SEQ ID NO: 60) Péptido basico-Thr-Ala-
Lue-Asp-Trp-Ser-Trp-Lue-GIn-Thr-Glu-OH o (SEQ ID NO: 61) Péptido basico-Thr-Thr-Lue-Asp-Trp-Ser-Trp-Lue-GIn-
Met-Glu-OH. Un ejemplo especifico de este tipo de péptido tiene la secuencia de (SEQ ID NO: 1) (Lys)s-Gly-Gly-Thr-
Ala-Lue-Asp-Trp-Ser-Trp-Lue-GIn-Thr-Glu (0 KKKKKKKK-GG-TALDWSWLQTE: de Dave S., et al., 2007, Journal of
Immunology, vol 179, p7852-7859). Una alternativa a esta secuencia es (SEQ ID NO: 2) H-Asp-Arg-Gin-lle-Lys-lle-
Trp-Phe-GIn-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-Thr-Ala-Leu-Asp-Trp-Ser-Trp-Leu-GIn-Thr-Glu-OH (o
DRQIKIWFQNRRMKWKK-TALDWSWLQTE: de Shibata, W., et al. 2007. Journal of Immunology, vol 179, p2681-2685;
Jimi, E., et al. 2004. Nat. Med., 10, 617; Siegmund, D., et al. 2001. J. Biol. Chem. 276, 43708. May, M.J., et al. 2000;
Science 289, 1550; Li, Q., et al. 1999; y Science 284, 1999). Como alternativa una secuencia (SEQ ID NO: 3) (Arg)s-
Gly-Gly-Thr-Ala-Lue-Asp-Trp-Ser-Trp-Lue-GIn-Thr-Glu-OH (0 RRRRRRRR-GG-TALDWSWLQTE) también sera una
molécula de carga ideal de la presente invencién. Un analogo de la secuencia inhibidora de la SEQ ID NO: 1y n.° 2
también es una molécula de carga ideal para la composicion de la presente invencion. Esta tiene la secuencia de
(TAT-NBD; SEQ ID NO: 4) H-Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg-Gly-Thr-Thr-Lue-Asp-Trp-Ser-Trp-Lue-
GIn-Met-Glu-OH (0 YGRKKRRQRRRG-TTLDWSWLQME: de Dai, S., et al., 2004. J. Biol. Chem. 279(36): 37219). Otro
ejemplo es el péptido que puede actuar en el nivel intracelular para detener enfermedades inflamatorias
autoinmunitarias uniéndose con la proteina de interaccion con JNK que activa JNK. Un ejemplo es el péptido basico
unido a (SEQ ID NO: 62) Arg-Pro-Thr-Thr-Lue-Asn-Lue-Phe-OH (Péptido basico-Arg-Pro-Thr-Thr-Lue-Asn-Lue-Phe-
OH). Un ejemplo mas especifico de este tiene la secuencia (SEQ ID NO: 5) Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-
Arg-Arg-Pro-Lys-Arg-Pro-Thr-Thr-Lue-Asn-Lue-Phe (0 YGRKKRRQRRRRPKRPTTLNLF de Melino, M., et al., 2008,
Journal of Immunology, vol 181, p7300-7306). La parte de la SEQ ID NO: 5 Arg-Pro-Thr-Thr-Lue-Asn-Lue-Phe es de
la region de union a JNK y la secuencia Tyr-Gly-Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-GIn-Arg-Arg-Arg-Arg-Pro-Lys- es el péptido
penetrante celular o el dominio de transduccion de péptidos. Otra secuencia que cumplira el mismo fin que la SEQ ID
NO: 4 es SEQ ID NO: 6 (Arg)s-Arg-Pro-Thr-Thr-Lue-Asn-Lue-Phe-OH. Otro péptido que puede suprimir la inflamacion
cuando se une a un péptido basico es el P65-P1. Este es el péptido basico unido a (SEQ ID NO: 63) GIn-Leu-Arg-Arg-
Pro-Ser-Asp-Arg-Glu-Leu-Ser-Glu-OH. Cuando se une a un péptido basico procedente de antennapedia (PTD o
dominio de translocacion de péptidos), esto puede suprimir la activaciéon de NF-kB inducida por lipopolisacarido,
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interleucina-1, acido ocadaico, forbol 12-miristato 13-acetato y H202. Este péptido puede desempefiar un papel en la
sensibilizaciéon de células a la apoptosis inducida por TNF, doxorrubicina y cisplatino. p65-P1 contiene un unico sitio
de fosforilacion y este es necesario para el nivel de actividad de NF-kB. Mas especificamente la secuencia es (SEQ
ID NO: 7) H-Asp-Arg-Gin-lle-Lys-lle-Trp-Phe-GIn-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-GIn-Leu-Arg-Arg-Pro-Ser-Asp-
Arg-Glu-Leu-Ser-Glu-OH (o DRQIKIWFQNRRMKWKK-QLRRPSDRELSE de Takada, Y. et al., 2004, J. Biol. Chem.
279, p15096). Como alternativa la secuencia puede ser (SEQ ID NO: 8) (Arg)s-GIn-Leu-Arg-Arg-Pro-Ser-Asp-Arg-Glu-
Leu-Ser-Glu-OH. Otras secuencias que interfieren con la activacion de NF-kB incluyen péptidos basicos unidos a
secuencias seleccionadas de (SEQ ID NO: 64) -GIn-Arg-Lys-Arg-Gin-Lys-Leu-Met-Pro-OH (o QRKRQKLMP de Lin,
Y.-Z., etal. 1995. J. Biol. Chem. 270, 14255) o (SEQ ID NO: 65) -Asp-Asp-Arg-His-Asp-Ser-Gly-Lue-Asp-Ser-Met-Lys-
Asp-Glu-amida (o DDRHDSGLDSMKDE-NH2 de Swaroop, N., et al. 2001, Pharm. Res. 18, 1631; Traenckner, E.B.,
et al. 1995, EMBO. J. 14, 2876). Son ejemplos mas especificos (SEQ ID NO: 9) (Arg)s-GIn-Arg-Lys-Arg-GIn-Lys-Leu-
Met-Pro-OH y (SEQ ID NO: 10) (Arg)s-DDRHDSGLDSMKDE-NH2. Cortistatina-29 (humano): (SEQ ID NO:11) Pyr-
Glu-Gly-Ala-Pro-Pro-GIn-GIn-Ser-Ala-Arg-Arg-Asp-Arg-Met-Pro-Cys-Arg-Asn-Phe-Phe-Trp-Lys-Thr-Phe-Ser-Ser-
Cys-Lys-OH (Enlace disulfuro). Pyr es &cido piroglutdmico. Esto representa un factor antiinflamatorio,
inmunomodulador con un uso terapéutico multietapa potencial en el tratamiento del choque séptico y la enfermedad
de Crohn. (E. Gonzalez-Rey et al., J. Exp. Med., 203, 563 (2006); E. Gonzalez-Rey et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
103, 4228 (2006)). Estos péptidos o sus derivados son ejemplos de moléculas de carga para el vehiculo de la presente
invencion.

Interferones de Tipo I, Tipo Il 'y Tipo lll. Los interferones tienen actividad antiinflamatoria, especialmente interferones
de tipo I. El interferén beta (pl = 8,9-9,7) por ejemplo es un interferdn de tipo | usado para el tratamiento de la esclerosis
multiple y tiene actividad antiinflamatoria. El punto isoeléctrico basico de alguno de estos interferones y/o la presencia
de una parcela de carga positiva en su superficie es ideal para el vehiculo de la presente invencion. Dicha propiedad
permite que se unan con los vehiculos de la presente invencidén. Aunque los expertos y conocedores de la materia
esperaran que dicha unién ilustrada por HB-EGF se vea superada por componentes sanguineos, el descubrimiento
sorprendente de los inventores es que dicha forma de unién con el vehiculo puede soportar la presencia de
componentes sanguineos, un resultado que es inesperado.

b) Péptidos antiinfecciosos (para tratamiento de infecciones)

Las magaininas son antibioticos peptidicos con actividades antibacterianas y antiparasitarias, extraidos originalmente
de la piel de Xenopus laevis. Magainina 1 y 2 son péptidos estrechamente relacionados de 23 aminoacidos cada uno
y difieren en dos sustituciones. Estos péptidos antimicrobianos tienen actividad de amplio espectro, inespecifica contra
una amplia serie de microorganismos, incluyendo virus, bacterias grampositivas y gramnegativas, protozoos,
levaduras y hongos, y también pueden ser hemoliticos y citotoxicos para células cancerosas. La magainina 1 es un
bactericida. Tanto magainina 1 como 2 muestran accion inhibidora hacia el virus del Herpes simple de tipo 1 (VHS-1)
y VHS-2. (Williams, RW. et al. Biophysical J. 53, 631A (1988); Morvan, A. et al. Mol. Mar. Biol. Biotechnol. 3, 327
(1994); Matanic, A. et al. Int. J. Antimicrob Agents 23, 382 (2004); Zasloff, M. Proc. Natl. Acad. Sci. 84, 5449 (1987))
Secuencia de Magainina 1 (SEQ ID NO: 12) H-Gly-lle-Gly-Lys-Phe-Leu-His-Ser-Ala-Gly-Lys-Phe-Gly-Lys-Ala-Phe-
Val-Gly-Glu-lle-Met-Lys-Ser-OH. Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de carga para el vehiculo
de la presente invencion.

La Magainina 2 asume una hélice anfifilica cuando se une con fosfolipidos acidos, formando un poro compuesto de
un complejo supramolecular de péptido-lipido, dinamico. (SEQ ID NO: 13) H-Gly-lle-Gly-Lys-Phe-Leu-His-Ser-Ala-Lys-
Lys-Phe-Gly-Lys-Ala-Phe-Val-Gly-Glu-lle-Met-Asn-Ser-OH (Zasloff, M. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 84, 5449 (1987);
Cruciani, RA. et al. EJEMPLO 8, 187 (1992); Corzo, G. et al. Biochem. J. 359, 35 (2001); Matsuzaki, K. et al. Biochem.
36, 2104 (1997)). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de carga para el vehiculo de la presente
invencion.

La Cecropina A (SEQ ID NO: 14; H-Lys-Trp-Lys-Leu-Phe-Lys-Lys-lle-Glu-Lys-Val-Gly-GIn-Asn-lle-Arg-Asp-Gly-lle-lle-
Lys-Ala-Gly-Pro-Ala-Val-Ala-Val-Val-Gly-Gln-Ala-Thr-GIn-lle-Ala-Lys-NH2) es un péptido antimicrobiano de 37 restos
lineal, catiénico, de origen natural. La Cecropina A destruye bacterias disipando gradientes idnicos electroquimicos
transmembrana (Silvestro, L. et al. Biophysical J. 72, A195 (1997); Andreu, D. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80,
6475 (1983); Silvestro, L. et al. Biochem. 36, 11452 (1997)). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula
de carga para el vehiculo de la presente invencion.

La Cecropina B (SEQ ID NO: 15; Lys-Trp-Lys-Val-Phe-Lys-Lys-lle-Glu-Lys-Met-Gly-Arg-Asn-lle-Arg-Asn-Gly-lle-Val-
Lys-Ala-Gly-Pro-Ala-lle-Ala-Val-Leu-Gly-Glu-Ala-Lys-Ala-Lue-NH2) es un péptido antibacteriano pequefio de la polilla
de cecropia, Hyalophora cecropia. Los péptidos antimicrobianos son esenciales para la defensa innata del hospedador
como efectores de la eliminacion de patdgenos y pueden afectar a la célula hospedadora para promover la reparacion
de heridas. Kulagina, NV. et al. Sens Actuators B Chem. 121, 150 (2007); Vaara, M. et al. Antimicrob. Agents Chemo.
38, 2498 (1994); Florack, D. et al. Transgenic Res. 4, 132 (1995); Lee, P. et al. Wound Repair Regen. 12, 351 (2004)).
Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de carga para el vehiculo de la presente invencion.

Péptido derivado del factor plaquetario humano 4 o C18G (SEQ ID NO: 16; H-Ala-Leu-Tyr-Lys-Lys-Leu-Leu-Lys-Lys-
Leu-Leu-Lys-Ser-Ala-Lys-Lys-Leu-Gly-OH) del factor plaquetario humano 4 es activo contra Salmonella. C18G es un
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péptido a-helicoidal sintético procedente del factor plaquetario humano IV. Se descubrié que este péptido es
antibacteriano y activo contra Salmonella. (Coconnier-Polter, M-H. et al. Appl. Environ. Microbiol. 71, 6115 (2005);
Darveau, R. et al. J. Clin. Invest. 90, 447 (1992)). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de carga
para el vehiculo de la presente invencién.

La Histatina-8 [Péptido Inhibidor de Hemaglutinacion (HIP)] (SEQ ID NO: 17; H-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-His-Ser-His-
Arg-Gly-Tyr-OH) es una de las histatinas salivares humanas (Hsts), que pertenece a la familia de los polipéptidos
salivares, son proteinas pequefias, catidnicas y ricas en histidina. Tienen actividades bactericidas y antifungicas
potentes contra Candida albicans y Cryptococcus neoformans y son por lo tanto reactivos terapéuticos potenciales
contra especies de Candida. Destruyen células flngicas uniéndose con la membrana celular, internalizando y
alterando mecanismos reguladores del volumen y la funcién mitocondrial, lo que conduce a la produccién de especies
reactivas de oxigeno y pérdida no litica. (Yoshida, M. et al. Biol. Pharm. Bull. 24, 1267 (2001); Ahmad, M. et al. J.
Histochem. Cytochem. 52, 361 (2004)). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de carga para el
vehiculo de la presente invencion.

La Histatina-5 (SEQ ID NO: 18; H-Asp-Ser-His-Ala-Lys-Arg-His-His-Gly-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-His-
Ser-His-Arg-Gly-Tyr - OH) es un péptido antimicrobiano salivar basico humano con fuertes propiedades fungicidas
(Helmerhorst, E. et al. J. Biol. Chem. 274, 7286 (1999)). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de
carga para el vehiculo de la presente invencion.

La Histatina-3 o H3 (SEQ ID NO: 19; H-Asp-Ser-His-Ala-Lys-Arg-His-His-Gly-Tyr-Lys-Arg-Lys-Phe-His-Glu-Lys-His-
His-Ser-His-Arg-Gly-Tyr-Arg-Ser-Asn-Tyr-Leu-Tyr-Asp-Asn - OH) se encuentra en la saliva humana y posee
propiedades antimicrobianas potentes. Este péptido rico en histidina es un inhibidor de las proproteina convertasas
furina y PC7, pero actia como sustrato para PC1. (Basak, A. J. Pept. Res. 49, 596(1997); Koshlukova, S. et al. Infect
Immun. 68, 6848 (2000)). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de carga para el vehiculo de la
presente invencion.

El HNP-1 o Péptido de Neutrdfilos Humanos Defensina-1 (SEQ ID NO: 21; H-Ala-Cys-Tyr-Cys-Arg-lle-Pro-Ala-Cys-
lle-Ala-Gly-Glu-Arg-Arg-Tyr-Gly-Thr-Cys-lle-Tyr-GIn-Gly-Arg-Leu-Trp-Ala-Phe-Cys-Cys-OH (Enlace disulfuro: 2-30, 4-
19, 9-29). Las defensinas de mamifero son abundantes en los granulos azurdfilos citoplasmaticos de neutrdfilos,
células de Paneth del intestino delgado y algunos macrofagos. EI HNP-1 es un péptido que posee amplias actividades
tanto antimicrobianas (para bacterias tanto Grampositivas como Gramnegativas) como citotoxicas. HNP-1 reduce la
infeccion adenovirica en mas del 95 %. (Frick, . et al. J. Biol. Chem. 278, 16561 (2003); Valore, E. et al. J. Clin. Invest.
97, 1624 (1996); Mizukawa, N. et al. Anticancer Res. 20, 1125 (2000); Bastian, A. y H. Schafer, Regul Pept. 101, 157
(2001)). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de carga para el vehiculo de la presente invencion.

La Apidaecina IA (SEQ ID NO: 22; H-Gly-Asn-Asn-Arg-Pro-Val-Tyr-lle-Pro-GIn-Pro-Arg-Pro-Pro-His-Pro-Arg-lle - OH)
es un derivado de péptido antibacteriano particular hallado en la linfa de abejas meliferas inmunes. Las Apidaecinas,
los componentes mas prominentes de la defensa humoral de la abeja melifera contra la invasion microbiana, son una
serie de péptidos de 18 a 20 restos, ricos en prolina, pequeios. Inhiben la viabilidad de bacterias Gramnegativas; con
actividad letal casi inmediata, independiente de un mecanismo “litico” convencional, e implican reconocimiento
estereoselectivo de moléculas diana. (Casteels-Josson, K. et al. EMBO J. 12, 1569 (1993); Casteels, P. J. Biol. Chem.
269, 26107 (1994); Li, W. et al. Pept. 27, 2350 (2006)). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de
carga para el vehiculo de la presente invencion.

Pirrocoricina: (SEQ ID NO: 23; H-Val-Asp-Lys-Gly-Ser-Tyr-Leu-Pro-Arg-Pro-Thr-Pro-Pro-Arg-Pro-lle-Tyr-Asn-Arg-
Asn-OH). Este péptido antibacteriano catiénico rico en prolina pirrocoricina destruye bacterias sensibles mediante la
union con la proteina de choque térmico de 70 kDa DnaK e inhibiendo el plegamiento proteico (Cudic, M. et al. Peptides
23, 2071 (2002), Bulet, P. et al. Dev. Comp. Immunol 23, 329 (1999)). Este péptido o su derivado es un ejemplo de
una molécula de carga para el vehiculo de la presente invencion.

Péptido citolitico 1 (KP1): (SEQ ID NO: 24 (KLAKLAK)2-NHz) es un péptido antimicrobiano helicoidal que rompe la
membrana celular altamente aniénica (la membrana bacteriana es mas aniénica que la membrana celular de
mamifero) y destruye células bacterianas preferentemente. Una secuencia mas larga (SEQ ID NO: 25 (KLAKLAK)s-
NH2) es mas selectiva contra células bacterianas (Javadpour, M.M. et al. J. Med. Chem. 1996, 39: 3107-3113). Estos
péptidos o sus derivados seran moléculas de carga ideales para el vehiculo de la presente invencion.

Fragmento de Catelicidina Humana 104-140 (LL-37): (SEQ ID NO: 26: LLGDFFRKSK EKIGKEFKRI
VQRIKDFLRNLVPRTES). La proteina antimicrobiana cationica humana de 18 kDa (hCAP-18) pertenece a la clase de
catelicidinas. Se libera de granulocitos de neutréfilos activados. Después de la liberacién, el extremo C terminal alfa-
helicoidal de 37 aminoacidos se escinde, formando el péptido antimicrobiano funcional LL-37. Aparte de ser
antimicrobiano, LL-37 también se une con LPS, y se ha mostrado previamente que esta unién reduce la liberacion de
oxido nitrico inducida por LPS de la aorta de la rata y protege a los ratones de mortalidad por LPS. También se ha
descubierto que LL-37 tiene actividades inmunomoduladoras y quimiotacticas mediadas a través del receptor de
péptido de formilo FPRL1. Debido a que el péptido derivado de catelicidina humana LL-37 se une con y neutraliza
lipopolisacaridos (LPS) bacterianos, esto podria tener por lo tanto efectos beneficiosos en el tratamiento de choque
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séptico. Otras variantes que incluyen truncamiento N terminal de LL-37, denominado 106 (aa 106 a 140, SEQ ID NO:
27: GDFFRKSKEK-IGKEFKRIVQ-RIKDFLRNLVPRTES), 110 (aa 110 a 140, SEQ ID NO: 28: RKSKEKIGKE
FKRIVQRIKD FLRNLVPRTE S), BMAP-27 (SEQ ID NO: 30: GRFKRFRKKFKKLFKKLSPVIPLLHL-am) y una variante
mas hidrofoba, la LLKKK de 18 unidades (SEQ ID NO: 29: KLFKRIVKRI-LKFLRKLYV). LL-37, fragmentos 106 y 110 y
el LLKKK de 18 unidades inhibieron el crecimiento de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, y Candida albicans en un ensayo de difusion radial, inhibieron la produccion de éxido nitrico vascular inducida
por lipopolisacaridos y atrajeron granulocitos de neutréfilos de forma similar. Aunque los fragmentos 106 y 110
provocaron menos hemodlisis y fragmentacion de ADN en células cultivadas que LL-37, el LLKK de 18 unidades indujo
hemodlisis grave. El efecto antibacteriano de los fragmentos 106 y 110 no se vio afectado por el suero, mientras que el
efecto de LL-37 se redujo. La retirada de aminoacidos hidréfobos N terminales de LL-37 reduce su citotoxicidad asi
como su inhibicion por suero sin afectar de forma negativa a su accion antimicrobiana o neutralizante de LPS. Dichos
péptidos derivados de LL-37 pueden ser por lo tanto beneficiosos para el tratamiento de sujetos con septicemia.
(Ciornei et al. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2005, 49(7): 2845-2850; Bals et al., J. Clin. Invest., 1999, 103:
1113-1117; Deslouches et al., Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 2005, 49(8)3208-3216). Estos péptidos o sus
derivados son ejemplos de moléculas de carga ideales para el vehiculo de la presente invencion.

Protegrina-1 o PG-1: (SEQ ID NO: 36: RGGRLCYCRRRFCVCVGR) y los derivados 1B-367 o Iseganano: SEQ ID NO:
37: RGGLCYCRGRFCVCVGR (Chen et al., Journal of Chromatography A, 853 (1999) 197-206; Jang et al., BMC
Structural Biology 2007, 7:21; van Saene et al., van Saene et al., Chest, 2007, 132:1412; Kollef et al., America, Journal
of Respiratory and Critical care, 2006, 173; Shi et al., Infection and Immunity, 1998, 66(8): 3611-3617. La familia de
protegrina de péptidos antimicrobianos se identificd en leucocitos porcinos. Se han identificado ahora cinco secuencias
de protegrina nativas (PG-1 a PG-5). Estas protegrinas nativas contienen de 16 a 18 aminoéacidos, son muy homélogas
y comparten la caracteristica comun de ser laminas beta anfipaticas, catidnicas. Las moléculas tienen enlaces disulfuro
entre restos de cisteina en las posiciones 6 y 15 asi como las posiciones 8 y 13. Iseganano, un péptido antimicrobiano,
es activo contra bacterias grampositivas y gramnegativas aerobias y anaerobias, asi como hongos y levaduras. Estos
péptidos o sus derivados seran moléculas de carga ideales para el vehiculo de la presente invencion.

K4: (SEQ ID NO: 38: KKKKPLFGLFFGLF) es un péptido antimicrobiano disefiado usando la Base de Datos de
Péptidos Antimicrobianos. Este péptido tiene fuerte actividad (lisa células bacterianas) contra bacterias grampositivas
y gramnegativas incluyendo bacterias patégenas humanas tales como Staphylococcus aureus y algunas bacterias
marinas del género Vibrio. El péptido no es téxico para células de mamifero para concentraciones bacterioliticas.
(Duval et al., Peptides, 2009, 30: 1608-1612). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de carga
para el vehiculo de la presente invencion.

Indolicidina: La Indolicidina es un péptido antimicrobiano de 13 aminoacidos presente en los granulos citoplasmaticos
de neutréfilos bovinos. La Indolicidina es un miembro de la familia de catelicidina de péptidos antimicrobianos aislados
de células mieloides de mamifero. Como un péptido de origen natural, la indolicidina tiene una composicién particular
que consiste en 39 % de triptéfano y 23 % de prolina (SEQ ID NO: 39: ILPWKWPWWPWRR-am; y variantes, SEQ ID
NO: 40: ILPWKWPWWPWRR-met; SEQ ID NO: 41: ILKKWPWWPWRRK; SEQ ID NO: 42: ILKKWPWWPWRRK-met),
y en la naturaleza el péptido esta amidado en el extremo C. La Indolicidina tiene actividad contra bacterias
grampositivas y gramnegativas, hongos y protozoos. Estos péptidos o sus derivados seran moléculas de carga ideales
para el vehiculo de la presente invencion.

Fragmento de Lactoferrina Humana (hLF(1-11): (SEQ ID NO: 43: GRRRRSVQWCA) La lactoferrina humana (hLF) es
un componente principal de la defensa inespecifica de superficies de la mucosa y neutréfilos y esta activo contra una
diversidad de patégenos. Los estudios con péptidos sintéticos correspondientes a los primeros 11 aminoacidos N
terminales, designados hLF(1-11), tienen la actividad bactericida. (Nebbering et al. Infection and Immunity, 2001, 69(3):
1469-1476). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de carga para el vehiculo de la presente
invencion.

Polifemusina 1 y Taquiplesina I: (SEQ ID NO: 44: RRWCFRVCYRGFCYRKCR-NH2, SEQ ID NO: 44:
KWCFRVCYRGICYRRCR-NH2). Las Taquiplesinas son del cangrejo cacerola japonés Tachypleus tridentatus y las
Polifemusinas son del cangrejo cacerola americano Limulus polyphemus. Estos péptidos son de 17-18 restos de
aminoacidos de longitud, contienen dos enlaces disulfuro y tienen una arginina C terminal amidada. Ambas familias
de péptidos poseen actividad antibacteriana, que inhibe el crecimiento de especies tanto Grampositivas como
Gramnegativas, y hongos, ademas de una capacidad para prevenir la replicaciéon de virus con envoltura tales como
gripe A y VIH. Estos péptidos o sus derivados seran moléculas de carga ideales para el vehiculo de la presente
invencion.

El Interferon gamma (pl=8,5-9,5) es un interferén de tipo Il que tiene actividad antivirica y puede usarse para el
tratamiento de la infeccién por hepatitis y otras infecciones viricas. Los interferones beta (pl=8,9-9,7) son interferones
de tipo | que tienen actividad antivirica y pueden usarse para el tratamiento de infecciones por hepatitis. Estos
interferones tienen puntos isoeléctricos basicos y estan entre las moléculas de carga ideales para el vehiculo de la
presente invencion.

¢) Estimulantes de crecimiento (para el tratamiento de lesiones tisulares)
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PR39, Factor Antiapoptético (SEQ ID NO: 31; H-Arg-Arg-Arg-Pro-Arg-Pro-Pro-Tyr-Leu-Pro-Arg-Pro-Arg-Pro-Pro-Pro-
Phe-Phe-Pro-Pro-Arg-Leu-Pro-Pro-Arg-lle-Pro-Pro-Gly-Phe-Pro-Pro-Arg-Phe-Pro-Pro-Arg-Phe-Pro - OH) se aisld
originalmente del intestino de cerdo, este péptido de 39 aminoacidos rico en prolina y arginina también se encuentra
en granulos azurdfilos de neutréfilos y macréfagos. Este péptido desempefia un papel en la movilidad celular y el
potencial metastasico en la reparacion de heridas; se une con la proteina del complejo de NADPH oxidasa p47phox7
y una proteina adaptadora de la sefializacion p130Cas. Ademas, recientemente, se ha descubierto que PR39 inhibe
la apoptosis inducida por hipoxia y reduce la actividad caspasa-3 en células endoteliales. (Wu, J. et al. Circulation 109,
1660 (2004)). Los derivados de PR39 incluyen SEQ ID NO: 32: RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRI o PR26; SEQ
ID NO: 33: RRRPRPPYLPRPRPPPFFP o PR19; SEQ ID NO: 34: RRRPRPPYLPR o PR11; y péptidos relacionados
tales como SEQ ID NO: 35: RLCRIVVIRVCR o Bactenecina. (Agerberth, B. et al., Eur. J. Biochem., 202, 849-854,
1991; Boman, H.G. et al., Infect. Immun., 61, 2978-2984, 1993; Agerberth, B. et al., Vet. Immunol. Immunopathol., 54,
127-131, 1996; Gallo, R.L. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 91, 11035-11039, 1994; Li, J. et al., Circ. Res., 81, 785-
796, 1997; Gudmundsson, G.H. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 92, 7085-7089, 1995; Li, J. et al., Nature. Med., 6,
49-55, 2000; Li, J. et al., Nature. Med., 6, 356, 2000; Gao, Y. et al., J. Clin. Invest., 106, 439-448, 2000; Bao, J. et al.
Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol., 281, 2612-2618, 2001; Madhani et al., Biochimica et Biophysica Acta 1588 (2002)
232-240). Estos péptidos o sus derivados seran moléculas de carga ideales para el vehiculo de la presente invencion.

Péptido activador de TGF beta. Un péptido activador del Factor de Crecimiento Transformante 3 (TGF-B) derivado de
trombospondina (TSP-1). Este motivo basico (SEQ ID NO: 46) H-Lys-Arg-Phe-Lys-NH2 (KRFK) en combinacién con
secuencias Trp-Xaa-Xaa-Trp induce fuerte unién a heparina. Esta secuencia Trp-Xaa-Xaa-Trp es los aminoacidos
412-415 de TSP-1 y es suficiente para activar TGF-§ latente. (Shultz-Cherry, S. et al. J. Biol. Chem. 270, 7304 (1995);
Guo, N. et al. J. Biol. Chem. 267, 19349 (1992)). Son ejemplos de secuencias procedentes del motivo anterior SEQ
ID NO: 48 (H-Lys-Arg-Phe-Lys-GIn-Asp-Gly-Gly-Trp-Ser-His-Trp-Ser-Pro-Trp-Ser-Ser-OH; o
KRFKQDGGWSHWSPWSS) y SEQ ID NO: 49 (H-Lys-Arg-Phe-Lys-GIn-Asp-Gly-Gly-Trp-Ser-His-Trp-Ser-Pro-OH; o
KRFKQDGGWSHWSP). Estos péptidos o sus derivados seran moléculas de carga ideales para el vehiculo de la
presente invencion.

d) Inhibidor del crecimiento (para el tratamiento del cancer y crecimiento en exceso de células o cicatrices)

Los interferones alfa (pl=8,8-9,1) son interferones de tipo | que pueden ser utiles para el tratamiento de algunos tipos
de cancer. Pueden usarse interferones alfa para tratar el cancer del rifion, melanoma maligno, melanoma cutaneo,
mieloma multiple y tumores carcinoides. También puede usarse para tratar determinados tipos de linfoma y leucemia.
El Interferon gamma (pl=8,5-9,5) es un interferén de tipo Il que tiene actividad anti-cicatricial (suprime el exceso de
crecimiento/actividad de células formadoras de cicatrices) y puede usarse para el tratamiento de cirrosis hepatica,
cirrosis pulmonar, enfermedad granulomatosa crénica, osteopetrosis y cicatrizacion inducida por Mycobacterium. La
cicatrizacion o el exceso de depodsitos de tejido conectivo pueden estar provocados por productos quimicos o
infecciones.

Inhibidores de TGF-beta procedentes de o que comprenden una cualquiera de las SEQ ID NO: 56
(FCLGPCPYIWSLDT o Tb143-56), SEQ ID NO: 57 (TSLDASIWAMMQNA o P144), SEQ ID NO: 58
(KRIWFIPRSSWYERA o P17) y SEQ ID NO: 58 (TSLDATMIWTMM). Estos péptidos pueden modificarse para
contener restos basicos para poder unirse con el vehiculo de la presente invencién, con la composicion resultante que
sera util para el tratamiento de cirrosis hepatica, fibrosis pulmonar, enfermedad granulomatosa crénica, osteopetrosis
y cicatrizacién inducida por Mycobaterium.

Inhibidor de bFGF (SEQ ID NO: 50; H-Lys-Arg-Thr-Gly-GIn-Tyr-Lys-Leu-OH): Este péptido corresponde a restos
humanos, bovinos (119-126), de ratén, de rata (118-125) y de Factor de Crecimiento de Unién a Heparina 2 (118-125)
de bFGF. Inhibe la dimerizacion y activacion de receptores de bFGF. (Yayon, A. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90,
10643 (1993)). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de carga para el vehiculo de la presente
invencion.

Péptido derivado del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2): FGF-2 es un factor de crecimiento autocrino en
la proliferacién autonoma de células de glioma. El péptido derivado de FGF-2 (SEQ ID NO: 51; H-Met-Trp-Tyr-Arg-
Pro-Asp-Leu-Asp-Glu-Arg-Lys-GIn-GIn-Lys-Arg-Glu-OH) suprime el crecimiento de glioma maligno. Este péptido de
16 restos tiene similitud conformacional con el dominio de union a receptor potencial de FGF-2. Suprime el crecimiento
de células de glioma humano y es un nuevo producto de tratamiento potencial para el glioma maligno (Kono, K. et al.
J. Neuro-Oncology 63, 163 (2003)). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de carga para el
vehiculo de la presente invencion.

Caribdotoxina (SEQ ID NO: 52; Pyr-Phe-Thr-Asn-Val-Ser-Cys-Thr-Thr-Ser-Lys-Glu-Cys-Trp-Ser-Val-Cys-GIn-Arg-
Leu-His-Asn-Thr-Ser-Arg-Gly-Lys-Cys-Met-Asn-Lys-Lys-Cys-Arg-Cys-Tyr-Ser-OH (Enlace disulfuro: 7-28, 13-33 y 17-
35)): Caribdotoxina (ChTX) es un bloqueador de canal K+ activado por Ca2+. Despolariza linfocitos T periféricos y
bloquea su proliferacion inducida por mitégeno. ChTX es un péptido muy basico aislado del veneno del escorpién,
Leiurus quinquestriatus hebraeus. (Leonard, R. et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89, 10094 (1992); Giménez-Gallego,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 3329 (1988). Sugg, E. et al. J. Biol. Chem. 265, 18745 (1990)). Este péptido o su
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derivado es un ejemplo de una molécula de carga para el vehiculo de la presente invencion.

Péptido de Fusion de Antennapedia Bak BH3 (Ant-BH3) (71-89) (SEQ ID NO: 53: H-Arg-GIn-lle-Lys-lle-Trp-Phe-GIn-
Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys-Met-Gly-GIn-Val-Gly-Arg-GiIn-Leu-Ala-lle-lle-Gly-Asp-Asp-lle-Asn-Arg-Arg-Tyr-
OH). Este es un péptido de fusion que contiene el fragmento de aminoéacidos 71 a 89 del dominio de Bak BH3 fusionado
con el péptido antennapedia. El dominio de homologia 3 de Bcl-2 (BH3) es crucial para las propiedades inductoras de
muerte y de dimerizacion de los miembros proapoptéticos de la familia de proteinas de Bcl-2, incluyendo Bak, Bax y
Bad. Los péptidos sintéticos correspondientes al dominio BH3 de Bak se unen con Bcl-xL, antagonizan su funcion
antiapoptotica e inducen rapidamente la apoptosis cuando se suministran a células intactas mediante fusion con el
dominio de internalizacion de homoproteina antennapedia. Holinger, E. et al. J. Biol. Chem. 274, 13298 (1999). Este
péptido o su derivado es un ejemplo de una molécula de carga para el vehiculo de la presente invencion.

Péptido Proapoptoético dirigido a Tumores: (SEQ ID NO: 54: H-Cys-Asn-Gly-Arg-Cys-Gly-Gly-D-Lys-D-Leu-D-Ala-D-
Lys-D-Leu-D-Ala-D-Lys-D-Lys-D-Leu-D-Ala-D-Lys-D-Leu-D-Ala-D-Lys-NH2 (con enlace disulfuro intrapeptidico y la D
representa isomero D del aminoacido). Este es igual que CNGRCGGklaklakklaklak-NHz2 (Enlace disulfuro) o
CNGRCGG-(klaklak)2-NH2 (con enlace disulfuro intrapeptidico) donde los cédigos de aminoacidos de letras
minusculas representan el isomero D de los aminoacidos correspondientes. Este péptido consiste en dos dominios
funcionales, por un lado un dominio “guiado” o de direccién que guia al péptido a células diana y permite su
internalizacién y por otro lado una secuencia inductora de muerte celular programada. El domino de direccion contiene
el motivo Asn-Gly-Arg (NGR) que ha demostrado ser Util para suministrar diversos compuestos antitumorales y
particulas viricas a vasos tumorales. Como secuencia inductora de muerte celular programada se seleccion6 el péptido
de 14 aminoacidos sintético klaklakklaklak, también denominado (klaklak)2, debido a que destruye bacterias a
concentraciones 1 % de las requeridas para destruir células eucariotas. Este dominio proapoptético no es toxico fuera
de las células, pero es toxico cuando se internaliza en células diana mediante la alteracion de membrana
mitocondriales. Por lo tanto, los péptidos proapoptéticos dirigidos representan una nueva clase potencial de agentes
antineoplasicos. Combinan dos niveles de especificidad: “guiado” a células diana y apoptosis selectiva de dichas
células después de la entrada. (H.M. Ellerby et al., Nat. Med., 5, 1032 (1999); G.Colombo et al., J. Biol. Chem., 277,
47891 (2002); L.A. Plesniak et al., Protein Sci., 13, 1988 (2004)). Este péptido o su derivado es un ejemplo de una
molécula de carga para el vehiculo de la presente invencién. Las secuencias presentadas en la Tabla 1 se basan en
la abreviatura de una letra para cada aminoacido conocida en la técnica y los aminoacidos representados pueden ser
isdomeros D o L. “Pyr” indica piroglutamato, “am” indica aminado en el extremo carboxilo y “met” indica metilacion.

Tabla 1: Ejemplos de moléculas de carga peptidicas como elementos de la presente invencion.

Péptido antiinflamatorios (para Diabetes, AR, enfermedad de Crohn, EM, etc.)

ID Secuencia Nombre/derivado de/(accién)

NO.

1 KKKKKKKK-GG-TALDWSWLQTE IKK inh./NBD/(acc en bl NFkB)

2 DRQIKIWFQNRRMKWKK-TALDWSWLQTE IKK inh./NBD(acc en bl NFkB)

3 RRRRRRRR-GG-TALDWSWLQTE IKK inh./NBD(acc en bl NFkB)

4 YGRKKRRQRRRG-TTLDWSWLQME IKK inh/NBD/(acc en bl NFkB)

5 YGRKKRRQRRRRPK-RPTTLNLF JNK inh (sin acc en AP1)

6 RRRRRRRR-RPTTLNLF JNK inh (sin acc en AP1)

7 DRQIKIWFQNRRMKWKK-QLRRPSDRELSE NFkB inh. (apoptético)P65-P1

8 RRRRRRRR-QLRRPSDRELSE NFkB inh. (potenciacion de la
apoptosis)

9 RRRRRRRR-VQRKRQKLMP Inh de trans de NFkB nuclear

10 RRRRRRRR-DDRHDSGLDSMKDE-am IKK inh. (acc en bl NFkB)

11 Pvr-EGAPPQSARRDRMPCRNFFWKTFSSCK Cortistatina (tipo
somatostatina)

15



ES 2734 884 T3

(continuacién)

Péptidos antiinfecciosos

ID Secuencia Nombre/derivado de/accion

NO.

12 GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS Magainina1

13 GIGKFLHSAKKFGKAFVGEIMNS Magainina2

14 KWKLFKKIEKVGQNIRDGIIKAGPAVAWGQATQIAK Cecropina A

15 KWKVFKKIEKMGRNIRNGIVKAGPAIAVLGEAKAL Cecropina B

16 ALYKKLLKKLLKSAKKLG C18G (Factor plaquetario 4)

17 KFHEKHHSHRGY Histatina 8

18 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGY Histatina 5

19 DSHAKRHHGYKRKFHEKHHSHRGYRSNYLYDN Histatina 3

20 AKRHHGYKRKFH-am P-1 derivado de histatina 13

21 ACYCRIPACI-AGERRYGTCI-YQGRLWAFCC (S-S;2-30, 4-19, 9-29) Defensina HNP-1

22 GNNRPVYIPQPRPPHPRI Apidaecina IA

23 VDKGSYLPRPTPPRPIYNRN Pirrocoricina

24 (KLAKLAK)2-NH2 KP1; Mas potente que 12-15,
menos tox en células 3T3

25 (KLAKLAK)3-NH2

26 LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES LL-37

27 GDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES F-106 de LL37

28 RKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES F-110 de LL37

29 KLFKRIVKRILKFLRKLV LLKKK de LL37

30 GRFKRFRKKFKKLFKKLSPVIPLLHL-am Catelicidina Bovina BMAP-27

31 RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP PR39 (también estimulante del
crecimiento)

32 RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRI PR26 de PR39

33 RRRPRPPYLPRPRPPPFFP PR19 de PR39

34 RRRPRPPYLPR PR11 de PR39

35 RLCRIVVIRVCR; con enlace disulfuro intramolecular Bactenecina

36 RGGRLCYCRRRFCVCVGR Protegrina 1 (Jang 07; fr
Sepsis; Steinstraesser 2003)

37 RGGLCYCRGRFCVCVGR IB-367; Iseganano

38 KKKKYLFGLFFGLF K4

39 ILPWKWPWWPWRR-am Indolicidina (Falla 1996 y 1997)

40 ILPWKWPWWPWRR-met Indolicidina-C

41 ILKKWPWWPWRRK C11 de Indolicidina

42 ILKKWPWWPWRRK-met C11-C de Indolicidina

43 GRRRRSVQWCA hLF(1-11) de lactoferrina
humana

44 RRWCFRVCYRGFCYRKCR-NH:2 Polifemusina |

45 KWCFRVCYRGICYRRCR-NH:2 Taquiplesina |

Estimulante del crecimiento

ID Secuencia Nombre/derivado de/accion

NO.

46 KRFK Agente de unién de Heparina

47 KRFK-(Xaa)y-W-Xaa-Xaa-W; donde Xaa = cualquier aminoacidos e y es | Activador de TGF-beta (TSP-1)

0-10.

48 KRFKQDGGWSHWSPWSS Activador de TGF-beta (TSP-1)

49 KRFKQDGGWSHWSP Activador de TGF-beta (TSP-1)

(31) | RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRIPPGFPPRFPPRFP PR39, Antiapoptético (para
septicemia)

(32) | RRRPRPPYLPRPRPPPFFPPRLPPRI PR26 de PR39

(33) | RRRPRPPYLPRPRPPPFFP PR19 de PR39

(34) | RRRPRPPYLPR PR11 de PR39
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(continuacién)

Inhibidores del crecimiento celular o inhibidores del crecimiento de cicatrices o agentes proapoptoticos

ID Secuencia Nombre/derivado de/accion

NO.

50 KRTGQYRL Inhibidor de bFGF; prevencion
de dimeros

51 MWYRPDLDERKQQKRE Inhibidor de FGF-2; anti-glioma

52 PyrFTNVSCTTSKECWSVCQRLHNTSRGKCMNKKCRCYS (S-S; 7-28, | Caribdotoxina; bloquea linf T
13-33 y 17-35); Pyr es piroglutamato

53 RQIKIWFQNRRMKWKKMGQVGRQLAIIGDDINRRY Fusion Ant-BH3; proapoptotico
mediante bloqueo de Bcl-2
antiapoptético (BclxL)

54 CNGRCGCklaklakklaklak-NHz; en minuscula estan los aminoacidos D | Péptido Proapoptético dirigido

para prevenir la degradacion; con enlaces disulfuro a tumores
55 CNGRC-GG-KLAKLAKKLAKLAK-am; con enlaces disulfuro Péptido Proapoptotico dirigido
a tumores
56 FCLGPCPYIWSLDT Tb143-56 (anti-TGF beta)
57 TSLDASIWAMMQNA P144 (anti-TGF beta)
58 KRIWFIPRSSWYERA P17 (anti-TGF beta)
59 TSLDATMIWTMM P54 (anti-TGF beta)

La proteina y el péptido unidos de forma electrostatica al vehiculo segun la presente invencion pueden dar como
resultado circulacion mas larga en el cuerpo, mas estabilidad en la sangre y/o administracion mas conveniente (por
ejemplo, administraciones mas rapidas tales como mediante embolada en lugar de infusién y administraciones menos
frecuentes, por ejemplo, una vez cada varios dias en lugar de infusién o una vez al dia). Con frecuencia la
administracion cronica de un agente activo proteico basico puede ser inmunogénica. Las formulaciones basadas en
vehiculo dan como resultado en general menos inmunogenicidad que sistemas de suministro basados en PEG de
modo que se espera que la proteina o el péptido basicos sean menos inmunogénicos en composiciones de las
presentes invenciones. La “PEGilacién Directa” del agente activo es la union directa de la proteina con PEG y puede
dar como resultado pérdida de actividad. Una proteina o un péptido cationico unidos electrostaticamente con grupos
anionicos que estan unidos covalentemente a la cadena principal del vehiculo con cadenas laterales protectoras, sin
embargo, pueden dar como resultado una alternativa estable, de circulacién a largo plazo, a la PEGilacion. En una
realizacion, la interaccion entre la molécula de carga y el grupo aniénico de la composicién es més estable en sangre
que la interaccioén entre la molécula de carga y grupos hidréfobos que pueden ser elementos de la composicion. Los
vehiculos de la presente invencién pueden actuar como un crioprotector y estabilizador macromolecular que conservan
el agente activo proteico o peptidico basico en solucién asi como durante el proceso de liofilizacidn y reconstitucion.

Aunque las combinaciones de proteina o péptido/vehiculo unidas de forma electrostatica se describen en el presente
documento como composiciones, pueden, como alternativa, entenderse como compuestos que incluyen enlaces
electrostaticos. En diversas realizaciones de la invencién, pueden excluirse componentes no enumerados en el
presente documento que pueden alterar el funcionamiento de la invencién permitiendo al mismo tiempo la inclusion
de componentes que no alteran el funcionamiento de componentes necesarios. Los elementos no enumerados en el
presente documento que pueden alterar el funcionamiento de la invencion pueden excluirse mediante el uso de la
expresion “que consiste esencialmente en” al describir los elementos necesarios de la invencion. Sin embargo, el uso
de la expresion “que consiste esencialmente en” no excluye elementos que no alteren el funcionamiento de los
componentes necesarios. En una realizacion “que consiste esencialmente en” significa que la Kd para interacciones
i6nicas es menor de 10 uM y ninguna otra interaccion, tal como interacciones hidréfobas, tendra una Kd menor de
10 uM.

Liberacién sostenida:

Cuando el vehiculo de la presente invencion se usa para formular un agente activo proteico o peptidico, se observara
una liberacion del agente activo durante un periodo prolongado como evidente a partir de la presencia sostenida del
agente activo en la sangre en comparacion con la administracion del agente activo solo. La asociacién del vehiculo
con el agente activo se define por la constante de disociacion especifica (Kd) que puede ser determinada facilmente
por los expertos en la materia. La liberacion se determinara por la concentracion de agente activo libre de modo que
cuando la concentracién de agente activo libre desciende (debido a la degradacién o eliminacién por el cuerpo) y ya
no se cumple la Kd, se liberara mas agente activo para cumplir la Kd. La Kd es el producto de la concentracion de
agente activo libre y la concentracién de agrupamientos anionicos (no asociados con el agente activo) dividida por la
concentracion del agente activo asociado con grupos aniénicos. Para las composiciones de la presente invencion que
forman estructuras supramoleculares tales como micelas, liposomas y otras estructuras, la tasa de liberacion aun
seguira la Kd pero debido a la compartimentalizacion la Kd solamente se cumplira en cada compartimento especifico.
Sin embargo, la mezcla a largo plazo de los diversos compartimentos dara como resultado liberacién con el tiempo
del agente activo al ambiente circundante. En ambos casos tanto si esta implicada o no compartimentalizacion, un
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perfil de liberacion dara como resultado suministro prolongado (durante, por ejemplo de 1 a aproximadamente 4.000
horas, o como alternativa de aproximadamente 4 a aproximadamente 1500 horas) de cantidades eficaces (por
ejemplo, de aproximadamente 0,00001 mg/kg/hora a aproximadamente 10 mg/kg/hora) del agente activo. La ventaja
de la formulacion es administracion por embolada menos frecuente de continua a una vez al dia o incluso una vez a
la semana. Esto proporcionara un nivel mas constante de agente activo en la sangre con menos fluctuacién en
comparacion con un agente activo no formulado. La frecuencia de administracion de embolada variara segun las
necesidades del sujeto y puede ser determinada facilmente por los expertos en la materia. Sin desear quedar ligado
a la teoria, en una realizacion, una ventaja de la invencién con respecto a un vehiculo que contiene un resto hidréfobo
esta en el proceso de fabricacion de la presente invencion, que puede permitir el uso de agua sin la necesidad de
disolventes organicos. Los sistemas acuosos pueden representar una ventaja de fabricacion significativa.

Usos terapéuticos

Un “paciente”, “sujeto” u “hospedador” para tratar con la composicion de la presente invencién puede significar un ser
humano o animal no humano. Las proteinas basicas (proteina catidnica) de la presente invencion son utiles en el
tratamiento de dichas enfermedades y trastornos tales como, pero sin limitacion, infecciones bacterianas, cancer y
enfermedades neoplasicas relacionadas, y enfermedad de Alzheimer. Las composiciones de la presente invencion
pueden usarse en la fabricacion de un medicamento para cualquier variedad de usos, incluyendo por ejemplo, tratar
cualquier enfermedad u otra afeccion tratable de un sujeto.

A) Tratamiento de la inflamacion

La composicion de la presente invencion con molécula de carga que comprende las SEQ ID NO: 1-11 o sus derivados
0 analogos puede usarse para tratar la inflamacién. Son ejemplos de enfermedades inflamatorias crénicas que pueden
beneficiarse de la composicidon de la presente invencion: artritis reumatoide, enfermedad inflamatoria del intestino
cronica, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa y diabetes.

B) Tratamiento de infecciones

La composicién de la presente invenciéon con molécula de carga que comprende las SEQ ID NO: 12-45 o sus derivados
0 analogos puede usarse para tratar infecciones. Las proteinas basicas de la presente invencion son utiles en el
tratamiento de infecciones bacterianas. Los agentes activos ilustrativos para tratamiento incluyen lisostafina, una
proteina basica que tiene carga positiva global a pH fisiolégico. La lisostafina escinde cruces de pentaglicina en el
peptidoglucano de la pared celular de bacterias grampositivas. S. aureus es particularmente susceptible a los efectos
bacterioliticos de esta enzima ya que su pared celular contiene una alta proporcién de cruces de pentaglicina. La
lisostafina es una terapia sistémica potencial para tratar infecciones mediadas por S. aureus multirresistentes
incluyendo endocarditis, osteomielitis, infecciones relacionadas con el catéter y furunculosis y neumonia adquiridas
en la comunidad mediadas por MRSA.

C) Tratamiento de dafio tisular o celular

En una realizacion, las proteinas basicas de la presente invencion incluyen Factor de Crecimiento Transformante
(TGF-alfa, beta-1, beta-2, beta 3; pl 8-9), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A, -B, -C, -D; pl 8,0-9,5),
factor de crecimiento de fibroblastos (FGF, con 22 miembros; pl 8,0-9,0), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF;
tiene sitios positivos que se unen con restos de sulfato), factor de crecimiento nervioso (NGF, pl 8,5-9,5) y un factor
de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-AA, - BB, -AB; pl 8,5-10). Estos factores de crecimiento son utiles en la
estimulacion del crecimiento de 6rganos lesionados tales como islotes pancreaticos en el caso de diabetes o corazén
en el caso de infarto de miocardio. Estos factores de crecimiento pueden formularse o combinarse con el vehiculo de
la presente invencion y usarse para el tratamiento de la diabetes o el infarto de miocardio. Las proteinas anteriores
tienen una carga positiva global a pH fisiolégico o tienen una parcela de carga positiva y son capaces de unirse con
los grupos anidnicos del vehiculo de la presente invencion. Otros miembros de la familia del factor de crecimiento
epidérmico (EGF) incluyendo EGF de unién a heparina (HB-EGF), Betacelulina (BTC), Anfirregulina (AR), Epiregulina
(EPR), Epigeno (EPR) y neurorregulina tienen sitios de unién capaces de unirse con restos de sulfato y pueden
formularse usando el vehiculo de la presente invencion. Pueden usarse TGF-alfa, VEGF y HB-EGF para hacer crecer
células de islotes en diabetes. La composicién de la presente invencidon con molécula de carga que comprende las
SEQ ID NO: 31-34 y 46-49 o sus derivados o0 analogos pueden usarse para tratar el dafio tisular o celular. En otra
realizacién mas, la molécula de carga de la presente invencion puede ser una cualquier de factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF; pl 9,6); factor de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) o eritropoyetina sin acido sialico (pl 8,5).
Todos los miembros de la familia FGF tienen un punto isoeléctrico basico o tienen parcelas de cargas positivas en su
superficie que pueden unirse con grupos anionicos en el vehiculo de la presente invencion. Estos factores de
crecimiento son utiles para el tratamiento de lesiones por radiacion o quimicas que requiere la regeneracion de
organos. Por ejemplo, la exposicion accidental a radiacién se beneficiara del uso de FGF a largo plazo (una formulacion
de FGF con vehiculo de nucleo aniénico de la presente invencién) que mejorara la regeneracion de la mucosa intestinal
y la médula ésea. La formulacién de eritropoyetina en el vehiculo de nucleo anidnico de la presente invencion sera util
para el tratamiento de dafio de la médula dsea o colapso por aceleracion de la recuperacion de la médula dsea,
especialmente cuando el nivel de eritropoyetina se mantiene durante un periodo de tiempo prolongado debido al
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vehiculo de la presente invencion.
D) Tratamiento de cancer o exceso de crecimiento

La composicién de la presente invenciéon con molécula de carga que comprende las SEQ ID NO: 50-55 o sus derivados
0 analogos puede usarse para tratar el cancer o el exceso de crecimiento.

Administracién y Dosificaciones
Un “paciente”, “sujeto” u “hospedador” para tratar con la composicién de la presente invencién puede significar un ser
humano o animal no humano.

La expresion “excipiente farmacéuticamente aceptable” esta reconocida en la técnica y se refiere a un material,
composicion o vehiculo farmacéuticamente aceptable, tal como una carga liquida o sdlida, diluyente, disolvente o
material encapsulante administrado junto con la composicion. Cada excipiente es “aceptable” en el sentido de ser
compatible con los otros ingredientes del complemento y no perjudicial para el sujeto. Algunos ejemplos de materiales
que pueden actuar como excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen: (1) azucares, tales como lactosa,
glucosa y sacarosa; (2) almidones, tales como almidén de maiz y almidén de patata; (3) celulosa y sus derivados,
tales como carboximetil celulosa sodica, etilcelulosa y acetato de celulosa; (4) goma arabiga en polvo; (5) malta; (6)
gelatina; (7) talco; (8) excipientes, tales como manteca de cacao y ceras de supositorio; (9) aceites, tales como aceite
de cacahuete, aceite de semilla de algodén, aceite de cartamo, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y
aceite de soja; (10) glicoles, tales como propilenglicol; (11) polioles, tales como glicerina, sorbitol, manitol y
polietilenglicol; (12) ésteres, tales como oleato de etilo y laurato de etilo; (13) agar; (14) agentes tamponantes, tales
como hidroxido de magnesio e hidroxido de aluminio; (15) acido alginico; (16) agua apirdgena; (17) solucion salina
isotonica; (18) solucion de Ringer; (19) alcohol etilico; (20) soluciones de tampoén de fosfato; y (21) otras sustancias
compatibles no téxicas empleadas en formulaciones farmacéuticas.

La dosificacion del agente activo o peptidico/proteico de la presente invencion variara dependiendo de los sintomas,
la edad y el peso corporal del sujeto, la naturaleza y la gravedad de la enfermedad o el trastorno, la via de
administracion y otros farmacos/agentes activos que se administran al sujeto en conjunto. La dosificacién deberia
proporcionarse siempre para asegurar que el beneficio del péptido/proteina supera el riesgo para el sujeto con
respecto a toxicidad y otros efectos secundarios. En casos en los que el agente activo es lisostafina, la dosificacion
dependera de la gravedad de las infecciones, y la forma de otros antibidticos complementarios. En casos en los que
el agente activo es agente antiinflamatorio, la dosificacion dependera de la gravedad de la inflamacién y la causa de
la inflamacién, y la forma de otros farmacos antiinflamatorios complementarios. En casos en los que el agente activo
es factor de crecimiento, la dosificacion dependera de la seguridad y tolerabilidad del factor de crecimiento y el
beneficio supera el riesgo, y si el factor de crecimiento se usa solo o en combinacién con otro factor de crecimiento y
agente inductor del factor de crecimiento tal como Omeprazol, en el caso de la diabetes. Cualquiera de las
formulaciones objeto pueden administrarse en una unica dosis o en dosis divididas. Las dosificaciones para la
formulacion de péptido/proteina de la presente invencion pueden determinarse facilmente mediante técnicas
conocidas por los expertos en la materia o como se enseia en el presente documento. Ademas, la presente invencion
contempla mezclas de una o mas de las formulaciones de la presente invencion junto con uno o mas antibidticos u
otros agentes terapéuticos. En casos particulares el vehiculo que contiene lisostafina de la presente invencion puede
administrarse junto con uno cualquiera o mas de otros antibidticos seleccionados de: amoxicilina, ampicilina,
azidocilina, azlocilina, aztreonam, bacitacina, benzatina bencilpenicilina, benzatina fenoximetilpenicilina,
bencilpenicilina (G), biapenem, carbenicilina, cefacetrilo, cefadroxilo, cefalexina, cefaloglicina, cefalonio, cefaloridina,
cefalotina, cefapirina, cefatricina, cefacedona, cefazaflur, cefazolina, cefradina, cefroxadina, ceftezol, cefaclor,
cefamandol, cefminox, cefonicida, ceforanida, cefotiam, cefprocilo, cefbuperazona, cefuroxima, cefuzonam, cefamicina
(tal como cefoxitina, cefotetano, cefmetazol), carbacefem (tal como loracarbef), cefcapeno, cefdaloxima, cefdinir,
cefditoreno, cefetamet, cefixima, cefmenoxima, cefodicima, cefoperazona, cefotaxima, cefpimizol, cefpiramida,
cefpodoxima, cefsulodina, ceftacidima, cefteram, ceftibuteno, ceftioleno, ceftizoxima, ceftriaxona, oxacefem (tal como
flomoxef, latamoxef), cefepima, cefozoprano, cefpiroma, cefquinoma, ceftobiprol, cloranfenicol, clorohexidina,
clindamicina, clometocilina, cloxacilina, colistina, cicloserina, daptomicina, doripenem, doxiciclina, epicilina,
ertapenem, eritromicina, faropenem, fostomicina, gentamicina, imipenem, linazolida, mecilinam, meropenem,
meticilina, meticilina, mezlocilina, minociclina, mupirocina, nafcilina, neomicina, oxacilina, panipenem, penamecilina,
feneticilina, fenoximetilpenicilina (V), piperacilina, polimixina, polimixina B, procaina bencilpenicilina, propicilina,
quinupristina/dalfopristina, ramoplanina, rifampicina, rifampina, sulbenicilina, teicoplanina, tigeciclina, tigemonam,
trimetoprim/sulfametoxazol y vancomicina. En realizaciones particulares, el vehiculo que contiene proteinas basicas
de la presente invencion puede administrarse junto con uno cualquiera o mas de antibiéticos adicionales seleccionados
de: aztreonam, bacitacina, ceftazidima, cloranfenicol, clorohexidina, clindamicina, daptomicina, doxiciclina,
eritromicina, gentamicina, linezolida, meticilina, minociclina, mupirocina, neomicina, oxacilina, polimixina,
quinupristina/dalfopristina, rifampicina, rifampina, teicoplanina, temocilina, ticarcilina, tigeciclina,
trimetoprim/sulfametoxazol y vancomicina. En realizaciones particulares, el vehiculo que contiene proteinas basicas
de la presente invencién puede administrarse junto con cualquier antibiético glucopeptidico en relaciones en peso de
proteina basica con respecto a antibiético glucopeptidico que varian de 0,1:1 a 20:1. En realizaciones particulares, el
intervalo de relaciones en peso es de 0,5:1 a 7:1. El antibitico glucopeptidico puede seleccionarse del grupo que
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consiste en vancomicina, teicoplanina y ramoplanina. La composicion de la presente invencion puede estar en una
forma adecuada para administracién intravenosa, intramuscular, subcutanea, intraperitoneal, intratecal o topica.

También desvela un método para tratar una infeccion estafilocécica en un sujeto humano que comprende: administrar
la composicion de la presente invencién que contiene un vehiculo con carga anionica que esta unido
electrostaticamente con lisostafina; en donde se administra lisostafina en una cantidad de 1 mg a 150 mg/kg de peso
corporal/dia al sujeto humano; y administrar un antibiético beta-lactamico en una cantidad de 50 a 250 mg/kg de peso
corporal/dia al sujeto humano. El antibiético beta-lactamico puede administrarse junto con el vehiculo y lisostafina; de
modo que la dosis de beta-lactama en el sujeto humano es antibiético de 100 a 200 mg/kg de peso corporal/dia. El
antibiético beta-lactamico puede ser una penicilina, una cefalosporina, penem, un carbapenem o una monobactama.
Los antibiéticos beta-lactamicos que pertenecen a penicilinas incluyen: aminopenicilinas (tales como amoxicilina,
ampicilina y epicilina); carboxipenicilinas (tales como carbenicilina, ticarcilina, temocilina); ureidopenicilinas (azlocilina,
piperacilina, mezlocilina); y otras: (tales como mecilinam, sulbenicilina, bencilpenicilina (G), azidocilina, penamecilina,
clometocilina, benzatina bencilpenicilina, procaina bencilpenicilina, fenoximetilpenicilina (V), propicilina, benzatina,
fenoximetilpenicilina, feneticilina, oxacilina, cloxacilina, meticilina, nafcilina). Los antibidticos beta-lactamicos que
pertenecen a cefalosporinas son: cefacetrilo, cefadroxilo, cefalexina, cefaloglicina, cefalonio, cefaloridina, cefalotina,
cefapirina, cefatrizina, cefazedona, cefazaflur, cefazolina, cefradina, cefroxadina, ceftezol, cefaclor, cefamandol,
cefminox, cefonicida, ceforanida, cefotiam, cefprozilo, cefbuperazona, cefuroxima, cefuzonam, cefamicina,
carbacefem, cefcapeno, cefdaloxima, cefdinir, cefditoreno, cefetamet, cefixima, cefmenoxima, cefodizima,
cefoperazona, cefotaxima, cefpimizol, cefpiramida, cefpodoxima, cefsulodina, ceftazidima, cefteram, ceftibuteno,
ceftioleno, ceftizoxima, ceftriaxona, oxacefem, cefepima, cefozoprano, cefpiroma, cefquinoma, y ceftobiprol. Los
antibidticos beta-lactamicos que pertenecen a carbopenémicos son: biapenem, doripenem, ertapenem, imipenem,
meropenem y panipenem. El antibiético beta-lactamico que es penémico es faropenem.

En casos determinados, la dosificaciéon de una formulacion de péptido/proteina estara en general en el intervalo de
aproximadamente 0,01 ng a aproximadamente 1000 mg de proteina basica por kg de peso corporal, especificamente
en el intervalo de aproximadamente 1 ng a aproximadamente 100 mg de proteina basica por kg, y mas especialmente
en el intervalo de aproximadamente 100 ng a aproximadamente 20 mg de proteina basica por kg. El intervalo de dosis
mas preferible sera de aproximadamente 100 ng a aproximadamente 20 mg de proteina basica por kg. La cantidad de
péptido/proteina en relacion con el peso del vehiculo en una formulacion puede estar en el intervalo de
aproximadamente 1 % a 1000 % del peso del vehiculo. En un caso la cantidad de proteina basica proteina en relaciéon
con el peso del vehiculo en una formulacién puede estar en el intervalo de aproximadamente 5 % a 500 % del peso
del vehiculo. En otros casos la cantidad de proteina basica en relaciéon con el peso del vehiculo en una formulacion
puede estar en el intervalo de aproximadamente 10 % a 100 % del peso del vehiculo.

Puede ser necesario identificar una dosis o cantidad y cualquier posible efecto en el momento de la administracion de
la formulacién. Esto puede conseguirse mediante experimentacion rutinaria como se describe en el presente
documento, usando uno o mas grupos de animales (preferentemente al menos 5 animales por grupo), o en ensayos
animales si es apropiado. La eficacia de la formulacion de péptido/proteina puede evaluarse administrando y
evaluando el efecto de la administracion midiendo uno o mas indices asociados con la enfermedad/trastorno/infeccion
de interés y comparando los valores postratamiento de estos indices con los valores de los mismos indices antes del
tratamiento.

El momento preciso de la administracion y la cantidad de cualquier compuesto particular que producird el tratamiento
mas eficaz en un sujeto dado dependera de la actividad, farmacocinética y biodisponibilidad de la proteina basica,
condicion fisiologica del sujeto (incluyendo edad, sexo, tipo y estadio de la enfermedad, condicion fisica general,
sensibilidad a una dosificacion y tipo de medicacién dados), via de administraciéon y similares. Las directrices
presentadas en el presente documento pueden usarse para optimizar el tratamiento, por ejemplo, determinar el
momento y/o cantidad de administracion 6ptimos, lo que requerira solamente experimentacion rutinaria consistente en
supervisar el sujeto y ajustar la dosificacion y/o el momento.

El tratamiento puede iniciarse con dosificaciones menores que son menores que la dosis 6ptima del compuesto. A
continuacion, la dosificacion puede aumentarse en incrementos pequefios hasta que se obtenga el efecto terapéutico
Optimo.

El uso combinado de la formulacién de lisostafina de la presente invencién con otros antibidticos u otros agentes
terapéuticos puede reducir la dosificacidon necesaria para la formulacion de lisostafina. Esto se debe a que el efecto
de otros antibioticos u otros agentes terapéuticos puede ser complementario del efecto de la formulacién de lisostafina.
En dicha terapia combinada, los diferentes agentes activos pueden suministrarse juntos o por separado, y
simultaneamente o en momentos diferentes en el dia.

La toxicidad y eficacia terapéutica de la formacion de péptido/proteina antibacteriana de la presente invencion pueden
determinarse mediante procedimientos farmacéuticos convencionales en cultivos celulares o animales
experimentales, por ejemplo, para determinar la DLso, DEso, CIM (Concentracion minima del producto que aun inhibira
el crecimiento de un microorganismo de ensayo) y/o CBM (Concentracion minima del producto que destruira un
organismo de ensayo o sera bactericida para un organismo de ensayo). Se prefieren formulaciones que muestren
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indices terapéuticos grandes. Aunque pueden usarse formulaciones que muestran efectos secundarios toxicos,
deberia tenerse cuidado de que el complejo del vehiculo-péptido/proteina antibacteriano se acumule en el sitio
deseado para reducir los efectos secundarios.

Los datos obtenidos de los ensayos de cultivo celular y estudios animales pueden usarse en la formulacion de un
intervalo de dosificacion para su uso en seres humanos. Es importante que la dosificacion de cualquier formulacion
de complejo de vehiculo-péptido/proteina antibacteriano proporcione una serie de concentraciones en circulacion en
la sangre que estén por encima de la CIM con poca o ninguna toxicidad. La dosificacion puede variar dentro de este
intervalo dependiendo de la forma de dosificacién empleada y la via de administracién utilizada. Para agentes de la
presente invencion, la dosis terapéuticamente eficaz puede estimarse inicialmente a partir de ensayos de cultivo
bacteriano para obtener la CIM y CBM. Una dosis de la formulacién puede obtenerse de modelos animales basandose
en la dosis que proporciona un intervalo de concentracién en plasma en circulacion por encima de la CIM y/o CBM
como se determina en cultivo celular. Dicha informacién puede usarse para determinar con mas precision dosis utiles
en seres humanos.

El complejo de vehiculo-péptido/proteina antibacteriano de la presente invencién puede usarse para administracion
externa en forma de pomada, pasta, crema o geles y puede contener ademas excipientes, tales como grasas animales
y vegetales, aceites, ceras, parafinas, almidén, goma arabiga, derivados de celulosa, polietilenglicoles, siliconas,
bentonitas, acido silicico, talco y 6xido de cinc, o0 mezclas de los mismos.

El vehiculo con proteinas basicas de la presente invencion puede usarse para administracion externa en forma de
polvo o pulverizacion y puede contener ademas excipientes tales como lactosa, talco, acido silicico, hidréxido de
aluminio, silicatos de calcio y polvo de poliamida, o mezclas de estas sustancias. Las pulverizaciones pueden contener
adicionalmente propulsores habituales tales como clorofluorohidrocarburos e hidrocarburos no sustituidos volatiles,
tales como butano y propano.

El complejo de vehiculo-péptido/proteina de la presente invencion puede usarse para administracion externa en forma
de aerosol. Esto se consigue preparando un aerosol acuoso, preparacion liposémica o particulas sélidas que contienen
la composicion de la presente invencion pero no unidos covalentemente al solido. Podria usarse una suspension no
acuosa (por ejemplo, propulsor de fluorocarburo). Pueden usarse nebulizadores sénicos debido a que minimizan la
exposicion del agente a corte, lo que puede dar como resultado la degradacion del compuesto. Habitualmente, se
prepara un aerosol acuoso formulando una solucién o suspension acuosa de la formulacion junto con vehiculos y
estabilizadores farmacéuticamente aceptables convencionales. Los excipientes y estabilizadores varian segun las
necesidades del compuesto particular, pero normalmente incluyen tensioactivos no iénicos (Tweens, Pluronics o
polietilenglicol), proteinas inocuas como alblimina sérica, ésteres de sorbitano, acido oleico, lecitina, aminoacidos tales
como glicina, tampones, sales, azlcares o alcoholes de azUcares. Los aerosoles se preparan en general a partir de
soluciones isotonicas.

Las composiciones farmacéuticas que comprenden complejo de vehiculo-péptido/proteina de la presente invencion
adecuado para administraciéon parenteral comprenden uno o mas componentes de un complemento en combinacion
con una o mas soluciones, dispersiones, suspensiones 0 emulsiones acuosas 0 No acuosas isotonicas estériles
farmacéuticamente aceptables o polvos estériles que pueden reconstituirse en soluciones o dispersiones inyectables
estériles justo antes de su uso, que pueden contener antioxidantes, tampones, bacteriostaticos, solutos que hacen la
formulacion isoténica con la sangre del receptor pretendido o agentes de suspension o espesantes.

Los ejemplos de excipientes acuosos y no acuosos adecuados que pueden emplearse en las composiciones
farmacéuticas de la invencidn incluyen agua, etanol, polioles (tales como glicerol, propilenglicol, polietilenglicol y
similares) y mezclas adecuadas de los mismos, aceites vegetales, tales como aceite de oliva y ésteres organicos
inyectables, tales como oleato de etilo. La fluidez apropiada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de
materiales de recubrimiento, tales como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo de particula necesario en el
caso de dispersiones y mediante el uso de tensioactivos.

Kits

También se desvelan kits para implementar de forma conveniente y eficaz los métodos desvelados en el presente
documento. Dichos kits comprenden cualquiera de los complejos de vehiculo-péptido/proteina de la presente invencion
0 una combinacion de los mismos y un medio para facilitar el cumplimiento de métodos desvelados en el presente
documento. Dichos kits, en el caso de formulaciones de complejo de vehiculo-péptido/proteina proporcionan un medio
conveniente y eficaz para asegurar que el sujeto para tratar tome el activo apropiado en la dosificacion correcta de la
manera correcta. Los medios de cumplimiento de dichos kits incluyen cualquier medio que facilite la administracion de
los activos segun un método desvelado en el presente documento. Dichos medios de cumplimiento incluyen
instrucciones, envases y medios de distribucién, y combinaciones de los mismos. Los componentes del kit pueden
envasarse para practica manual o parcial o completamente automatica de los métodos anteriores. En otros casos que
implican kits, la presente divulgacion contempla un kit que incluye composiciones de la presente invencion vy,
opcionalmente, instrucciones para su uso. La muestra puede ser liquidos de muchas fuentes incluyendo suero,
plasma, sangre completa, orina, extracto tisular, extractos bacterianos, extractos viricos, extractos fungicos o cualquier
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muestra en la que se sospeche o0 sea necesario cuantificar la presencia de proteinas basicas (por ejemplo lisostafina).

También se desvela un kit que comprende una composicién que comprende: (i) una cadena principal polimérica, (ii)
un grupo anionico de resto de sulfato, sulfonato o fosfato unido covalentemente o enlazado con la cadena principal;
(iii) un agente activo con grupos con carga positiva unidos electrostaticamente con el ion de grupo anionico; y (iii) una
cadena protectora unida covalentemente o enlazada con la cadena principal. Los usos para dichos kits incluyen, por
ejemplo, aplicaciones terapéuticas. Dichos kits pueden tener una diversidad de usos adicionales, incluyendo, por
ejemplo, captura de imagenes, direccion, diagndstico, terapia, vacunacion y similares.

Ejemplos

La invencion se ilustra adicionalmente por los siguientes Ejemplos. Los Ejemplos se proporcionan solamente para
fines ilustrativos y no deben interpretarse como limitantes del alcance o contenido de la invencién de ninguna manera.

A menos que se indique otra cosa, todos los nimeros que expresen cantidades de ingredientes, condiciones de
reaccion y asi sucesivamente usados en la memoria descriptiva y reivindicaciones deben entenderse como
modificados en todos los casos por el término “aproximadamente”. En consecuencia, a menos que se indique lo
contrario, los parametros numéricos expuestos en la presente memoria descriptiva y las reivindicaciones adjuntas son
aproximaciones que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas que se busca obtener mediante la
presente invencion.

Aunque se han mostrado y descrito en el presente documento realizaciones preferidas de la presente invencion,
resultara evidente para los expertos en la materia que dichas realizaciones se proporcionan solamente como ejemplo.
Deberia entenderse que pueden emplearse alternativas evidentes a las realizaciones de la invencion descritas en el
presente documento en la practica de la invencion.

Ejemplos de composiciones con cadenas principales poliméricas procedentes de polisacaridos

Ejemplo 1: Sintesis de HPPEG52g: Se disolvieron 2 g de MPEGAM (PM=5 kDa; 0,4 mmol; Lysan; lote N.° 1 11-
102; transparente en solucion) en 10 ml de agua y 5 ml de HEPES 1 M pH 7,3 y se afiadieron 100 yl de NaOH
10 N para llevar el pH hasta 7,8. El grupo amino se midié6 mediante TNBS y se descubrié que tenia un total de
0,579 mmol de NH2 en 2 g. En un recipiente separado, se disolvié 1 g de sal sddica de heparina (25 kDa mediante
cromatografia de exclusion por tamafio usando patrones proteicos globulares, Cat. N.° 41121-1G Acros. Lote N.°
B0128763; PM=~593+4sodio-4H=681 Da/disacarido; 1 g de HP tiene 1,47 mmol del grupo carboxilo tedrico
suponiendo que no hay ninguna sustituciéon en el carboxilo) en 5 ml de agua (volumen total). El grupo amino se
midié mediante TNBS y se descubrié que era un total insignificante de 2,6 pmol por gramo. Esta solucion de HP
(5 ml) se activd durante 20 minutos afadiendo 80 mg de NHSS (PM=115,14; 0,7 mmol) y 285 mg de EDC
(PM=191,71; 1,5 mmol). Este se afiadio después a la solucion de MPEGAM y se permitié que reaccionara durante
3 horas. Después de 3 horas, el grupo amino se midié y se descubrioé que era un total de 192 uymol, lo que indica
que se consumio el 67 % de MPEG. El grupo amino se midié de nuevo al dia siguiente y se descubrié que era un
total de 84 umol, lo que indica que se consumio el 85 % de PEG. La mezcla de reaccion se lavé con 15 cambios
de NaCl 1 M y 10 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion de PCPM 50.000 (UFP-50-E-5A). La muestra
HPPEG52g se esterilizd por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) y se liofilizé
produciendo 1,86 gramos. Se analizé6 un mg/ml y contenia NHz 0 +/-5 pM o 0 nmol/mg. Se midieron diez mg/ml
para GPC y mostré un tiempo de retencion de 14 min (aproximadamente 11,5 nm).

Ejemplo 2: Sintesis de HPPEG104G: Se disolvieron 4 g de MPEGAM (PM=10 kDa; 0,4 mmol; Sunbio; lote N.°
C1AM-010-05053) en 10 ml de agua 'y 5 ml de HEPES 1 M pH 7,3 y se afadieron 100 pl de NaOH 10 N para llevar
el pH a 7,8. El grupo amino se midi6 mediante TNBS y se descubrié que era un total de 0,528 mmol de NHz en
4 g. Parece haber mas grupos amino de lo esperado, quizds MPEGAM tiene menor peso molecular. En un
recipiente separado, se disolvié 1 g de sal sédica de Heparina (25 kDa mediante cromatografia de exclusion por
tamano y usando patrones proteicos globulares, Cat. N.° 41121-1G Acros. Lote N.° B0128763; PM=~593+4sodio-
4H=681 Daldisacarido; 1 g de HP tiene 1,47 mmol de grupo carboxilo teérico suponiendo que no hay ninguna
sustitucion en el carboxilo) en 5 ml de agua (volumen total). El grupo amino se midié mediante TNBS y se descubrié
que era un total insignificante de 2,2 ymol por gramo. Esta soluciéon de HP (5 ml) se activé durante 20 minutos
anadiendo 80 mg de NHSS (PM=115,14; 0,7 mmol) y 285 mg de EDC (PM=191,71; 1,5 mmol). Esto se afiadi6
después a la solucion de MPEGAM y se permitié que reaccionara durante 3 horas. Después de 3 horas, el grupo
amino se midio y se descubrid que era un total de 152 pymol, lo que indica que se consumié el 71 % de MPEG. El
grupo amino se midié de nuevo al dia siguiente y se descubrié que era un total de 58 umol, lo que indica que se
consumio el 89 % de PEG. La mezcla de reaccion se lavo con 15 cambios de NaCl 1 M y 10 cambios de agua en
un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 50.000 (UFP-50-E-5A). La muestra HPPEG52g se filtr6 (usando papel
de filtro N.° 5 de Fischer) y se liofilizd produciendo 2,05 gramos. Se analizé un mg/ml y contenia NHz 0 +/-5 yM o
0 nmol/mg. Se midieron diez mg/ml para GPC y mostr6 un tiempo de retencion de 13,2 min (aproximadamente
17 nm).

Ejemplo 2: Sintesis de 50CSPEG106G: Esta composicion tiene sulfato de condroitina o CS (originario de tiburén
de Fisher Scientific, Pittsburg, PA. Cat N.° 21355, PM=50 kDa) como la cadena principal polimérica con los grupos
carboxilo que han reaccionado con 6 gramos de MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en el
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extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat N.° P1AM-10)/gramo de CS. Esta composicion tiene grupos aniénicos capaces
de unirse con péptido/proteinas o moléculas pequefias con pl mayor de 7. Ademas, los grupos carboxilo restantes
pueden modificarse adicionalmente para contener mas grupos sulfato, sulfonato o fosfato. Se prepard
50CSPEG106G de la siguiente manera: 6 g de MPEGAM (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en el extremo;
Sunbio, Orinda, CA; Cat N.° P1AM-10) disuelto en 20 ml de etanol al 80 %, se anadieron 5 ml de HEPES 1 M a la
solucion y el pH se ajusté a pH 7,8 usando NaOH 10 N. El grupo amino se midié mediante TNBS y se descubrio
que era de 0,91 mmol. En un recipiente separado, se disolvié 1 gramo de CS en 8 ml de agua, para obtener una
solucion de CS y los grupos carboxilo se activaron afadiendo 115 mg de NHS (PM=115,14; 1 mmol), seguido de
575 mg de EDC (PM=191,71; 3 mmol). Después de 20 minutos de activacion, este se anadié directamente al
MPEGAM. Después de 2 horas, se descubrié que el grupo amino total era de 0,24 mmol lo que indica que se
incorporo el 74 % de MPEG. La mezcla de reaccién se concentr6 hasta 100 ml y se lavé con 15 cambios de agua
en un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A). La muestra de 50CSPEG106G se esterilizd
por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) y se liofilizé produciendo 2,4 gramos. Se
analizé un mg/ml y contenia NH2 4,8 +/-5 yM o 4,8 nmol/mg. Se analizaron diez mg/ml de 50CSPEG106G
mediante cromatografia de exclusion por tamafio usando TosohG4000WXL y mostré un tiempo de retencion de
10,7 min (aproximadamente 29,8 nm).

Ejemplo 4: Sintesis de 50CSPEG106GNTA: EI 50CSPEG106G resultante (véase anteriormente) puede
convertirse en 50CSPEG106GNTA y después en 50CSPEG106GNTASO (véase posteriormente). El
50CSPEG106G resultante (véase anteriormente) puede convertirse en 50CSPEG106GNTA de la siguiente
manera: Medir los grupos carboxilo restantes de 2,4 gramos de 50CSPEG106G segun el protocolo de Kobayashi
y Chiba (Analytical biochemistry 1994, vol 219, p189-194). Para sintetizar 50CSPEG106G, tomar 2,4 g de
50CSPEG106G (con 1 equivalente del grupo carboxilo) y disolver en 25 ml de tampdn de MES (acido 2-(N-
morfolino)etanosulfonico, Pierce, Rockford, IL) 20 mM a pH 4,7 para obtener solucion de 50CSPEG106G. Afadir
1 equivalente de NHS y 2 equivalentes de EDC (PM=191,71) y activar durante 20 minutos. Después de 20 minutos
afadir esta solucion de 50CSPEG106G activada a 10 equivalentes de Nalfa,Nalfa-biscarboximetil-lisina
(PM=262 Da) en 25 ml de tampén de HEPES 1M a pH 7,4 y permitir que reaccionen durante una noche.
Concentrar la mezcla de reaccion hasta 100 ml y lavar con 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion
de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto de 50CSPEG106GNTA (usando un filtro
de polisulfona 0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) vy liofilizar. Preparar una solucion de 10 mg/ml de
50CSPEG106GNTA resultante y determinar el diametro hidrodindmico mediante cromatografia de exclusién por
tamano usando Columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucion salina tamponada con fosfato como
disolvente de elucion (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene acetonitrilo al
15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencién deberia ser coherente con el diametro de aproximadamente
30-40 nm.

Ejemplo 5: Sintesis de 50CSPEG106GNTASO o 50CSPEG106GNTASF o 50CSPEG106GNTAPO: Esta
estructura comprende sulfato de condroitina 50 kDa con los grupos carboxilo que han reaccionado con 6 gramos
de MPEG 10kDa y los grupos carboxilo restantes unidos covalentemente al grupo amino épsilon de
biscarboximetillisina que es un derivado de &cido nitrilotriacético (NTA). El NTA se modifica adicionalmente para
contener tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato), cada uno unido a los grupos carbonilo de NTA. Esencialmente,
cada NTA actua como un espaciador para permitir que un agrupamiento de tres grupos sulfato (o sulfonato o
fosfato) se una con la cadena principal de sulfato de condroitina. EIl 50CSPEG106GNTA (véase anteriormente)
puede convertirse en vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) que contiene agrupamientos de grupos sulfato
(o sulfonato o fosfato) con hasta tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) en cada agrupamiento. Para hacer esto,
tomar 2 gramos de 50CSPEG106GNTA y disolverlos en 50 ml de tampén de MES 10 mM (pH 4,7). Activar el
vehiculo afiadiendo 0,28 g de NHSS (PM=217,14; 1,3 mmol), seguido de 0,56 g de EDC (PM=191,71; 2,9 mmol)
y permitir que se activen durante 20 minutos. En un recipiente separado disolver 0,37 g de 2-
aminoetilhidrogenosulfato (AES; PM=141; 2,6 mmol) o 0,45 g de acido sulfanilico (SNA; PM=173; 2,6 mmol) o
0,37 g de O-fosforiletanolamina (OPE; PM=141; 2,6 mmol) en 25 ml de tampén de HEPES 1 M (pH 7,3, mantener
el pH a 7,3 usando NaOH) y medir los grupos amino de partida mediante TNBS (Spadaro et al., 1979, Anal. Chem.,
96, p317-329) que deberian ser aproximadamente 2,6 mmol, dependiendo de la pureza de AES (o SNA u OPE).
Afadir el vehiculo activado a la soluciéon de AES (o SNA u OPE) y agitar la solucién durante una noche. Medir los
grupos amino mediante TNBS para determinar la cantidad de reduccién de grupos amino que es equivalente a la
cantidad de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado (o sulfonatado o
fosforilado) mediante 20 volumenes de agua usando un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-
E-5A; GE-Amersham), esterilizar por filtrado (filtro de polisulfona 0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) vy liofilizar
(50CSPEG106GNTASO o 50CSPEG106GNTASF o 50CSPEG106GNTAPQ). Este producto tendra
agrupamientos de hasta tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) por agrupamiento que esta colgante de la cadena
principal.

Ejemplo 6: Sintesis de 14HPPEG104G: Esta composicion tiene Heparina de 14 kDa ((H4784-1G Sigma. Lote N.°
047K1195; PM 14 kDa; 1 g tiene 0,827 mmol de grupos carboxilo) como la cadena principal polimérica con los
grupos carboxilo que han reaccionado con 4 gramos de MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa MPEG con grupo amino
en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10). Esta composicidon contiene grupos aniénicos capaces de
unirse con péptidos/proteinas o moléculas pequefas con pl mayor de 7. Ademas, los grupos carboxilo restantes
pueden modificarse adicionalmente para contener mas grupos sulfato, sulfonato o fosfato. El 14HPPEG104G se
preparo de la siguiente manera: A) 1 g de sal sédica de Heparina (HP) (H4784-1G Sigma. Lote N.° 047K1 195; 1 g
de HP tiene 0,827 mmol de grupo carboxilo) se disolvié en 8 ml de agua (soluciéon de HP). B) En un recipiente
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separado, se disolvieron 4 g de MPEG-AM (PM=10000; 0,4 mmol; Sunbio; lote N.° C1AM-010-05053; limpio en
solucion) en 15 ml de etanol al 80 % y la solucién de HP se afiadio directamente al MPEG-AM. C) La reaccion se
compuso hasta MES 20 mM pH=4,7 con adiciéon de agua para eliminar el precipitado. La reacciéon se inicio
mediante la adicion de 80 mg de NHS (PM=115,14; 0,7 mmol) y 380 mg de EDC (PM=191,71; 2 mmol) y se agité
durante 20 minutos. Después de 20 minutos, se afadieron 4 ml de HEPES 1 M a la solucién y el pH se ajusté
hasta pH 7,8 lentamente con NaOH 10 N gota a gota, y se permitié que reaccionara durante una noche. Se tomaron
alicuotas para determinar los grupos amino restantes del MPEG-AM y determinar el MPEG incorporado. El grupo
amino se encontré hasta un total de 0,011 mmol lo que indica que se incorporé todo el MPEG (14HPPEG104G).
D) La mezcla de reaccién se concentréo hasta 100 ml y se lavd con 20 cambios de agua en un cartucho de
ultrafiltracion de PCPM de 100.000 (UFP-100-E-5A), se esterilizé por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 um,
Nalgene, Rochester, NY) y se liofilizd produciendo 2,4 gramos. Se analizé un mg/ml y contenia NH2 +/-5 yM o
0 nmol/mg. E) La cromatografia de exclusiéon por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) eluida
con solucion salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mmol, pH 7,4) que
contenia acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 m//min mostré un tiempo de retencion de 12,7 min
(aproximadamente 13,8 nm).

Ejemplo 7: Sintesis de 14HPPEG104GNTA: El 14HPPEG104G resultante (véase anteriormente) puede
convertirse en 14HPPEG104GNTA y después en 14HPPEG104GNTASO, 14HPPEG104GNTASF o
14HPPEG104GNTAPO (véase posteriormente). EI 14HPPEG104G resultante (véase anteriormente) puede
convertirse en 14HPPEG104GNTA de la siguiente manera: Medir los grupos carboxilo restantes de 2,4 gramos de
14HPPEG104G segun el protocolo de Kobayashi y Chiba (Analytical biochemistry 1994, vol 219, p189-194). Para
sintetizar 14HPPEG104GNTA, tomar 2,4 g de grupo carboxilo de 14HPPEG104G) y disolver en 25 ml de tampén
de MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico, Pierce, Rockford, IL) 20 mM a pH 4,7 para obtener solucion de
14HPPEG104G. AAadir 1 equivalente de NHS y 2 equivalentes de EDC (PM=191,71) y activar durante 20 minutos.
Después de 20 minutos afiadir esta solucion de 14HPPEG104G activada a 10 equivalentes de Nalfa,Nalfa-
biscarboximetil-lisina (PM=262 Da) en hasta 25 ml de tampén de HEPES 1 M a pH 7,4 y permitir que reaccionen
durante una noche. Medir los grupos amino restantes para determinar el grado de incorporacion de NTA.
Concentrar la mezcla de reaccion hasta 100 ml y lavar con 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion
de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto de 14HPPEG104GNTA (usando un filtro
de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) vy liofilizar. Preparar una solucion de 10 mg/ml de
14HPPEG104GNTA resultante y determinar el diametro hidrodinamico mediante cromatografia de exclusién por
tamafo usando una columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucién salina tamponada con fosfato como
disolvente de elucion (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene acetonitrilo al
15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencién deberia ser coherente con el diametro de aproximadamente
15-20 nm.

Ejemplo 8: Sintesis de 14HPPEG104GNTASO o 14HPPEG104GNTASF o 14HPPEG104GNTAPO: Esta
estructura comprende heparina 14 kDa en la que el 27 % de los grupos carboxilo tedricos estan unidos
covalentemente con MPEG de 10 kDa y los grupos carboxilo restantes estan unidos covalentemente con el grupo
amino épsilon de biscarboximetillisina que es un derivado de acido nitrilotriacético (NTA): EI NTA se modifica
adicionalmente para contener tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato), cada uno unido a los grupos carbonilo de
NTA. Esencialmente, cada NTA actia como un espaciador para permitir que un agrupamiento de tres grupos
sulfato (o sulfonato o fosfato) se una con la cadena principal de heparina (también pueden usarse otras cadenas
principales). Para hacer esto, tomar 2 gramos del 14HPPEG104GNTA vy disolverlo en 50 ml de tampén de MES
10 mM (pH 4,7). Activar el vehiculo afiadiendo 0,28 g de NHSS (PM=217,14; 1,3 mmol), seguido de 0,56 g de EDC
(PM=191,71; 2,9 mmol) y permitir que se active durante 20 minutos. En un recipiente separado disolver 0,37 g de
2-aminoetilhidrogenosulfato (AES; PM=141; 2,6 mmol) o 0,45 g de acido sulfanilico (SNA; PM=173; 2,6 mmol) o
0,37 g de O-fosforiletanolamina (OPE; PM=141; 2,6 mmol) en 25 ml de tampon HEPES 1 M (pH 7,3, mantener el
pH a 7,3 usando NaOH) y medir los grupos amino de partida mediante TNBS (Spadaro et al., 1979, Anal. Chem.,
96, p317-329) que deberian ser aproximadamente 2,6 mmol, dependiendo de la pureza de AES (o SNA u OPE).
Después de 20 minutos, afiadir el vehiculo activado a la solucion de AES (o SNA u OPE). Después de una reaccion
de una noche medir los grupos amino mediante TNBS para determinar la cantidad de reduccién de grupos amino
que es equivalente a la cantidad de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado
(o sulfonatado o fosforilado) mediante 20 voliumenes de agua usando un cartucho de ultrafiltracién de PCPM de
100 kDa (UFP-100-E-5A; GE-Amersham), esterilizar por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene,
Rochester, NY) vy liofilizar (14HPPEG104GNTASO o 14HPPEG104GNTASF o 14HPPEG104GNTAPO). Este
producto tendra agrupamientos de hasta tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) por agrupamiento colgante de
la cadena principal.

Ejemplo 9: Sintesis de 1000HYPEG1035NTA: Este se usara como materiales de partida para la sintesis de
algunas de las composiciones de nucleo anidnico de la presente invencion. Esta composicion tiene acido
hialurénico o HY (Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° 53747, PM=1000 kDa) como la cadena principal polimérica
con el 35 % de los grupos carboxilo tedricos reemplazados con MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa MPEG con
grupo amino en el extremo: Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) y los grupos carboxilo restantes ocupados con
acido nitrilotriacetico. Para hacer esto el acido hialurénico puede usarse sin adicién de mas grupos carboxilo o
pueden afadirse grupos carboxilo adicionales. Para afiadir grupos carboxilo adicionales, los grupos hidroxilo en el
hiluronano pueden convertirse en grupos carboxi segun el protocolo de Tijsen et al. (Carbohydrate Polymers 2001,
vol 45; p219-226). Al final del protocolo de Tijsen et al. el hialuronano carboximetilado se lava con 15 cambios de
agua en un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 3 kDa (UFP-3-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto
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resultante usando (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar para obtener hiluronano con
grupos carboxilo extra. Antes de la sintesis de 1000HYPEG1035NTA, medir el grupo carboxilo de partida (1
equivalente) de 1,0 g de HY (este podria ser HY sin grupos carboxilo adicionales o el modificado para tener grupos
carboxilo adicionales) segun el protocolo de Kobayashi y Chiba (Analytical biochemistry 1994, vol 219, p189-194).
Para sintetizar 1000HYPEG1035NTA, tomar 1,0 g de HY (con 1 equivalente de grupo carboxilo) y disolver en 25 ml
de tampon de MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfonico, Pierce, Rockford, IL) 20 mM a pH 4,7 para obtener
solucion de HY. Disolver 0,35 equivalentes de MPEGAM (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en el extremo;
Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) en 20 ml de etanol al 80 % y afadir a la solucion de HY para preparar la
solucion HYPEG. A la solucion de HYPEG, afiadir 1 equivalente de NHS (PM=115,14) y 1 equivalente de solucion
de EDC (PM=191,71) con agitaciéon. Mantener el pH a pH 4,7-5,0 con HCI 6 N durante 20 minutos usando HCI.
Después de 20 minutos de activacion, ajustar el pH a 7,8 afiadiendo 10 ml de HEPES 1 M, pH 7,4, y ajustar
adicionalmente el pH con NaOH 10 N gota a gota hasta alcanzar 7,8. Permitir que la reaccion continde durante 2
horas y medir el grupo amino restante del MPEGAM mediante TNBS y no deberia haber ninguno lo que indica que
se han consumido los 0,35 equivalentes del grupo amino y se han conjugado con el HY. Si hay grupos amino
restantes afiadir 1 equivalente de EDC (PM=191,71) y permitir que reaccione durante una noche para formar
1000HYPEG1035. Tomar una alicuota de la solucién de 1000HYPEG1035 resultante y determinar el diametro
hidrodinamico mediante cromatografia de exclusién por tamafo usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm)
y solucioén salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene
acetonitrilo al 15 % como disolvente de elucién a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencién deberia ser
coherente con un diametro de aproximadamente 30-50 nm. Ajustar el pH a 5 con HCI 6 N y afiadir 1,5 equivalentes
de EDC (PM=191,71) y activar durante 20 minutos. Después de 20 minutos afadir esta solucién de
1000HYPEG1035 activada a 10 equivalentes de Nalfa,Nalfa-biscarboximetil-lisina (PM=262 Da) en hasta 25 ml de
tampon de HEPES 1 M a pH 7,4 y permitir que reaccionen durante una noche. Concentrar la mezcla de reaccion
hasta 100 ml y lavar con 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-
5A). Esterilizar por filtrado el producto de 1000HYPEG1035NTA (usando filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene,
Rochester, NY) y liofilizar. Preparar una solucion de 10 mg/ml de 1000HYPEG1035NTA resultante y determinar el
diametro hidrodinamico mediante cromatografia de exclusion por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79
x 30 cm) y solucién salina tamponada con fosfato como disolvente de elucion (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl
137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencion
deberia ser coherente con un diametro de aproximadamente 30-70 nm.

Ejemplo 10: Sintesis de 1000HYPEG1035NTASO o 1000HYPEG1035NTASF o 1000HYPEG1035NTAPO: Esta
estructura comprende acido hiurénico de 100 kDa en el que el 35 % de los grupos carboxilo tedricos estan unidos
covalentemente con MPED de 10 kDa y los grupos carboxilo restantes estan unidos covalentemente al grupo
amino épsilon de biscarboximetillisina que es un derivado de acido nitrilotriacetico (NTA). EI NTA se modifica
adicionalmente para contener tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato), cada uno unido con los grupos carbonilo
de NTA. Esencialmente, cada NTA actua como un espaciador para permitir que un agrupamiento de tres grupos
sulfato (o sulfonato o fosfato) se una con la cadena principal de acido hiurénico (también pueden usarse otras
cadenas principales). El 1000HYPEG1035NTA (véase anteriormente) puede convertirse para contener sulfato (o
sulfonato o fosfato) con hasta tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) en cada agrupamiento. Para hacer esto,
tomar 2 gramos del T000HYPEG1035NTA y disolverlos en 50 ml de tampon de MES 10 mM (pH 4,7). Activar el
vehiculo afiadiendo 0,28 g de NHSS (PM=217,14; 1,3 mmol), seguido de 0,56 g de EDC (PM=191,71; 2,9 mmol),
y permitir que se active durante 20 minutos. En un recipiente separado disolver 0,37 g de 2-
aminoetilhidrogenosulfato (AES; PM=141; 2,6 mmol) o 0,45 g de acido sulfanilico (SNA; PM=173; 2,6 mmol) o
0,37 g de O-fosforiletanolamina (OPE; PM=141; 2,6 mmol) en 25 ml de tampén de HEPES 1 M (pH 7,3, mantener
el pH a 7,3 usando NaOH) y medir los grupos amino de partida mediante TNBS (Spadaro et al., 1979, Anal. Chem.,
96, p317-329) que deberia ser de aproximadamente 2,6 mmol, dependiendo de la pureza de AES (o SNA u OPE).
Después de 20 minutos, afiadir el vehiculo activado a la solucion de AES (o SNA u OPE). Después de una reaccioén
de una noche medir los grupos amino mediante TNBS para determinar la cantidad de reduccién de grupos amino
que es equivalente a la cantidad de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado
(o sulfonatado o fosforilado) mediante 20 volumenes de agua usando un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de
100 kDa (UFP-100-E-5A; GE-Amersham), esterilizar por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene,
Rochester, NY) y liofilizar (1000HYPEG1035NTASO o 1000HYPEG1035NTASF o 1000HYPEG1035NTAPO). Este
producto tendra agrupamientos de hasta tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) por agrupamiento que esta
colgante de la cadena principal.

Ejemplo 11: Sintesis de 60PGAPEG1035NTA: Este se usara como materiales de partida para la sintesis de
algunas de las composiciones de nucleo anionico de la presente invencién. Esta composicion tiene pectina o acido
poligalacturdnico (polipectato sddico; Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° p3889, PM=60 kDa) como la cadena
principal polimérica con el 35 % de los grupos carboxilo tedricos reemplazados con MPEGAM de 10 kDa
(PM=10 kDa MPEGAM tiene un grupo amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) y los grupos
carboxilo restantes ocupados con &acido nitrilotriacético. La modificacion de 60PGAPEG1035NTA a
60PGAPEG1035NTASO, 60PGAPEG1035NTASF y 60PGAPEG1035NTAPO; donde SO, SF y PO son sulfato,
sulfonato y fosfato unidos covalentemente con los grupos carbonilo de NTA; es como se ha descrito anteriormente
para otras composiciones que contienen NTA. Para preparar 60PGAPEG1035NTA, puede usarse la pectina de
partida sin adicion de mas grupos carboxilo o pueden afiadirse grupos carboxilo adicionales. Para anadir grupos
carboxilo adicionales, los grupos hidroxilo en hiluronano pueden convertirse en grupos carboxilo segun el protocolo
de Tijsen et al. (Carbohydrate Polymers 2001, vol 45; p219-226). Al final del protocolo de Tijsen et al. la pectina
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carboximetilada se lava con 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 3 kDa (UFP-3-E-
5A). Esterilizar por filtrado el producto resultante (PMA) usando (filtro de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene,
Rochester, NY) y liofilizar para obtener pectina con grupos carboxilo extra. Ocasionalmente, la pectina tendra un
porcentaje significativo del grupo carboxilo bloqueado con grupos metilo. Este puede retirarse usando acido para
exponer todos los grupos carboxilo de pectina. En resumen, disolver 2 g de pectina en 100 de agua y ajustar el pH
a 0,5 usando HCI concentrado y mantener a 80 °C durante 2 horas segun Constenla y Lazano (Latin American
Applied Research 2003, vol33, p91-96). Neutralizar con NaOH y lavar con 15 cambios de agua en un cartucho de
ultrafiltracion de PCPM de 3 kDa (UFP-3-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto resultante usando (filtro de
polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar. Esta pectina puede procesarse para aumentar la
cantidad de grupos carboxilo como se ha descrito anteriormente. Puede prepararse 60PGAPEG1035NTA usando
cualquiera de la pectina (PGA) descrita anteriormente, sin procesar o procesada para aumentar el grupo carboxilo.
Antes de la sintesis de 60PGAPEG1035NTA, medir el grupo carboxilo de partida (1 equivalente) de 1,0 g de PGA
(este podria ser PGA sin grupos carboxilo adicionales o PGA modificado para tener grupos carboxilo adicionales)
segun el protocolo de Kobayashi y Chiba (Analytical biochemistry 1994, vol 219, p189-194). Para sintetizar
60PGAPEG1035NTA, tomar 1,0 g de PGA (con 1 equivalente de grupo carboxilo) y disolver en 50 ml de tampon
de MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico, Pierce, Rockford, IL) 20 mM a pH 4,7 para obtener solucién de PGA.
Disolver 0,35 equivalentes de MPEGAM (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA;
Cat. N.° P1AM-10) en 20 ml de etanol al 80 % y afiadir a la solucion de PGA para preparar la solucion de PGAPEG.
A la solucién de PGAPEG, afadir 1 equivalente de NHS (PM=115,14) y 1 equivalente de solucién de EDC
(PM=191,71) con agitacién. Mantener el pH a pH 4,7-5,0, con HCI 6 N durante 20 minutos usando HCI. Después
de 20 minutos de activacion, ajustar el pH a 7,8 afiadiendo 10 ml de HEPES 1 M, pH 7,4 y ajustar el pH a 7,8 con
NaOH 10 N gota a gota. Permitir que la reaccién continie durante 2 horas y medir el grupo amino restante del
MPEGAM mediante TNBS y no deberia haber ninguno lo que indica que se han consumido los 0,35 equivalentes
del grupo amino y se han conjugado con el PGA. Si hay grupos amino restantes en MPEGAM, ajustar el pH a 5
con HCI 6 N y afadir 1 equivalente de EDC (PM=191,71), después de 20 minutos ajustar de nuevoelpHa 7,8 y
permitir que reaccione durante una noche para formar 60PGAPEG1035. Tomar una alicuota de la solucion de
60PGAPEG1035 resultante y determinar el diametro hidrodinamico mediante cromatografia de exclusién por
tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucién salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato
11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene acetonitrilo al 15 % como disolvente de elucién a un
caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencion deberia ser coherente con un didmetro de aproximadamente 18-
30 nm. Ajustar el pH a 5 con HCI 6 N y afiadir 1,5 equivalentes de EDC (PM=191,71) y activar durante 20 minutos.
Después de 20 minutos afadir esta solucion de 60PGAPEG1035 activada a 10 equivalentes de Nalfa,Nalfa-
biscarboximetillisina (PM=262 Da) en hasta 25 ml de tampén de HEPES 1 M a pH 7,4 y permitir que reaccione
durante una noche. Concentrar la mezcla de reaccion hasta 100 ml y lavar con 15 cambios de agua en un cartucho
de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto de 60PGAPEG1035NTA
(usando filtro de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar. Preparar una solucion de 10 mg/ml de
60PGAPEG1035NTA resultante y determinar el diametro hidrodinamico mediante cromatografia de exclusion por
tamafo usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucion salina tamponada con fosfato como
disolvente de elucion (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene acetonitrilo al
15% a un caudal de 0,6 mli/min. El tiempo de retencién deberia ser coherente con un diametro de
aproximadamente 20-40 nm.

Ejemplo 12: Sintesis de 30CHIPEG1035DTPA: Este se usara como materiales de partida para la sintesis de
algunas de las composiciones de nucleo aniénico de la presente invencion. La presente composicion tiene
quitosano (Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat, N.° 448869, PM=35 kDa) como la cadena principal polimérica con el
35 % de los grupos amino tedricos ocupados con MPEGC de 10 kDa (PM=10 kDa; MetoxiPEG con grupo carboxilo
en el extremo, de Lysan bio; Arab, AL) y el grupo amino restante ocupado con acido dietilendiaminpentaacético
(DTPA). La modificacion de 30CHIPEG1035DTPA a 30CHIPEG1035DTPASO, 30CHIPEG1035DTPASF vy
30CHIPEG1035DTPAPOQO; donde SO, SF y PO son sulfato, sulfonato y fosfato unidos covalentemente con los
grupos carbonilo de DTPA; es como se ha descrito anteriormente para otra composicion que contiene carboxilo.
Para sintetizar 30CHIPEG1035DTPA, tomar 1,0 g de clorhidrato de quitosano (con 1 equivalente de grupo amino
como se mide mediante TNBS) y disolver en 25 ml de tampén de HEPES 1 M a pH 7,4 (Pierce, Rockford, IL) para
obtener una solucion de 30CHI. En un recipiente separado, disolver 0,35 equivalentes de MPEGC (PM=10 kDa;
MetoxiPEG con grupo carboxilo en el extremo, de Lysan bio; Arab, AL) en 60 ml de etanol al 80 % con MES 20 mM
pH=4,7 (1200 pl de MES 1 M afiadido a 60 ml), afiadir 0,5 equivalentes de NHS (PM=115,14), una vez disuelto
afiadir 1 equivalente de EDC (PM=191,71; 10,43 mmol) agitando al mismo tiempo y permitir que continte la
activacion durante 20 minutos. Afadir MPEGC activado directamente a la solucion de 30CHI, permitir que la
reaccion se produzca durante 2 horas y medir los grupos amino mediante TNBS para asegurar si la saturacion del
35 % de grupos amino afiade mas de la cantidad apropiada de MPEGC activado. Esta es la solucion de
30CHIPEG1035. Realizar cromatografia de exclusién por tamafo usando columna TosohG4000WXL (0,79 x
30 cm) con solucién salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4)
que contiene elucion de acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencidn deberia ser coherente
con aproximadamente 14-17 nm de didmetro molecular. Afadir 5 equivalentes de dianhidrido de DTPA (PM=357;
Sigma Chem Co., St Louis, MO. Cat. N.° D6148) seguido de 200 ul de TEA. Valorar la reaccién lentamente con
NaOH 10 N hasta pH 7,1 y agitar durante 4 horas. Usando reaccion de TNBS, confirmar que no permanece ningun
grupo amino lo que es indicativo de una reaccion completa y que se prepara el producto de 30CHIPEG1035DTPA.
Realizar cromatografia de exclusién por tamafo usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) con solucién

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734 884 T3

salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene elucion
de acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencién deberia ser coherente con un diametro
molecular de 17-21 nm. Lavar el 30CHIPEG1035DTPA resultante con 15 voliumenes de agua usando un cartucho
de ultrafiltracion de PCPM de 100.000 (UFP-100-E-5A; GE-Amersham) y liofilizar.

Ejemplo 13: Sintesis de 40DXPEG1035NTA: Este se usard como materiales de partida para la sintesis de
algunas de las composiciones de nucleo aniénico de la presente invencion. Esta composicion tiene dextrano o
poliglucosa (alfa1-6 con rama alfa1-4; Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° 31389, PM=40 kDa) como la cadena
principal polimérica con el 35 % de los grupos hidroxilo derivatizados con MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa
MPEGAM tiene un grupo amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) y en los grupos hidroxilo
restantes ocupados con acido nitrilotriacético. La modificacién de 40DXPEG1035NTA a 40DXPEG1035NTASO,
40DXPEG1035NTASF y 40DXPEG1035NTAPO; donde SO, SF y PO son sulfato, sulfonato y fosfato unidos
covalentemente con los grupos carbonilo de NTA; es como se ha descrito anteriormente para otras composiciones
que contienen carboxilo. Para preparar 40DXPEG1035NTA, los grupos hidroxilo de dextrano de partida se
convierten en grupos carboxilo. Para afiadir grupos carboxilo, los grupos hidroxilo en dextrano pueden convertirse
en grupos carboxilo segun el protocolo de Tijsen et al. (Carbohydrate Polymers 2001, vol 45; p219-226). En
resumen, suspender 10 gramos de dextrano en 100 ml de propanol/agua al 90 % y afiadir 4 gramos de sedimento
de NaOH vy agitar durante una noche a 40 °C. Al dia siguiente afiadir 10 gramos de monocloroacetato sédico
(Sigma Chem Co. St Luis, MO. Cat. N.° 291773) como se perfila en Tijsen et al. (Carbohydrate Polymers 2001, vol
45; p219-226). Al final de la reaccién el dextrano carboximetilado se lava con 15 cambios de agua en un cartucho
de ultrafiltracion de PCPM de 3 kDa (UFP-3-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto resultante (DX) usando (filtro
de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) vy liofilizar para obtener dextrano carboximetilado. Antes de la
sintesis de 40DXPEG1035NTA, medir el grupo carboxilo de partida (1 equivalente) de 1,0 g de DX segun el
protocolo de Kobayashi y Chiba (Analytical biochemistry 1994, vol 219, p189-194). Para sintetizar
40DXPEG1035NTA, tomar 1,0 g de DX (con 1 equivalente de grupos carboxilo) y disolver en 50 ml de tampédn de
MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico, Pierce, Rockford, IL) 20 mM a pH 4,7 para obtener una solucién de DX.
Disolver 0,35 equivalentes de MPEGAM (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA;
Cat. N.° P1AM-10) en 20 ml de etanol al 80 % y afiadir a la solucién de DX para preparar solucién de DXPEG. A
la solucion de DXPEG, afiadir 1 equivalente de NHS (PM=115,14) y 1 equivalente de solucién de EDC (PM=191,71)
con agitacion. Mantener el pH a pH 4,7-5,0, con HCI 6 N durante 20 minutos usando HCI. Después de 20 minutos
de activacion, ajustar el pH a 7,1 anadiendo 10 ml de HEPES 1 M, pH 7,4. Si el pH es inferior a 7,1 ajustar el pH
con NaOH 10 N gota a gota hasta alcanzar 7,1. Permitir que la reaccién continde durante 2 horas y medir el grupo
amino restante del MPEGAM mediante TNBS y no deberia ser ninguno lo que indica que se han consumido los
0,35 equivalentes del grupo amino y se han conjugado con el PGA. Si hubiera grupos amino restantes en
MPEGAM, ajustar el pH a 5 con HCI 6 N y afiadir 1 equivalente de EDC (PM=191,71), después de 20 minutos
ajustar de nuevo el pH a 7,1 y permitir que reaccione durante una noche para formar 40DXPEG1035. Tomar una
alicuota de la solucion de 40DXPEG1035 resultante y determinar el diametro hidrodinamico mediante
cromatografia de exclusion por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucién salina
tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene acetonitrilo al
15 % como disolvente de elucién a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencion deberia ser coherente con un
diametro de aproximadamente 14-20. Ajustar el pH a 5 con HCI 6 N y afiadir 1,5 equivalentes de EDC (PM=191,71)
y activar durante 20 minutos. Después de 20 minutos afadir esta solucion de 40DXPEG1035 activada a 10
equivalentes de Nalfa,Nalfa-biscarboximetil-lisina (PM=262 Da) en hasta 25 ml de tampén de HEPES 1 Ma pH 7,4
y permitir que reaccionen durante una noche. Concentrar la mezcla de reacciéon que contiene 40DXPEG1035NTA
hasta 100 ml y lavar con 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-
5A). Esterilizar por filtrado el producto de 40DXPEG1035NTA (usando filtro de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene,
Rochester, NY) y liofilizar. Preparar una solucion de 10 mg/ml de 40DXPEG1035NTA resultante y determinar el
diametro hidrodindmico mediante cromatografia de exclusion por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79
x 30 cm) y elucién a un caudal de 0,6 ml/min con solucion salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM,
NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene acetonitrilo al 15 %. El tiempo de retencion deberia ser
coherente con un diametro de aproximadamente 17-25 nm.

Ejemplos de composiciones con cadenas principales poliméricas procedentes de poliaminoacidos

Ejemplo 14: Sintesis de 20PLPEG1030DTPASO o 20PLPEG1030DTPASF o 20PLPEG1030DTPAPO: Esta
estructura comprende polilisina de 20 kDa en la que el 30 % de los grupos amino épsilon estan unidos
covalentemente con MPEG de 10 kDa y los grupos amino restantes estan unidos covalentemente con acido
dietilentriaminpentaacético (DTPA) modificado para contener grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) unidos
covalentemente con los grupos carbonilo de DTPA. Esencialmente, cada DTPA actia como un espaciador para
permitir que un agrupamiento de cuatro grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) se unan con la cadena principal de
polilisina (también pueden usarse otras cadenas principales). Esta se sintetizd de la siguiente manera: A) se
disolvié 1 g de polilisina de 20 kDa (20PL; producto N.° Q4926 de SAFC lote N.° 018K7775; DP=126) en 6,5 ml de
HEPES 1 M. EI grupo amino se midi6 mediante TNBS y se descubrié que era 2,4 mmol de NH2/g. Esta es la
solucion de 20PL. B) En un recipiente separado, se disolvieron 5 g de MPEGC (Metoxipolietilen glicolcarboximetilo;
PM=10 kDa; 0,5 mmol; Laysan Bio; lote N.° 108-108) en 12,5 ml de etanol al 80 % con tampén MES de 10 mM,
pH=4,7, con 120 mg de NHS (PM=115,14; 1,0 mmol). Una vez disuelto se afiadieron 320 g de EDC (PM=191,71;
1,7 mmol) con agitacién. Se permitié que la activacion continuara durante 20 minutos. El MPEGC activado se
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afiadio a la solucion de 20PL. El pH se ajusté a pH 7,8 lentamente con NaOH 10 N gota a gota y se permitié que
reaccionara durante una noche. Se tomaron alicuotas para medicién de grupos amino usando TNBS y se descubri6
que eran 1,60 mmol lo que indica saturaciéon de PEG del 33,5 %. Esta es la solucion de 20PLPEG1030DA. C)
Cromatografia de exclusion por tamafo usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) eluida con solucion
salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene
acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min mostré un tiempo de retenciéon de 11,3 min (aproximadamente
23,9 nm de diametro). D) Se afiadieron 3,5g de DTPA (dianhidrido de acido dietilentriaminpentaacético;
PM=257,32; 9,8 mmol; 6 equivalentes molares de grupo amino) a la solucién en la etapa B (20PLPEG1030DA,;
1,6 mmol de NH2) y seguido de 100 pl de TEA (trietilamina). La mezcla se valoré lentamente hasta pH 7,8 con
NaOH 10 N y se permitié que reaccionara durante una noche. Los grupos amino se midieron y se descubrié que
eran 0 yM. La mezcla de reaccién se diluyo con 50 ml de etanol al 50 % y se lavé con 10 cambios de agua en
cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100.000 (UFP-100-E-5A). La solucién se concentrd hasta 100 ml en agua.
E) Se disolvieron 12,7 mmol de hidrogenosulfato de 2-aminoetilo (AES; C2H7N-S04; PM=141,14; 12,7 mmol;
Acros; Cas N.° 926-39-6; lote N.° A004514401) o acido sulfanilico (SNA, C6H7N-SO3; PM=173,19; 12,7 mmol;
Acros; Cas N.° 121-57-3; lote N.° A018717701) u O-fosforiletanolamina (C2H8N-PO4; PM=141,06; 12,7 mmol;
Acros; Cas N.° 1071-23-4; lote N.° 0001437763) en 25 ml de HEPES 1 M. La mezcla se valor6 lentamente hasta
pH 7,8 con NaOH 10 N. El grupo amino se midié mediante TNBS y se descubrié que era de aproximadamente
16 mmol de NH2. F) Se compuso la solucién de la etapa D (20PLPEG1030DTPA; 4 x 1,6 = 6,4 mmol de carboxilo)
hasta MES 10 mM pH=4,7 (1100 ul de MES 1 M afadido a 110 ml) y se afiadieron 880 mg de NHS (PM=115,14;
7,7 mmol). Una vez disuelto, se inicio la activaciéon afiadiendo 4 g de EDC (PM=191,71; 21 mmol) y se permitio
que continuara durante 20 minutos. El vehiculo activado se afiadi6 a la solucién E que se permitié que reaccionara
durante una noche. Se tomaron alicuotas para analisis de grupos amino mediante TNBS y se descubrié que eran
aproximadamente 9 mmol y lo que indica DTPA completamente saturado con sulfato (o sulfonato o fosfato). Esta
es la solucion de 20PLPEG1030DTPASO o 20PLPEG1030DTPASF o 20PLPEG1030DTPAPO. F) La solucién se
lavé con 10 cambios de agua usando cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A de GE) y se
concentré adicionalmente hasta 100 ml. G) La muestra se esterilizd por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 um,
Nalgene, Rochester, NY) y se liofilizd produciendo ~4 gramos.

Ejemplo 15: Sintesis de 40PLPEG535DTPA y 40PLPEG535DTPAIDA: Esta se usara como materiales de partida
para la sintesis de algunas de las composiciones de nucleo anidnico de la presente invencion. Para preparar esta,
se disolvieron 1,0 g de 40PL (P3995 Sigma lote N.° 085K5102) en 50 ml de HEPES 200 mM. Se midieron grupos
amino mediante ensayo de TNBS y se descubrié que eran de 2,86 mmol de NH2/g. Se activaron tres gramos de
MPEGC (MetoxiPoliEtilenGlicol-CarboxiMetilo; 1 mmol; PM=5 kDa; 9,0 mmol; Laysan Bio; lote N.° 108-41;
transparente en solucién) en 17,5 ml de MES 10 mM pH=4,7 afiadiendo 150 mg de NHSS (PM=217,14; 0,7 mmol),
seguido de 300 mg de EDC (PM=191,71; 1,57 mmol). Se permitié que la activacién continuara durante 20 minutos.
El volumen total de solucion de MPEGC en esta etapa fue de 18 ml. El MPEGC activado se afiadié a una solucion
de 40PL y se permitié que reaccionara. Después de 45 minutos, se activaron 3 g adicionales de MPEGC y se
anadieron como anteriormente y se permitié que reaccionaran durante 2 horas. Se midieron grupos amino
mediante TNBS y se descubrié que eran 103 pM lo que proporciona una saturacion del 28 %. La cromatografia de
exclusién por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) eluida con solucion salina tamponada con
fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene acetonitrilo al 15 % a un caudal
de 0,6 ml/min mostré un tiempo de retencion de 11,72 min en UV o0 12,20 min en RI (18,4 nm). Se activaron otros
1,5 g y se afadieron hasta alcanzar una saturacion de grupos amino del 35 % basandose en los grupos amino
restantes medidos (91 uM en 94 ml o 1,82 mmol en total) mediante TNBS. Después de la adiciéon de 1,5 g de
MPEG el tiempo de retencion en UV se convierte en 11,60 min 0 12,10 min en Rl o 19 nm. Se afadieron cuatro
gramos de DTPA-dianhidrido y el pH se ajusté continuamente para mantener el pH entre 7 y 8. Después de 4
horas, el grupo amino total se midié mediante TNBS y se descubrié que era 0,0 uM. La mezcla de reaccion que
contenia 40PLPEG535DTPA se lavd con 20 volumenes de agua usando cartucho de ultrafiltracion con punto de
corte de peso molecular (PCPM) de 100 kDa (UFP-100-E-5A; GE Healthcare) y se liofilizd, proporcionando 4,7 g
(40PLPEG535DTPA). La mitad (2,35 g) se saturd con acido iminodiacético (IDA) de la siguiente manera: se
compuso IDA (3 g) hasta 10 ml de HEPES 1 M, el pH se ajusté a 7,5 y se compuso hasta 50 ml en HEPES 1 M.
La mitad de 40PLPEG535DTPA se dividid en 3 partes iguales (1,3 mmol de carboxilo cada una basandose en la
estequiometria) y cada una (25 ml) llevada hasta pH 4,7 con 200 pl de MES 1 M, pH 4,7, el pH no descendié hasta
4,7 y por lo tanto se afiadieron 20 pyl de HCI 6 N. Este se activd mediante la adicion de 2 mmol de NHSS (434 mg)
y 4,5 mmol de EDC (864 mg). Después de 20 minutos, el 40PLPEG535DTPA activado se afadié a IDA anterior y
se repitioé 2 veces mas y se agitdé durante 2 horas. El producto (40PLPEG535DTPAIDA) se lavé con 20 volumenes
de agua, se esterilizd por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y se liofilizd
proporcionando 2,0 g (40PLPEG535DTPAIDA).

Ejemplo 16. Sintesis de 40PLPEG535DTPASO o 40PLPEG535DTPASF o 40PLPEG535DTPAPO o
40PLPEG535DTPAIDASO o0 40PLPEG535DTPAIDASF o 40PLPEG535DTPAIDAPO: Esta estructura
comprende polilisina de 40 kDa en la que el 35 % de los grupos amino épsilon estan unidos covalentemente con
MPEG de 5 kDa y los grupos amino restantes estan unidos covalentemente con acido dietilentriaminpentaacético
(DTPA) modificado para contener grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) unidos covalentemente con los grupos
carbonilo de DTPA. Esencialmente, cada DTPA actia como un espaciador para permitir que un agrupamiento de
cuatro grupos sulfato se unan a la cadena principal de polilisina (fambién pueden usarse otras cadenas principales).
El 40PLPEG535DTPA o 40PLPEG535DTPAIDA puede convertirse en vehiculo sulfatado (o sulfonatado o
fosforilado) que contiene hasta varios grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) en cada agrupamiento. Para hacer
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esto, tomar 2 gramos de 40PLPEG535DTPA o 1 gramo de 40PLPEG535DTPAIDA y disolverlo en 50 ml de tampdn
de MES 10 mM (pH 4,7). Activar el vehiculo afiadiendo 0,37 g de NHSS (PM=217,14; 1,7 mmol), seguido de 0,75 g
de EDC (PM=191,71; 3,9 mmol) y permitir que se activen durante 20 minutos. En un recipiente separado disolver
0,5 g de 2-aminoetilhidrogenosulfato (AES; PM=141; 3,5 mmol) o 0,6 g de &cido sulfanilico (SNA; PM=173;
3,5 mmol) 0 0,5 g de O-fosforiletanolamina (OPE; PM=141; 3,5 mmol) en 25 ml de tampén de HEPES 1 M (pH 7,3,
ajustar el pH a 7,8 usando NaOH) y medir los grupos amino de partida mediante TNBS (Spadaro et al., 1979, Anal.
Chem., 96, p317-329) que deberian ser aproximadamente 3,5 mmol. Afadir vehiculo activado a solucion de AES
(0 SNA u OPE). Después de 2 horas anadir otros 0,75 g de EDC y agitar la solucién durante una noche. Medir los
grupos amino mediante TNBS para determinar la cantidad de reduccién de grupos amino que es equivalente a la
cantidad de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado (o sulfonatado o
fosforilado) mediante 20 voliumenes de agua usando un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-
E-5A; GE-Amersham), esterilizar por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar.
Este  producto  (40PLPEG535DTPASO o 40PLPEG535DTPASF o  40PLPEG535DTPAPO o
40PLPEG535DTPAIDASO o0 40PLPEG535DTPAIDASF o0 40PLPEG535DTPAIDAPO) tendra un agrupamiento de
hasta 4-8 grupos sulfato, sulfonato o fosfato colgantes de la cadena principal.

Ejemplo 17: Sintesis de 40PLPEG537NDA de NTA unido a grupo amino de polilisina (lote N.° 20080124b):
El 40PLPEG537NDA se usara como el material de partida para la sintesis de algunas de las composiciones de
nucleo aniénico de la presente invencion. Esta estructura comprende polilisina de 40 kDa en la que el 37 % de los
grupos amino estan unidos covalentemente con MPEG de 5 kDa y los grupos amino restantes estan unidos
covalentemente con uno de los grupos carbonilo de acido nitrilotriacético (NTA). Para hacer esto, se disolvieron
1,0 gramos de 40PL (Sigma P3995 lote numero 127K5101; 1 g contiene 2,62 mmol de NHz) en 50 ml de HEPES
400 mM. Se activaron cinco g de MPEGC (1 mmol; PW=5 kDa; Sigma/Fisher/Fluka; Cat. N.° 70718; lote N.°
64748/1) en 20 ml de MES 10 mM pH=4,7 afiadiendo 250 mg de NHS (PM=115,09; 2 mmol), seguido de 500 mg
de EDC (PM=191,71; 1,8 mmol). Se permite que la activacion contintie durante 20 minutos (el volumen total es de
20 ml). EI MPEGC activado se afiadié a una solucién de 40PL (pH 7,45 antes de la adicion). Se permitié que la
mezcla reaccionara durante 4 horas. La medicién del grupo amino antes (2,62 mmol) y después (1,64 mmol) de la
adicion de MEPG indic6 que la saturacion de PEG del grupo amino fue de 37 %. La cromatografia de exclusion
por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) eluida con solucién salina tamponada con fosfato
(PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene acetonitrilo al 15 % a un caudal de
0,6 ml/min mostré un tiempo de retencién de 12,5 min (o aproximadamente 16 nm de diametro). Esta es la solucion
de 40PLPEG537DA. En un recipiente separado, se neutralizd NTA (PM=191; 1 g 0 5,2 mmol) en agua con 1 ml de
NaOH y se tampon6 con MES 20 mM a pH 4,7 (el volumen total es de 10 ml). Este se activo con 1 g (5,2 mmol)
de EDC en presencia de 345 mg de NHS (PM=115,09; 3 mmol). Después de 20 minutos de activaciéon este se
afadio a 40PLPEG537DA vy el pH se ajusté a 7,8 usando NaOH 10 N. Después de 2 horas, se afiadieron 2 g
adicionales de EDC y se permitié que reaccionaran durante una noche. El grupo amino total se midié y se descubrio
que era 0,03 mmol lo que se compara con 1,63 mmol de grupos amino originales antes de la reaccién. La muestra
se lavd con 20 cambios de volumen de agua usando un cartucho de ultrafiltracién de PCPM de 100 kDa (UFP-
100-E-5A; GE-Amersham), se esteriliz6 por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) y se
liofilizo proporcionando 4,1 g de 40PLPEG537DA.

Ejemplo 18: Sintesis de 40PLPEG537NDASO o 40PLPEG537NDASF o 40PLPEG537NDAPO: Esta estructura
comprende polilisina de 40 kDa en la que el 37 % de los grupos amino estan unidos covalentemente con MPEG
de 5 kDa y los grupos amino restantes estan unidos covalentemente con uno de los grupos carbonilo de NTA y los
grupos carbonilo restantes de NTA se modifican para contener grupos sulfato (o sulfonato o fosfato).
Esencialmente, cada NTA actia como un espaciador para permitir que un agrupamiento de dos grupos sulfato
(sulfonato o fosfato) se unan con la cadena principal de polilisina (también pueden usarse otras cadenas
principales). El 4OPLPEG537NDA puede convertirse en vehiculo sulfatado (sulfonatado o fosforilado) que contiene
hasta dos grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) en cada agrupamiento. Para hacer esto, tomar 2 gramos del
vehiculo (40PLPEG537NDA) y disolverlos en 50 ml de tampén de MES 10 mM (pH 4,7). Activar el vehiculo
afiadiendo 0,19 g de NHSS (PM=217,14; 0,87 mmol), seguido de 0,37 g de EDC (PM=191,71; 1,9 mmol) y permitir
que se activen durante 20 minutos. En un recipiente separado disolver 0,25 g de 2-aminoetilhidrogenosulfato (AES;
PM=141; 1,85 mmol) o 0,31 g de acido sulfanilico (SNA; PM=173; 1,8 mmol) o 0,25 g de O-fosforiletanolamina
(OPE; PM=141; 1,8 mmol) en 25 ml de tampoén de HEPES 1 M (pH 7,3, ajustar el pH a 7,8 usando NaOH) y medir
los grupos amino de partida mediante TNBS (Spadaro et al., 1979, Anal. Chem., 96, p317-329) que deberia ser
aproximadamente 1,8 mmol dependiendo de la pureza de AES (o SNA u OPE). Anadir la solucion de AES (SNA u
OPE) al vehiculo después de 20 minutos de activacion del vehiculo. Después de 2 horas afadir otros 0,37 g de
EDC y agitar la solucién durante una noche. Medir los grupos amino mediante TNBS para determinar la cantidad
de reducciéon de grupos amino que es equivalente a la cantidad de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato)
incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) mediante 20 voliumenes de agua usando un
cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A; GE-Amersham), esterilizar por filtrado (filtro de
polisulfona de 0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) vy liofilizar. Este producto (40PLPEG537NDASO o
40PLPEG537NDASF o 40PLPEG537NDAPO) tendra un agrupamiento de hasta 2 grupos sulfato (sulfonato o
fosfato) colgantes de la cadena principal.

Ejemplo 19: Sintesis de 20PLPEG500DTPANTA: El 20PLPEG550DTPANTA se usara como el material de
partida para la sintesis de algunas de las composiciones de nucleo aniénico de la presente invencion. Esta
estructura comprende polilisina de 20 kDa en la que el 50 % de los grupos amino estan unidos covalentemente
con MPEG de 5 kDa y los grupos amino restantes estan unidos covalentemente con uno de los grupos carbonilo
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de DTPA. Los grupos carbonilo restantes de DTPA estan unidos con el grupo amino épsilon de biscarboximetil
lisina. Para hacer esto: a) se disolvieron 1 ml o 0,4 g equivalentes de 20PL (Q4926 SAFC lote N.° 018K7775;
DP=126; se descubrié que 0,4 g contenian 0,895 mmol de NH2 mediante TNBS) en 5 ml de HEPES 1 M. Esta es
la solucién de 20PL. b) En un recipiente separado, se activaron 2,5 g de MPEG en MES 20 mM pH=4,7 (35 ml)
anadiendo 125 mg de NHS (PM=115,14; 1,09 mmol) y 500 mg de EDC (PM=191,71; 2,60 mmol) con agitacion. Se
permitié que la activacion continuara durante 20 minutos y el MPEGC activado se afiadio directamente a solucién
de 20PL en la etapa a. El pH de la mezcla de reaccion se ajusté a pH 7,1 lentamente con NaOH 10 N gota a gota,
y se permitid6 que reaccionara durante una noche. El analisis de grupos amino mediante TNBS mostré que
permanecen 0,464mmol de grupos amino, lo que indica saturacién de PEG del 50 %. Esta es la solucion de
20PLPEG550DA. c) Cromatografia de exclusién por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm)
eluida con soluciéon salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4)
que contiene acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min mostré un tiempo de retencion de 12,8 min en detector
de indice refractario o aproximadamente 14,4 nm de didmetro molecular. d) Se afadié dianhidrido de acido
dietilentriaminpentaacético (1 gramo; PM=357,3; 2,80 mmol) y se valord lentamente con NaOH 10 N hasta pH 7,1
y se agitd durante 2 horas. Después de 2 horas, la medicion del grupo amino mediante TNBS indicé que permanece
el 0 % de grupos amino. e) El pH de la solucién se ajusté a 7,5 usando NaOH 10 N para facilitar el lavado ya que
permanecen cristales de DTPA que no han reaccionado. La solucién se concentré hasta 100 ml y se lavd con 15
cambios de agua usando un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100.000 (UFP-100-E-5A; GE-Amersham) y se
liofilizé. La cromatografia de exclusion por tamafo usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) eluida con
solucidn salida tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contienen
acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min mostré un tiempo de retencion de 12,7 min en un detector de indice
refractario o aproximadamente 15,04 nm de didmetro molecular. f) Se disolvieron 2 gramos de NTA-amina
(Nalfa,Nalfa, -bis(carboximetil)-L-Lisina; PM = 262,26 + 50 % de impureza, hasta 2 mol de agua y 10 % inorganico)
0 ~4 mmol de grupos amino en 10 ml de HEPES 1 M. El analisis de grupos amino mediante TNBS indicé que la
solucion de NTA-amina contiene 3,4 mmol de grupos amino. g) Se disolvié 20PLPEG550DTPA (0,70 mmol de
carboxilo) en 10 ml de MES 20 mM, se afadieron 140 mg de NHS (PM=115,09; 1,2 mmol), seguido de 560 mg de
EDC (PM=191,71; 2,9 mmol). El pH aumenté lentamente pero se mantuvo por debajo de 5,5 mediante HCI. Esta
solucién se afiadio a solucion de NTA y el pH se ajusté hasta pH 7,1 con NaOH 10 N. Después de 2 horas, el
analisis de grupos amino mostré un total de 3,2 mmol de grupos amino restantes, lo que indica que se incorporaron
0,2 mmol de NTA-amina a 0,8 mg de vehiculo. h) La solucién se concentrd hasta 100 ml y se lavé con 15 cambios
de agua usando un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100.000 (UFP-100-E-5A; GE-Amersham), se esterilizd
por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) y se liofilizd produciendo 0,5g
(20PLPEG550DTPANTA;). El analisis mediante cromatografia de exclusién por tamafio usando columna
TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) eluido con solucion salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl
137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min mostré un tiempo de
retencién de 12,7 min en un detector de indice refractario o aproximadamente 15,04 nm de diametro molecular.
Ejemplo 20: Sintesis de 20PLPEG550DTPANTASO o] 20PLPEG550DTPANTASF o}
20PLPEG550DTPANTAPO: Esta estructura comprende polilisina de 20 kDa en la que el 50 % de los grupos amino
estan unidos covalentemente con MPEG de 5 kDa y los grupos amino restantes estan unidos covalentemente con
uno de los grupos carbonilo de DTPA y los grupos carbonilo restantes de DTPA estan unidos con el grupo amino
épsilon de carboximetil lisina. La carboximetil lisina se modifica adicionalmente para contener tres grupos sulfato
(o sulfonato o fosfato), cada uno unido con los grupos carboxilo de carboxilmetil lisina. Esencialmente, cada
DTPA(NTA)s actia como un espaciador para permitir que un agrupamiento de doce grupos sulfato (o sulfonato o
fosfato) se una a la cadena principal de polilisina (también pueden usarse otras cadenas principales). El producto
(20PLPEG550DTPANTA) puede convertirse en vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) que contiene hasta
doce grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) en cada agrupamiento. Para hacer esto, tomar 2 gramos del vehiculo
(20PLPEG550DTPANTA) y disolverlos en 50 ml de tampén de MES 10 mM (pH 4,7). Activar el vehiculo afiadiendo
1,1 g de NHSS (PM=217,14; 5,1 mmol), seguido de 2,2 g de EDC (PM=191,71; 11,5 mmol) y permitir que se
activen durante 20 minutos. En un recipiente separado disolver 1,5 g de 2-aminoetilhidrogenosulfato (AES;
PM=141; 10,6 mmol) o 1,8 g de acido sulfanilico (SNA; PM=173; 10,6 mmol) o 1,5 g de O-fosforiletanolamina
(OPE; PM=141; 10,6 mmol) en 25 ml de tampén de HEPES 1 M (pH 7,3, ajustar el pH a 7,8 usando NaOH) y medir
los grupos amino de partida mediante TNBS (Spadaro et al., 1979, Anal. Chem., 96, p317-329) que deberia ser
aproximadamente 10,6 mmol, dependiendo de la pureza de AES (SNA u OPE). Después de 20 minutos de
activacion del vehiculo, afadir el vehiculo a solucién de AES (o SNA u OPE). Después de 2 horas afadir otros
2,2 g de EDC y agitar la solucion durante una noche. Medir los grupos amino mediante TNBS para determinar la
cantidad de reduccién de grupos amino que es equivalente a la cantidad de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato)
incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) mediante 20 volumenes de agua usando un
cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A; GE-Amersham), esterilizar por filtrado (filtro de
polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) vy liofilizar. Este producto (20PLPEG550DTPANTASO o
20PLPEG550DTPANTASF o 20PLPEG550DTPANTAPO) tendra agrupamientos de hasta doce grupos sulfato (o
sulfonato o fosfato) cada uno colgante de la cadena principal.

Ejemplo 21: Sintesis de 35PEPEG1035NTA: El 35PEPEG1035NTA se usara como el material de partida para la
sintesis de algunas de las composiciones de nucleo anionico de la presente invencion. Esta composicién tiene
acido poliglutamico (Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° P4033, PM=15-50 kDa; o Fisher Chem Co. Pittsburg,
PA, Cat. N.° ICN15191891, PM=15-50 kDa) como la cadena principal polimérica con 35 % del grupo carboxilo
ocupado con MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat.
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N.° P1AM-10) y los grupos carboxilo restantes ocupados con acido nitrilotriacético. Para sintetizar
35PEPEG1035NTA, medir el grupo carboxilo de partida (1 equivalente) de 1,0 g de acido poliglutamico segun el
protocolo de Kobayashi y Chiba (Analytical biochemistry 1994, vol 219, p189-194). Tomar 1,0 g de acido
poliglutamico (Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° P4033; PM=15-50 kDa, con 1 equivalente de grupo
carboxilo/gramo), disolver en 25 ml de tampdn de MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico, Pierce, Rockford, IL)
10 mM a pH 4,7, afadir 1 equivalente de NHS (PM=115,14) y 1 equivalente de EDC (PM=191,71) y agitar para
activar PE durante 20 minutos. En un recipiente separado, disolver 0,35 equivalentes de MPEGAM (PM=10 kDa
MPEG con grupo amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) en 20 ml de HEPES 0,2 M, pH 7,8
para obtener solucion de MPEGAM. Después de 20 minutos de activacion de PE, afadir PE a la solucién de
MPEGAM vy permitir que la reaccién continle durante 2 horas. Medir los grupos amino restantes del MPEGAM
mediante TNBS y no deberia haber ninguno lo que indica que se han consumido los 0,35 equivalentes del grupo
amino y se han conjugado con el acido poliglutdmico. Si hubiera grupo amino restante, ajustar el pH a 5 con HCI
6 N y afadir 1 equivalente de EDC (PM=191,71), después de 20 minutos ajustar de nuevo el pH a 7,8 y permitir
que reaccione durante una noche. Tomar una alicuota de la solucién de 35PEPEG1035 resultante y determinar el
diametro hidrodinamico mediante cromatografia de exclusion por tamafo usando columna TosohG4000WXL (0,79
x 30 cm) y solucion salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4)
que contiene acetonitrilo al 15 % como un disolvente de elucion a un caudal de 0,6 mil/min. El tiempo de retencion
deberia ser coherente con un diametro hidrodinamico de aproximadamente 16-24 nm. Ajustar el pH a 5 con HCI
6 N y afadir 1,5 equivalentes de EDC (PM=191,71) y activar durante 20 minutos. Después de 20 minutos afadir
esta solucion de 40PEPEG1035 activada a 10 equivalentes de Nalfa,Nalfa-biscarboximetil-lisina (PM=262 Da) en
25 ml de tampo6n de HEPES 0,2 M a pH 7,8 y permitir que reaccione durante una noche. Concentrar la mezcla de
reaccion a 100 ml y lavar con 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-
100-E-5A). Esterilizar por filtrado la muestra usando (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y
liofilizar. Preparar una solucién de 10 mg/ml de 35PEPEG1035NTA resultante y determinar el diametro
hidrodinamico mediante cromatografia de exclusién por tamafo usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm)
y solucién salina tamponada con fosfato como disolvente de elucién (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4
2,7 mM, pH 7,4) que contiene Acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencién deberia ser
coherente con un diametro hidrodinamico de aproximadamente 19-28 nm.

Ejemplo 22: Sintesis de 35PGPEG1035NTASO o 35PGPEG1035NTASF o 35PGPEG1035NTAPO: Esta
estructura comprende poliglutamato de 35kDa en el que el 35% de los grupos carboxilo estan unidos
covalentemente con MPEG 10 kDa y los grupos carboxilo restantes estan unidos covalentemente al grupo amino
épsilon de biscarboximetillisina que es un derivado de acido nitrilotriacético (NTA). EI NTA se modifica
adicionalmente para contener tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato), cada uno unido con los grupos carbonilo
de NTA. Esencialmente, cada NTA actia como un espaciador para permitir que un agrupamiento de tres grupos
sulfato (o sulfonato o fosfato) se una con la cadena principal de poliglutamato (también pueden usarse otras
cadenas principales). EI 35PGPEG1035NTA puede convertirse en un vehiculo sulfatado (o sulfonatado o
fosforilado) que contiene agrupamientos de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) con hasta tres grupos sulfato (o
sulfonato o fosfato) en cada agrupamiento. Para hacer esto, tomar 2 gramos del vehiculo (35PGPEG1035NTA) y
disolverlos en 50 ml de tampéon de MES 10 mM (pH 4,7). Activar el vehiculo afiadiendo 0,28 g de NHSS
(PM=217,14; 1,3 mmol), seguido de 0,56 g de EDC (PM=191,71; 2,9 mmol) y permitir que se active durante 20
minutos. En un recipiente separado disolver 0,37 g de 2-aminoetilhidrogenosulfato (AES; PM=141; 2,6 mmol) o
0,45 g de acido sulfanilico (SNA; PM=173; 2,6 mmol) o 0,37 g de O-fosforiletanolamina (OPE; PM=141; 2,6 mmol)
en 25 ml de tampo6n de HEPES 1 M (pH 7,3, ajustar el pH a 7,8 usando NaOH) y medir los grupos amino de partida
mediante TNBS (Spadaro et al.,, 1979, Anal. Chem., 96, p317-329) que deberian ser de aproximadamente
2,6 mmol, dependiendo de la pureza de AES (o SNA u OPE). Después de 20 minutos de activacién de vehiculo,
anadir el vehiculo activado a solucion de AES (o SNA u OPE). Después de 2 horas afadir otros 0,56 g de EDC y
agitar la soluciéon durante una noche. Medir los grupos amino mediante TNBS para determinar la cantidad de
reduccion de grupos amino que es equivalente a la cantidad de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) incorporados.
Lavar el vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) mediante 20 volumenes de agua usando un cartucho de
ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A; GE-Amersham), esterilizar por filtrado (filtro de polisulfona de
0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) vy liofilizar. Este producto (35PGPEG1035NTASO o 35PGPEG1035NTASF o
35PGPEG1035NTAPO) tendra agrupamientos de hasta tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) cada uno
colgante de la cadena principal.

Ejemplo 23: Sintesis de 10PDPEG1035NTA: EI 10PDPEG1035NTA se usara como el material de partida para la
sintesis de algunas de las composiciones de nucleo anionico de la presente invencion. Esta composicién tiene
acido poliaspartico (Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° P5378, PM=5-15 kDa) como la cadena principal
polimérica con 35 % de los grupos carboxilo ocupados con MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa MPEG con grupo
amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) y el grupo carboxilo restante ocupado con acido
nitrilotriacético. Medir el grupo carboxilo de partida 1 equivalente de 1,0 g de acido poliglutamico segun el protocolo
de Kobayashi y Chiba (Analytical biochemistry 1994, vol 219, p189-194). Para sintetizar 10PDPEG1035NTA, tomar
1,0 g de acido poliaspartico (Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° P4033; PM=15-50 kDa, con 1 equivalente de
grupo carboxilo/gramo) y disolver en 25 ml de tampén de MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico, Pierce,
Rockford, IL) 20 mM a pH 4,7 para realizar la solucién de PD. Disolver 0,25 equivalentes de MPEGAM (PM=10 kDa
MPEG con grupo amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) en 20 ml de etanol al 80 % y ahadir
a la solucion de PD para realizar la solucion de PDPEG. A la solucion de PDPEG, afadir 1 equivalente de NHS
(PM=115,14) y 1 equivalente de EDC (PM=191,71) con agitacion. Mantener el pH a pH 4,7-5,0 con HCI 6 N durante
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20 minutos usando HCI. Después de 20 minutos de activacioén, ajustar el pH a 7,8 afiadiendo 10 ml de HEPES
1M, pH 7,4. Ajustar el pH a 7,8 con NaOH 10 N gota a gota. Permitir que la reaccion continde durante 2 horas y
medir el grupo amino restante del MPEGAM mediante TNBS y no deberia haber ninguno lo que indica que se han
consumido los 0,35 equivalentes de grupo amino y se han conjugado con el acido poliaspartico. Si hay grupos
amino restantes, afiadir 1 equivalente de EDC (PM=191,71) y permitir que reaccione durante una noche. Tomar
una alicuota de la solucion de 10PDPEG1035 resultante y determinar el diametro hidrodinamico mediante
cromatografia de exclusion por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucién salina
tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene acetonitrilo al
15 % como disolvente de elucién a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencién deberia ser coherente con un
diametro hidrodinamico de aproximadamente 12-18 nm. Ajustar el pH a 5 con HCI 6 N y afadir 1,5 equivalentes
de EDC (PM=191,71) y activar durante 20 minutos. Después de 20 minutos, afadir esta solucién de 10PDPEG1035
activada a 10 equivalentes de Nalfa,Nalfa-biscarboximetil-lisina (PM=262 Da) en hasta 25 ml de tampén de HEPES
1 M a pH 7,8 y permitir que reaccione durante una noche. Concentrar la mezcla de reaccion hasta 100 ml y lavar
con 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A). Esterilizar por
filtrado la muestra usando (filtro de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) vy liofilizar. Preparar una
solucion de 10 mg/ml de 10PDPEG1035NTA resultante y determinar el diametro hidrodinamico mediante
cromatografia de exclusion por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucién salina
tamponada con fosfato como disolvente de elucion (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4)
que contiene Acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 mI/min. El tiempo de retenciéon deberia ser con un diametro
hidrodinamico de aproximadamente 14-20 nm.

Ejemplo 24. Sintesis de 10PDPEG1035NTASO o 10PDPEG1035NTASF o 10PDPEG1035NTAPO: Esta
estructura comprende poliaspartato de 10 kDa en el que el 35% de los grupos carboxilo estdn unidos
covalentemente con MPEG 10 kDa y los grupos carboxilo restantes estan unidos covalentemente al grupo amino
épsilon de biscarboximetillisina que es un derivado de &acido nitrilotriacético (NTA). EI NTA esta modificado
adicionalmente para contener tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato), cada uno unido con los grupos carbonilo
de NTA. Esencialmente, cada NTA actia como un espaciador para permitir que un agrupamiento de tres grupos
sulfato (o sulfonato o fosfato) se unan con la cadena principal de poliaspartato (también pueden usarse otras
cadenas principales). EIl 10PDPEG1035NTA puede convertirse en vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado)
que contiene agrupamientos de grupos sulfato con hasta tres grupos sulfato en cada agrupamiento. Para hacer
esto, tomar 2 gramos del 10PDPEG1035NTA y disolverlos en 50 ml de tampdn de MES 10 mM (pH 4,7). Activar
el vehiculo afiadiendo 0,28 g de NHSS (PM=217,14; 1,3 mmol), seguido de 0,56 g de EDC (PM=191,71; 2,9 mmol)
y permitir que se active durante 20 minutos. En un recipiente separado disolver 0,37 g de 2-
aminoetilhidrogenosulfato (AES; PM=141; 2,6 mmol) o 0,45 g de acido sulfanilico (SNA; PM=173; 2,6 mmol) o
0,37 g de O-fosforiletanolamina (OPE; PM=141; 2,6 mmol) en 25 ml de tampdén de HEPES 1 M (pH 7,3, ajustar el
pH a 7,8 usando NaOH) y medir los grupos amino de partida mediante TNBS (Spadaro et al., 1979, Anal. Chem.,
96, p317-329) lo que deberia ser aproximadamente 2,6 mmol, dependiendo de la pureza de AES (o SNA u OPE).
Anadir vehiculo activado durante 20 minutos a la soluciéon de AES (o SNA u OPE). Después de 2 horas afadir
otros 0,56 g de EDC y agitar la solucion durante una noche. Medir los grupos amino mediante TNBS para
determinar la cantidad de reduccién de grupos amino que es equivalente a la cantidad de grupos sulfato (o
sulfonato o fosfato) incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) mediante 20 volumenes
de agua usando un cartucho de ultrafiltraciéon de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A; GE-Amersham), esterilizar
por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) vy liofiizar. Este producto
(10PDPEG1035NTASO o 10PDPEG1035NTASO o 10PDPEG1035NTASF o 10PDPEG1035NTAPO) tendra
agrupamientos de hasta tres grupos sulfato (sulfonato o fosfato) por agrupamiento que esta colgante de la cadena
principal.

Ejemplo 25: Sintesis de 10PSPEG1035NTA: El 10PSPEG1035NTA se usara como el material de partida para la
sintesis de algunas de las composiciones de nucleo anionico de la presente invencion. Esta composicién tiene
poliserina (Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° P5857, PM=5-15 kDa) como la cadena principal polimérica con
35 % de los grupos hidroxilo ocupados con MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en el
extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) y el grupo hidroxilo restante ocupado con acido nitrilotriacético.
Para preparar esta composicion todos los grupos hidroxilo se convirtieron en grupos carboxilo usando anhidrido
succinico. En resumen, disolver 1 g de poliserina en 25 ml de dioxano y afiadir 5,2 gramos de anhidrido succinico
(exceso molar quintuple con respecto al grupo hidroxilo teérico) y 900 mg de N,N’-dimetilaminopiridina como
catalizador e incubar la mezcla a 60 °C durante 3 horas. Retirar el dioxano mediante evaporacion rotatoria a 40 °C,
disolver el sélido en agua, neutralizar con NaOH y lavar con 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion
de PCPM de 3 kDa (UFP-3-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto resultante (PS) usando (filiro de polisulfona
de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar. Medir el grupo carboxilo de partida (1 equivalente) en 1,0 g de PS
segun el protocolo de Kobayashi y Chiba (Analytical biochemistry 1994, vol 219, p189-194). Para sintetizar
10PSPEG1035NTA, tomar 1,0 g de PS (con 1 equivalente de grupo carboxilo), disolver en 25 ml de tampén de
MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico, Pierce, Rockford, IL) 10 mM a pH 4,7 (solucién de PS), afadir 1
equivalente de NHS (PM=115,14) y 1 equivalente de EDC (PM=191,71; 4 mmol) y agitar durante 20 minutos para
activar. En un recipiente separado, disolver 0,35 equivalentes de MPEGAM (PM=10 kDa MPEG con grupo amino
en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) en 20 ml de HEPES 0,2 M a pH 7,8 para preparar la solucion
de MPEGAM. Después de 20 minutos de activacion de PS, afadir soluciéon de PS a la solucién de MPEGAM y
permitir que la reaccion continde durante 2 horas. Medir el grupo amino restante del MPEGAM mediante TNBS y
no deberia haber ninguno lo que indica que se han consumido los 0,35 equivalentes de grupo amino de MPEGAM
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y se han conjugado con el PS. Si hay grupos amino restantes, ajustar el pH a 5 con HCI 6 N y afadir 1 equivalente
de EDC (PM=191,71), después de 20 minutos ajustar de nuevo el pH a 7,8 y permitir que reaccione durante una
noche. Tomar una alicuota de la solucion de 10PSPEG1035 resultante y determinar el diametro hidrodinamico
mediante cromatografia de exclusién por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucion
salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPOs 2,7 mM, pH 7,4) que contiene
Acetonitrilo al 15 % como disolvente de elucion a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencion deberia ser con
diametro hidrodinamico de aproximadamente 13-18 nm. Ajustar el pH a 5 con HCI 6 N y afiadir 1,5 equivalentes
de EDC (PM=191,71) y activar durante 20 minutos. Después de 20 minutos afadir esta solucién de 10PSPEG1035
activada a 10 equivalentes de Nalfa,Nalfa-biscarboximetil-lisina (PM=262 Da) en hasta 25 ml de tampén de HEPES
0,2 M a pH 7,8 y permitir que reaccione durante una noche. Concentrar la mezcla de reaccion hasta 100 ml y lavar
con 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A). Esterilizar por
filtrado la muestra usando (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar. Preparar una
solucion de 10 mg/ml de 10PSPEG1035NTA resultante y determinar el diametro hidrodindmico mediante
cromatografia de exclusion por tamafo usando una columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucion salina
tamponada con fosfato como disolvente de elucion (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4)
que contiene Acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencién deberia ser con diametro
hidrodinamico de aproximadamente 14-19 nm.

Ejemplo 26: Sintesis de 10PSPEG1035NTASO o 10PSPEG1035NTASF o 10PSPEG1035NTAPO: Esta
estructura comprende poliserina de 10 kDa en la que el 35 % de los grupos hidroxilo estan unidos covalentemente
con MPEG de 10 kDa y los grupos hidroxilo restantes estan unidos covalentemente al grupo amino épsilon de
biscarboximetillisina que es un derivado de &cido nitrilotriacético (NTA). El NTA se modifica adicionalmente para
contener tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato), cada uno unido con los grupos carbonilo de NTA.
Esencialmente, cada NTA actia como un espaciador para permitir que un agrupamiento de tres grupos sulfato (o
sulfonato o fosfato) se unan con la cadena principal de poliaspartato (también pueden usarse otras cadenas
principales). El 10PSPEG1035NTA (véase anteriormente) puede convertirse en vehiculo sulfatado (o sulfonatado
o fosfatado) que contiene agrupamientos de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) con hasta tres grupos sulfato (o
sulfonato o fosfato) en cada agrupamiento. Para hacer esto, tomar 2 gramos del 10PSPEG1035NTA (anterior) y
disolverlos en 50 ml de tampén de MES 10 mM (pH 4,7). Activar el vehiculo mediante la adiciéon de 0,28 g de NHSS
(PM=217,14; 1,3 mmol), seguido de 0,56 g de EDC (PM=191,71; 2,9 mmol) y permitir que se active durante 20
minutos. En un recipiente separado disolver 0,37 g de 2-aminoetilhidrogenosulfato (AES; PM=141; 2,6 mmol) o
0,45 g de acido sulfanilico (SNA; PM=173; 2,6 mmol) 0 0,37 g de O-fosforiletanolamina (OPE; PM=141; 2,6 mmol)
en 25 ml de tampoén de HEPES 1 M (pH 7,3, ajustar el pH a 7,8 usando NaOH) y medir los grupos amino de partida
mediante TNBS (Spadaro et al., 1979, Anal. Chem., 96, p317-329) que deberia ser aproximadamente 2,6 mmol,
dependiendo de la pureza de AES (o SNA u OPE). Afadir vehiculo activado durante 20 minutos a la solucion de
AES (0 SNA u OPE). Después de 2 horas afadir otros 0,56 g de EDC y agitar la solucién durante una noche. Medir
los grupos amino mediante TNBS para determinar la cantidad de reduccién de grupos amino que es equivalente a
la cantidad de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado (o sulfonatado o
fosforilado) mediante 20 volumenes de agua usando un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-
E-5A; GE-Amersham), esterilizar por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar.
Este producto (10PSPEG1035NTASO o 10PSPEG1035NTASF o 10PSPEG1035NTAPO) tendra agrupamientos
de hasta tres grupos sulfato (sulfonato o fosfato) por agrupamiento colgante de la cadena principal.

Ejemplo 27: Sintesis de 10PTPEG1035NTA: El 1T0PTPEG1035NTA se usara como el material de partida para la
sintesis de algunas de las composiciones de nucleo anionico de la presente invencidn. Esta composicién tiene
politreonina (Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° P8077, PM=5-15 kDa) como la cadena principal polimérica con
el 35 % de los grupos hidroxilo ocupados con MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en el
extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) y el grupo hidroxilo restante ocupado con &cido nitrilotriacético.
Para preparar esta composicion todos los grupos hidroxilo se convertiran en grupo carboxilo usando anhidrido
succinico. En resumen, disolver 1 g de politreonina en 25 ml de dioxano y afiadir 4,5 gramos de anhidrido succinico
(exceso molar quintuple con respecto al grupo hidroxilo teérico) en 1 gramo de politreonina) y 900 mg de N,N’-
dimetilaminopiridina como catalizador e incubar la mezcla a 60 °C durante 3 horas. Retirar dioxano mediante
evaporacion rotatoria a 40 °C, disolver el solido en agua, neutralizado con NaOH vy lavar con 15 cambios de agua
en un cartucho de ultrafiltraciéon de PCPM de 3 kDa (UFP-3-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto resultante
(PT) usando (filtro de polisulfona de 0,2 pm, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar para obtener PT. Medir el grupo
carboxilo de partida (1 equivalente) en 1,0 g de PT segun el protocolo de Kobayashi y Chiba (Analytical
biochemistry 1994, vol 219, p189-194). Para sintetizar 10PTPEG1035NTA, tomar 1,0 g de PT (con 1 equivalente
de grupo carboxilo), disolver en 25 ml de tampdn de MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico, Pierce, Rockford,
IL) 10 mM a pH 4,7 (solucidon de PT), afadir 1 equivalente de NHS (PM=115,14), 1 equivalente de EDC
(PM=191,71; 4 mmol) y permitir que se active durante 20 minutos. En un recipiente separado, disolver 0,35X mmol
de MPEGAM (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) en 20 ml
de HEPES 0,2 M, pH 7,8 para preparar solucion de MPEGAM. Después de 20 minutos de activacion de PT, afiadir
solucion de PT a la solucion de MPEGAM y permitir que la reaccion continte durante 2 horas. Medir el grupo amino
restante del MPEGAM mediante TNBS y deberia ser ninguno lo que indica que se han consumido los 0,35
equivalentes del grupo amino y se han conjugado con el PT. Si hay grupos amino restantes, ajustar el pH a 5 con
HCI 6 N y afiadir 1 equivalente de EDC (PM=191,71), después de 20 minutos ajustar el pH de nuevo hasta 7,8 y
permitir que reaccionen durante una noche. Tomar una alicuota de la solucién de 10PTPEG1035 resultante y
determinar el diametro hidrodinamico mediante cromatografia de exclusiéon por tamafio usando columna
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TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucién salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM,
KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene Acetonitrilo al 15 % como disolvente de elucién a un caudal de 0,6 mi/min. El
tiempo de retencién deberia ser coherente con un didmetro hidrodinamico de aproximadamente 12-18 nm. Ajustar
el pH a 5 con HCI 6 N y afadir 1,5 equivalentes de EDC (PM=191,71) y activar durante 20 minutos. Después de
20 minutos afadir esta solucién de 10PTPEG1035 activada a 10 equivalentes de Nalfa,Nalfa-biscarboximetil-lisina
(PM=262 Da) en hasta 25 ml de tampén de HEPES 0,2 M a pH 7,8 y permitir que reaccione durante una noche.
Concentrar la mezcla de reaccion hasta 100 ml y lavar con 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion
de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto de 10PTPEG1035NTA (usando filtro de
polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) vy liofilizar. Preparar una solucion de 10 mg/ml de
10PTPEG1035NTA resultante y determinar el diametro hidrodinamico mediante cromatografia de exclusién por
tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y soluciéon salina tamponada con fosfato como
disolvente de elucion (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene Acetonitrilo al
15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencidon deberia ser coherente con diametro hidrodinamico de
aproximadamente 14-20 nm.

Ejemplo 28: Sintesis de 10PTPEG1035NTASO o 10PTPEG1035NTASF o 10PTPEG1035NTAPO:Esta
estructura comprende politreonina de 10kDa en la que el 35% de los grupos hidroxilo estan unidos
covalentemente con MPEG de 10 kDa y los grupos hidroxilo restantes estan unidos covalentemente al grupo amino
épsilon de biscarboximetillisina que es un derivado de acido nitrilotriacético (NTA). EI NTA esta modificado
adicionalmente para contener tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato), cada uno unido con los grupos carbonilo
de NTA. Esencialmente, cada NTA actua como un espaciador para permitir que un agrupamiento de tres grupos
sulfato (o sulfonato o fosfato) se unan con la cadena principal de politreonina (también pueden usarse otras
cadenas principales). El 10PTPEG1035NTA (véase anteriormente) puede convertirse en vehiculo sulfatado (o
sulfonatado o fosfatado) que contiene agrupamientos de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) con hasta tres grupos
sulfato (o sulfonato o fosfato) en cada agrupamiento. Para hacer esto, tomar 2 gramos del 10PTPEG1035NTA y
disolverlos en 50 ml de tampdn de MES 10 mM (pH 4,7). Activar el vehiculo mediante la adicion de 0,28 g de NHSS
(PM=217,14; 1,3 mmol), seguido de 0,56 g de EDC (PM=191,71; 2,9 mmol) y permitir que se active durante 20
minutos. En un recipiente separado disolver 0,37 g de 2-aminoetilhidrogenosulfato (AES; PM=141; 2,6 mmol) o
0,45 g de acido sulfanilico (SNA; PM=173; 2,6 mmol) o 0,37 g de O-fosforiletanolamina (OPE; PM=141; 2,6 mmol)
en 25 ml de tampén de HEPES 1 M (pH 7,3, ajustar el pH a 7,8 usando NaOH) y medir los grupos amino de partida
mediante TNBS (Spadaro et al., 1979, Anal. Chem., 96, p317-329) que deberia ser aproximadamente 2,6 mmol,
dependiendo de la pureza de AES (o SNA u OPE). Afadir vehiculo activado durante 20 minutos a la solucion de
AES (0 SNA u OPE). Después de 2 horas anadir otros 0,56 g de EDC y agitar la solucion durante una noche. Medir
los grupos amino mediante TNBS para determinar la cantidad de reduccién de grupos amino que es equivalente a
la cantidad de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado (o sulfonatado o
fosforilado) mediante 20 volimenes de agua usando un cartucho de ultrafiltracién de PCPM de 100 kDa (UFP-100-
E-5A; GE-Amersham), esterilizar por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar.
Este producto (10PTPEG1035NTASO o 10PTPEG1035NTASF o 10PTPEG1035NTAPQO) tendra agrupamientos
de hasta tres grupos sulfato (sulfonato o fosfato) por agrupamiento colgante de la cadena principal.

Ejemplo 29: Sintesis de 20PYPEG1035NTA: El 20PYPEG1035NTA se usara como el material de partida para la
sintesis de otras composiciones del nucleo anionico de la presente invencion. Esta composicion tiene politirosina
(Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° 1800, PM=10-40 kDa) como la cadena principal polimérica con el 35 % de
los grupos hidroxilo ocupados con MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa MPEG con un grupo amino en el extremo;
Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) y el grupo hidroxilo restante ocupado con &cido nitrilotriacético. Para
preparar esta composicion todos los grupos hidroxilo se convertirdn en grupos carboxilo usando anhidrido
succinico. En resumen, disolver 1 g de politirosina en 25 ml de dioxano y afiadir 2,9 gramos de anhidrido succinico
(exceso molar quintuple con respecto al grupo hidroxilo teérico en 1 gramo de politirosina) y 900 mg de N,N’-
dimetilaminopiridina como catalizador e incubar la mezcla a 60 °C durante 3 horas. Retirar el dioxano mediante
evaporacion rotatoria a 40 °C, disolver el solido en agua, neutralizar con NaOH y lavar con 15 cambios de agua en
un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 3 kDa (UFP-3-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto resultante (PY)
usando (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar para obtener PY. Medir el grupo
carboxilo de partida (1 equivalente) en 1,0 g de PY segun el protocolo de Kobayashi y Chiba (Analytical
biochemistry 1994, vol 219, p189-194). Para sintetizar 20PYPEG1035NTA, tomar 1,0 g de PY (con 1 equivalente
de grupo carboxilo) y disolver en 25 ml de tampon de MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico, Pierce, Rockford,
IL) 10 mM a pH 4,7 (soluciéon de PY), afadir 1 equivalente de NHS (PM=115,14) y 1 equivalente de EDC
(PM=191,71) y agitar durante 20 minutos para activar. En un recipiente separado, disolver 0,35 equivalentes de
MPEGAM (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) en 20 ml
de tampon de HEPES 0,2 M a pH 7,8 para preparar una solucion de MPEGAM. Afadir solucion de PY activada a
la solucién de PY y permitir que la reaccion continte durante 2 horas. Medir el grupo amino restante del MPEGAM
mediante TNBS y deberia ser ninguno lo que indica que se han consumido los 0,35 equivalentes de grupos amino
y se han conjugado con el PY. Si existen grupos amino restantes, ajustar el pH a 5 con HCI 6 N y afadir 1
equivalente de EDC (PM=191,71), después de 20 minutos ajustar de nuevo el pH a 7,8 y permitir que reaccione
durante una noche. Tomar una alicuota de la solucion de 20PYPYG1035 resultante y determinar el didmetro
hidrodinamico mediante cromatografia de exclusién por tamafo usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm)
y solucion salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene
Acetonitrilo al 15 % como disolvente de elucién a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retenciéon deberia ser
coherente con un diametro hidrodinamico de aproximadamente 13-18 nm. Ajustar el pH a 5 con HCI 6 N y afadir
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1,5 equivalentes de EDC (PM=191,71) y activar durante 20 minutos. Después de 20 minutos afadir este a 10
equivalentes de Nalfa,Nalfa-biscarboximetil-lisina (PM=262 Da) en hasta 25 ml de tampén de HEPES 0,2 M a pH
7,8 y permitir que reaccione durante una noche. Concentrar la mezcla de reacciéon hasta 100 ml y lavar con 15
cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracién de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A). Esterilizar por filtrado la
muestra usando (filtro de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar. Preparar una solucién de
10 mg/ml de 20PYPEG1035NTA resultante y determinar el diametro hidrodinamico mediante cromatografia de
exclusién por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucién salina tamponada con fosfato
como disolvente de elucion (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene Acetonitrilo
al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retenciéon deberia ser coherente con un diametro hidrodinamico
de aproximadamente 14-20 nm.

Ejemplo 30: Sintesis de 20PYPEG1035NTASO o 20PYPEG1035NTASF o 20PYPEG1035NTAPO: Esta
estructura comprende politirosina de 20 kDa en la que el 35 % de los grupos hidroxilo estan unidos covalentemente
con MPEG de 10 kDa y los grupos hidroxilo restantes estan unidos covalentemente al grupo amino épsilon de
biscarboximetillisina que es un derivado de &cido nitrilotriacético (NTA). El NTA se modifica adicionalmente para
contener tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato), cada uno unido con los grupos carbonilo de NTA.
Esencialmente, cada NTA actia como un espaciador para permitir que un agrupamiento de tres grupos sulfato se
una con la cadena principal de politirosina (también pueden usarse otras cadenas principales). El
20PYPEG1035NTA (véase anteriormente) puede convertirse en vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado)
que contiene agrupamientos de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) con hasta tres grupos sulfato (o sulfonato o
fosfato) en cada agrupamiento. Para hacer esto, tomar 2 gramos del 20PYPEG1035NTA y disolverlos en 50 ml de
tampon de MES 10 mM (pH 4,7). Activar el vehiculo afiadiendo 0,28 g de NHSS (PM=217,14; 1,3 mmol), seguido
de 0,56 g de EDC (PM=191,71; 2,9 mmol) y permitir que se active durante 20 minutos. En un recipiente separado
disolver 0,37 g de 2-aminoetilhidrogenosulfato (AES; PM=141; 2,6 mmol) o 0,45 g de acido sulfanilico (SNA;
PM=173; 2,6 mmol) o 0,37 g de O-fosforiletanolamina (OPE; PM=141; 2,6 mmol) en 25 ml de tamp6n de HEPES
1M (pH 7,3, ajustar el pH a 7,8 usando NaOH) y medir los grupos amino de partida mediante TNBS (Spadaro et
al., 1979, Anal. Chem., 96, p317-329) que deberia ser aproximadamente 2,6 mmol, dependiendo de la pureza de
AES (o SNA u OPE). Afadir vehiculo activado durante 20 minutos a la solucién de AES (o SNA u OPE). Después
de 2 horas afiadir otros 0,56 g de EDC vy agitar la solucion durante una noche. Medir los grupos amino mediante
TNBS para determinar la cantidad de reduccion de grupos amino que es equivalente a la cantidad de grupos sulfato
(o sulfonato o fosfato) incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) mediante 20
volumenes de agua usando un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A; GE-Amersham),
esterilizar por filtrado (filiro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar. Este producto
(20PYPEG1035NTASO o 20PYPEG1035NTASF o 20PYPEG1035NTAPQO) tendra agrupamientos de hasta tres
grupos sulfato (sulfonato o fosfato) por agrupamiento colgante de la cadena principal.

Ejemplo 31: Sintesis de 20PCPEG1035DTPA: EI 20PCPEG1035DTPA se usara como el material de partida para
la sintesis de otras composiciones de nucleo aniénico de la presente invencién. Esta composicion tiene policisteina
(Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° P1800, PM=10-40 kDa) como la cadena principal polimérica con el 35 %
de los grupos tiol ocupados con MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa; SunBright; ME-100HS; lote N.° M62503; limpio
en solucion) y el grupo tiol restante ocupado con acido dietilentriaminpentaacético (DTPA). Para preparar esta
composicion todos los grupos tiol se convertiran en grupo amino usando Aminoetil-8 (N-(yodoetil)
trifluoroacetamida (Pierce, Rockford, IL, Cat. N.° 23010). En resumen, disolver 1 g de policisteina en 25 ml de
tampodn de tricina 20 mM a pH 8,5 y anadir 4,7 gramos de Aminoetil-8 (N-(yodoetil) trifluoroacetamida (exceso
molar doble con respecto al grupo tiol tedérico en 1 gramo de policisteina) e incubar la mezcla a temperatura
ambiente durante 3 horas. Lavar 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 3 kDa (UFP-3-
E-5A). Esterilizar por filtrado el producto resultante (PC) usando (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene,
Rochester, NY) y liofilizar para obtener PC. Medir el grupo amino de partida (1 equivalente) en 1,0 g de PC usando
TNBS como anteriormente. Para sintetizar 20PCPEG1035DTPA, tomar 1,0 g de PC (con 1 equivalente de grupo
amino) y disolver en 25 ml de tampoén de HEPES 0,2 M a pH 7,8 (Pierce, Rockford, IL) para obtener una solucion
de 20 PC. En un recipiente separado, disolver 0,35 equivalentes de MPEGAM (PM=10 kDa; MetoxiPEG con grupo
carboxilo en el extremo; de Lysan bio; Arab, AL) en 60 ml de MES 10 mM a pH=4,7, afhadir 0,5 equivalentes de
NHS (PN=115,14), una vez disuelto afadir 1 equivalente de EDC (PM=191,71; 10,43 mmol) agitando al mismo
tiempo y permitir que la activacién contintie durante 20 minutos. Afladir MPEGC activado directamente a la solucién
de 20PC, permitir que la reaccion se produzca durante 2 horas y medir los grupos amino mediante TNBS para
asegurar el 35 % de saturacién de grupos amino, de otro modo afadir mas de la cantidad apropiada de MPEGC
activado. Esta es la solucion de 20PCPEG1035. Realizar cromatografia de exclusion por tamafio usando columna
TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) con solucion salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM,
KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene elucion de Acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de
retencién deberia ser coherente con un diametro hidrodinamico de aproximadamente 14-17 nm. Afadir 5
equivalentes de dianhidrido de DTPA (PM=357,32; Sigma Chem Co., St Louis, MO. Cat. N.° 284025) seguido de
200 pl de TEA. Valorar la reaccion lentamente con NaOH 10 N hasta pH 7,8 y agitar durante 4 horas. Usando
reaccion de TNBS, confirmar que no permanece ninguin grupo amino lo que es indicativo de una reacciéon completa
y que se ha preparado el producto de 20PCPEG1035DTPA. Realizar cromatografia de exclusiéon por tamafno
usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) con solucién salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato
11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene elucion de Acetonitrilo al 15 % a un caudal de
0,6 ml/min. El tiempo de retencién deberia ser coherente con un diametro molecular de 17-21 nm. Lavar el
20PCPEG1035DTPA resultante con 15 volumenes de agua usando un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de

35



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2734 884 T3

100.000 (UFP-100-E-5A; GE-Amersham) y liofilizar.

Ejemplo 32: Sintesis de 20PCPEG1035DTPASO o 20PCPEG1035DTPASF o 20PCPEG1035DTPAPO: Esta
estructura comprende policisteina de 20 kDa en la que el 35 % de los grupos tiol estan unidos covalentemente con
MPEG de 10 kDa y los grupos tiol restantes estédn unidos covalentemente con uno de los grupos carbonilo del
acido etilendiamintetraacético (DTPA). EI DTPA se modifica adicionalmente para contener cuatro grupos sulfato (o
sulfonato o fosfato), cada uno unido con los grupos carbonilo de DTPA. Esencialmente, cada DTPA actia como
un espaciador para permitir que un agrupamiento de cuatro grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) se una con la
cadena principal de policisteina (también pueden usarse otras cadenas principales). EI 20PCPEG1035DTPA
(véase anteriormente) puede convertirse en vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) que contiene
agrupamientos de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) con hasta cuatro grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) en
cada agrupamiento. Para hacer esto, tomar 2 gramos del 20PCPEG1035DTPA vy disolverlo en 50 ml de tampon
de MES 10 mM (pH 4,7). Activar el vehiculo afiadiendo 0,28 g de NHSS (PM=217,14; 1,3 mmol), seguido de 0,56 g
de EDC (PM=191,71; 2,9 mmol) y permitir que se active durante 20 minutos. En un recipiente separado disolver
0,37 g de 2-aminoetilhidrogenosulfato (AES; PM=141; 2,6 mmol) o 0,45 g de &cido sulfanilico (SNA; PM=173;
2,6 mmol) o 0,37 g de O-fosforiletanolamina (OPE; PM=141; 2,6 mmol) en 25 ml de tampdén de HEPES 1 M (pH
7,3, ajustar el pH a 7,8 usando NaOH) y medir los grupos amino de partida mediante TNBS (Spadaro et al., 1979,
Anal. Chem., 96, p317-329) que deberian ser aproximadamente 2,6 mmol, dependiendo de la pureza de AES (o
SNA u OPE). Adadir vehiculo activado durante 20 minutos a la solucién de AES (o SNA u OPE). Después de 2
horas afadir otros 0,56 g de EDC y agitar la soluciéon durante una noche. Medir los grupos amino mediante TNBS
para determinar la cantidad de reduccién de grupos amino que es equivalente a la cantidad de grupos sulfato (o
sulfonato o fosfato) incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) mediante 20 volumenes
de agua usando un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A; GE-Amersham), esterilizar
por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) vy liofilizar. Este producto
(20PCPEG1035DTPASO o 20PCPEG1035DTPASF o 20PCPEG1035DTPAPOQ) tendra agrupamientos de hasta
cuatro grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) por agrupamiento que esta colgante de la cadena principal.

Ejemplos de composiciones con cadenas principales poliméricas derivadas de monémeros no biol6gicos

Ejemplo 33: Sintesis de 15PALPEG1035DTPA: Se usara 15SPALPEG1035DTPA como el material de partida para
la sintesis de algunas de las composiciones de nucleo anionico de la presente invencion. Esta composicion tiene
clorhidrato de polialilamina (Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° 283215, PM=15 kDa) como la cadena principal
polimérica con 35 % de los grupos amino ocupados con MPEGC de 10 kDa (PM=10 kDa; SunBright; ME-100HS;
lote N.° M62503; limpio en solucién) y el grupo amino restante ocupado con acido etilendiamintetraacético (DTPA).
Para sintetizar 15PALPEG1035DTPA, tomar 1,0 g de clorhidrato de polialilamina (con 1 equivalente de grupo
amino como se mide mediante TNBS) y disolver en 25 ml de tampoén de HEPES 0,2 M a pH 7,4 (Pierce, Rockford,
IL) para obtener una solucién de 15 PAL. En un recipiente separado, disolver 0,35 equivalentes de MPEGAM
(PM=10 kDa; MetoxiPEG con grupo carboxilo en el extremo, de Lysan bio; Arab, AL) en 60 ml de MES 20 mM a
pH=4,7, afiadir 0,5 equivalentes de NHS (PN=115,14), una vez disuelto afiadir 1 equivalente de EDC (PM=191,71;
10,43 mmol) y agitar durante 20 minutos. Después de 20 minutos, afiadir MPEGC activado directamente a la
solucion de 15PAL, después de 2 horas y medir los grupos amino mediante TNBS para asegurar si el 35 % de
saturacion de los grupos amino por otro lado afiade mas de la cantidad apropiada de MPEGC activado. Esta es la
solucion 15PALPEG1035. Realizar cromatografia de exclusion por tamafo usando columna TosohG4000WXL
(0,79 x 30 cm) con solucion salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM,
pH 7,4) que contiene elucién de Acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencién deberia ser
coherente con un didmetro molecular de aproximadamente 14-17 nm. Afadir 5 equivalentes de dianhidrido de
DTPA (PM=357,32; Sigma Chem Co., St Louis, MO. Cat. N.° 284025) seguido de 200 pl de TEA. Valorar la reaccién
lentamente con NaOH 10 N hasta pH 7,8 y agitar durante 4 horas. Usando la reaccion de TNBS, confirmar que no
permanece ningun grupo amino indicativo de una reaccion completa y que se ha preparado el producto de
15PALPEG1035DTPA. Realizar cromatografia de exclusion por tamafo usando columna TosohG4000WXL (0,79
x 30 cm) con solucién salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4)
que contiene elucion de Acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencidon deberia ser
coherente con un diametro molecular de 17-21 nm. Lavar el 15SPALPEG1035DTPA resultante con 15 volimenes
de agua usando un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100.000 (UFP-100-E-5A; GE-Amersham) y liofilizar.

Ejemplo 34: Sintesis de 15PALPEG1035DTPASO o 15PALPEG1035DTPASF o 15PALPEG1035DTPAPO:
Esta estructura comprende polialilamina de 15 kDa en la que el 35 % de los grupos amino estan unidos
covalentemente con MPEG de 10 kDa y los grupos amino restantes estan unidos covalentemente con uno de los
grupos carboxilo de acido dietilentriaminpentaacético (DTPA). El DTPA se modifica adicionalmente para contener
cuatro grupos sulfato, cada uno unido con los grupos carbonilo de DTPA. Esencialmente, cada DTPA actia como
un espaciador para permitir que un agrupamiento de cuatro grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) se unan con la
cadena principal de polialilamina (también pueden usarse otras cadenas principales). EI 15PALPEG1035DTPA
(véase anteriormente) puede convertirse en vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) que contiene
agrupamientos de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) con hasta cuatro grupos sulfato en cada agrupamiento.
Para hacer esto, tomar 2 gramos del 15PALPEG1035DTPA y disolverlo en 50 ml de tampé6n de MES 10 mM (pH
4,7). Activar el vehiculo afadiendo 0,28 g de NHSS (PM=217,14; 1,3 mmol), seguido de 0,56 g de EDC
(PM=191,71; 2,9 mmol) y permitir que se active durante 20 minutos. En un recipiente separado disolver 0,37 g de
2-aminoetilhidrogenosulfato (AES; PM=141; 2,6 mmol) o 0,45 g de acido sulfanilico (SNA; PM=173; 2,6 mmol) o
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0,37 g de O-fosforiletanolamina (OPE; PM=141; 2,6 mmol) en 25 ml de tampdén de HEPES 1 M (pH 7,3, ajustar el
pH a 7,8 usando NaOH) y medir los grupos amino de partida mediante TNBS (Spadaro et al., 1979, Anal. Chem.,
96, p317-329) que deberian ser aproximadamente 2,6 mmol, dependiendo de la pureza de AES (o SNA u OPE).
Anadir vehiculo activado durante 20 minutos a la soluciéon de AES (o SNA u OPE). Después de 2 horas afadir
otros 0,56 g de EDC y agitar la solucion durante una noche. Medir los grupos amino mediante TNBS para
determinar la cantidad de reduccién de grupos amino que es equivalente a la cantidad de grupos sulfato (o
sulfonato o fosfato) incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) mediante 20 volumenes
de agua usando un cartucho de ultrafiltraciéon de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A; GE-Amersham), esterilizar
por filtrado (filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) vy liofiizar. Este producto
(15PALPEG1035DTPASO o 15PALPEG1035DTPASF o 15PALPEG1035DTPAPO) tendra agrupamientos de
hasta cuatro grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) por agrupamiento colgante de la cadena principal.

Ejemplo 35: Sintesis de 20PMAPEG1035NTA: El 20PMAPEG1035NTA se usara como el material de partida
para la sintesis de algunas de las composiciones de nucleo anidnico de la presente invencién. Esta composicion
tiene polimetilmetacrilato (Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° 81498, PM=20 kDa) como la cadena principal
polimérica con el 35 % de los grupos metoxi reemplazados con MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa MPEG con
grupo amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) y los grupos metoxi restantes ocupados con
acido nitrilotriacético. Para preparar esta composicion todos los grupos metoxi en polimetiimetacrilato (Sigma
Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° 81498, PM=20 kDa) se retiraran usando Metandlico/KOH para obtener acido
polimetilacrilico (PMA). En resumen, disolver 2 g de polimetilmetacrilato en 25 ml de KOH metandlico al 10 % y
someter a reflujo durante 96 horas. Neutralizar con HCI y retirar metanol mediante evaporacion rotatoria a 40 °C,
disolver el sélido en agua y lavar con 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracién de PCPM de 3 kDa
(UFP-3-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto resultante (PMA) usando (filtro de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene,
Rochester, NY) y liofilizar para obtener PMA. Medir el grupo carboxilo de partida (1 equivalente) en 1,0 g de PMA
segun el protocolo de Kobayashi y Chiba (Analytical biochemistry 1994, vol 219, p189-194). Para sintetizar
20PMAPEG1035NTA, tomar 1,0 g de PMA (con 1 equivalente de grupo carboxilo) y disolver en 25 ml de tampdn
de MES (acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico, Pierce, Rockford, IL) 10 mM a pH 4,7 (soluciéon de PS) y activar
afnadiendo 1 equivalente de NHS (PM=115,14) y 1 equivalente de EDC (PM=191,71). En un recipiente separado,
disolver 0,35 equivalentes de MPEGAM (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA;
Cat. N.° P1AM-10) en 10 ml de HEPES 0,2 M y ajustar el pH a 7,8 con NaOH 10 N. Después de 20 minutos de
activacion de PMA, afadir PMA a la solucion de MPEGAM. Permitir que la reaccion continie durante 2 horas y
medir el grupo amino restante del MPEGAM mediante TNBS y no deberia haber ninguno lo que indica que se han
consumido los 0,35 equivalentes del grupo amino y se han conjugado con el PMA. Si hay grupos amino restantes,
ajustar el pH hasta 5 con HCI 6 N y afadir 1 equivalente de EDC (PM=191,71), después de 20 minutos ajustar de
nuevo el pH a 7,8 y permitir que reaccione durante una noche. Tomar una alicuota de la solucién de
20PMAPEG1035 resultante y determinar el diametro hidrodindmico mediante cromatografia de exclusién por
tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucién salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato
11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene Acetonitrilo al 15 % como disolvente de elucién a un
caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencion deberia ser coherente con un didmetro de aproximadamente 13-
18 nm. Ajustar el pH a 5 con HCI 6 N y afiadir 1,5 equivalentes de EDC (PM=191,71) y activar durante 20 minutos.
Después de 20 minutos afadir esta solucion de 20PMAPEG1035 activada a 10 equivalentes de Nalfa,Nalfa-
biscarboximetil-lisina (PM=262 Da) en hasta 25 ml de tampén de HEPES 1 M a pH 7,4 y permitir que reaccione
durante una noche. Concentrar la mezcla de reaccion hasta 100 ml y lavar con 15 cambios de agua en un cartucho
de ultrafiltraciéon de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto de 20PMAPEG1035NTA
(usando filtro de polisulfona de 0,2 ym, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar. Preparar una solucion de 10 mg/ml de
20PMAPEG1035NTA resultante y determinar el diametro hidrodinamico mediante cromatografia de exclusion por
tamafo usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucion salina tamponada con fosfato como
disolvente de elucion (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene Acetonitrilo al
15% a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencién deberia ser coherente con un diametro de
aproximadamente 16-20 nm.

Ejemplo 36: Sintesis de 20PMAPEG1035NTASO o 20PMAPEG1035NTASF o 20PMAPEG1035NTAPO: Esta
estructura comprende politimetilacrilato de 20 kDa en el que el 35 % de los grupos carboxilo estan unidos
covalentemente con MPEG de 10 kDa y los grupos carboxilo restantes estan unidos covalentemente al grupo
amino épsilon de biscarboximetillisina que es un derivado de acido nitrilotriacético (NTA). EI NTA esta modificado
adicionalmente para contener tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato), cada uno unido con los grupos carbonilo
de NTA. Esencialmente, cada NTA actia como un espaciador para permitir que un agrupamiento de tres grupos
sulfato (o sulfonato o fosfato) se una con la cadena principal de polimetilacrilato (también se pueden usar otras
cadenas principales). El 20PMAPEG1035NTA (véase anteriormente) puede convertirse en vehiculo sulfatado (o
sulfonatado o fosforilado) que contiene agrupamientos de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) con hasta tres
grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) en cada agrupamiento. Para hacer esto, tomar 2 gramos del
20PMAPEG1035NTA vy disolverlo en 50 ml de tampon de MES 10 mM (pH 4,7). Activar el vehiculo afiadiendo
0,28 g de NHSS (PM=217,14; 1,3 mmol), seguido de 0,56 g de EDC (PM=191,71; 2,9 mmol) y permitir que se
active durante 20 minutos. En un recipiente separado disolver 0,37 g de 2-aminoetilhidrogenosulfato (AES;
PM=141; 2,6 mmol) o 0,45 g de acido sulfanilico (SNA; PM=173; 2,6 mmol) o 0,37 g de O-fosforiletanolamina
(OPE; PM=141; 2,6 mmol) en 25 ml de tampon de HEPES 1 M (pH 7,3, ajustar el pH hasta 7,8 usando NaOH) y
medir los grupos amino de partida mediante TNBS (Spadaro et al., 1979, Anal. Chem., 96, p317-329) que deberia
ser aproximadamente 2,6 mmol, dependiendo de la pureza de AES (o SNA u OPE). Anhadir vehiculo activado
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durante 20 minutos a la solucién de AES (o SNA u OPE). Después de 2 horas anadir otros 0,56 g de EDC y agitar
la solucién durante una noche. Medir los grupos amino mediante TNBS para determinar la cantidad de reduccion
de grupos amino que es equivalente a la cantidad de grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) incorporados. Lavar el
vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) mediante 20 volimenes de agua usando un cartucho de
ultrafiltracién de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A; GE-Amersham), esterilizar por filtrado (filtro de polisulfona de
0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar. Este producto (20PMAPEG1035NTASO o 20PMAPEG1035NTASF o
20PMAPEG1035NTAPO) tendra agrupamientos de hasta tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) por
agrupamiento colgante de la cadena principal.

Ejemplo 37: Sintesis de 15PACPEG1035NTA: El 15PACPEG1035NTA se usara como el material de partida para
la sintesis de algunas de las composiciones de nucleo aniénico de la presente invencidn. Esta composicion tiene
acido policrilico o PAC (Sigma Chem. Co. St Luis Mo. Cat. N.° 81123, PM=16 kDa) como la cadena principal
polimérica con el 35 % de los grupos carboxi unidos a MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa MPEG con grupo amino
en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) y los grupos carboxilo restantes ocupados con acido
nitrilotriacético. Medir el grupo carboxilo de partida (1 equivalente) en 1,0 g de PAC segun el protocolo de
Kobayashi y Chiba (Analytical biochemistry 1994, vol 219, p189-194). Para sintetizar 15SPACPEG1035NTA, tomar
1,0 g de PAC (con 1 equivalente de grupo carboxilo) y disolver en 25 ml de tampon de MES (acido 2-(N-
morfolino)etanosulfonico, Pierce, Rockford, IL) 10 mM a pH 4,7 (soluciéon de PAC). Aidadir 1 equivalente de NHS
(PM=115,14) y 1 equivalente de EDC (PM=191,71) a la solucién de PAC agitandose al mismo tiempo para activar
PAC. En un recipiente separado, disolver 0,35 equivalentes de MPEGAM (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en
el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) en 20 ml de HEPES 0,2 M y ajustar el pH a 7,8 usando NaOH
para obtener MPEGAM. Después de activacion durante 20 minutos de PAC, afadir la solucién de PAC a la solucién
de MPEGAM. Permitir que la reaccion continde durante 2 horas y medir el grupo amino restante del MPEGAM
mediante TNBS y no deberia haber ninguno lo que indica que se han consumido los 0,35 equivalentes de grupo
amino y se han conjugado con el PAC. Si hay grupos amino restantes en MPEGAM, ajustar el pH hasta 5 con HCI
6 N y afiadir 1 equivalente de EDC (PM=191,71), después de 20 minutos ajustar de nuevo el pH a 7,8 y permitir
que reaccione durante una noche para formar 15PACPEG1035. Tomar una alicuota de la solucién de
15PACPEG1035 resultante y determinar el diametro hidrodinamico mediante cromatografia de exclusién por
tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucién salina tamponada con fosfato (PBS; fosfato
11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene Acetonitrilo al 15 % como disolvente de elucién a un
caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencion deberia ser coherente con un didmetro de aproximadamente 12-
17 nm. Ajustar el pH hasta 5 con HCI 6 N y afadir 1,5 equivalentes de EDC (PM=191,71) y activar durante 20
minutos. Después de 20 minutos afadir esta solucion de 15PACPEG1035 activada a 10 equivalentes de
Nalfa,Nalfa-biscarboximetil-lisina (PM=262 Da) en hasta 25 ml de tampén de HEPES 1 M a pH 7,4 y permitir que
reaccione durante una noche. Concentrar la mezcla de reaccién hasta 100 ml y lavar con 15 cambios de agua en
un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A). Esterilizar por filirado el producto de
15PACPEG1035NTA (usando filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar. Preparar una
solucion de 10 mg/ml de 15PACPEG1035NTA resultante y determinar el diametro hidrodinamico mediante
cromatografia de exclusion por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucién salina
tamponada con fosfato como disolvente de elucion (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4)
que contiene Acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencion deberia ser coherente con un
diametro de aproximadamente 15-20 nm.

Ejemplo 38: Sintesis de 15PACPEG1035NTASO o 15PACPEG1035NTASF o 15PACPEG1035NTAPO: Esta
estructura comprende acido poliacrilico de 15 kDa en el que el 35 % de los grupos carboxilo estan unidos
covalentemente con MPEG de 10 kDa y los grupos carboxilo restantes estan unidos covalentemente al grupo
amino épsilon de biscarboximetillisina que es un derivado de acido nitrilotriacético (NTA). EI NTA se modifica
adicionalmente para contener tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato), cada uno unido con los grupos carbonilo
de NTA. Esencialmente, cada NTA actia como un espaciador para permitir que un agrupamiento de tres grupos
sulfato (o sulfonato o fosfato), se una con la cadena principal de acido poliacrilico (también pueden usarse otras
cadenas principales). El 15SPACPEG1035NTA (véase anteriormente) puede convertirse en vehiculo sulfatado (o
sulfonatado o fosforilado) que contiene agrupamientos de grupos sulfato con hasta tres grupos sulfato en cada
agrupamiento. Para hacer esto, tomar 2 gramos del 15SPACPEG1035NTA y disolverlo en 50 ml de tampén de MES
10 mM (pH 4,7). Activar el vehiculo afiadiendo 0,28 g de NHSS (PM=217,14; 1,3 mmol), seguido de 0,56 g de EDC
(PM=191,71; 2,9 mmol) y permitir que se active durante 20 minutos. En un recipiente separado disolver 0,37 g de
2-aminoetilhidrogenosulfato (AES; PM=141; 2,6 mmol) o 0,45 g de acido sulfanilico (SNA; PM=173; 2,6 mmol) o
0,37 g de O-fosforiletanolamina (OPE; PM=141; 2,6 mmol) en 25 ml de tampén de HEPES 1 M (pH 7,3, ajustar el
pH a 7,8 usando NaOH) y medir los grupos amino de partida mediante TNBS (Spadaro et al., 1979, Anal. Chem.,
96, p317-329) lo que deberia ser aproximadamente 2,6 mmol, dependiendo de la pureza de AES (o SNA u OPE).
AfRadir vehiculo activado durante 20 minutos a la solucion de AES (o SNA u OPE). Después de 2 horas anadir
otros 0,56 g de EDC y agitar la solucién durante una noche. Medir los grupos amino mediante TNBS para
determinar la cantidad de reduccién de grupos amino que es equivalente a la cantidad de grupos sulfato (o
sulfonato o fosfato) incorporados. Lavar el vehiculo sulfatado (o sulfonatado o fosforilado) mediante 20 volimenes
de agua usando un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A; GE-Amersham), esterilizar
por filtrado (fitro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) vy liofilizar. Este producto
(15SPACPEG1035NTASO o 15PACPEG1035NTASF o 15PACPEG1035NTAPQO) tendra agrupamientos de hasta
tres grupos sulfato (o sulfonato o fosfato) por agrupamiento colgante de la cadena principal.
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Uso de cadenas principales poliméricas sin grupos funcionales modificables especificos.

Ejemplo 39: Uso de poliglicina, polialanina, polivalina, fenilalanina, polioxietilenglicol, polioxipropilenglicol y
similares (designados en este ejemplo INRT como grupo) como una cadena principal polimérica es posible
mediante el uso de reticulantes heterobifuncionales fotorreactivos inespecificos que pueden introducir
grupos funcionales carboxilo en todos estos polimeros. Los ejemplos de reticuladores heterobifuncionales
fotorreactivos incluyen NHS-diazirina (succinimidil 4,4’-azipentanoato), NHS-LC-diazirina (succinimidil 6-(4,4'-
azipentanamido)hexanoato), NHS-SS-diazirina (succinimidil 2-([4,4’-azipentanamido]etil)-1,3’-ditioproprionato, Sulfo-
NHS-diazirina  (sulfosuccinimidil ~ 4,4’-azipentanoato), = Sulfo-NHS-LC-diazirina  (sulfosuccinimidil  6-(4,4'-
azipentanamido)hexanoato), Sulfo-NHS-SS-diazirina (sulfosuccinimidil 2-([4,4’-azipentanamido]etil-1,3'-
ditioproprionato), ANB-NOS (N-5-Azido-2-nitrobenzoiloxisuccinimida), NHS-ASA (acido N-Hidroxisuccinimidil-4-
azidosalicilico), SADP (N-Succinimidil(4-azidofenil)-1,3’-ditioproprionato), Sulfo-SAND (Sulfosuccinimidil-2-(m-azido-
o-nitrobenzamido)-etil-1,3’-propionato), SANPAH (N-Succinimidil-6-(4’-azido-2’-nitrofenilamino) hexanoato), Sulfo-
HSAB (N-Hidroxisulfosuccinimidil-4-azidobenzoato), Sulfo-NHS-LC-ASA (Sulfosuccinimidil[4-azidosalicilamido]-
hexanoato), Sulfo-SADP (N-Sulfosuccinimidil(4-azidofenil)-1,3’-ditioproprionato), Sulfo-SAED (Sulfosuccinimidil 2-[7-
amino-4-metilcoumarin-3-acetamidoletil-1,3'ditiopropionato),  Sulfo-SANPAH  (N-Sulfosuccinimidil-6-(4’-azido-2’-
nitrofenilamino) hexanoato), Sulfo-SBED (Sulfo-N-hidroxisuccinimidil-2-(6-[biotinamido]-2-(p-azidobenzamido)-
hexanoamido)etil-1,3’-ditioproprionato) 'y  Sulfo-SFAD  (Sulfosuccinimidil-(perfluoroazidobenzamido)-etil-1,3’-
ditiopropionato). Todos estos reactivos estan disponibles en el mercado de Pierce, Rockford, IL. Son reactivos
fotorreactivos los reactivos quimicamente inertes que se hacen reactivos cuando se exponen a luz ultravioleta o visible.
Los grupos fotorreactivos tradicionales en estos reactivos son aril azidas. Cuando una aril azida se expone a luz UV,
forma un grupo nitreno que puede iniciar reacciones de adicion con dobles enlaces, insercién en C-H en ausencia de
sitios N-H (por ejemplo, aminas primarias), lo que sucede para polimeros de INRT. La reaccion con la ruta de NH
domina cuando estan presentes aminas primarias en la muestra y deben evitarse. Deben evitarse agentes reductores
que contienen tiol (por ejemplo, DTT o 2-mercaptoetanol) en la solucién de muestra durante todas las etapas antes y
durante la fotoactivacién. Estos reactivos reduciran la azida. Los reactivos de succinimidil-éster diazirina (SDA) son
una nueva clase de reticuladores que combinan quimica sensible a amina demostrada con una fotoquimica basada
en diazirina eficaz para fotorreticulacion con casi cualquier otro grupo funcional. Los fotorreticuladores basados en
diazirina tienen mejor fotoestabilidad que fotorreticulares basados en fenil azida y se activan facilmente con luz UV de
onda larga (330-370 nm). En el ejemplo de sintesis a continuacion, INRT designaré un polimero que no tiene grupos
modificables facilmente.

Ejemplo 40: Sintesis de 20INRTPEGG1035NTA: Esta composicion tiene INRT como la cadena principal polimérica
con 35 % de los grupos carboxilo fotoinducidos unidos a MPEGAM de 10 kDa (PM=10 kDa MPEGAM tiene grupo
amino en el extremo, Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) y los grupos carboxilo restantes ocupados con acido
nitrilotriacético. Como se ha descrito anteriormente, una vez que se ha introducido NTA en el polimero, la adiciéon de
sulfato, sulfonato y fosfato es sencilla (véase anteriormente). Una vez que se han introducido sulfato, sulfonato y
fosfato, la funcion quelante de NTA se reduce significativamente o se elimina. Para introducir grupos carboxilo en el
polimero de INRT, disolver 2 g de INRT (20 kDa) en 50-100 ml de disolvente apropiado, afiadir 20-40 mmol de Sulfo-
NHS-diazirina y exponer la solucion a luz UV (330-370 nm) durante 2-10 minutos. Ajustar el pH hasta 9 y dejar a
temperatura ambiente durante 2 horas para escindir el NHS y exponer los grupos carboxilo para su analisis y ensayo
de control de calidad. Lavar el producto modificado con 15 cambios de agua en un cartucho de ultrafiltracion de PCPM
de 3 kDa (UFP-3-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto carboxilado resultante (20INRT) usando (filtro de polisulfona
de 0,2 um, Nalgene, Rochester, NY) y liofilizar para obtener 20INRT. Antes de usar 20INRT para la sintesis de
20INRTPEGG1035NTA, medir el grupo carboxilo de partida (1 equivalente) en 1,0 g de 20INRT segun el protocolo de
Kobayashi y Chiba (Analytical biochemistry 1994, vol 219, p189-194). Si hay menos de 1 mmol de carboxilo en 1
gramo de 20INRT, introducir méas carboxilo repitiendo el proceso anterior. Para sintetizar 20INRTPEGG1035NTA,
tomar 1,0 g de INRT (con 1 equivalente de grupo carboxilo) y disolver en 50 ml de tampdn de MES (acido 2-(N-
morfolino)etanosulfonico, Pierce, Rockford, IL) 10 mM a pH 4,7 para obtener solucion de INRT. A la solucion de
INRTPEG, afiadir 1 equivalente de NHS (PM=115,14) y 1 equivalente de soluciéon de EDC (PM=191,71) agitando al
mismo tiempo para permitir que se active durante 20 minutos. En un recipiente separado disolver 0,35 equivalentes
de MPEGAM (PM=10 kDa MPEG con grupo amino en el extremo; Sunbio, Orinda, CA; Cat. N.° P1AM-10) en 20 ml
de HEPES 0,2 M y ajustar el pH a 7,8 usando NaOH. Después de activacion de 20 minutos de INRT, afadir a la
solucién de INRT para preparar la solucién de INRTPEG. Permitir que la reaccion continte durante 2 horas y medir
los grupos amino restante del MPEGAM mediante TNBS y no deberia haber ninguno lo que indica que se han
consumido los 0,35 equivalentes de grupos aminos y se han conjugado con el INRT. Si hay grupos amino restantes
en MPEGAM, ajustar el pH a 5 con HCI 6 N y anadir 1 equivalente de EDC (PM=191,71), después de 20 minutos
ajustar de nuevo el pH a 7,8 y permitir que reaccione durante una noche para formar 20INRTPEGG1035. Tomar una
alicuota de la solucion de 20INRTPEGG1035 resultante y determinar el didmetro hidrodinamico mediante
cromatografia de exclusion por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucion salina tamponada
con fosfato (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene Acetonitrilo al 15 % como
disolvente de eluciéon a un caudal de 0,6 mi/min. El tiempo de retencién deberia ser coherente con un diametro de
aproximadamente 12-17 nm. Ajustar el pH hasta 5 con HCI 6 N y afiadir 1,5 equivalentes de EDC (PM=191,71) y
activar durante 20 minutos. Después de 20 minutos afiadir esta solucion de 20INRTPEGG1035 activada a 10
equivalentes de Nalfa,Nalfa-biscarboximetil-lisina (PM=262 Da) en hasta 25 ml de tampén de HEPES 1 MapH 7,4y
permitir que reaccione durante una noche. Concentrar la mezcla de reaccién hasta 100 ml y lavar con 15 cambios de
agua en un cartucho de ultrafiltracion de PCPM de 100 kDa (UFP-100-E-5A). Esterilizar por filtrado el producto
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de 20INRTPEGG1035NTA (usando filtro de polisulfona de 0,2 um, Nalgene, Rochester, Nl) y liofilizar. Preparar una
solucion de 10 mg/ml de 20INRTPEGG1035NTA resultante y determinar el didametro hidrodinamico mediante
cromatografia de exclusién por tamafio usando columna TosohG4000WXL (0,79 x 30 cm) y solucién salina tamponada
con fosfato como disolvente de elucion (PBS; fosfato 11,9 mM, NaCl 137 mM, KPO4 2,7 mM, pH 7,4) que contiene
Acetonitrilo al 15 % a un caudal de 0,6 ml/min. El tiempo de retencion deberia ser coherente con un diametro de
aproximadamente 16-22 nm.

Ejemplo 41: Distincién entre interaccion anidnica e interaccion de enlace metdalico: Se realizaron estudios de
unién con 50 % de carga (donde la cantidad de molécula en peso es del 50 % del peso del vehiculo usado) en siete
vehiculos diferentes en presencia y ausencia de concentracion salina alta. La interaccion aniénica puede desplazarse
mediante concentracion alta de NaCl (0,4 M) mientras que la interaccion de enlace metalico no puede desplazarse
facilmente con alta concentracién de NaCl. Los siguientes vehiculos se ensayaron en este estudio: CSPEG104G,
HPPEG105G, 20PLPEG1030DTPA, 20PLPEG1030DTPASO, 20PLPEG1030DTPASF y 20PLPEG1030DTPAPO. EI
20PLPEG570DANTA-Zn es un vehiculo que tiene cadena principal de polilisina de 20 kDa en la que el 70 % de los
grupos amino se derivatizaron con MPEG de 5kDa y los grupos amino restantes se derivatizaron con acido
nitrilotriacético usando bicarboximetil lisina. En este caso se usé acido succinico como un espaciador entre un grupo
amino épsilon de lisina y bicarboximetil lisina. El producto resultante (20PLPEG570DANTA-Zn) se saturd después con
ion de cinc y se uso para la demostracion de interaccion por enlace metalico. En el estudio de unién posterior, no se
uso6 ningun metal en este experimento excepto el control con Lisostafina 6xHis como un control positivo de enlace
metalico. Para este estudio se cargaron 0,25 mg de vehiculo en 250 ul de soluciéon (HEPES 10 mM/NaCl 400 mM o
HEPES 10 mM solamente) con Lisostafina (50 % del peso del vehiculo (0,125 mg)) y se incub6 durante dos horas a
TA. Se realizé analisis por triplicado. Todas las soluciones se centrifugaron a 13000 rpm durante 12 minutos
(microcentrifuga Eppendorf) para descartar la posibilidad de que el sedimento de precipitacion pueda interferir con el
analisis. Los sobrenadante se filtraron usando una membrana de PCPM de 100 kDa (celulosa) a 13000 rpm durante
12 minutos para eliminar el complejo de vehiculo-péptido (unido). El filtrado (que contiene Lisostafina libre) se analizé
(resultados mostrados en la Tabla 2 posterior) mediante ensayo de TNBS. [Ensayo de TNBS: Se preparé una solucion
de TNBS afiadiendo 30 pl de solucién de acido Picrilsulfonico 1 M (Fluka Cat. N.° 92823) en 12 ml de tetraborato de
sodio 0,1 M a pH 9,2. En la placa de 96 pocillos transparente, se afiadieron 150 pl de filtrados y patrones para asignar
el pocillo. Se afiadieron 100 pl de solucién de TNBS a los pocillos (volumen final de 250 pl). La placa se incubé durante
30 minutos y la absorbancia a 420 nm se midi6 mediante BioScan]. La Tabla 2 a continuacion muestra que la
interaccion de lisostafina con la composicion de la presente invencién es mediante interaccion anidnica y no mediante
interaccion de enlaces metalicos. Para control positivo, se muestra (Ultima columna) que la lisostafina 6-his
interacciona con vehiculo de control que contiene cinc (un ion metalico multivalente necesario para formar el enlace
metalico) mediante interaccion de iones metalicos como se demuestra a partir de la incapacidad de NaCl 0,4 M para
desplazar lisostafina 6-his del vehiculo. La segunda fila en la tabla 2 es el tipo de lisostafina cargada en el vehiculo
anionico. La tercera fila en la tabla 2 es el porcentaje de lisostafina total que no se unié con el vehiculo cuando hay
NaCl 0,4 M en la mezcla de incubacion (obsérvese que los iones sodio y potasio no son multivalentes y no forman
complejo de multi-coordinacion). La cuarta fila en la tabla 2 es el porcentaje de lisostafina total que no se uni6 con el
vehiculo cuando no hubo ninguin NaCl en la mezcla de incubacién. Obsérvese que la unién de liso 6-His es resistente
a NaCl 0,4 M (un control positivo de enlace metalico). En presencia de iones metalicos multivalentes (no mostrados
en el presente documento), es muy sorprendente que la union de lisostafina nativa con la composicion de nucleo
anionico de la presente invencion sigue siendo sensible a NaCl 0,4 M lo que indica que no se produce ningun enlace
metalico.
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Ejemplo 42: Determinacién de kD de la interaccidn entre Lisostafina y composicion de vehiculo de nucleo
anionico de la presente invencion: Se determinaron las constantes de disociacion (Kd) entre Lisostafina y diversos
vehiculos. Las Kd de lisostafina se midieron con los siguientes vehiculos en ausencia de iones metalicos multivalentes:
CSPEG104G, HPPEG104G, 20PLPEG1030DTPA, 20PLPEG1030DTPASO, 20PLPEG1030DTPASF vy
20PLPEG1030DTPAPO. El lote N.° 20090508 se cargd con 25 %-150 % de Lisostafina (en comparacion con el peso
de vehiculo) para medir la Kd. CSPEG104G se cargo con 150 %-500 % de Lisostafina. Las muestras de los vehiculos
enumerados anteriormente se cargaron con 50 %-250 % de Lisostafina para medir la Kd. La lisostafina unida y libre
se separaron como en el Ejemplo 44 anterior. Todas las muestras se midieron mediante ensayo de TNBS para
determinar libre y unida como se ha descrito anteriormente. Con informaciéon de libre y unida, se construyeron
diagramas de Scatchard (el eje y es unidal/libre y el eje x es unida). A partir de los diagramas de Scatchard, se
calcularon la Kd y la capacidad del vehiculo (la pendiente es -1/Kd y la abscisa en el origen es la capacidad) y se
resumen en la Tabla 3. Esto muestra que hay interaccion directa entre la lisostafina (proteina con punto isoeléctrico
bésico de 9,56) y la composicion de nucleo anidnico de la presente invencion. No estuvieron presentes iones metalicos
multivalentes intermediarios en la mezcla y aun asi se observé una Kd en el intervalo nanomolar. Ademas, la
interaccion fue sensible a alta concentracion de NaCl lo que indica interaccion idnica y no enlace de coordinacion.
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Ejemplo 43: Estudio de PK de lisostafina: Se seleccionaron cuatro vehiculos para estudio de PK. CSPEG106G,
HPPEG105G, 20PLPEG1030-DTPA y 20PLPEG1030-DTPA-SO se cargaron con Lisostafina equivalente a 50 % del
peso del vehiculo. Estas formulaciones se obtuvieron disolviendo juntas una cantidad apropiada de vehiculo y
Lisostafina en agua e incubando durante dos horas seguido de liofilizacién. Cada formulacién liofilizada (incluyendo
lisostafina no formulada sola) se disolvié en solucién salina y se administr6 a ratas Sprague Dawley (n=4) mediante
embolada i.v. lenta (al menos 1 min) (12 mg de lisostafina/kg) a través de la vena de la cola lateral. Se tomaron
muestras de sangre del seno orbitala 5m, 15m, 30 m, 60 m, 120 m, 4 h, 6 h, 24 h, 32 h (30 h) y 48 h y se colocaron
en tubos que contenian Inhibidores de proteasa (AEBSF, Aprotinina, E-64, EDTA y Leupeptina). Se obtuvieron sueros
por centrifugacion a 13.000 rpm. Todos los sueros se almacenaron a -80 °C hasta que se usaron en el ensayo. Se
usaron 10 ul de suero en este ensayo para cada punto temporal. La actividad de lisostafina se midié mediante ensayo
de actividad de la siguiente manera: Se preparé tampén de reserva (10X) para que contuviera MOPS 1 M/Tween 10 %
(en peso)/EDTA 5 mM/pH 7,3. Las mezclas de reaccion finales (200 pl) en placa de 96 pocillos negra se prepararon
para contener 5 ug de sustrato, MOPS 100 mM, Tween20 1 %, EDTA 0,5 mM, pH 7,3 y 10 yl de muestras de suero.
Las muestras se anadieron al final y después de la adicion los pocillos se mezclaron y se retiraron las burbujas en la
solucion usando una punta de pipeta humeda con etanol. El aumento de fluorescencia (Ex 485 nm/Em 535 nm) se
superviso durante dos horas usando fluorimetro de microplacas de 96 pocillos Chameleon (Bioscan) cada 7,5 minutos
durante 2 horas. El sustrato proporcioné un producto fluorescente cuando fue escindido de forma proteolitica por
lisostafina.

Tabla 4: Muestra el perfil de PK de lisostafina formulada con diversas composiciones de nucleo aniénico de
la presente invencion.

Vehiculo CSPEG106G | HPPEG105G | 20PLPEG1030-DTPA | 20PLPEG1030- | Lisostafina
DTPA-SO sin vehiculo
Co, pg/mi 342 324 257 765 301
ABCo hasta el final, h 181 120 66,9 96,6 64,2
(pg/ml)
ABCo hasta », h (ug/ml) 185 124 68,7 97,9 67
t12 terminal, h 8,44 6,13 0,713 0,343 1,53
Tiempo de residencia 5,07 7,91 1,77 2,11 0,984
medio, h

Ejemplo 44: Unién de diversos péptidos terapéuticos con composicidon de nicleo anidnico de la presente
invencion: Péptidos antiinflamatorios (SEQ ID NO: 2; SEQ ID NO: 7; SEQ ID NO: 31) que actuan de forma intracelular
y contienen restos de aminoacidos basicos que les permiten penetrar en la membrana. La misma propiedad que les
permite penetrar en la membrana les permite unirse al vehiculo de la presente invencion. Se realizaron estudios de
unién con estos péptidos para cinco vehiculos de nucleo anidnico diferentes de la presente invencién. Se ensayaron
los siguientes vehiculos sin metales en este estudio: CSPEG104G, HPPEG105G, 20PLPEG1030DTPA,
20PLPEG1030DTPASO, 20PLPEG1030DTPASF y 20PLPEG1030DTPAPO. Para este estudio se cargaron con
péptidos (0,02 mg) 0,1 mg (para 20 % de carga) o 1 mg (para 2 % de carga) de cada vehiculo en 250 pl de solucion
(HEPES 100 mM/NaCl 100 mM) y se incubaron durante dos horas en TA. Se realiz6 analisis por duplicado. Todas las
soluciones se centrifugaron a 13000 rpm durante 12 minutos para descartar la posibilidad de sedimento de
precipitacion que puede interferir con el analisis. El sobrenadante se filtré usando una membrana de PCPM de 100 kDa
(celulosa) a 13000 rpm durante 12 minutos para eliminar el complejo de vehiculo-péptido (unido). El filtrado (péptidos
libres) se analizé mediante ensayo de HPLC. La tabla 5 a continuaciéon muestra que la heparina con PEG fue el mejor
vehiculo para la mayoria de los péptidos pero puede usarse cualquier vehiculo aniénico para el péptido de SEQ ID
NO: 2.
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Ejemplo 45: Determinacion de Kd de la interaccion entre SEQ ID NO: 2 y composicién de vehiculo de nucleo
anioénico de la presente invencion: SEQ ID NO: 2 es el Péptido Inhibidor del Dominio de Unién a NEMO (NBD) IKKy
que es util en diversas enfermedades inflamatorias ya que inhibe la activacion de NFkB. Se determinaron las
constantes de disociacion (Kd) entre NBD y diversos vehiculos. Se midieron las Kd de NBD con los siguientes
vehiculos, en ausencia de iones metadlicos multivalentes: HPPEG105G, 20PLPEG1030-DTPASO vy
20PLPEG1030DTPAPO. HPPEG105G y 20PLPEG1030DTPAPO se cargaron con 100 %-300 % de NBD para medir
Kd. 20PLPEG1030-DTPASO se carg6 con 50 %-150 % de NBD. Todos los NBD sin unir se midieron mediante HPLC
como anteriormente. Con informacién de libre y unido, se construyeron diagramas de Scatchard (el eje y es unido/libre
y el eje x es unido). A partir de los diagramas de Scatchard, se calcularon la Kd y la capacidad del vehiculo (la pendiente
es -1/Kd y la abscisa en el origen es la capacidad) y los resultados se resumen en la Tabla 6.

Tabla 6: Muestra las Kd y capacidades de diversos vehiculos para NBD.

Vehiculo | HPPEG105G | 20PLPEG1030DTPASO | 20PLPEG1030DTPAPO
Lote N.° 20090825 20090831b 20090902
Capacidad 32 sitios 72 sitios 112 sitios
Kd 925 nM 2,4 uyM 1,5 uM

Ejemplo 46: Union de factor de crecimiento epidérmico (EGF) de unién a heparina (HB) con el vehiculo de la
presente invencion. El HB-EGF es un factor de crecimiento relacionado con el factor de crecimiento epidérmico EGF
que sefializa a través del receptor de EGF y estimula la proliferacion de células de musculo liso (SMC), fibroblastos,
células epiteliales y queratinocitos. El HB-EGF se expresa en numerosos tipos celulares y tejidos, incluyendo células
endoteliales vasculares y SMC, macroéfagos, musculo esquelético, queratinocitos y determinadas células tumorales.
La capacidad del HB-EGF para unirse especificamente con heparina y proteoglucanos de sulfato de heparina es
distinta de otras moléculas de tipo EGF y puede estar relacionada con la actividad mitdgena potenciada, en relacion
con EGF, que HB-EGF ejerce sobre células de musculo liso. El gen de HB-EGF humano codifica una proteina
transmembrana de 208 aminoacidos, que puede escindirse proteoliticamente para producir HB-EGF soluble. El factor
de crecimiento transformante alfa (TGF-a) es un factor de crecimiento polipeptidico relacionado con EGF que sefaliza
a través del receptor de EGF y estimula la proliferacién de una amplia variedad de células epidérmicas y epiteliales.
Es producido por monocitos, queratinocitos y diversas células tumorales. TGF-a induce independencia de anclaje de
transformacion de células cultivadas. TGF-a humano, murino y de rata son reactivos entre especies. El TGF-a humano
recombinante es un polipéptido de 50 aminoacidos (5,5 kDa) que comparte aproximadamente 40 % de homologia de
secuencia con EGF, incluyendo 6 restos de cisteina conservados, que forman 3 enlaces disulfuro intramoleculares.
La betacelulina y la anfirregulina son ambos miembros de la familia de EGF. Otra familia de factor de crecimiento
cuyos miembros seran moléculas de carga ideales para las composiciones de vehiculo de la presente invencion es la
familia del factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) que se sabe en la técnica que tiene mas de una docena de
miembros. Se pretende que estos factores de crecimiento se carguen en la composicion de la presente invencién no
debido a que tengan un punto isoeléctrico por encima de 7 sino mas bien a que tienen sitios de unioén aniénicos en su
estructura capaces de unirse con carboxilato, sulfato, sulfonato o fosfato. La Tabla 5 a continuaciéon muestra la unién
de EGF con los vehiculos de la presente invencion. Para este estudio se cargaron 2 mg de cada vehiculo en 250 pl
de solucion (HEPES 100 mM/NaCl 100 mM) con EGF (0,01 mg) y se incubaron durante dos horas en TA. Se realizaron
analisis por duplicado. Todas las soluciones se centrifugaron a 13000 rpm durante 12 minutos para descartar la
posibilidad de que el sedimento de precipitacion pueda interferir con el andlisis. No se observé precipitacion. El
sobrenadante se filtr6 usando membrana de PCPM de 100 kDa (celulosa) a 13000 rpm durante 12 minutos para
eliminar el complejo de vehiculo-péptido (unido). El filtrado (EGF libre) se analizd6 mediante ensayo de Elisa (R&D
systems; Minneapolis, MN). La tabla 5 a continuacion muestra la unién de EGF con los vehiculos de la presente
invencion.

Tabla 5: Muestra el porcentaje de EGF total que no se unié con el vehiculo (libre) con el EGF restante unido

al vehiculo.
Vehiculo HPPEG52G | HPPEG104G | CSPEG104G | CSPEG52G
EGF a 0,5 % de carga 13 % libre 13,6 % libre 0 % libre 0 % libre

Ejemplo 47: La molécula de carga (proteina o péptido) con punto isoeléctrico (pl) por encima de 7,3 se
beneficia de la proteccidn del vehiculo en la sangre. Cuando la molécula de carga se mezcla con el vehiculo de la
presente invencién y se inyecta en animales, el tiempo de circulacién en sangre de la molécula de carga con punto
isoeléctrico por debajo de 7,3 no esta extendido en comparacién con el control sin formular (Tabla 7). Sin embargo,
cuando una molécula de carga se mezcla con el vehiculo de la presente invencion y se inyecta en animales el tiempo
de circulacion en sangre para una molécula de carga con punto isoeléctrico por encima de 7,3 esta extendido en
comparacion con el control sin formular (Tabla 7). En una realizacion, la molécula de carga debe tener un pl por encima
de 7,3 para beneficiarse del vehiculo de la presente invencion.
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Tabla 7: Esta muestra la extensién del tiempo de circulacién en sangre in vivo de la molécula de carga
basica (pI> 7,3) en combinacion con el vehiculo de la presente invencion.

PGC Moléculas de Punto Nivel de péptido/proteina en sangre Especie de roedor, n.°
carga de isoeléctrico | promedio in vivo (tiempo de toma de | de animales ensayados
péptidos o muestras) (dosis proporcionada)
proteinas
HPPEG105G GLP1 54 N.D.* (24 h) N.D.* (48 h) Ratones Balb/c, n=3
(1 mg/kg)
- GLP1 54 N.D.* (24 h) N.D.* (48 h) Ratones Balb/c, n=3
(1 mg/kg)
CSPEG106G Lisostafina 9,56 1000 ng/ml (24 h) 420 ng/ml Ratas Sprague Dawley,
(48 h) n=5 (10 mg/kg)
----- Lisostafina 9,56 N,D,* (24 h) N.D.* (48 h) Ratas Sprague Dawley,
n=5 (10 mg/kg)
CSPEG52G EGF de union a 8,56 3.700 pg/ml (6 h) 40 pg/ml Ratones Balb/c, n=3
heparina (24 h) (300 pg/kg)
------- EGF de union a 8,56 N.D.* (6 h) N.D.* (24 h) Ratones Balb/c, n=3
heparina (300 pg/kg)
HPPEG52G PR39 9,96 840 ng/ml (24 h) 310 ng/ml Ratas Sprague Dawley,
(48 h) n=5 (10 mg/kg)
------- PR39 9,96 370 ng/ml (24 h) 30 ng/ml Ratas Sprague Dawley,
(48 h) n=5 (10 mg/kg)
*N.D. Indica que el nivel no esta detectado o esta al nivel de fondo. Todas las sefiales de fondo se restaron de las
lecturas. Los ensayos usados para GLP1 y EGF de unién a heparina son kits de ensayo de Elisa de Millipore
(Bedford, MA) y R&D systems (Mineapolis, MN), respectivamente y se usaron segun las instrucciones del fabricante.
El ensayo usado para lisostafina es un ensayo de FRET que aumenta la fluorescencia cuando se degrada por
lisostafina y la solucién de ensayo se supervisé usando lector de microplacas de fluorescencia (Molecular Devices,
CA). El ensayo usado para PR39 es lectura de fluorescencia directa de PR39 marcado con Fluoresceina.

La vasculatura sanguinea de mamifero esta revestida de cargas anionicas (proteoglucanos) y los sustituyentes
sanguineos (proteinas y células) son todos anionicos. Otros componentes neutros tales como ftriglicéridos estan
empagquetados en lipoproteinas con carga negativa. Es sorprendente e inesperado que la integridad de interaccion
iénica entre el vehiculo anionico y la molécula de carga catiénica (molécula de carga basica) se mantiene en la sangre.
La sangre tiene osmolalidad de 280 mOsmol o sal aproximadamente 150 mM que puede alterar la interaccién idnica.
Ademas, la sangre contiene proteinas aniénicas y células que son aniénicas y puede competir y unirse con moléculas
de carga y alejarlas de los vehiculos anionicos de la presente invencidn. Las paredes de los vasos sanguineos
anionicas también pueden retirar las moléculas de carga del vehiculo. No obstante los resultados anteriores indican
que estas fuerzas fisioldgicas no superan las interacciones iénicas entre las moléculas de carga y el vehiculo aniénico
de la presente invencion.

Aunque se han mostrado y descrito en el presente documento realizaciones preferidas de la presente invencion,
resultara evidente para los expertos en la materia que dichas realizaciones se proporcionan solamente como ejemplo.
Deberia entenderse que pueden emplearse diversas alternativas a las realizaciones de la invencién descritas en el
presente documento en la practica de la invencion. Deberia observarse que para el fin de mayor claridad del alcance
de la invencion, las composiciones de la presente invencién se describen en bloques tales como cadena principal
polimérica, cadenas protectoras, grupos aniodnicos y moléculas de carga. No se pretende que cada bloque sea un
componente inherente del otro. Por ejemplo, en determinadas realizaciones, la cadena principal comprende grupos
carboxilo para formar amida que mantiene la cadena principal intacta. Dichos grupos carboxilo no son los mismos
grupos carboxilo que componen los otros bloques tales como los grupos aniénicos (es decir no deberia usarse ningin
argumento circular en la interpretacion de las reivindicaciones). En determinadas realizaciones, para el fin de la
presente memoria descriptiva se interpretara que los polimeros que contienen de forma natural grupos anidénicos
(carboxilo, sulfato, sulfonato o fosfato) contienen tanto la cadena principal (primer bloque) como el grupo aniénico
(segundo bloque) de la composicién de la presente invencion. En otras realizaciones, las composiciones previstas con
grupos aniénicos son distintas de cualquier grupo aniénico que pueda estar presente en la cadena principal polimérica.
Los bloques que componen una composicion particular se asocian entre si de una manera definida y cada bloque no
deberia solapar entre si en la interpretacion de las reivindicaciones.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> PHARMAIN CORPORATION

<120> COMPOSICION DE NUCLEO ANIONICO PARA SUMINISTRO DE AGENTES TERAPEUTICOS Y
METODOS DE PREPARACION Y USO DE LA MISMA

<130> N116377

47



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2734 884 T3

<140> EP10816024.3
<141> 08-09-2010

<150> 61/240.857
<151> 09-09-2009

<150> 61/241.004
<151> 09-09-2009

<160> 73
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<210> 1

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 1
Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Lys Gly Gly Thr Ala Leu Asp Trp Ser
1 5 10 15
Trp Leu Gln Thr Glu

20

<210> 2

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 2
Asp Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys
1 5 10 15
Lys Thr Ala Leu Asp Trp Ser Trp Leu Gln Thr Glu

20 25

<210> 3

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 3

Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Gly Gly Thr Ala Leu Asp Trp Ser

1 5 10 15

Trp Leu Gln Thr Glu
20
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<210> 4
<211> 23
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 4
Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Gly Thr Thr Leu Asp
1 5 10 15
Trp Ser Trp Leu Gln Met Glu
20
<210>5
<211> 22
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 5
Tyr Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Arg Pro Lys Arg Pro
1 5 10 15
Thr Thr Leu Asn Leu Phe
20
<210> 6
<211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 6
Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Pro Thr Thr Leu Asn Leu Phe
1 5 10 15
<210>7
<211> 29
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 7
Asp Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys
1 5 10 15
Lys Gln Leu Arg Arg Pro Ser Asp Arg Glu Leu Ser Glu
20 25
<210>8
<211> 20
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 8
Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Gln Leu Arg Arg Pro Ser Asp Arg
1 5 10 15
Glu Leu Ser Glu

20

<210>9

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 9
Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Val Gln Arg Lys Arg Gln Lys Leu
1 5 10 15
Met Pro

<210>10

<211> 22

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 10
Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Arg Asp Asp Arg His Asp Ser Gly Leu
1 - 10 15
Asp Ser Met Lys Asp Glu

20

<210> 11

<211> 29

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> MOD_RES
<222> (1)..(1)

<223> Pyr

<400> 11

¥Xaa Glu Gly Ala Pro Pro Gln Gln Ser Ala Arg Arg Asp Arg Met Pro
1 5 10

Cys Arg Asn Phe Phe Trp Lys Thr Phe Ser Ser Cys Lys
20 25
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<210> 12
<211> 23
<212> PRT
<213> Xenopus laevis
<400> 12
Gly Ile Gly Lys Phe Leu His Ser Ala Gly Lys Phe Gly Lys Ala Phe
1 5 10 15
Val Gly Glu Ile Met Lys Ser
20
<210> 13
<211> 23
<212> PRT
<213> Xenopus laevis
<400> 13
Gly Ile Gly Lys Phe Leu His Ser Ala Lys Lys Phe Gly Lys Ala Phe
1 5 10 15
Val Gly Glu Ile Met Asn Ser
20
<210> 14
<211> 37
<212> PRT
<213> Hyalophora cecropia
<400> 14
Lys Trp Lys Leu Phe Lys Lys Ile Glu Lys Val Gly Gln Asn Ile Arg
1 5 10 15
Asp Gly Ile Ile Lys Ala Gly Pro Ala Val Ala Val Val Gly Gln Ala
20 25 30
Thr Gln Ile Ala Lys
35
<210> 15
<211> 35
<212> PRT

<213> Hyalophora cecropia
<400> 15

Lys Trp Lys Val Phe Lys Lys Ile Glu Lys Met Gly Arg Asn Ile Arg
1 5 10 15

Asn Gly Ile Val Lys Ala Gly Pro Ala Ile Ala Val Leu Gly Glu Ala
20 25 30

Lys Ala Leu
35
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<210> 16

<211> 18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 16

Ala Leu Tyr Lys Lys Leu Leu Lys Lys Leu Leu Lys Ser Ala Lys Lys
10

1 5

Leu Gly

<210> 17

<211>12

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

15

Lys Phe His Glu Lys His His Ser His Arg Gly Tyr

1 5

<210>18

<211> 24

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Asp Ser His Ala Lys Arg His His Gly Tyr Lys Arg Lys Phe His Glu

1 5

Lys His His Ser His Arg Gly Tyr
20

<210> 19

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 19

10

15

Asp Ser His Ala Lys Arg His His Gly Tyr Lys Arg Lys Phe His Glu
1 5 10

15

Lys His His Ser His Arg Gly Tyr Arg Ser Asn Tyr Leu Tyr Asp Asn

20 25

<210> 20

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 20

52
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Ala Lys Arg His His Gly Tyr Lys Arg Lys Phe His
1 5 10

<210> 21

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

Ala Cys Tyr Cys Arg Ile Pro Ala Cys Ile Ala Gly Glu Arg Arg Tyr
1 5 10 15

Gly Thr Cys Ile Tyr Gln Gly Arg Leu Trp Ala Phe Cys Cys
20 25 30

<210> 22
<211>18
<212> PRT
<213> Apis sp.

<400> 22
Gly Asn Asn Arg Pro Val Tyr Ile Pro Gln Pro Arg Pro Pro His Pro

1 5 10 15

Arg Ile

<210> 23

<211> 20

<212> PRT

<213> Pyrrhocoris apterus

<400> 23

Val Asp Lys Gly Ser Tyr Leu Pro Arg Pro Thr Pro Pro Arg Pro Ile
1 5 10 15

Tyr Asn Arg Asn
20

<210> 24

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 24

Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys
1 5 10

<210> 25

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético
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<400> 25
Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu
1 5 10 15
Ala Lys Leu Ala Lys
20
<210> 26
<211> 37
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 26
Leu Leu Gly Asp Phe Phe Arg Lys Ser Lys Glu Lys Ile Gly Lys Glu
1 5 10 15
Phe Lys Arg Ile Val Gln Arg Ile Lys Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val
20 25 30
Pro Arg Thr Glu Ser
35
<210> 27
<211> 35
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 27
Gly Asp Phe Phe Arg Lys Ser Lys Glu Lys Ile Gly Lys Glu Phe Lys
1 5 10 15
Arg Ile Val Gln Arg Ile Lys Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val Pro Arg
20 25 30
Thr Glu Ser
35
<210> 28
<211> 31
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 28
Arg Lys Ser Lys Glu Lys Ile Gly Lys Glu Phe Lys Arg Ile Val Gln
1 5 10 15
Arg Ile Lys Asp Phe Leu Arg Asn Leu Val Pro Arg Thr Glu Ser
20 25 30
<210> 29
<211>18
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
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Lys Leu Phe Lys Arg Ile Val Lys Arg Ile Leu Lys Phe Leu Arg Lys

1 5 10 15
Leu Val
<210> 30
<211> 26
<212> PRT
<213> Bos sp.
<400> 30
Gly Arg Phe Lys Arg Phe Arg Lys Lys Phe Lys Lys Leu Phe Lys Lys
1 5 10 15
Leu Ser Pro Val Ile Pro Leu Leu His Leu
20 25
<210> 31
<211> 39
<212> PRT
<213> Sus sp.
<400> 31
Arg Arg Arg Pro Arg Pro Pro Tyr Leu Pro Arg Pro Arg Pro Pro Pro
1 5 10 15
Phe Phe Pro Pro Arg Leu Pro Pro Arg Ile Pro Pro Gly Phe Pro Pro
20 25 30
Arg Phe Pro Pro Arg Phe Pro
35
<210> 32
<211> 26
<212> PRT
<213> Sus sp.
<400> 32
Arg Arg Arg Pro Arg Pro Pro Tyr Leu Pro Arg Pro Arg Pro Pro Pro
1 5 10 15
Phe Phe Pro Pro Arg Leu Pro Pro Arg Ile
20 25
<210> 33
<211>19
<212> PRT

<213> Sus sp.

<400> 33

Arg Arg Arg Pro Arg Pro Pro Tyr Leu Pro Arg Pro Arg Pro Pro Pro
1 5 10 15

Phe Phe Pro
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<210> 34
<211> 11
<212> PRT
<213> Sus sp.

<400> 34

Arg Arg Arg Pro Arg Pro Pro Tyr Leu Pro Arg
1 5 10

<210> 35
<211>12
<212> PRT
<213> Sus sp.

<400> 35

Arg Leu Cys Arg Ile Val Val Ile Arg Val Cys Arg
1 5 10

<210> 36
<211>18
<212> PRT
<213> Sus sp.

<400> 36

Arg Gly Gly Arg Leu Cys Tyr Cys Arg Arg Arg Phe Cys Val Cys Val
1 5 10 15

Gly Arg

<210> 37
<211>17
<212> PRT
<213> Sus sp.

<400> 37
Arg Gly Gly Leu Cys Tyr Cys Arg Gly Arg Phe Cys Val Cys Val Gly
1 5 10 15

Arg

<210> 38

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 38

Lys Lys Lys Lys Pro Leu Phe Gly Leu Phe Phe Gly Leu Phe
1 5 10

<210> 39

<211>13
<212> PRT
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<213> Bos sp.
<400> 39

Ile Leu Pro Trp Lys Trp Pro Trp Trp Pro Trp Arg Arg
1 5 10

<210> 40
<211>13
<212> PRT
<213> Bos sp.

<400> 40

Ile Leu Pro Trp Lys Trp Pro Trp Trp Pro Trp Arg Arg
1 5 10

<210> 41
<211>13
<212> PRT
<213> Bos sp.

<400> 41

Ile Leu Lys Lys Trp Pro Trp Trp Pro Trp Arg Arg Lys
1 5 10

<210> 42
<211>13
<212> PRT
<213> Bos sp.

<400> 42

Ile Leu Lys Lys Trp Pro Trp Trp Pro Trp Arg Arg Lys
1 5 10

<210> 43

<211> 11

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 43

Gly Arg Arg Arg Arg Ser Val Gln Trp Cys Ala
1 5 10

<210> 44

<211>18

<212> PRT

<213> Limulus polyphemus

<400> 44

Arg Arg Trp Cys Phe Arg Val Cys Tyr Arg Gly Phe Cys Tyr Arg Lys
1 5 10 15

Cys Arg

<210> 45

<211> 17

<212> PRT

<213> Tachypleus tridentatus

57



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2734 884 T3

<400> 45

Lys Trp Cys Phe Arg Val Cys Tyr Arg Gly Ile Cys Tyr Arg Arg Cys
1 5 10 15

<210> 46

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 46

Lys Arg Phe Lys
1

<210> 47

<211>18

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<220>

<221> MOD_RES

<222> (5)..(14)

<223> Cualquier aminoacido y esta region puede abarcar de 0 a 10 restos

<220>

<221> MOD_RES

<222> (16)..(17)

<223> Cualquier aminoacido

<400> 47
Lys Arg Phe Lys Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Trp Xaa
1 5 10 15
Xaa Trp

<210> 48

<211>17

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 48
Lys Arg Phe Lys Gln Asp Gly Gly Trp Ser His Trp Ser Pro Trp Ser
1 5 10 15
Ser

<210> 49
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<211> 14
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

5 <220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 49

Lys Arg Phe Lys Gln Asp Gly Gly Trp Ser His Trp Ser Pro
1 5 10
10

<210> 50
<211>8
<212> PRT
15 <213> Desconocido

<220>
<223> Descripcion de desconocido: péptido inhibidor de bFGF

20 <400> 50

Lys Arg Thr Gly Gln Tyr Lys Leu
1 5

<210> 51
25 <211> 16
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
30 <223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 51

Met Trp Tyr Arg Pro Asp Leu Asp Glu Arg Lys Gln Gln Lys Arg Glu
1 5 10 15

35
<210> 52
<211> 37
<212> PRT
<213> Leiurus quinquestriatus
40
<220>
221> MOD_RES
<222> (1)..(1)
<223> Pyr
45
<400> 52

Xaa Phe Thr Asn Val Ser Cys Thr Thr Ser Lys Glu Cys Trp Ser Val
1 5 10 15

Cys Gln Arg Leu His Asn Thr Ser Arg Gly Lys Cys Met Asn Lys Lys
20 25 30

Cys Arg Cys Tyr Ser

35

50 <210> 53
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<211> 35
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Polipéptido sintético
<400> 53
Arg Gln Ile Lys Ile Trp Phe Gln Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys
1 5 10 15
Met Gly Gln Val Gly Arg Gln Leu Ala Ile Ile Gly Asp Asp Ile Asn
20 25 30
Arg Arg Tyr
35
<210> 54
<211> 21
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<220>

<221> MOD_RES
<222> (8)..(8)
<223> D-Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222>(9) .. (9)
<223> D-Leu

<220>
<221> MOD_RES
<222> (10)..(10)
<223> D-Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (11)..(11)
<223> D-Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222>(12) .. (12)
<223> D-Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (13)..(13)
<223> D-Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (14)..(15)
<223> D-Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222> (16) .. (16)
<223> D-Leu
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<220>
<221> MOD_RES
<222> (17)..(17)
<223> D-Ala

<220>

<221> MOD_RES
<222> (18)..(18)
<223> D-Lys

<220>

<221> MOD_RES
<222>(19) .. (19)
<223> D-Leu

<220>

<221> MOD_RES
<222> (20) .. (20)
<223> D-Ala

<220>

<221> MOD_RES

<222> (21) .. (21)

<223> D-Lys

<400> 54
Cys Asn Gly Arg Cys Gly Gly Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu
1 5 10 15

Ala Lys Leu Ala Lys

20
<210> 55
<211> 21
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético
<400> 55
Cys Asn Gly Arg Cys Gly Gly Lys Leu Ala Lys Leu Ala Lys Lys Leu
1. 5 10 15
Ala Lys Leu Ala Lys
20
<210> 56
<211>14
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 56

Phe Cys Leu Gly Pro Cys Pro Tyr Ile Trp Ser Leu Asp Thr
1 5 10
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<210> 57

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 57

ES 2734 884 T3

Thr Ser Leu Asp Ala Ser Ile Trp Ala Met Met Gln Asn Ala

1

<210> 58

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 58

5

10

Lys Arg Ile Trp Phe Ile Pro Arg Ser Ser Trp Tyr Glu Arg Ala

1

<210> 59

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 59

Thr Ser Leu Asp Ala Thr Met Ile Trp Thr Met Met

1

<210> 60

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 60

<210> 61

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 61

1

5

5

62
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5

10
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Thr Thr Leu Asp Trp Ser Trp Leu Gln Met Glu
1 5 10

<210> 62

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 62

Arg Pro Thr Thr Leu Asn Leu Phe
1 5

<210> 63

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 63

Gln Leu Arg Arg Pro Ser Asp Arg Glu Leu Ser Glu
1 5 10

<210> 64

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 64

Gln Arg Lys Arg Gln Lys Leu Met Pro
1

<210> 65

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 65

Asp Asp Arg His Asp Ser Gly Leu Asp Ser Met Lys Asp Glu
1 5 10

<210> 66

<211>6

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Marcador de 6xHis sintético

<400> 66
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His His His His His His
1 5

<210> 67

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 67

Lys Lys Lys Lys
1

<210> 68

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 68

Lys Lys Lys Arg
1

<210> 69

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 69

Lys Lys Arg Lys
1

<210>70

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 70

Lys Lys Arg Arg
1

<210> 71

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético
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<400> 71

Lys Arg Arg Lys
1

<210> 72

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 72

Lys Arg Arg Arg
1

<210> 73

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

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

<400> 73

Arg Arg Arg Arg
1
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REIVINDICACIONES
1. Una composicién que comprende:

una cadena principal polimérica que comprende polilisina, poliornitina, poliarginina, poliglutamato, poliaspartato,
policisteina, poliserina, politreonina, politirosina, heparina, sulfato de condroitina, sulfato de dermatano, sulfato de
heparano, sulfato de queratano, carragenina, pectina, fucoidano o dextrano;

multiples cadenas protectoras, en donde cada cadena protectora comprende poli(etilenglicol) y esta unida
covalentemente con la cadena principal polimérica por un enlace simple;

un miembro de grupo o grupos aniénicos seleccionado del grupo que consiste en sulfato, sulfonato, fosfato y
carboxilo, estando dicho grupo aniénico unido covalentemente mediante un enlace quimico simple con una unidad
monomeérica de la cadena principal polimérica; y

una molécula de carga unida directamente mediante interaccion iénica con el grupo aniénico sin ion metalico
intermediario;

en donde la molécula de carga

i) comprende un péptido penetrante celular;
ii) comprende un dominio de unién aniénico; o
iii) tiene un punto isoeléctrico mayor de 7,3.

2. La composicion de la reivindicacion 1, en donde el poli(etilenglicol) es alcoxi poli(etilenglicol).
3. La composicion de la reivindicacion 2, en donde el alcoxi poli(etilenglicol) es metoxi poli(etilenglicol).

4. La composicion de la reivindicacion 1, en donde la molécula de carga se selecciona de un grupo que consiste en:
(i) un péptido; (ii) una proteina; y (iii) una molécula organica pequefa.

5. La composicion de la reivindicacion 1 o 4, en donde la molécula de carga es un péptido o una proteina que
comprende una secuencia contigua penetrante celular de 5-10 aminoacidos y en donde el nimero de aminoacidos
basicos (lisina y arginina) menos el nimero de aminoacidos acidos (glutamato y aspartato) es 2 o mas.

6. La composicion de la reivindicacion 5, en donde la secuencia contigua penetrante celular en el péptido comprende
una secuencia seleccionada de un grupo que consiste en: 1) Lys-Lys-Lys-Lys, 2) Lys-Lys-Lys-Arg, 3) Lys-Lys-Arg-
Lys, 4) Lys-Lys-Arg-Arg, 4) Lys-Arg-Arg-Lys, 5) Lys-Arg-Arg-Arg y 6) Arg-Arg-Arg-Arg, en donde cualquier aminoacido
puede ser isémero D o L y la orientacion de la secuencia presentada puede ser de amino a carboxilo o de carboxilo a
amino.

7. La composicion de la reivindicacion 1, en donde

a) la molécula de carga es un agente antiinfeccioso seleccionado del grupo que consiste en lisostafina, interferon
y las SEQ ID NO: 12-45, en donde cuando la molécula de carga es interferén, la cadena principal polimérica
comprende heparina o condroitina; o

b) la molécula de carga comprende una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO: 1-59; o

c) la molécula de carga comprende un péptido antiinflamatorio seleccionado de un grupo que consiste en: (i) los
ultimos 11 aminoacidos de la SEQ ID NO: 1, (ii) los ultimos 8 aminoacidos de la SEQ ID NO: 5, (iii) los ultimos 12
aminoacidos de la SEQ ID NO: 7, (iv) los ultimos 10 aminoacidos de la SEQ ID NO: 9, y (v) los ultimos 14
aminoacidos de la SEQ ID NO: 10; o

(d) la molécula de carga que comprende un péptido antiinflamatorio seleccionado de un grupo que consiste en las
SEQ ID NO: 1-11; 0

(e) la molécula de carga es un factor de crecimiento o un agente antiapoptético que comprende una secuencia
peptidica seleccionada de las SEQ ID NO: 31-34, 46-49 inclusive, un factor de crecimiento de fibroblastos (FGF),
un factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de hepatocitos (HGF), un factor de
crecimiento transformante (TGF), factor de crecimiento nervioso (NGF) y un factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF); o

(f) la molécula de carga es un inhibidor del crecimiento celular, inhibidor del crecimiento de cicatrices o agente pro-
apoptético que comprende una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO: 50-59, o la molécula de carga es un
interferén, en donde cuando la molécula de carga comprende interferén, la cadena principal polimérica comprende
heparina o condroitina.

8. La composicion de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 4 a 7, en donde la cadena principal polimérica
comprende polilisina.

9. La composicion de la reivindicacion 8, en donde la molécula de carga se selecciona del grupo que consiste en FGF,
HGF y las SEQ ID NO: 26-29 y 32-34.

10. La composicidon de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 4 a 7, en donde la cadena principal polimérica
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comprende condroitina.

11. La composicidn de una cualquiera de las reivindicaciones 1, 7 y 8, en donde la molécula de carga es EGF de unién
a heparina, lisostafina o comprende la SEQ ID NO: 31.

12. Una composicion farmacéutica que comprende:

la composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11; y
un excipiente farmacéuticamente aceptable.

13. La composicidon segun la reivindicacién 7, parte a) o b) para su uso en un método para tratar la infeccién en un
sujeto; o

la composicién segun la reivindicacién 7, parte ¢) o d) para su uso en un método para tratar la inflamacion en un sujeto;
o}

la composicion segun la reivindicacion 7, parte e) para su uso en un método para tratar el dafio organico o celular en
un sujeto que necesite crecimiento o prevencién de la apoptosis;

en donde dichos métodos comprenden administrar al sujeto una cantidad eficaz de la composicion.

14. La composicion para su uso segun la reivindicacion 13 en donde:

(a) la inflamacién esta asociada con artritis, enfermedad inflamatoria del intestino cronica, esclerosis multiple,
diabetes, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o artritis reumatoide; o
(b) el dafio organico o celular esta:

(i) provocado por lesién por radiacion;

(i) en el intestino;

(iii) en la médula 6sea;

(iv) en el higado;

(v) en el corazon;

(vi) provocado por infarto de miocardio;

(vii) provocado por enfermedad autoinmunitaria; o
(viii) provocado por diabetes de tipo 1.

15. La composicion segun la reivindicacion 7, parte f) para su uso en el tratamiento del cancer o exceso de crecimiento

de células o cicatrices, en donde la molécula de carga comprende una secuencia seleccionada de las SEQ ID NO: 50-
59, o comprende un interferén alfa o interferén gamma.
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Figura 1

(1) Polimero de cadena principal
(ramificado o no ramificado)

" (25 Cadenas protectoras
(por ejemplo, PEG de 5-20 kDa)

(3) Grupos anidnicos de sulfato,
sulfonato o fosfato

(4) Molécula de carga catiénica o
péptido/proteina con punto
isoléctrico mayor de 7
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