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DESCRIPCION
Sistema de suministro in vivo optimizado con agentes endosomoliticos para conjugados de &cidos nucleicos
Descripcién
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere al campo de la medicina, en particular de la oncologia.
Antecedentes de la invencion

El tratamiento contra el cancer consiste principalmente en cirugia siempre que sea posible, agentes citotéxicos tales
como quimioterapia y radioterapia. En la Gltima década han surgido terapias moleculares para el tratamiento del
cancer, tales como: anticuerpos monoclonales dirigidos a los receptores de la membrana celular, inhibidores del
receptor de tirosina cinasa u otras cinasas que dirigen la transduccién de sefales implicada en la proliferacion, muerte
y supervivencia celular. Como agentes citostaticos, su régimen de monoterapia carece frecuentemente de un beneficio
clinico suficiente. Se obtienen frecuentemente resultados sinérgicos mediante la combinacién con agentes citotoxicos
pero se limitan por sus efectos secundarios acumulativos.

La mayoria de los tratamientos contra el cancer provocan directa o indirectamente dafios en el ADN en las células
tumorales proliferantes tratadas, lo que finalmente conduce a su muerte. Sin embargo, varias resistencias intrinsecas
y adquiridas del tumor a estos tratamientos son, al menos en parte, debidas a las actividades eficientes de reparacion
del ADN de las células tumorales. Ahora se reconoce bien que la reparacion del ADN es un objetivo importante para
la terapia contra el cancer (Helleday y otros, Nat. Rev. Cancer, 2008, 8:193-204). El desarrollo mas avanzado de
farmacos en este campo es el de los inhibidores de PARP.

Como la reparacion del ADN es un proceso de supervivencia esencial en todos los seres vivos, tiene multiples vias de
reparacion especializadas, y tiene algunas redundancias que hacen al proceso robusto cuando una via es deficiente
o se bloguea por un agente terapéutico, tal como un inhibidor de la reparacién del ADN. Por lo tanto, en lugar de
dirigirse a un gen/proteina clave implicado en el proceso de reparacién del ADN, independientemente de su
importancia biolédgica y relevancia clinica, la terapia molecular innovadora debe abordar una o varias vias clave como
un objetivo global, junto con terapias convencionales, para lograr el tratamiento mas eficiente contra el cancer.

Se concibi6 dirigirse globalmente a las vias de deteccién, sefalizacion y reparacion de las lesiones en el ADN para
desactivar la defensa de los canceres frente a los tratamientos existentes. Una estrategia consiste en introducir
moléculas de ADN cortas modificadas que imitan rupturas de doble cadena (DSB), llamadas Dbait, en células que
hasta entonces podian reparar eficientemente las DSB y por lo tanto sobrevivir. La eficacia antitumoral de las Dbait en
asociacion con la radioterapia (RT) o la quimioterapia (CT) se explica por el hecho de que las moléculas Dbait atrapan
los complejos iniciales de deteccion de DSB, bloquean la sefalizacion de reparacién aguas abajo, desorganizan
posteriormente todos los sistemas de reparacion de DSB (tanto la unidn de extremos no homoélogos como las vias de
recombinacion homologa), y finalmente inhiben la reparacion de las DSB (documento WO2005/040378; documento
WQ02008/034866; Quanz y otros, 2009, Clinical Cancer Research 15:1308; Quanz y otros, 2009, PLoS ONE 4:¢6298;
Dutreix y otros 2010, Mut. Res. 704:182). Finalmente, las células cancerosas ya no pueden escapar de su muerte. Se
han encontrado que las moléculas Dbait también son eficaces solas, sin una combinacién con radioterapia (RT) o
quimioterapia (CT) (documento WO2008/084087).

Sin embargo, una vez que se identifican los agentes activos de interés clinico, el problema recurrente es encontrar la
mejor manera de suministrar los agentes activos, especialmente para los agentes de acido nucleico. El desarrollo y
optimizacién de sistemas de suministro de ADN/ARN no virales eficientes tiene que abordar los problemas de
toxicidad, las «barreras tisulares y sistémicas» tales como la degradacién, la opsonizacion de particulas mediante
componentes del suero cargados, el rapido aclaramiento y la acumulacién en tejidos no objetivo, cuando la sustancia
activa se administra por via sistémica, las “barreras celulares” para su suministro tales como la baja captacion a través
de la membrana citoplasmatica, la liberacion inadecuada de moléculas de ADN en el compartimento celular activo, y
la ausencia de direccionamiento nuclear (requerido para la terapia génica).

De hecho, para ser eficaces, la mayoria de estos agentes activos tienen que captarse por las células para alcanzar el
citoplasma y/o el nacleo. Particularmente, cuando los agentes activos que incluyen acidos nucleicos se administran
en su forma “libre” o desnuda, frecuentemente sufren de degradacién antes y después de la captacién por las células
objetivo. Dentro de las células, esta degradacion se debe principalmente al hecho de que los acidos nucleicos que
entran a las células por endocitosis, se secuestran en endosomas celulares que finalmente evolucionan en lisosomas
donde la degradacién quimica y enzimatica es muy eficiente.

En la técnica anterior, los agentes activos se han conjugado a diversos portadores y se han encapsulado en liposomas,

micelas y nanoparticulas donde se protegen de la degradacién en el suero. La técnica anterior emplea, ademas, una
variedad de compuestos quimicos para el acoplamiento covalente de &cidos nucleicos y otros agentes activos a
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portadores moleculares, lo que incluye polimeros tales como dextranos o PEG o moléculas que buscan disminuir el
aclaramiento, portadores que incluyen transferrina, moléculas lipéfilas tales como el colesterol unido a ARNip para
potenciar la captacion celular (Chen y otros, 2010, J. Controlled Release 144:227). Dichos portadores pueden incluir
restos de direccionamiento tales como anticuerpos, polipéptidos, acidos nucleicos y otras sustancias para dirigir los
agentes activos a las células objetivo seleccionadas. La técnica anterior describe, ademas, moléculas que mejoran la
endocitosis para su uso en una composicion farmacéutica (documento US2008/0194540).

Sin embargo, cuando los agentes activos de ADN/ARN se captan por las células a través del proceso de endocitosis,
frecuentemente terminan secuestrados en endososomas donde no pueden escapar, lo que reduce por lo tanto
grandemente su potencial terapéutico. Por ejemplo, Zimmermann y otros mostraron que un conjugado de colesterol-
ARNip(ApoB-1) es aproximadamente 1000 veces menos potente que su formulacion liposémica (vector SNALP) en
ratones: 100 mg/kg de chol-siApoB-1 es equivalente a 0,1 mg/kg de SNALP- ApoB-1 (Zimmermann y otros, Nature,
2006, 441:111-114, Figura 1 suplementaria).

Para los acidos nucleicos, la técnica anterior ha intentado resolver este problema a través del uso de polimeros
cationicos tales como polietilenimina (PEI) (documento WO96/02655) o liposomas con lipidos o péptidos fusogénicos
tales como el vector SNALP. La PEI es capaz de desestabilizar endosomas mediante un efecto de esponja de protones
bien descrito y por lo tanto facilitan la liberacién del acido nucleico. Sin embargo, el uso de la PEI frecuentemente se
limita por su citotoxicidad y hasta el momento no se ha aprobado para su uso en seres humanos. La formulacion
liposémica también presenta toxicidad y encapsulacion limitada de acidos nucleicos (usualmente en el intervalo de 1-
2 mg/ml) que puede no ser adecuada para la aplicacién que requiere una alta carga util de agentes de acidos nucleicos.

Los agentes “endosomoliticos” tales como las cloroquinas se conocen que potencian la transfeccion de acidos
nucleicos al facilitar su escape de los endosomas hacia el citoplasma en células cultivadas. Sin embargo, el uso de la
cloroquina se limita al uso in vitro y solo raramente se ha evaluado para ayudar al suministro de acidos nucleicos in
vivo. Esto puede deberse a informes en la técnica de acidos nucleicos que ensefian en contra de su uso in vivo debido
a la toxicidad de la cloroquina.

Benns, y otros (2000, Bioconj. Chem. 11: 637) reportaron que “Aunque la cloroquina ha demostrado ayudar en la
liberacion del ADN plasmidico hacia el citoplasma, se ha descubierto que es téxica y por lo tanto no puede usarse in
vivo”. Este problema se debe parcialmente al hecho de que se necesitan concentraciones relativamente altas de
cloroquina libre para alcanzar el mismo sitio que el acido nucleico (es decir, el ADN plasmidico) en el endosoma. De
manera similar, Zhang y otros (2003, J Gene Med 5:209) estudiaron el uso in vivo de la cloroquina para el suministro
de genes al higado. En este articulo, usaron un plasmido junto con un péptido (polilisina/molosina) como vector de
ADN. Llegaron a la conclusion de que, a pesar de que la cloroquina es eficaz para promover el suministro de genes al
higado, se requiere dosificacion multiple y su uso se limita por la toxicidad sistémica. De hecho, demostraron que la
toxicidad aguda de la cloroquina sistémica limita su uso in vivo a niveles que estan sustancialmente mas abajo de los
requeridos para el suministro 6ptimo de genes. El suministro local de cloroquina también se limita por la toxicidad local
de la cloroquina y por su difusion fuera del sitio de suministro. Finalmente, no observaron un suministro de genes o un
nivel muy bajo cuando se usa ADN desnudo.

En este contexto, el documento WO2007/040469 describe que la solucién al problema de la necesaria concentracion
alta de cloroquina puede superarse al acoplar covalentemente la cloroquina al agente activo, lo que reduce de esta
manera la dosificacion total necesaria. EI documento W02009/126933 propone unir covalentemente el acido nucleico
para el suministro tanto a un agente endosomolitico como a un ligando de direccionamiento.

La cloroquina y sus derivados tales como la hidroxicloroquina se usan en el tratamiento curativo y profilactico de la
malaria. Ademas, se ha estudiado para su uso en combinacion con radioterapia y/o quimioterapia de canceres (Sotelo
y otros, 2006, Ann Intern Med 144:337-342; documentos NCT01023477 y NCT00969306). La hipdtesis es que la
cloroquina/hidroxicloroquina inhibe la autofagia que es un proceso normal de defensa celular mediante la exportacion
de agentes terapéuticos a los lisosomas donde se degradan.

En conclusién, la optimizacién de terapias basadas en acidos nucleicos requiere abordar mas profundamente la
eficacia y citotoxicidad de los sistemas de suministro de ADN sintético.

Breve descripcion de la invencion

El alcance de la presente invencion se define por las reivindicaciones y cualquier informacion que no caiga dentro de
las reivindicaciones se proporciona solo a modo de informacion.

La presente descripcion se refiere a un nuevo método eficiente para el suministro in vivo de acidos nucleicos de interés
terapéutico basado en la conjugacién covalente de &cidos nucleicos de interés terapéutico con una molécula que
facilita la endocitosis. En particular, este sistema de suministro in vivo se usa para moléculas Dbait.

Mas particularmente, la molécula de acido nucleico conjugada tiene la siguiente formula:
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i, - ~NNNNAN) N
NNKN-(N) N — ")y

en donde N es un desoxinucledtido, n es un nimero entero de 21 a 95, la N subrayada se refiere a un nucleétido que
tiene una cadena principal de fosfodiéster modificada, L’ es un enlazador, C se selecciona del grupo que consiste en
acido graso octadecil o dioleoil, folatos o acido folico y colesterol, L es un oligoetilenglicol carboxamido, m es 1.
Preferentemente, el enlazador L’ se selecciona del grupo que consiste en hexaetilenglicol, tetradesoxitimidilato (T4),
1,19-bis(fosfo)-8-hidraza-2-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano y  2,19-bis(fosfor)-8-hidraza-1-hidroxi-4-oxa-9-oxo-
nonadecano; y/o, m es 1 y L es un oligoetilenglicol carboxamido, preferentemente, un trietilenglicol carboxamido; y/o
C se selecciona del grupo que consiste en acido graso octadecil o dioleoil, folatos o acido félico y colesterol. Aln con
mayor preferencia, C es colesterol.

En un aspecto mas particular, la molécula de acido nucleico conjugada tiene una de las siguientes formulas:

o I ACGCACGGETGTTEEETCETT TG U TOGEATCT v
;

“ TELGTGCCCAC ARCCTAGTARAL ARGCCTAGA. -

(TMa)
C-L e — OGS T AGAT O T T T T e T GG T TR TR AT -,
" GOATCCAGACARACCACCCARATGTCACS Tngw’L
(1Ib)
£l o —- GETAGGCTTETTTGODGEETTETASCCACAST
" TGATCCGAACAARCCRCLLnALATCCGTGTCG,X~}L
B— (IIc)
CL ——— GCTETECCCACARCTIRGURRAC ARG FLT&&PW-’ ,
" CGACACGEGTAGTTGASTCET T TG TCGGATCT. - b
(1Td)
col - GETRGGETCTGTTTGETGGEITTTECACTGGCAC .
T e mim m e e e 3
( CEATCCAGACARRCTACCEAARL GTCACTIGT Go (LLe)

Preferentemente, el nucledtido subrayado se refiere a un nucleétido que tiene una cadena principal de fosforotioato o
metilfosfonato. Preferentemente, el nucle6tido subrayado se refiere a un nucleétido que tiene una cadena principal de
fosforotioato; y/o, el enlazador L’ se selecciona del grupo que consiste en hexaetilenglicol, tetradesoxitimidilato (T4) y
2,19-bis(fosfor)-8-hidraza-1-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano; y/o, m es 1 y L es trietilenglicol carboxamido,
tetraetilenglicol carboxamido, oligoetilenglicol carboxamido, con mayor preferencia, un trietilenglicol carboxamido; y/o
se selecciona del grupo que consiste en octadecil trietilenglicol, y/o C se selecciona del grupo que consiste en acido
graso octadecil o dioleoilo, folatos o acido félico y colesterol. Con mayor preferencia, el enlazador L’ se selecciona del
grupo que consiste en hexaetilenglicol, tetradesoxitimidilato (T4) y 2,19-bis(fosfor)-8-hidraza-1-hidroxi-4-oxa-9-oxo-
nonadecano; y m es 1 y L es un polietilenglicol carboxamido, preferentemente, un trietilenglicol carboxamido, y C se
selecciona del grupo que consiste en acidos grasos octadecil o dioleoil, folatos y colesterol. Con mayor preferencia, C
se selecciona del grupo que consiste en dioleoil, octadecil, acido félico y colesterol. Ain con mayor preferencia, C es
colesterol.

En un aspecto muy especifico, la molécula de acido nucleico conjugada es

-~ /\N,\ a*

SN

\/\{/\l/\ a
\/i*-g/\wf\ g 5T GCTGTGCCCACAACCCAGCARACAAGCCTAGA \L\QW o U

3" CCACACGGETGTTGGGTCGTTTGTTCGGATC T o e
en donde el nucleotido subrayado se refiere a un nucleétido que tiene una cadena principal de fosforotioato.
Breve descripcion de los dibujos
Figura 1: Captacion celular de Dbait formulada. (A) Analisis por microscopia de complejos de Dbait con PEI11k (a).
(B) El analisis por citometria de flujo de la captacién celular se realiz6 5 horas después del inicio del tratamiento para
diversas condiciones de transfeccion. Dbait-cy3 con Superfect, 2 ug/ml de coDbait-cy3 sin y con tratamiento de

cloroquina antes de la transfeccion, 25 pug/ml de coDbait-cy3 sin y con CQ.

Figura 2: Actividad de la Dbait formulada. (A) La activacién de ADN-PK se midi6 después de la adicién de 50 u del
complejo enzimatico purificado a sin ADN, 0,25 ug de Dbait o 0,25 pg de coDbait, (B) inmunodeteccion de y-H2AX en
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células 24 horas después del tratamiento con 1,6 pg/ml de Dbait (izquierda), 1,6 pg/ml de Dbait/PEI11K (medio), 16
pg/ml de coDbait con CQ. barra de escala: 20 um. (C) Cuantificacion de y-H2AX, 5 horas (negro) y 24 horas (gris)
después del tratamiento mediante diversas Dbait formuladas. Todas las transfecciones se realizaron con 1,6 pg/ml de
Dbait o 16 pg/ml de coDbait. Cuando se indica, la CQ se afadié antes de la transfeccién

Figura 3: Fenotipos 24 horas después de la inyeccion de Dbait en el espacio extracelular de embriones de pez cebra
en estadio celular 1K. (A-C) Vistas laterales anteriores a la izquierda de embriones de pez cebra 24 horas después de
la inyeccion de Dbait-cy3 + PEI (2-5 nl) en el polo animal de embriones de pez cebra en estadio celular 1K: panel
superior, vista de campo brillante; panel inferior, aumento 2x de la region de la cabeza con recubrimiento de
epifluorescencia que muestra Dbait-cy3 en rojo. (A) Fenotipo de tipo 1 no distinguible del no inyectado (no se muestra).
(B) Fenotipo leve de tipo 2 con muerte celular extensa en la regién de la cabeza. (C) Teratogénesis fuerte de tipo 3 y
muerte celular generalizada. (D) Histograma que muestra el porcentaje de las tres clases fenotipicas en dependencia
del adyuvante. Se analizaron mas de 100 embriones para cada condicion. NA: Dbait inyectada sola; Sup: Superfect;
PEI 25k, 22k, 11k del tamafo correspondiente; cloro: cloroquina; Lut: Lutrol.

Figura 4: Difusién y actividad en tumores. Los tumores se inyectaron con 1,6 ug de Dbait-cy5.5/PEl o 16 ug de coDbait-
cy5.5 (1/10 de cdDbait marcada con cy5.5 + 9/10 de coDbait no marcada para mantener una intensidad de
fluorescencia similar) y se analizaron el dia siguiente para determinar la distribucion de la fluorescencia y la actividad
de ADN-PKcs. Difusion de Dbait fluorescente después de dos tipos de inyecciones: una inyeccion intratumoral o dos
inyecciones subcuténeas.

Figura 5: Supervivencia de 5 grupos de ratones desnudos que portan xenoinjerto de melanoma SK28: 1) no tratados
(n=16); 2) irradiados (IR, n=12); 3) irradiados con 1 mg de cloroquina inyectada por via intraperitoneal (CQ, IR, n=10);
4) tratados con 0,6 mg de DTO01 inyectada por via intratumoral (también denominada CoDbait) e irradiados 5 horas
mas tarde (DTO1, IR, n=11) y 5) tratados previamente con 1 mg de cloroquina inyectada por via intraperitoneal 2 horas
antes de la inyeccion intratumoral de 0,6 mg de DTO1 (también denominada CoDbait) e irradiados 5 horas mas tarde
(DTO1, CQ, IR, n=13).

Figura 6. Estudio del crecimiento tumoral del melanoma SK28 injertado sobre ratones desnudos. Arriba: protocolo de
tratamiento: 4 tratamientos de DT01 (también denominada CoDbait) combinados con 4 sesiones de irradiacién (RT)
en dos semanas. 4 mg de DTO1 se inyectaron por via subcutanea en dos puntos opuestos separados por 5 mm del
limite del tumor. Los animales se trataron previamente antes del inicio del tratamiento y durante el tratamiento con
DTO1+RT con 1 mg de cloroquina (CQ) dos veces por semana mediante administracién oral (p.o.)*. En el medio: Valor
medio del crecimiento tumoral de diversos grupos de animales: No tratado o CQ: no tratado o tratado solamente con
CQ (n=11); RT o CQ+RT: irradiado con o sin un cotratamiento de cloroquina (n=16); DTO1+RT: tratado con DT01 e
irradiacion (n10); DT01+CQ+RT: tratado con DTO1 con cloroquina e irradiacién (n=12).

Abajo: Detalles de los grupos DT01+RT y DT01+CQ+RT. Cada curva corresponde a un crecimiento tumoral.

Figura 7: La actividad de ADN-PK se monitoreé mediante el uso del kit de ensayo de proteina cinasa dependiente de
ADN SignaTECT (Promega, Madison, WI, EE.UU.). El sustrato de péptido biotinilado, 50 unidades de ADN-PK
(Promega, Madison, WI, EE.UU.) y 500 nM de diversas moléculas Dbait se incubaron durante 5 min a 30 °C con (y-
32P)ATP de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El sustrato biotinilado se captur6 en una membrana de
estreptavidina, se lavé y se contd en un contador de centelleo. El porcentaje de fosforilacion se calculd al dividir la
radioactividad unida por el conteo total de (y-32P)ATP por muestra. La Dbait32Hc es una molécula Dbait no conjugada.
0813, 0815, 0902, 0903, 0904 y 0905 son moléculas Dbait conjugadas (consultar Tablas de “Moléculas Dbait
conjugadas alternativas”). Dbait8H es una Dbait corta (8 pb) usada como control negativo de la actividad de ADN-PK.

Figura 8: Actividad de moléculas Dbait medidas mediante fosforilacion de H2AX. Inmunodeteccién del y-H2AX en la
linea celular MRC5 24 horas después de la transfeccion de diversas moléculas Dbait conjugadas (consultar Tablas de
“Moléculas Dbait conjugadas alternativas”) con o sin tratamiento previo con 50 pM de cloroquina. La Dbait formulada
con polietilenimina (PEI) se usdé como control positivo.

Descripcién detallada de la invencion

La introduccion de moléculas de ADN pequefas (Dbait) altera la reparacion del ADN de cromosomas danados y
proporciona un método eficiente para potenciar la eficiencia de la radioterapia o quimioterapia en los tumores,
particularmente en tumores resistentes. Sin embargo, la actividad sensibilizante de las moléculas Dbait depende de la
eficiencia de su suministro dentro de las células tumorales.

Por lo tanto, los inventores compararon diferentes estrategias para mejorar esta etapa clave. Para probar las
estrategias, desarrollaron un flujo de trabajo de ensayos: (i) andlisis molecular de complejos formados con moléculas
Dbait, (ii) pruebas celulares para la captacion y actividad de Dbait, (iii) monitoreo por microscopia confocal de
embriones vivos de pez cebra para determinar la distribucion in vivo y la actividad bioldgica de las moléculas
formuladas. Estas pruebas permitieron la seleccion de las formulaciones y protocolos de administracion mas eficientes
antes de los ensayos en tumores xenoinjertados en ratén. Se compararon dos clases de formulacion: polimeros
policatiénicos con polietilenimina lineal o ramificada (PEI), y Dbait unida covalentemente al colesterol (coDbait). Los
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complejos de PEl lineales fueron los mas eficientes para la transfeccion de Dbait in vitro e in vivo pero mostraron una
alta toxicidad. De hecho, se requirieron dosis 10 veces mayor de coDbait usadas con 1 mg de cloroquina (de acuerdo
con la conversién alométrica, equivalente a la dosis profilactica usada en seres humanos) para observar el mismo
efecto antitumoral en el melanoma xenoinjertado que con las Dbait cuando se formularon con PEI. Sin embargo, se
encontré que las dosis probadas de coDbait administradas con cloroquina no eran toxicas.

En consecuencia, la presente descripcion describe la combinacion y el protocolo de administracion del conjugado
colesterol- &cido nucleico con cloroquina administrada sistémicamente a una dosis clinica relevante, en particular el
uso del conjugado colesterol-Dbait con dosis profilacticas de cloroquina (mediante la conversion alométrica en
animales), sin toxicidad notable. Los inventores mostraron que una cantidad 10 veces mayor (10x) de colesterol-Dbait
tiene una potencia similar en comparacién con 1x de Dbait vectorizada por un sistema de vectores no virales en
ratones, en lugar de 1000 veces sin el uso de cloroquina descrita en la técnica anterior. Esto hace que la conjugacién
de acidos nucleicos terapéuticos a un agente lipéfilo o de direccionamiento a células sea un sistema de suministro
seguro y econémicamente utilizable.

En consecuencia, a pesar de la necesidad de una dosis mayor de coDbait, los inventores descubrieron
sorprendentemente que:

1) La combinacion de coDbait con cloroquina presenta una toxicidad baja, si existe, in vivo. Esto permite mejorar el
indice terapéutico (relacion de dosis eficaz/dosis con toxicidad) de casi 1 para Dbait/PEl a >20 para coDbait; se ha
observado la ausencia de toxicidad después de la inyeccion intravenosa, inyeccién subcutanea e incluso después de
la inyeccion intracerebral en raton, rata, conejo y mono;

2) La combinacion de coDbait con cloroquina proporciona una activaciéon retardada y sostenida de ADN-PK (objetivo
principal de las Dbait) y permite un efecto terapéutico prolongado. Mas particularmente, se observa un aumento de la
actividad o del efecto durante el periodo de tiempo;

3) Sorprendentemente, el coDbait se difunde bien en tumor/tejido en comparacion con Dbait/PEl.

4) Por primera vez, el inventor observé que la cloroquina permite el aumento de la captacion celular de coDbait
mientras que este efecto es menos pronunciado con el colesterol conjugado a moléculas de ARNip.

Basado en estas observaciones, la presente descripcién se refiere a

- una composicién farmacéutica que comprende una molécula Dbait conjugada o una molécula de &cido nucleico
en horquilla como se describe méas abajo, y opcionalmente b) un agente antitumoral que dara el ADN, y un portador
aceptable farmacéuticamente, particularmente para su uso en el tratamiento del cancer;

- un producto o kit que contiene (a) una molécula Dbait conjugada o una molécula de acido nucleico en horquilla
como se describe mas abajo, y opcionalmente b) un agente antitumoral que dafia el ADN, como una preparacion
combinada para su uso simultaneo, separado o secuencial, en particular en el tratamiento del cancer;

- una composicién farmacéutica que comprende una molécula Dbait conjugada o una molécula de &cido nucleico
en horquilla como se describe mas abajo, para el uso en el tratamiento del cancer en combinacién con radioterapia
y/o un agente antitumoral que dana el ADN;

- el uso de una composicion farmacéutica que comprende una molécula Dbait conjugada o una molécula de acido
nucleico en horquilla, como se describe mas abajo, para la fabricacién de un medicamento para el tratamiento del
cancer en combinacion con radioterapia y/o un agente antitumoral que dafna el ADN o para aumentar la eficiencia del
tratamiento del cancer con radioterapia y/o un agente antitumoral que dafia el ADN o para mejorar la sensibilidad del
tumor a la radioterapia y/o al tratamiento con un agente antitumoral que dafna el ADN.

Los términos “kit”, “producto” o “preparacién combinada”, como se usan en la presente descripcidn, definen
especialmente un “kit de partes” en el sentido de que las parejas de combinacion (a) y (b), y opcionalmente (c), segun
se definié6 anteriormente pueden dosificarse independientemente o mediante el uso de diferentes combinaciones
fijadas con cantidades diferentes de las parejas de las combinaciones (a) y (b), y opcionalmente (c), es decir,
simultaneamente o en diferentes puntos de tiempo. Las partes del kit de partes pueden entonces, por ejemplo,
administrarse de manera simultanea o cronolégicamente escalonadas, es decir en puntos de tiempo diferentes y con
intervalos de tiempo iguales o diferentes para cualquier parte del kit de partes. La relacion de las cantidades totales
de la pareja de combinacién (a) con respecto a la pareja de combinacion (b), y opcionalmente (c), a administrarse en
la preparaciéon combinada, puede variar. Las parejas de combinacion (a) y (b) y opcionalmente (c) pueden
administrarse por la misma via o por vias diferentes.

Dentro del contexto de la invencion, el término tratamiento indica un tratamiento curativo, sintomatico, y preventivo.
Las composiciones farmacéuticas, kits, productos y preparaciones combinadas de la invencidon pueden usarse en
seres humanos con cancer o tumor existentes, lo que incluye estadios tempranos o tardios de progresion del cancer.
Las composiciones farmacéuticas, kits, productos y preparaciones combinadas de la invencion no necesariamente
curaran al paciente que tiene el cancer, sino que retrasaran o enlenteceran la progresiéon o evitaran una progresion
posterior de la enfermedad, lo que mejora de esta manera la condicion del paciente. En particular, las composiciones
farmacéuticas, kits, productos y preparaciones combinadas de la invencion reducen el desarrollo de los tumores,
reducen la carga tumoral, producen regresion tumoral en un huésped mamifero y/o previenen la aparicién de
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metastasis y la recaida del cancer. En el tratamiento del cancer, la composicion farmacéutica de la invencion se
administra en una cantidad eficaz terapéuticamente.

Por “cantidad eficaz” se entiende la cantidad de la composicién farmacéutica de la invenciéon que previene, elimina o
reduce los efectos perjudiciales del cancer en los mamiferos, lo que incluye los seres humanos, sola o en combinacion
con los otros ingredientes activos de la composicion farmacéutica, kit, producto o preparacién combinada. Se entiende
que la dosis administrada puede adaptarse por los expertos en la técnica de acuerdo con el paciente, la patologia, el
modo de administracién, etcétera.

Siempre que se menciona dentro de toda esta descripcion “tratamiento de un cancer” o similares con referencia a la
composicién farmacéutica de la invencién, se entiende: a) una composicién farmacéutica de la invencién para su uso
en el tratamiento de un cancer; y/o b) el uso de una composicién farmacéutica de la invencién para la fabricacion de
un medicamento para el tratamiento de un cancer.

Moléculas Dbait

Las moléculas Dbait se han descrito extensamente en las solicitudes de patente PCT WO2005/040378,
W02008/034866 y W0O2008/084087.

Las moléculas Dbait pueden definirse por una serie de caracteristicas necesarias para su actividad terapéutica, tales
como su longitud minima, la presencia de al menos un extremo libre, y la presencia de una porcion bicatenaria,
preferentemente, una porcion de ADN bicatenario. Como se analizard més abajo, es importante sefalar que la
secuencia de nucleétidos precisa de las moléculas Dbait no tiene efecto en su actividad. Ademas, las moléculas Dbait
pueden contener una cadena principal modificada y/o no natural.

Preferentemente, las moléculas Dbait son de origen no humano (es decir, su secuencia de nucleétidos y/o
conformacion (por ejemplo, horquilla) no existe como tal en una célula humana), con la méaxima preferencia, de origen
sintético. Dado que la secuencia de las moléculas Dbait tienen poca, si la tienen, funcién, las moléculas Dbait no
tienen, preferentemente, un grado significativo de homologia o identidad de secuencia con genes, promotores,
potenciadores, secuencias aguas arriba 5° o 3’, exones e intrones conocidos. En otras palabras, las moléculas Dbait
tienen menos de 80 % o 70 %, incluso menos de 60 % o0 50 % de identidad de secuencia con cualquier gen en un
genoma humano. Los métodos para determinar la identidad de secuencia se conocen bien en la técnica e incluyen,
por ejemplo, BLASTN 2.2.25. Por genoma humano, se considera, preferentemente, para determinar el porcentaje de
identidad el Human Genome Build 37 (referencia GRCh37.p2 y conjuntos alternos). Las moléculas Dbait no se
hibridan, en condiciones rigurosas, con el ADN genémico humano. Las condiciones rigurosas tipicas son tales que
permiten la discriminacion de acidos nucleicos completamente complementarios a partir de acidos nucleicos
parcialmente complementarios.

Ademas, la secuencia de las moléculas Dbait carece, preferentemente, de CpG para evitar las bien conocidas
reacciones inmunitarias mediadas por receptores similares a toll.

La longitud de las moléculas Dbait puede variar, siempre y cuando sea suficiente para permitir la uniéon apropiada del
complejo de proteina Ku que comprende Ku y las proteinas ADN-PKcs. Se ha mostrado que la longitud de las
moléculas Dbait debe ser mayor que 20 pb, preferentemente, aproximadamente 32 pb, para asegurar la unién a dicho
complejo de Ku y permitir la activacion de ADN-PKcs. Preferentemente, las moléculas Dbait comprenden entre 20-
200 pb, con mayor preferencia, 24-100 pb, ain con mayor preferencia, 26-100, y con la maxima preferencia, entre 32-
100 pb. Por ejemplo, las moléculas Dbait comprenden entre 24-160, 26-150, 28-140, 30-120 o 32-100 pb. Por “bp” se
entiende que la molécula comprende una porcion bicatenaria de la longitud indicada.

En un aspecto particular, las moléculas Dbait que tienen una porciéon bicatenaria de al menos 32 pb, o de
aproximadamente 32 pb, comprenden la misma secuencia de nucleétidos que Dbait32 (SEQ ID NO: 1), Dbait32Ha
(SEQ ID NO: 2), Dbait32Hb (SEQ ID NO: 3), Dbait32Hc (SEQ ID NO: 4) o Dbait32Hd (SEQ ID NO: 5). Opcionalmente,
las moléculas Dbait tienen la misma composicién de nucleétidos que Dbait32, Dbait32Ha, Dbait32Hb, Dbait32Hc o
Dbait32Hd pero su secuencia de nucleétidos es diferente. En tal caso, las moléculas Dbait comprenden una cadena
de la porcion bicatenaria con 3 A, 6 C, 12 Gy 11 T. Preferentemente, la secuencia de las moléculas Dbait no contiene
ningun dinucledtido CpG.

Alternativamente, la porcion bicatenaria comprende al menos 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 o 32 nuclettidos
consecutivos de Dbait32 (SEQ ID NO: 1), Dbait32Ha (SEQ ID NO: 2), Dbait32Hb (SEQ ID NO: 3), Dbait32Hc (SEQ ID
NO: 4) o Dbait32Hd (SEQ ID NO: 5). En un aspecto més particular, la porcién bicatenaria consiste en 20, 22, 24, 26,
28, 30 0 32 nucledtidos consecutivos de Dbait32 (SEQ ID NO: 1), Dbait32Ha (SEQ ID NO: 2), Dbait32Hb (SEQ ID NO:
3), Dbait32Hc (SEQ ID NO: 4) o Dbait32Hd (SEQ ID NO: 5).

La Dbait debe tener al menos un extremo libre, como una imitacion de DSB. Dicho extremo libre puede ser un extremo

romo libre o un extremo saliente 5’-/3-. El “extremo libre” se refiere en la presente descripcion a una molécula de acido
nucleico, en particular una porcién de acido nucleico bicatenario, que tiene tanto un extremo 5’ como un extremo 3’ o
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que tiene un extremo 3’ 0 un extremo 5’. Opcionalmente, uno de los extremos 5’ y 3’ puede usarse para conjugar la
molécula Dbait o puede unirse a un grupo de bloqueo, por ejemplo, un enlace nucleotidico 3-3’.

En un aspecto particular, contienen dos extremos libres y pueden ser lineales. En consecuencia, las moléculas Dbait
pueden ser, ademas, una molécula bicatenaria con dos extremos libres y con la secuencia de nucleé6tidos de Dbait32
(SEQ ID NO: 1), Dbait32Ha (SEQ ID NO: 2), Dbait32Hb (SEQ ID NO: 3), Dbait32Hc (SEQ ID NO: 4) o Dbait32Hd
(SEQ ID NO: 5).

En otro aspecto particular, contienen solo un extremo libre. Preferentemente, las moléculas Dbait se forman de &cidos
nucleicos en horquilla con un tallo de ADN bicatenario y un lazo. El lazo puede ser un &cido nucleico, u otros grupos
quimicos conocidos por un experto o una mezcla de estos. Un enlazador de nucleétidos puede incluir de 2 a 10
nucleétidos, preferentemente, 3, 4 o 5 nucleétidos. Los enlazadores no nucleotidicos incluyen de manera no
exhaustiva un nucleétido basico, poliéter, poliamina, poliamida, péptido, carbohidrato, lipido, polihidrocarburo u otros
compuestos poliméricos (por ejemplo, oligoetilenglicoles tales como aquellos que tienen entre 2 y 10 unidades de
etilenglicol, preferentemente, 4, 5, 6, 7 u 8 unidades de etilenglicol). Un enlazador preferido se selecciona del grupo
que consiste en hexaetilenglicol, tetradesoxitimidilato (T4) y otros enlazadores tales como 2,19-bis(fosfor)-8-hidraza-
1-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano. En consecuencia, en un aspecto particular, las moléculas Dbait pueden ser una
molécula en horquilla que tiene una porcién o tallo bicatenario que comprende al menos 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30
0 32 nucleétidos consecutivos de Dbait32 (SEQ ID NO: 1), Dbait32Ha (SEQ ID NO: 2), Dbait32Hb (SEQ ID NO: 3),
Dbait32Hc (SEQ ID NO: 4), o Dbait32Hd (SEQ ID NO: 5), y un lazo que es un enlazador de hexaetilenglicol, un
enlazador de tetradesoxitimidilato (T4) o 2,19-bis(fosfor)-8-hidraza-1-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano. En un aspecto
mas particular, las moléculas Dbait pueden tener una porcion bicatenaria que consiste en 20, 22, 24, 26, 28, 30 o 32
nucleétidos consecutivos de Dbait32 (SEQ ID NO: 1), Dbait32Ha (SEQ ID NO: 2), Dbait32Hb (SEQ ID NO: 3),
Dbait32Hc (SEQ ID NO: 4) o Dbait32Hd (SEQ ID NO: 5).

Las moléculas Dbait comprenden, preferentemente, una cadena principal de 2’-desoxinucleétido, y comprenden
opcionalmente uno o varios (2, 3, 4, 5 0 6) nucleétidos y/o nucleobases modificados diferentes de adenina, citosina,
guanina y timina. En consecuencia, las moléculas Dbait son esencialmente una estructura de ADN. En particular, la
porcién o tallo bicatenario de las moléculas Dbait se forman por desoxirribonucleétidos.

Las moléculas Dbait preferidas comprenden uno o varios nucleétidos o grupos modificados quimicamente al extremo
de una o de cada cadena, en particular para protegerlos de la degradacion. En un aspecto particular preferido, el o los
extremos libres de las moléculas Dbait se protegen por una, dos o tres cadenas principales de fosfodiéster modificadas
al extremo de una o de cada cadena. Los grupos quimicos preferidos, en particular la cadena principal de fosfodiéster
modificada, comprenden fosforotioatos. Alternativamente, la Dbait preferida tiene un enlace de nucleétido 3- 3’, o
nucleétidos con cadena principal de metilfosfonato. Otras cadenas principales modificadas se conocen bien en la
técnica y comprenden fosforamidatos, acido nucleico morfolino, acido nucleico bloqueado con puente metileno/etileno
2’-0,4’-C, acido nucleico peptidico (PNA), y alquilo de cadena corta, o enlaces interazicar de cicloalquilo o enlaces
intraazlcar heterociclicos o heteroatomicos de cadena corta de longitud variable, o cualquier nucleétido modificado
conocido por un experto. En un primer aspecto preferido, las moléculas Dbait tienen uno o méas extremos libres
protegidos por una, dos o tres cadenas principales de fosfodiéster modificadas al final de una o de cada cadena, con
mayor preferencia, por tres cadenas principales de fosfodiéster modificadas (en particular fosforotioato o
metilfosfonato) al menos en el extremo 3’, pero adn con mayor preferencia, en ambos extremos 5’y 3'.

En un aspecto mas preferido, la molécula Dbait es una molécula de acido nucleico en horquilla que comprende una
porcién o tallo bicatenario de ADN de 32 pb (por ejemplo, con una secuencia que se selecciona del grupo que consiste
enlas SEQ ID NO 1-5, en particular la SEQ ID NO 4) y un lazo que une las dos cadenas de la porcion o tallo bicatenario
de ADN que comprende o consiste en un enlazador seleccionado del grupo que consiste en hexaetilenglicol,
tetradesoxitimidilato (T4) y 2,19-bis(fosfor)-8-hidraza-1-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano, los extremos libres de la
porcién o tallo bicatenario de ADN (es decir, en el lado opuesto al lazo) que tiene tres cadenas principales de
fosfodiéster modificadas (en particular, enlaces internucleotidicos de fosforotioato).

Dichas moléculas Dbait se fabrican mediante sintesis quimica, semibiosintesis o biosintesis, cualquier método de
amplificacion, seguido de cualesquiera métodos de extraccion y preparacion y cualquier modificacién quimica. Los
enlazadores se proporcionan para que se incorporen por sintesis quimica estandar de acidos nucleicos.

Con mayor preferencia, las moléculas Dbait se fabrican mediante sintesis convergente disefiada especialmente: dos
cadenas complementarias se preparan mediante sintesis quimica estandar de acidos nucleicos con la incorporacion
de un precursor de enlazador apropiado, después de su purificacion, se acoplan covalentemente entre si.

Moléculas Dbait conjugadas

La presente descripcion se refiere a moléculas Dbait conjugadas a moléculas que facilitan la endocitosis o la captacion
celular.
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En particular, las moléculas pueden ser moléculas lipéfilas tales como colesterol, acidos grasos de cadena simple o
doble, o ligandos cuyos receptores de células objetivo permiten la endocitosis mediada por receptores, tales como
acido folico y derivados de folato o transferrina (Goldstein y otros Ann. Rev. Cell Biol. 1985 1:1-39; Leamon y Lowe,
Proc Natl Acad Sci EE.UU. 1991, 88: 5572-5576). Los acidos grasos pueden ser saturados o no saturados y serlo en
C4-C28, preferentemente, en C14-C22, alin con mayor preferencia, serlo en C18 tal como el acido oleico o el acido
estearico. En particular, los acidos grasos pueden ser octadecil o dioleoil. Los acidos grasos pueden encontrarse como
forma de cadena doble unida con un enlazador apropiado tal como un glicerol, una fosfatidilcolina o etanolamina o
enlazados entre si por los enlazadores usados para unirse en la molécula Dbait. Como se usa en la presente
descripcion, el término “folato” se refiere a folatos y derivados de folatos, lo que incluye derivados y analogos del &cido
pteroico. Los analogos y derivados de acido folico adecuados para su uso en la presente descripcion incluyen
antifolatos, dihidrofolatos, tetrahidrofolatos, acido folinico, acido pteropoli-glutamico, folatos 1-deza, 3-deaza, 5-deaza,
8-deaza, 10-deaza, 1,5-deaza, 5,10 dideaza, 8,10-dideaza y 5,8-dideaza, antifolatos, y derivados de acido pteroico.
Los analogos de folatos adicionales se describen en el documento US2004/242582. La molécula que facilita la
endocitosis puede ser tocoferol, azlcar tal como galactosa y manosa y su oligosacarido, péptido tal como RGD y
bombesina, y proteinas tales como la integrina. En consecuencia, la molécula que facilita la endocitosis puede
seleccionarse del grupo que consiste en acidos grasos de cadena simple o doble, folatos y colesterol. Con mayor
preferencia, la molécula que facilita la endocitosis se selecciona del grupo que consiste en dioleoil, octadecil, acido
félico, y colesterol. En una modalidad mas preferida, la molécula Dbait se conjuga a un colesterol.

Las moléculas que facilitan la endocitosis se conjugan a moléculas Dbait, preferentemente, a través de un enlazador.
Puede usarse cualquier enlazador conocido en la técnica para unir covalentemente la molécula que facilita la
endocitosis a las moléculas Dbait. Por ejemplo, el documento WO09/126933 proporciona una revision amplia de
enlazadores convenientes, paginas 38-45. El enlazador puede ser de forma no exhaustiva, cadena alifatica, poliéter,
poliamina, poliamida, péptido, carbohidrato, lipido, polihidrocarburo, u otros compuestos poliméricos (por ejemplo,
oligoetilenglicoles tales como los que tienen entre 2 y 10 unidades de etilenglicol, preferentemente, 3, 4, 5,6, 7 u 8
unidades de etilenglicol, aun con mayor preferencia 6 unidades de etilenglicol), asi como también que incorporan
cualquiera de los enlaces que pueden descomponerse por via quimica o enzimatica, tal como un enlace disulfuro, un
enlace disulfuro protegido, un enlace labil acido (por ejemplo, enlace de hidrazona), un enlace éster, un enlace
ortoéster, un enlace de fosfonamida, un enlace de péptido bioescindible, un enlace azo o un enlace de aldehido.
Dichos enlazadores escindibles se detallan en el documento W02007/040469 paginas 12-14, en el documento
W02008/022309 péaginas 22-28.

En un aspecto particular, la molécula Dbait puede unirse a una molécula que facilita la endocitosis. Alternativamente,
varias moléculas que facilitan la endocitosis (por ejemplo, dos, tres o cuatro) pueden unirse a una molécula Dbait.

En un aspecto especifico, el enlazador entre la molécula que facilita la endocitosis, en particular colesterol, y la
molécula Dbait es CO-NH-(CH2-CH2-O)n, en donde n es un nimero entero de 1 a 10, preferentemente, n se selecciona
del grupo que consiste en 3, 4, 5y 6. En un aspecto muy particular, el enlazador es CO-NH-(CH2-CH2-0)4 (trietilenglicol
carboxamido). El enlazador puede unirse a moléculas Dbait en cualquier posicién conveniente que no modifica la
actividad de las moléculas Dbait. En particular, el enlazador puede enlazarse en el extremo 5’, en el extremo 3’ 0 en
el lazo cuando la molécula Dbait es una horquilla. Sin embargo, en el caso de una molécula Dbait en horquilla, los
inventores descubrieron sorprendentemente que el colesterol enlazado a la molécula Dbait a través de un enlazador
en su extremo 5’ es mas eficiente que el colesterol unido a la molécula Dbait a través de un enlazador en el lazo. Por
lo tanto, en un aspecto preferido, la molécula Dbait conjugada contemplada es una molécula Dbait que tiene una
estructura de horquilla y se conjuga a la molécula que facilita la endocitosis, preferentemente, a través de un enlazador,
en su extremo 5’.

En otro aspecto especifico, el enlazador entre la molécula que facilita la endocitosis, en particular colesterol, y la
molécula Dbait es dialquilo-disulfuro {por ejemplo, (CH2)p-S-S-(CHz2)q donde p y g son ndmeros enteros de 1 a 10,
preferentemente, de 3 a 8, por ejemplo, 6}.

En un aspecto mas preferido, la molécula Dbait conjugada es una molécula de acido nucleico en horquilla que
comprende una porcion o tallo bicatenario de ADN de 32 pb (por ejemplo, con una secuencia que se selecciona del
grupo que consiste en las SEQ ID No 1-5, en particular la SEQ ID No 4) y un lazo que une las dos cadenas de la
porcién o tallo bicatenario de ADN que comprende o consiste en un enlazador seleccionado de hexaetilenglicol,
tetradesoxitimidilato (T4) y 2,19-bis(fosfor)-8-hidraza-1-hidroxi-4-oxa-9-oxononadecano, los extremos libres de la
porcién o tallo bicatenario de ADN (es decir, en el lado opuesto del lazo) que tiene tres cadenas principales de
fosfodiéster modificadas (en particular enlaces internucleotidicos de fosforotioato) y dicha molécula Dbait conjugada a
un colesterol en su extremo 5', preferentemente, a través de un enlazador (por ejemplo, oligoetilenglicol carboxamido,
preferentemente, trietilenglicol carboxamido).

La molécula Dbait conjugada o molécula de acido nucleico en horquilla puede describirse, ademas, mediante las
formulas:
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en donde N es un desoxinucledtido, n es un nimero entero de 21 a 95, la N subrayada se refiere a un nucleétido que
tiene una cadena principal de fosfodiéster modificada, L’ es un enlazador, C es una molécula que facilita la endocitosis
y se selecciona del grupo que consiste en acidos grasos octadecilo o dioleoilo, folatos o acido félico y colesterol, L es
un oligoetilenglicol carboxamido, m es 1. En la Férmula (1), C-Lm se enlaza respectivamente al extremo 5’ o extremo
3’ del nucledtido. En la Formula (1), C-Lm se enlaza, preferentemente, a L’ mediante un enlace disulfuro (S-S).

En aspectos preferidos, la molécula de la Férmula (ll) tiene una o varias de las siguientes caracteristicas:

- N es un desoxinucleétido, preferentemente, seleccionado del grupo que consiste en A (adenina), C (citosina), T
(timina) y G (guanina) y seleccionado para evitar la aparicién de un dinucleétido CpG y para tener menos de 80 % o
70 %, incluso menos de 60 % o 50 % de identidad de secuencia con cualquier gen en un genoma humano; y/o,

- n es un nuamero entero de 21 a 95, y aln con mayor preferencia, de 27 a 95. En un aspecto particularmente
preferido, n es 27; y/o,

- la N subrayada se refiere a un nucleétido que tiene una cadena principal de fosforotioato o metilfosfonato, con
mayor preferencia, una cadena principal de fosforotioato; y/o,

- elenlazador L’ se selecciona del grupo que consiste en hexaetilenglicol, tetradesoxitimidilato (T4) y 2,19-bis(fosfor)-
8-hidraza-1-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano; y/o,

- mes 1yL es un oligoetilenglicol carboxamido, con mayor preferencia, trietilenglicol carboxamido; y/o,

- C se selecciona del grupo que consiste en colesterol, octadecilo, dioleoilo o folato, con mayor preferencia, es un
colesterol.

Preferentemente, C-Lm es un radical (10-O-[1-propil-3-N-carbamilcolesteril]-trietilenglicol enlazador de trietilenglicol.

En un aspecto preferido, la molécula Dbait conjugada o la molécula de &cido nucleico en horquilla tienen la siguiente
formula:

CoL ———— NNNN-(N}-N -

NNNN-(N)-N " *

(11)
con la misma definicion que la Férmula () para N, subrayado N, n, L, L', Cy m.

En un aspecto preferido, N=_NNN-(N)n-N comprende al menos 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30 o 32 nuclettidos
consecutivos de Dbait32 (SEQ ID NO: 1), Dbait32Ha (SEQ ID NO: 2), Dbait32Hb (SEQ ID NO: 3), Dbait32Hc (SEQ ID
NO: 4) o Dbait32Hd (SEQ ID NO: 5) o consiste en 20, 22, 24, 26, 28, 30 o 32 nucleétidos consecutivos de Dbait32
(SEQ ID NO: 1), Dbait32Ha (SEQ ID NO: 2), Dbait32Hb (SEQ ID NO: 3), Dbait32Hc (SEQ ID NO: 4) o Dbait32Hd
(SEQ ID NO: 5). En un aspecto particular, NNNN-(N)n-N comprende o consiste en Dbait32 (SEQ ID NO: 1), Dbait32Ha
(SEQ ID NO: 2), Dbait32Hb (SEQ ID NO: 3), Dbait32Hc (SEQ ID NO: 4) o Dbait32Hd (SEQ ID NO: 5), con mayor
preferencia, Dbait32Hc (SEQ ID NO: 4).

En consecuencia, la molécula Dbait conjugada o la molécula de acido nucleico en horquilla pueden seleccionarse del
grupo que consiste en:

con NNNN-(N)n-N que es la SEQ ID NO: 1

S ACGTACGEETETTEHLETOLSTTTETTOGERATOT -

m o

CTAGA .

w-q-«u(-ﬁﬁ-hﬁf‘-,‘

TEUGTECCCACARACC I AGTANAT ARG

con NNNN-(N)»-N que es la SEQ ID NO: 2

JOGET L\(_'r('r F( T('rr[ I T‘f'rf-r-‘i'[).
GC :&TC(_ I(NANAJLE&C‘N L O

C‘_ Lm -

con NNNN-(N)n-N que es la SEQ ID NO: 3

CGUTAGGCTTETTTGOUTGGETTGT AGECACAGC — )
m \;' i

COATCCGAACARRCEECTIARCATCOGTETC G-

C-L
(TTe)

con NNNN-(N)»-N que es la SEQ ID NO: 4
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cl e GCTGTGCCCACRACC T AGCRART AAC CCTAS A
"L e I, . e - b
' CGACACGHGTOTTGGSTCGTOTETTC GGATO T
(11d)
con NNNN-(N)»-N que es la SEQID NO: 5y
CL -— - GUTAGGTOTET T GE IGEUT I TECAGTGUCAD
" CGATCCAGAC A ARCT ACCEAAACGTCACCET G, - (Ile)
e

con la misma definicion que las Férmulas (1), (Il) y (lll) para L, L', Cy m.

En aspectos preferidos, la molécula de las Férmulas (lla), (llb (lic), (Ild) y (lle) tiene una o varias de las siguientes
caracteristicas:

- el nucleétido subrayado se refiere a un nucleétido que tiene o no una cadena principal de fosforotioato o
metilfosfonato, con mayor preferencia, un nucleétido que tiene una cadena principal fosforotioato o metilfosfonato, atn
con mayor preferencia, un nucleétido que tiene una cadena principal de fosforotioato; y/o,

- elenlazador L’ se selecciona del grupo que consiste en hexaetilenglicol, tetradesoxitimidilato (T4) y 2,19-bis(fosfor)-
8-hidraza-1-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano; y/o,

- mes 1yL es un oligoetilenglicol carboxamido, con mayor preferencia, trietilenglicol carboxamido; y/o,

- C se selecciona del grupo que consiste en un colesterol, octadecil, dioleoil o folato, con mayor preferencia, es un
colesterol.

Preferentemente, C-Lm es un radical (10-O-[1-propil-3-N-carbamilcolesteril]-trietilenglicol enlazador de trietilenglicol.

En un aspecto especifico de las moléculas Dbait o las moléculas de acido nucleico en horquilla de las Férmulas (l1),
(lla), (lb), (llc), (lid) y (lle), L’ se selecciona, preferentemente, del grupo que consiste en hexaetilenglicol,
tetradesoxitimidilato (T4) y 2,19-bis(fosfor)-8-hidraza-1-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano.

En un aspecto especifico de las moléculas Dbait o moléculas de acido nucleico en horquilla de las Férmulas (l1), (lla),
(lib), (llc), (lid) y (lle), con C que es colesterol, C-Lm es el radical

. H
_»QWTTWNw%ﬁka“fSuwgﬂwugx”%m,fﬂw%w“\a

O

x‘*‘!‘& i

En un aspecto preferido, la molécula Dbait conjugada o la molécula de acido nucleico en horquilla se selecciona del
grupo que consiste en (ll), (lla), (lIb), (llc), (lld) y (lle), en donde C-Lm es el radical

H
o &\j/\ C}Y AN T L e
| a

Q

{

y en donde L’ se selecciona, preferentemente, del grupo que consiste en hexaetilenglicol, tetradesoxitimidilato (T4) y
2,19-bis(fosfor)-8-hidraza-1-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano, con mayor preferencia, 2,19-bis(fosfor)-8-hidraza-1-
hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano.

En una modalidad muy especifica, la molécula Dbait o la molécula de &acido nucleico en horquilla tiene la siguiente
féormula
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r-l — GCTGTGOCCACARC O I AGUARRT AACCCTAGA . v
.Y

CGACACGGGTGTOGEETCET T TETTCGEATOT (I1d)
en donde C-Lm es el radical
|
O ,wa} . ; ie
O

e
gy
e

en donde L’ es 2,19-bis(fosfor)-8-hidraza-1-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano, y en donde los nucleétidos subrayados
tienen una cadena principal de fosforotioato. En consecuencia, la molécula tiene la siguiente estructura y se hace
referencia a esta en la seccién de ejemplo como “coDbait”.

O.
o%
4
I

O

o)
T
O_—F|’—OH

o o}
| s /
O—T—O—GsCsTsGTGCCCACAACCCAGCAAACAAGCCTAGA

H 3'- CsGsASCACGGGTGTTGGGTCGTTIGTTCGGATCT
0
|
HO—P—0
|
o]

Uno de los conjugados colesterol-Dbait, denominado DT01, es un oligodesoxirribonucleétido de 64 nt que consiste en
dos cadenas de 32 nt de secuencia complementaria conectadas a través de un enlazador de 1,19-bis(fosfo)-8-hidraza-
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2-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano, con un colesteril tetraetilenglicol en el extremo 5’ y 3 enlaces internucleotidicos de
fosforotioato en cada uno de los extremos 5’ y 3'. En solucion, la molécula forma una doble hélice de 32 pb en horquilla
intramolecular. Esta estructura de ADN bicatenario (bc) es esencial para su actividad biolégica, y es el ingrediente
farmacéutico activo (API). Formula molecular de la sal de sodio: Ce7sHs20N244NassO392P65S6; Peso molecular de la sal
de sodio: 22 359,2 Da; Peso molecular del acido libre: 20 931,4 Da. La molécula puede representarse, ademas, como
sigue:

H
s A A H
“»\/;-L GJ\E,/\‘/ P g BT GCTGTGCCCACAACCCAGCAAACAAGCCTAGA . L,.—CW' k‘-.fgﬁ
3" CGACACGGGIGTTGGGTCGTTITGTTCGGATCT ~qﬁ,ﬁw\,\/‘!

Un aspecto muy sorprendente de la presente descripcion para la molécula de la formula (l1), (lla), (lib), (llc), (lld) o
(lle) es que, aunque la actividad de las moléculas Dbait necesita la presencia de al menos un extremo libre, las
moléculas que facilitan la endocitosis enlazadas al extremo 5’ no disminuyen la actividad.

En consecuencia, la presente invencién se refiere, ademas, a una molécula Dbait conjugada como se describié
anteriormente, una composicion farmacéutica que la comprende y opcionalmente, un portador aceptable
farmacéuticamente, una molécula Dbait conjugada como se describié anteriormente para su uso en el tratamiento del
cancer, sola o en combinacion de radioterapia y/o quimioterapia de un agente antitumoral que dafa el ADN como se
detalla mas abajo.

Tratamiento que dafa al ADN

Ademas de las moléculas Dbait conjugadas, el tratamiento puede comprender, ademas, un tratamiento antitumoral,
preferentemente, un tratamiento con un agente que dafa el ADN o radioterapia. El tratamiento que dafa el ADN puede
ser radioterapia o quimioterapia con un agente antitumoral que dafa el ADN, o una de sus combinaciones.

La ruptura de la cadena de ADN puede lograrse por radiacién ionizante (radioterapia). La radioterapia incluye rayos vy,
rayos X y/o el suministro dirigido de radioisétopos a las células tumorales. Otras radioterapias incluyen microondas y
radiacion UV. Otros enfoques para la terapia de radiacién también se contemplan en la presente invencion.

El agente antitumoral que dafa el ADN se selecciona, preferentemente, del grupo que consiste en un inhibidor de las
topoisomerasas | o Il, un reticulante de ADN, un agente alquilante de ADN, un agente antimetabdlico e inhibidores de
los husos mitéticos.

Los inhibidores de las topoisomerasas | y/o Il incluyen etop6sido, topotecan, camptotecina, irinotecan, amsacrina,
intoplicina, antraciclinas tales como doxorubicina, epirubicina, daunorubicina, idanrubicina y mitoxantrona. Los
inhibidores de la topoisomerasa | y Il incluyen la intoplecina.

Los reticulantes de ADN incluyen cisplatino, carboplatino y oxaliplatino.

Los agentes antimetabdlicos bloquean las enzimas responsables de la sintesis de acidos nucleicos o se incorporan
en ADN, lo que produce un cédigo genético incorrecto y conduce a la apoptosis. Los ejemplos no exhaustivos de estos
incluyen, sin limitacion, antagonistas de acido félico, analogos de pirimidina, analogos de purina e inhibidores de
adenosina desaminasa y, mas particularmente, metotrexato, floxuridina, citarabina, 6-mercaptopurina, 6-tioguanina,
fosfato de fludarabina, pentostatina, 5-fluorouracilo, gemcitabina y capecitabina.

El agente antitumoral que dafia el ADN puede ser agentes alquilantes, lo que incluye, sin limitacion, mostazas
nitrogenadas, derivados de etilenimina, sulfonatos de alquilo, nitrosoureas, sales de metales y triazenos. Los ejemplos
no exhaustivos de estos incluyen mostaza uracilo, clormetina, ciclofosfamida (CYTOXAN(R)), ifosfamida, melfalan,
clorambucilo, pipobroman, trietilenmelamina, trietilenetiofosforamina, busulfan, carmustina, lomustina, fotemustina,
cisplatino, carboplatino, oxaliplatino, tiotepa, estreptozocin, dacarbazina y temozolomida.

Los inhibidores de los husos mitéticos incluyen paclitaxel, docetaxel, vinorelbina, larotaxel (también denominado
XRP9881; Sanofi-Aventis), XRP6258 (Sanofi-Aventis), BMS-184476 (Bristol-Meyer-Squibb), BMS-188797 (Bristol-
Meyer-Squibb), BMS-275183 (Bristol-Meyer-Squibb), ortataxel (también denominado IDN 5109, BAY 59-8862 o SB-
T-101131; Bristol-Meyer-Squibb), RPR 109881A (Bristol-Meyer-Squibb), RPR 116258 (Bristol-Meyer-Squibb), NBT-
287 (TAPESTRY), PG-paclitaxel (también denominado CT-2103, PPX, paclitaxel poliglumex, paclitaxel poliglutamato
o Xyotax™), ABRAXANE® (también denominado Nab-Paclitaxel; ABRAXIS BIOSCIENCE), Tesetaxel (también
denominado DJ-927), IDN 5390 (INDENA), Taxoprexin (también denominado acido docosahexanoico-paclitaxel;
PROTARGA), DHA-paclitaxel (también denominado Taxoprexin®), y MAC-321 (WYETH). Ver, ademas, la revision de
Hennenfent y Govindan (2006, Annals of Oncology, 17, 735-749).
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Canceres o tumores a tratar

Las composiciones farmacéuticas y los productos, kits o preparacion combinada descritos en la descripcién pueden
usarse para tratar el cancer en un sujeto.

Los términos “cancer”, “canceroso”, o “maligno” se refieren a o describen el estado fisiologico en mamiferos que se
caracteriza tipicamente por un crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de cancer incluyen, por ejemplo,
leucemia, linfoma, blastoma, carcinoma y sarcoma. Ejemplos mas particulares de dichos canceres incluyen leucemia
mieloide crdnica, leucemia linfoblastica aguda, leucemia linfoblastica aguda positiva al cromosoma Filadelfia (Ph+
ALL), carcinoma de células escamosas, carcinoma de pulmoén de células pequefias, carcinoma de pulmén de células
no pequenas, glioma, cancer gastrointestinal, cancer renal, cancer de ovario, cancer de higado, cancer colorrectal,
cancer de endometrio, cancer de rifidén, cancer de prostata, cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer de pancreas,
glioblastoma multiforme, cancer de cérvix, cancer de estdmago, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de mama,
carcinoma de colon, y cancer de cabeza y cuello, cancer gastrico, tumor de células germinales, sarcoma pediatrico,
asesino natural sinonasal, mieloma mudltiple, leucemia mielogénica aguda (AML), leucemia linfocitica crénica,
mastocitosis y cualquier sintoma asociado con la mastocitosis.

“Leucemia” se refiere a enfermedades malignas progresivas de los 6rganos formadores de sangre y se caracteriza
generalmente por una proliferacién y desarrollo distorsionados de leucocitos y sus precursores en la sangre y la médula
6sea. La leucemia se clasifica generalmente clinicamente en base a (1) la duracion y el caracter de la enfermedad:
aguda o cronica; (2) el tipo de célula implicada; mieloide (mieloide), linfoide (linfogenégeno), o monocitica; y (3) el
aumento o no aumento en la cantidad de células anormales en la sangre: leucémica o aleucémica (subleucémica). La
leucemia incluye, por ejemplo, leucemia no linfocitica aguda, leucemia linfocitica crénica, leucemia granulocitica
aguda, leucemia granulocitica crénica, leucemia promielocitica aguda, leucemia de células T adultas, leucemia
aleucémica, una leucemia leucocitémica, leucemia basoéfila, leucemia de blastocitos, leucemia bovina, leucemia
mielocitica crénica, leucemia cutis, leucemia embrionaria, leucemia eosindfila, leucemia de Gross, leucemia de células
pilosas, leucemia hemoblastica, leucemia hemocitoblastica, leucemia histiocitica, leucemia de células madre, leucemia
monocitica aguda, leucemia leucopénica, leucemia linfatica, leucemia linfoblastica, leucemia linfocitica, leucemia
linfégena, leucemia linfoide, leucemia de células de linfosarcoma, leucemia de mastocitos, leucemia de
megacariocitos, leucemia micromieloblastica, leucemia monocitica, leucemia mieloblastica, leucemia mielocitica,
leucemia granulocitica mieloide, leucemia mielomonocitica, leucemia Naegeli, leucemia de células plasmaticas,
leucemia plasmacitica, leucemia promielocitica, leucemia de células de Rieder, leucemia de Schilling, leucemia de
células madre, leucemia subleucémica y leucemia de células indiferenciadas. En determinados aspectos, la presente
invencion proporciona tratamiento para la leucemia mieloide crénica, leucemia linfoblastica aguda, y/o leucemia
linfoblastica aguda positiva al cromosoma Filadelfia (Ph+ ALL).

Diversos canceres también se abarcan por el alcance de la invencion, lo que incluye los siguientes: carcinoma que
incluye los de vejiga (lo que incluye cancer de vejiga acelerado y metastasico), mama, colon (lo que incluye cancer
colorrectal), rifndn, higado, pulmén (lo que incluye cancer de pulmon de células pequefias y de células no pequenas y
adenocarcinoma de pulmén), ovario, prostata, testiculos, tracto genitourinario, sistema linfatico, recto, laringe,
pancreas (lo que incluye carcinoma pancreatico exocrino), eséfago, estbmago, vejiga biliar, cérvix, tiroides, y piel (lo
que incluye carcinoma de células escamosas); tumores hematopoyéticos de linaje linfoide lo que incluye leucemia,
leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica aguda, linfoma de células B, linfoma de células T, linfoma de
Hodgkins, linfoma no Hodgkins, linfoma de células pilosas, linfoma histiocitico, y linfoma de Burketts; tumores
hematopoyéticos de linaje mieloide lo que incluye leucemias mieldégenas agudas y crénicas, sindrome mielodisplasico,
leucemia mieloide, y leucemia promielocitica; tumores del sistema nervioso central y periférico, lo que incluye
astrocitoma, neuroblastoma, glioma, y schwannomas; tumores de origen mesenquimal, lo que incluye fibrosarcoma,
rabdomiosarcoma, y osteosarcoma; otros tumores, lo que incluye melanoma, xenoderma pigmentosum,
queratoacantoma, seminoma, cancer folicular de tiroides, y teratocarcinoma; melanoma, melanoma maligno no
extraible en etapa Ill o IV, carcinoma de células escamosas, cancer de pulmon de células pequenas, cancer de pulmén
de células no pequefas, glioma, cancer gastrointestinal, cancer renal, cancer de ovario, cancer de higado, cancer
colorrectal, cancer de endometrio, cancer de rifdn, cancer de préstata, cancer de tiroides, neuroblastoma, cancer de
pancreas, glioblastoma multiforme, cancer de cérvix, cancer de estémago, cancer de vejiga, hepatoma, cancer de
mama, carcinoma de colon, y cancer de cabeza y cuello, retinoblastoma, cancer gastrico, tumor de células germinales,
cancer de huesos, tumores de huesos, histiocitoma fibroso maligno de hueso de adultos; histiocitoma fibroso maligno
de hueso de infantes, sarcoma, sarcoma pediatrico, asesino natural sinonasal, neoplasmas, neoplasma de células
plasmaticas; sindromes mielodisplasicos; neuroblastoma; tumor testicular de células germinales, melanoma
intraocular, sindromes mielodisplasicos; enfermedades mielodisplasicas/mieloproliferativas, sarcoma sinovial.
Adicionalmente, los trastornos incluyen urticaria pigmentosa, mastocitosis tales como mastocitosis cutanea difusa,
mastocitoma solitario en humanos, asi como también mastocitoma de perro y algunos subtipos raros como
mastocitosis bullosa, eritrodérmica y teleangiectasica, mastocitosis con un trastorno hematolégico asociado, tal como
un sindrome mieloproliferativo o mielodisplasico o leucemia aguda, trastorno mieloproliferativo asociado con
mastocitosis, leucemia de células cebadas, ademas de otros canceres. Ademas, se incluyen otros canceres dentro
del alcance de los trastornos, lo que incluye los siguientes: carcinoma, lo que incluye los de vejiga, carcinoma urotelial,
mama, colon, rifdn, higado, pulmén, ovario, pancreas, estdmago, cérvix, tiroides, testiculos, en particular seminomas

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2784793 T3

testiculares, y piel; lo que incluye carcinoma de células escamosas; tumores de estromas gastrointestinales (“GIST”);
tumores hematopoyéticos de linaje linfoide, lo que incluye leucemia, leucemia linfocitica aguda, leucemia linfoblastica
aguda, linfoma de células B, linfoma de células T, linfoma de Hodgkins, linfoma no Hodgkins, linfoma de células pilosas
y linfoma de Burketts; tumores hematopoyéticos de linaje mieloide, lo que incluye leucemias mielégenas agudas y
crénicas y leucemia promielocitica; tumores de origen mesenquimal, lo que incluye fibrosarcoma y rabdomiosarcoma;
otros tumores, lo que incluye melanoma, seminoma, teratocarcinoma, neuroblastoma y glioma; tumores del sistema
nervioso central y periférico, lo que incluye astrocitoma, neuroblastoma, glioma, y schwannomas; tumores de origen
mesenquimal, lo que incluye fibrosarcoma, rabdomiosarcoma, y osteosarcoma; y otros tumores, lo que incluye
melanoma, xenoderma pigmentosum, queratoacantoma, seminoma, cancer folicular de tiroides, teratocarcinoma,
tumores de células germinales no seminomatosas resistentes a quimioterapia, y sarcoma de Kaposi, y cualquier
metéstasis de estos.

En un aspecto preferido, el cancer es un tumor sélido. El término “tumor sélido” significa especialmente cancer de
mama, cancer de ovario, cancer de colon y generalmente del tracto Gl (gastrointestinal), cancer de cuello uterino,
cancer de pulmon, en particular cancer de pulmoén de células pequefias, y cancer de pulmén de células no pequenas,
cancer de cabeza y cuello, cancer de vejiga, cancer de prostata o sarcoma de Kaposi.

Las composiciones farmacéuticas y los productos, kits o preparaciones combinadas descritas en la invencién pueden
ser Utiles para inhibir el crecimiento de tumores sdlidos, disminuir el volumen tumoral, evitar la diseminacién
metastasica de tumores y el crecimiento o desarrollo de micrometastasis. Las composiciones farmacéuticas y los
productos, kits o preparaciones combinadas descritas en la invencién son adecuadas particularmente para el
tratamiento de pacientes con mal pronéstico o de tumores radio o quimiorresistentes.

Los inventores analizaron una gran cantidad de diferentes tipos de tumores para cada tumor (lo que incluye
melanomas, glioblastomas, carcinomas) a partir de lineas celulares y biopsias de los pacientes. Mas del 80 % de ellos
respondieron bien al tratamiento. En particular, se ha observado eficiencia para los siguientes tipos tumorales:
melanoma, glioblastoma, cancer de mama, cancer de colon, cancer gastrointestinal, cancer de higado y cancer de
cabeza y cuello.

En un aspecto preferido, el cancer puede seleccionarse de melanoma, glioblastoma, cancer de mama, cancer de
colon, cancer gastrointestinal, cancer de higado y cancer de cabeza y cuello.

Régimen, dosis y rutas de administracion

La dosificacién eficaz de cada una de las parejas de combinacién empleadas en la preparacién combinada de la
invencion puede variar en dependencia del compuesto o composicién farmacéutica en particular empleada, el modo
de administracion, la afeccién que se trata, la gravedad de la afeccién que se trata. Por lo tanto, el régimen de
dosificacién de la preparacion combinada de la invencién se selecciona de acuerdo con una variedad de factores, lo
que incluye la via de administracion y el estado del paciente. Un médico, un clinico o un veterinario experto puede
determinar y recetar facilmente la cantidad eficaz de los ingredientes activos individuales necesarios para prevenir,
contrarrestar o detener el progreso de la afeccion. La precision 6ptima para lograr la concentracion de los ingredientes
activos dentro del intervalo que produce eficacia sin toxicidad requiere un régimen basado en la cinética de la
disponibilidad de los ingredientes activos en los sitios objetivo.

La via de administracién para las moléculas Dbait conjugadas puede ser oral, parenteral, intravenosa, intratumoral,
subcutanea, intracraneal, intratumoral, topica, rectal, transdérmica, intradérmica, nasal, intramuscular, intraperitoneal
e intradsea. En un aspecto preferido, las moléculas Dbait conjugadas deben administrarse o inyectarse cerca del o los
sitios tumorales a tratar.

La via de administraciéon para el agente antitumoral que dana el ADN puede ser oral, parenteral, intravenosa,
intratumoral, subcutanea, intracraneal, intraarterial, tépica, rectal, transdérmica, intradérmica, nasal, intramuscular,
intradsea.

Una vez que ha comenzado el tratamiento con radioterapia o con el agente antitumoral que dafia el ADN, el tratamiento
con las moléculas Dbait conjugadas puede continuar mientras el tratamiento mediante radioterapia o con el agente
antitumoral que dafna el ADN se aplique o administre. Alternativamente, el tratamiento con las moléculas Dbait
conjugadas también puede finalizar.

Para las moléculas Dbait conjugadas, la dosificacion eficaz del agente antitumoral que dafna el ADN empleado en la
preparacion, kit o producto combinados de la invencion puede variar en dependencia del modo de administracién, la
afeccion que se trata, la gravedad de la afeccién que se trata. Por lo tanto, el régimen de dosificaciéon de las moléculas
Dbait conjugadas se selecciona de acuerdo con una variedad de factores, lo que incluye la via de administracion y el
estado del paciente. Un médico, un clinico o un veterinario experto puede determinar y recetar facilmente la cantidad
eficaz de las moléculas Dbait conjugadas necesaria para prevenir, contrarrestar o detener el progreso del cancer, en
particular, en combinacion con el tratamiento que dana el ADN seleccionado.
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Por ejemplo, para la administracion local (por ejemplo, cuando se usa la administracion intratumoral o subcuténea), la
cantidad eficiente de las moléculas Dbait conjugadas es al menos 0,01 mg por 1 cm3 de tumor, preferentemente, 0,1
- 40 mg por 1 cm? de tumor, con la maxima preferencia, 1 - 20 mg por 1 cm® de tumor. La cantidad eficiente puede
administrarse en un protocolo de tratamiento diario (por ejemplo, 5 dias por semana durante 3 a 6 semanas
consecutivas 0 3 veces por semana durante 3 a 6 semanas consecutivas). Alternativamente, una cantidad eficiente
de al menos 0,1 mg por 1 cm? de tumor, preferentemente, 0,1 - 40 mg por 1 cm?® de tumor, con la maxima preferencia,
1 - 20 mg por 1 cm® de tumor, puede administrarse en un protocolo de tratamiento semanal durante 3-6 semanas
consecutivas, por ejemplo. Cuando se usan otras rutas de administracion, un experto en la técnica puede adaptar la
cantidad para obtener una cantidad eficiente de las moléculas Dbait conjugadas en el tumor de al menos 0,01 mg por
1 cm? de tumor, preferentemente, 0,1 - 40 mg por 1 cm? de tumor, con la méaxima preferencia, 1 - 20 mg por 1 cm? de
tumor, en particular en un protocolo de tratamiento diario o en un protocolo de tratamiento semanal. Por ejemplo, para
una ruta sistémica, la cantidad eficiente o dosificacion unitaria de las moléculas Dbait conjugadas puede ser de 0,1 a
100 mg, preferentemente, de 4 a 40 mg. En consecuencia, para una ruta sistémica, la cantidad eficiente o dosificacion
unitaria de las moléculas Dbait conjugadas puede ser de 0,06 a 0,6 mg/kg de paciente. Por supuesto, la dosificacion
y el régimen pueden adaptarse por un experto en la técnica en consideracién del régimen de quimioterapia y/o
radioterapia. Para la radioterapia, puede usarse cualquier régimen de radioterapia conocido en la técnica, en particular
la radiacién estereotaxica (por ejemplo, 15 Gy) o una irradiacién fraccionada. El uso de una irradiacion fraccionada
puede ser particularmente eficiente, por ejemplo, puede aplicarse radiaciéon cada dia o cada 2-5 dias, preferentemente,
cada 3-4 dias, en un periodo de una, dos, tres, cuatro, cinco o seis semanas. La irradiacion puede ser de 1 a 10 Gy,
preferentemente, de 2 a 5 Gy, en particular 2, 3, 4 0 5 Gy. Por ejemplo, puede contemplarse la irradiacion fraccionada
de 15x2 Gy en seis semanas, o de 4 a 6x5 Gy en dos semanas. En un aspecto preferido, la radioterapia contemplada
es un protocolo con 4 irradiaciones de 5 Gy en dos semanas. Diferentes regimenes o condiciones de tratamientos
combinados del céncer con irradiacion y moléculas Dbait se han evaluado y permiten demostrar que la
radiosensibilizacion de tumores por moléculas Dbait depende de las dosis de moléculas Dbait pero no de las dosis de
irradiacion.

Para la quimioterapia, la dosificacién eficaz del agente antitumoral que dafna el ADN empleado en la preparacion, el
kit o el producto combinados de la invencién o en combinacién con la composicion de la invencién puede variar en
dependencia del agente antitumoral que dafa el ADN en particular empleado, el modo de administracion, la afeccion
que se trata, la gravedad de la afeccion que se trata. Por lo tanto, el régimen de dosificacion del agente antitumoral
que dafna el ADN se selecciona de acuerdo con una variedad de factores, lo que incluye la via de administracién y el
estado del paciente. Un médico, un clinico o un veterinario experto puede determinar y recetar facilmente la cantidad
eficaz del agente antitumoral que dafia el ADN necesaria para prevenir, contrarrestar o detener el progreso del cancer.

El tratamiento puede incluir uno o varios ciclos, por ejemplo, de dos a diez ciclos, en particular dos, tres, cuatro o cinco
ciclos. Los ciclos pueden ser continuos o separados. Por ejemplo, cada ciclo se separa por un periodo de tiempo de
una a ocho semanas, preferentemente, de tres a cuatro semanas.

Ejemplos

Una comparacién multiescala de distribucion y actividad de ADN corto (Dbait) en complejo con polietilenimina (PEI) o
unido al colesterol.

Caracterizacion de los complejos Dbait/vector y captacion celular

Se ha demostrado que la PEI es capaz de formar complejos de interpolielectrolitos no covalentes con ADN,
oligonucledtidos y ARN. Las cadenas de PEI largas son altamente eficaces en la transfeccion génica, pero mas
citotoxicas. Los inventores evaluaron varios poliplexos de particulas de PEI con Dbait y compararon su actividad con
respecto a una Dbait modificada unida covalentemente al colesterol (denominada coDbait). La coDbait fue una
molécula Dbait unida covalentemente a una cadena grasa de colesterol que se us6 sin vector adicional. Para cada
vector analizado, el objetivo principal de los inventores fue desarrollar una formulacién con la distribucion de tamaro
de particulas mas homogénea a la concentracion de Dbait mas alta. El diametro y la carga superficial de las particulas
se midieron mediante dispersién dinamica de luz laser (DLS). Mediante el uso de un andlisis multimodal, los inventores
encontraron que la PEI ramificada (bPEI25K) con un tamafio medio de 25Kd y PEI lineal con tamafo 22Kd (PEI22K)
o 11Kd (PEI11K) form6 complejos con propiedades similares (Tabla 1).
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Tabla 1. Fluorescencia y captacion celular de Dbait formulada

Moléculas/Métodos | Cloroquina Dbait fluorescencia? MCCP cor MCC¢ | MCCP24 | MCCec24
(100 mg/ml) | (ug/ml) | x10e-6 /ug/ml 5 horas 5 horas horas horas
- - 0 2,78 ND 3,2 ND
cloroquina + 0 3,12
Electroporacion - 1,6 6,17 8,72 1,41 10,79 1,75
Electroporacion + 16 6,17 8,6 1,39 ND ND
Dbait - 1,6 6 2,65 0,43 3,45 0,56
Dbait/PEI11K - 1,6 1,92 26,46 13,78 13,26 6,91
Dbait/bPEI25K - 1,6 3,04 51,62 16,98 57,98 19,07
Dbait/PEI22K - 1,6 3,32 54,49 16,41 42,74 12,87
Dbait/Superfect - 1,6 6,41 220 34,32 203,78 31,79
Dbait/Superfect + 1,6 6,41 218 34,01 ND ND
+CQ
coDbait - 1,6 3,47 10,02 2,89 ND ND
coDbait + CQ + 1,6 3,47 20,71 5,97 ND ND
coDbait - 16 3,47 65,74 18,95 64 18,44
coDbait + CQ + 16 3,47 236,43 68,14 2143 61,76
coDbait - 32 3,47 145 41,79 ND ND
coDbait + CQ + 32 3,47 390,38 112,50 ND ND
afluorescencia en valor FL2; ®PMMCC= valor FL2 medio del contenido celular (>3 experimentos); °cor MCC =
FL2/fluorescencia corregida de contenido celular

Se analizaron diferentes relaciones de PEI en Dbait. La relacion mas baja que conduce al complejo Dbait al 100 % se
determiné mediante ensayo de cambio de gel. La relacion N/P de 6, 6 y 9 se eligié respectivamente para PEI11K,
PEI22K y bPEI25K para estudios adicionales. Las particulas del complejo Dbait-PEI fueron estables durante un
periodo de una hora en sacarosa al 10 %. La morfologia altamente homogénea de particulas esféricas en la poblacion
(con un tamano que variaba de 125 a 140 nm) se confirmd por microscopia electrénica de transmision (Figura 1A). La
presencia de sal en el tampén de dilucion con concentraciéon que excede 0,8 mg/ml, o el almacenamiento prolongado,
indujo la agregacion de complejos de PEIl. Los complejos con Superfect (60 pg de Superfect/ug Dbait) que
proporcionaron agregados mas grandes y polidispersos (>2 um) se usaron como un control positivo. El copolimero
anfifilico no cargado Lutrol no formé un complejo de interaccion estable con Dbait y se us6 como control negativo en
algunos experimentos.

Los inventores controlaron la captacion celular de los diferentes complejos mediante el uso de una Dbait modificada
por cy3 fluorescente. La fluorescencia inicial del complejo cy3-Dbait se monitore6 inmediatamente antes de la
transfeccion. En los complejos de PEI, la fluorescencia de Dbait se redujo de 2 a 3 veces lo que indica que la
compactacion de las moléculas con PEI podria apagar la fluorescencia (Tabla 1). coDbait también fue menos
fluorescente que la Dbait desnuda lo que indica que el colesterol podria interactuar con la cianina en la misma
molécula. Superfect o Lutrol no afectaron la fluorescencia. El contenido celular de células de fibroblastos transfectadas
humanas se midi6 mediante analisis de citometria de flujo. La distribucién de la fluorescencia de las células tratadas
con la mezcla de Dbait desnuda o la mezcla Dbait-Lutrol no fue diferente del control no tratado lo que indica que las
moléculas Dbait no entraron espontaneamente en las células. La electroporacion fue relativamente ineficiente y el
aumento de la concentracion de Dbait no mejoré la eficiencia de la transfeccion. Todos los polimeros policationicos
(PEI y Superfect) promovieron una captacion celular eficiente, pero las PEI lineales mostraron una distribucién mas
amplia que los complejos Dbait/Superfect o Dbait/PEIb25K. La coDbait entr6 a las células sin la ayuda de factores de
transfeccion, pero con una eficiencia 10 veces menor que Dbait/PEI. El aumento de 10-15 veces la concentracion de
coDbait permiti6é una transfeccion eficiente (Figura 1B).

Una limitacion de la eficiencia de transferencia de ADN es su retenciéon en endosomas lo que impide que interactie

con su objetivo o que se transcriba. En la célula, el ADN debe escapar de las vias endosémicas normales, que conduce
a la degradacion. Por lo tanto, la eficiencia del suministro de ADN se correlaciona no solo con la captacion celular,
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sino también con la desestabilizacion y escape de los endosomas. Se conoce que la PE!l tiene una capacidad tampén
alta que facilita la liberacién de ADN de endosomas y lisosomas (“hip6tesis de la esponja de protones”). Por el
contrario, coDbait requerira la ayuda de agentes fusogénicos tales como la cloroquina (CQ), para liberarse de manera
eficiente de los endosomas. Con vistas a mejorar la eficiencia de la transfeccién, afiadimos 100 uM de CQ a las células
media hora antes de la transfeccién. La CQ aumenté por 2-4 veces la captacién celular de coDbait (Figura 1). La
cantidad de Dbait liberada en la célula se monitoreé por la activacion de la quinasa de ADN-PKcs desencadenada por
su unién a las moléculas Dbait (Quanz y otros, 2009, supra). La adicion de colesterol no afect6 la capacidad de Dbait
para activar el ADN-PK purificado (Figura 2A). En la célula, la activacion de la ADN-PKcs cinasa se monitore6 por la
cantidad de fosforilacion de H2AX que se demostré que es estrictamente dependiente de ADN-PK. Tanto Dbait/PEI
como coDbait indujeron fosforilacion de H2AX en las células tratadas (Figura 2B). Los complejos PEI/Dbait ramificados
y lineales promueven rapidamente la fosforilacion de H2AX (Figura 2C) que alcanzé el maximo 6 horas después del
inicio de la transfeccion y se mantuvo 24 horas después de la transfeccién. La actividad cinasa inducida por Dbait fue
muy baja después de la electroporacion en cualquier momento (Figura 2). Altas concentraciones de CoDbait fueron
muy ineficientes para H2AX fosforilado, y requirieron al menos 24 horas para alcanzar el valor maximo. La adicién de
CQ durante la transfeccién aumenté la activacion de ADN-PKcs en células transfectadas con coDbait hasta que se
observo con 10 veces menos Dbait/PEI (Figura 2C). CQ no aument6 la actividad en las células transfectadas con
Dbait/PEI lo que indican que Dbait se libera eficientemente de los endosomas cuando forma complejo con PEI. Dado
que la captacion celular de coDbait no aumenté entre 5 horas y 24 horas después de la transfeccion, la activacion
lenta de ADN-PK por coDbait revela su liberacién lenta de los endosomas.

Captacion celular y toxicidad general en embriones tempranos de pez cebra

Analizar la captacion de Dbait y la actividad en cultivos celulares no permite hacer conclusiones acerca de la difusion
del farmaco, la captacién celular y la actividad en todo el organismo. Los inventores evaluaron este problema mediante
la inyeccién de Dbait-cy3, ya sea desnudo o con adyuvante, en el espacio intercelular de 1000 embriones de pez zebra
en el estadio de célula (estadio 1K) (Kimmel y otros, 1995, Dev Dyn 203:253-310). Este protocolo permiti6 la
observacion in vivo por microscopia confocal de la distribucion de Dbait-cy3 a nivel celular y subcelular asi como
también su actividad sobre las células en divisién rapida del embrién temprano de pez cebra. La Dbait-cy3 desnuda
inyectada en el polo animal de embriones en el estadio 1K se difundi6 rapidamente a lo largo de todo el blastodermo
y ya no se detectaron a los 15 minutos después de la inyeccién. La adicion de Lutrol permitié la retencién de Dbait en
el espacio extracelular alrededor del punto de inyeccién pero no facilité la captacion celular. En presencia de Superfect
o PEI, se observaron numerosos parches fluorescentes dentro de las células lo que indicé una captacion celular
eficiente. coDbait cy3 mostro otro tipo de comportamiento con una tincién fuerte y persistente de las membranas
plasmaticas junto con fluorescencia intracelular en los parches. La incubacién de embriones con CQ antes de la
inyeccion convirtio los parches fluorescentes grandes de coDbait en una distribucion intracelular difusa.

La observacion de los efectos fenotipicos 20 horas después de la inyeccion permitio evaluar la actividad de Dbait y la
toxicidad total del tratamiento. La fluorescencia de Dbait se detecté 24 horas después de la inyeccion en las células
de la cabeza de las larvas (Fig. 3A-C), que de acuerdo con el desarrollo del mapa de destino del pez cebra (Woo y
otros, 1995, Curr Opin Genet Dev 5:439-443) se derivé del area inyectada en el polo animal de embriones de
pregastrulacion. La inyeccion de Dbait sin adyuvante (NA) o combinado con Lutrol (Lu) no mostrd efecto sobre el
desarrollo (Figura 3D) lo que se correlaciona con la pobre captacion intracelular de Dbait descrita anteriormente. La
adicion del adyuvante condujo a la muerte celular en la cabeza y en correlacion con el volumen inyectado, pudo
observarse muerte celular extensa y teratogénesis. Los fenotipos de 24 horas se clasificaron como se describié (Figura
3), lo que permite cuantificar la toxicidad de la mezcla inyectada. Para la misma concentracion del Dbait, aparecieron
evidentes diferencias en términos de muerte celular y alteraciones posteriores del desarrollo, en dependencia del
adyuvante. La adicién de Superfect (sup) fue muy toxica para las células embrionarias y la muerte celular extensa en
estadios tempranos resulté en un alto porcentaje de fenotipos de tipo 2. De manera similar, la adicién de PEI (25K,
22K, 11K) demostro ser toxica para los blastdmeros de pez cebra. Aunque menos eficiente que la adicién de PEI, la
inyeccién de coDbait resultdé en una muerte celular significativa. La preincubacién de los embriones con CQ no
aumenté significativamente la toxicidad. En conjunto, la muerte temprana de las células embrionarias y las posteriores
anomalias del desarrollo fue un protocolo rapido y confiable para evaluar la toxicidad general de Dbait +/-adyuvante
en embriones de pez cebra. La correlacion de la muerte celular con la captacion celular sugiere que la actividad
antitumoral del Dbait en células embrionarias podria desempefiar un papel importante en el efecto toxico.

Toxicidad local y sistémica en ratones

Para evaluar la consistencia de los datos de cultivo celular, embriones de pez cebra y raton, los inventores analizaron
la tolerancia de la piel de ratones desnudos a la administracion repetida de Dbait/PEI1K, Dbait/PEI22K, Dbait/bPEI25K
y coDbait. La toxicidad de las Dbait formuladas diferentemente se analizé después de 3 inyecciones subcutaneas
diarias (SC). Todos los Dbait/PElI mostraron alta toxicidad con inyecciones que se toleraron a 3,75 mg/kg, pero
comenzaron a los 5 mg/kg a desencadenar la inflamacion local asociada con necrosis local e isquemia que
desaparecié rapidamente con la detencion del tratamiento. La toxicidad por inyeccion intravenosa (1V) dio resultados
similares: las inyecciones intravenosas de Dbait/PEI fueron letales a 3 mg/kg con muerte que se produjo durante la
inyeccion probablemente por obstruccion de la sangre. Las inyecciones lentas mediante perfusion (0,4 pl/mn)
aumentaron la tolerancia hasta 6 mg/kg de Dbait/PEI (6 nmoles/inyeccion) lo que confirma que la mayoria de la
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toxicidad IV se debe a la concentracion local en el sitio de inyeccion del bolo. coDbait con o sin CQ no mostré toxicidad
en todas las dosis analizadas (hasta 800 mg/kg/inyeccion; 800 nmoles/inyeccion) independientemente de la via usada:
SC, bolo IV o perfusion IV.

Actividad antitumoral en tumores xenoinjertados

El efecto antitumoral de la Dbait formulada se probé en combinacién con radioterapia en melanoma humano
xenoinjertado SK28. Los complejos Dbait/vector se administraron 5 horas antes de cada irradiacion mediante el uso
de inyecciones intratumorales.

Aunque la administracién de farmacos por inyeccién intratumoral (IT) se ha usado en muchos ensayos, se aconseja
actualmente evitar esa via de administracién en ensayos clinicos. Los inventores investigaron cémo Dbait/PEI11k o
coDbait podrian administrarse por inyeccioén subcutanea (SC) en el area cercana al tumor. Varios ensayos clinicos
han usado exitosamente esta via de administracion. Los inventores compararon en primer lugar la difusion de las
moléculas en los tumores tratados mediante una inyeccién intratumoral o dos inyecciones subcutaneas realizadas en
lados opuestos del tumor (Figura 4). La Dbait fluorescente, en complejo con PEI1 1k, tendié a formar agregados en el
sitio de inyeccién y se difundié progresivamente hasta el limite del tumor. Por el contrario, coDbait mostré una
distribucion méas uniforme alrededor de la inyeccion ya sea dentro del tumor o en su cercania. Las inyecciones SC de
Dbait/PEI11k o coDbait fueron ligeramente menos eficientes que las inyecciones IT en términos de control del
crecimiento tumoral (Tabla 2). Sin embargo, aumentar la cantidad de sitios de inyeccion deberia permitir mejorar
significativamente el control del crecimiento tumoral sin afadir toxicidad local.

Tabla 2. Supervivencia de ratones con xenoinjertos después de la irradiacion asociada con diversos tratamientos

Complejos  Concentracién modo de NUum. Ratones Mediana del Riesgo  Media SD %
Dbait/vector de Dbait administracion? ratones curados® tiempo de relativo de de medio
supervivencia (valorp) TGD TGD de
TGDc
Simulado - IT 79 2 72 - 11 15 160
Dbait 6 x 60pg (3 IT 6 0 63 1,40 3 8 114
nmol) (p<0.41)
Dbait/PEI11k 6 x 60ug (3 IT 38 3 123 0,26 >40 27 313
nmol) (p<2,69.10-
8)
Dbait/PEI22k 6 x 60ug (3 IT 10 2 >150 0,09 >63 40 436
nmol) (p<4,62.10-
6)
Dbait/PEIb25k 6 x 60ug (3 IT 19 4 >150 0,13 >60 35 419
nmol) (p<83,73.10-
8)
Dbait/Lutrol 6 x 60ug (3 IT 10 0 72 1,2 5 5 128
nmol) (p<0.56)
Dbait/PEI11k 6 x 150ug (7,5 SC 12 0 135 0,34 22 15 216
nmol) (p<1,05.10-
3)
cQ - IT 6 0 68 - 8 6 142
coDbait+CQ 6 x 600mg (30 IT 13 0 98 0,23 42 25 323
nmol) (p<4,02.10-
4)
coDbait+CQ 6 x 1,2 mg (60 SC 16 0 101 0,22 >22 23 218
nmol) (p<1,05.10-
3)

amodo de administracion: IT, intratumoral; SC, subcutanea
blos ratones curados son animales sin recurrencia dentro de 300 dias después del tratamiento
el calculo del TGD y el andlisis estadistico se describen en Materiales y Métodos

Se ha estudiado la supervivencia de cinco grupos de ratones desnudos que portan xenoinjerto de melanoma SK28.
Grupo 1) ratones no tratados (n=16); Grupo 2) ratones irradiados (IR, n=12); Grupo 3) ratones irradiados con 1 mg
de cloroquina inyectada por via intraperitoneal (CQ, IR, n= 10); Grupo 4) ratones tratados con 0,6 mg de DTO1
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inyectado por via intratumoral (también denominado coDbait) e irradiados 5 horas mas tarde (DTO01, IR, n=11);y
Grupo 5) ratones tratados previamente con 1 mg de cloroquina inyectado por via intraperitoneal 2 horas antes de la
inyeccion intratumoral de 0,6 mg de DTO1 (también denominado voDbait) e irradiados 5 horas mas tarde (DT01, CQ,
IR, n=13).

Los resultados se presentan en la Figura 5.

Con 0,6 mg de coDbait administrado intratumoralmente, el pretratamiento con cloroquina radiosensibilizd
notablemente y aumenté la supervivencia (grupo 5) en comparacion con la radioterapia sola (grupo 2), mientras que
ni coDbait (grupo 4) ni CQ (grupo 3) mostraron una radiosensibilizacion significativa. El grado de radiosensibilizacién
del grupo 5 fue similar al del grupo tratado con 0,06 mg de Dbait formulada con polietilenimina (PEI) en una relacion
N/P=6.

Un régimen de administracion basado en una inyeccion subcutanea de coDbait también se ha evaluado en ratones
desnudos que portan xenoinjerto de melanoma SK28. Este régimen se describe esquematicamente en la Figura 6. En
resumen, este régimen incluye cuatro tratamientos combinados con coDbait e irradiacién en dos semanas. En
particular, 4 mg de coDbait se inyectaron por via subcutanea en dos puntos opuestos separados por 5 mm del limite
del tumor. Ademas, los animales se trataron previamente con 1 mg de cloroquina (CQ) y se trataron posteriormente
con CQ con la misma dosificacién durante el tratamiento con coDbait e irradiacion. El crecimiento tumoral se evalu6é
después de este régimen de administracion y los resultados se proporcionan en la Figura 6.

Se ha observado que el menor crecimiento tumoral se observa con el cotratamiento de coDbait e irradiacion con
cloroquina después de un tratamiento previo con cloroquina. Ademas, el grupo cotratado con cloroquina mostr6é
resultados mas homogéneos que aquellos sin tratamiento con cloroquina.

Conclusién

En el presente estudio, los inventores usaron un conjunto de ensayos para guiar el desarrollo de protocolos de
administracion y formulacion de farmacos. Estos ensayos permitieron comparar diferentes formulaciones de Dbait
antes de realizar ensayos preclinicos en ratones. Se usaron ensayos celulares y de embriones de pez cebra para
evaluar la eficiencia de la captacién celular de Dbait, una etapa requerida previamente en el efecto del farmaco
antitumoral, y seleccionar los protocolos y formulaciones méas apropiados para los estudios preclinicos en mamiferos.
La toxicidad general en el embridn de pez cebra no se correlaciond con la toxicidad en la piel de los ratones o después
de la inyeccion sistémica. En particular, la alta toxicidad de coDbait en el embridn de pez cebra indicé que la mayoria
de las células que entraron en contacto con el farmaco probablemente murieron mientras que la piel de los ratones no
mostré ninguna reaccién a las inyecciones de coDbait a altas dosis. Esta diferencia sugiere que la toxicidad en el
embrién temprano de pez cebra es un indicador de sensibilidad tumoral en lugar de sensibilidad del tejido saludable.
En realidad, se ha demostrado que las moléculas Dbait son especificamente téxicas en tumores pero no en piel normal
(Quanz y otros, 2009, supra).Dbait/PEI (5 uM) y coDbait (50 uM) + CQ que desencadenaron una activacién de ADN-
PKcs comparable en cultivo celular tuvieron un efecto tdxico similar sobre los embriones de pez cebra (Figura 3D) y
mostraron actividad antitumoral significativa en tumores de ratén (Tabla 2, Figuras 5 y 6). Esta observacién es
consistente con la sensibilidad a la actividad antitumoral de células embrionarias de pez cebra que comparten
propiedades caracteristicas con las células tumorales, lo que incluye indices mit6ticos y rasgos bioquimicos y
fenotipicos. De acuerdo con esta hipotesis, los inventores demostraron recientemente la actividad antiproliferante de
Dbait mediante la inyeccién intracelular directa de Dbait desnuda en blastémeros de pez cebra entre los estadios de
1y 16 células.

Los polimeros de PEI se evaluaron entre todas las moléculas adyuvantes analizadas como los mas eficientes en la
formacion de complejos con Dbait. Sin embargo, su uso se limité por su toxicidad sobre los tejidos asi como también
en el sistema sanguineo. La toxicidad local se superé parcialmente por la administracion lenta (perfusion) y mediante
la divisién de las dosis inyectadas en sitios de inyeccion diferentes. Pero la combinacion covalente de colesterol y
Dbait proporciond la mejor alternativa para el suministro de Dbait a las células sin adicién de adyuvante. De hecho, la
ausencia de toxicidad dentro del intervalo de dosis probadas sugiere que esta molécula podria resultar Gtil a pesar de
las dosis mas altas requeridas para el efecto antitumoral. Las dosis de 3 nmoles y 30 nmoles por inyeccion de
Dbait/PEI11K respectivamente y coDbait duplicaron el retraso en el crecimiento tumoral inducido por la irradiacion
sola. La toxicidad respectiva de ambas formulaciones (6 nmoles y >800 nmoles) proporciond una relacion relativa de
dosis eficiente/dosis de toxicidad de 0,5 para Dbait/PEI11K y < 0,037 para coDbait, lo que indica que coDbait es un
candidato muy bueno para el ensayo clinico.

Materiales y Métodos
Formacién de Dbait y particulas
Las moléculas Dbait y coDbait se obtuvieron mediante sintesis de oligonucleétidos en fase solida automatizada de

Eurogentec (Seraing, Bélgica) o de Agilent Technologies Nucleic Acid Solutions Division (Boulder, EE.UU.) como se
describi6 anteriormente (Quanz y otros, 2009, supra). Estas se purificaron mediante HPLC de fase inversa
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desnaturalizante y/o HPLC-IEX. Algunos derivados de Dbait se etiquetaron con los fluor6foros Cy3 (A excitacion = 540
nmM; A emisiosn = 560 NM) 0 Cy5.5 (A excitacisn = X NM; A emisicn = X nm). Las PEIl lineales (11 kDa y 22 kDa) fueron de
Polyplus-Transfection (llikirch, Francia) y se proporcionaron como una solucion lista para usar de concentracién de
nitrégeno 300 uM. La bPEI25kd ramificada se adquirié de SIGMA-Aldrich (Saint Quentin, Francia). El Lutrol se adquirié
de In Cell Art (Nantes, Francia). Las soluciones de Dbait e PEI (PEI de reserva) se diluyeron en sacarosa al 10 % o
NaCl 150 mM (para experimentos de transfeccion in vitro) para obtener diversas relaciones de vector/Dbait. La relacion
de PEI/Dbait (o relacion N/P) se determin6 de acuerdo con la cantidad de nitrdgeno de amina para PEl y fosfato para
Dbait. Tipicamente, para 300 pl de complejos a 0,6 mg/mly N/P 6, Dbait (180 pug, 0,54 umol de fosfato) y la cantidad
deseada de solucion polimérica (11,4 ul de solucion madre de PEI contienen 0,3 umol de nitrdgeno de amina) se
diluyeron cada uno en 150 pl (sacarosa al 10 %). Las particulas de Superfect/Dbait se prepararon de acuerdo con el
fabricante (Qiagen, Courtaboeuf, Francia) en una relacion de 10 (ul de Superfect por pug de ADN. La complejacion del
vector/Dbait se analiz6 mediante el método de electroforesis en gel de agarosa. Las muestras (18 pl) se mezclaron
con colorante azul de bromofenol (1 pl) y después se cargaron en gel de agarosa al 1,5 % en la camara de
electroforesis que contiene el tampon TAE IX (Tris-acetato 40 mM, pH 8,3, EDTA 1 mM). El gel se corri6 a 100 Volts
durante 30 min. A continuacién, el gel se tifid con bromuro de etidio (EtBr) durante 15 minutos y las bandas se
observaron con luz UV.

Cultivo celular, moléculas Dbait y transfeccion

Las moléculas Dbait se produjeron mediante sintesis de oligonucleotidos en fase solida automatizada. La secuencia
es 5-GCTGT- GCCCACAACCCAGCAAACAAGCCTAGA-(H)-TCTAGGCTTG TTTGCTGGGTTGTGGGCACAGC
(SEQ ID NO: 4) donde H es un enlazador de hexaetilenglicol. Los estudios en células en cultivo se realizaron mediante
el uso de fibroblastos MRC-5 transformados con SV40. Las células se cultivaron a 37 °C en cultivos monocapa en
DMEM completo (Gibco, Cergy Pontoise, Francia) con FCS al 10 % y antibiéticos (100 pg/ml de estreptomicina 'y 100
(ng/ml de penicilina) en condiciones de 100 % de humedad, 95 % de aire y 5 % de CO2. A menos que se especifique
de cualquier otra manera, las transfecciones se realizaron en 1,2 ml de medio MEM sin suero en placas de 60 mm de
diametro. La transfeccion con jetPEI (Polyplus-transfeccion, 111kirch, Francia) se realizé en una relacion N/P de 6 de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, se diluy6 Dbait en 150 uM de NaCl y se mezclé suavemente
con un volumen igual de PEl en 150 mM de NaCl y se afadié al medio DMEM sin suero. coDbait se anadio
directamente al medio DMEM sin suero. La transfeccion de moléculas Dbait se realizé con reactivo Superfect en 1,2
ml de medio DMEM con suero (en placas de 60 mm de didmetro) durante 5 horas y después las células se dejaron
recuperar durante 1 hora si no se indicé de cualquier otra manera. Para la electroporacién, se transfectaron 1,2x10°
células con 2 ug de Dbait mediante el uso del Gene Pulser Il (Bio-Rad, Marnes-la- Coquette, Francia). Al final de las
5 h de transfeccion (tiempo cero), el medio se reemplaz6 por medio completo y las células se cultivaron el tiempo
indicado antes de analizarse. Se afadié cloroquina (50uM) 30 min antes de la transfeccion.

Citometria de flujo

Las células se transfectaron con diferentes complejos con Dbait-cy3 durante 5 h y se dejaron crecer 5 horas o 24
horas, y se lavaron rapidamente con PBS. Las células se analizaron directamente mediante citometria de flujo. Para
la deteccion de inmunofluorescencia por citometria de flujo, las células se fijaron en paraformaldehido al 2 % durante
10 min antes de la inmunodeteccién. Cabe sefalar que el tratamiento de permeabilizacién elimind la mayor parte de
Dbait lo que perjudicé la deteccion de inmunofluorescencia y la deteccion de Dbait en las mismas células. Las células
se fijaron durante 15 min en formaldehido al 4 %, se permeabilizaron en Triton X-100 al 0,2 % durante 1 hora, se
bloguearon con BSA al 2 % y se incubaron con anticuerpo primario durante 2 horas en hielo con anticuerpos
monoclonales de raton anti y-H2AX (Upstate Biotechnology, Temecula, CA, EE.UU.) y se revelaron con anticuerpos
secundarios conjugados con Alexa-488 (Molecular Probes, Eugene, OR, EE.UU.), Texas Rojo (Rockland, Gilbertsville,
PA, EE.UU.) a una diluciéon de 1/200 durante 30 min a TA. Las células se lavaron con PBS y se resuspendieron en
PBS con 50 pg/ml de yoduro de propidio, 25 U/ml de ARNasaA. Las células se analizaron mediante un citdmetro de
flujo FACScalibur (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.) y los datos se analizaron mediante el uso de BD
CellQuest Pro (BD Biosciences) y el programa informatico WinMDI 2.8 (Scripps Research Institute, La Jolla, CA,
EE.UU.).

Cria de pez cebra, recoleccién y tratamiento de embriones

Los huevos de pez cebra se obtuvieron a partir del desove natural de lineas de peces de tipo silvestre o transgénicos
(Bactina:egfp-ras). Se usaron un micromanipulador Narishige (MN 153) fijados en un escopio de diseccién con
iluminacion de epifluorescencia (Leica MZ16F) y un inyector de aire (Eppendorf FemtodJet) para realizar la inyeccion
de Dbait en el estadio celular 1K. Los capilares de vidrio (Aparato Harvard GC100-10) se extrajeron con un extractor
de pipetas vertical KopF (KopF 720) para hacer las agujas de inyeccion. Se inyectaron 2 a 5 nl de solucioén de Dbait
en el polo animal de embriones en el ciclo celular 10 y se procesaron inmediatamente para obtener imagenes de
microscopia confocal con barrido de laser (Leica SP2 vertical) con objetivo de lente de inmersién en agua 40x/0,8 NA.
La obtencién de imagenes se realiz6 por excitacion simultanea a 480 nm (eGFP) y 561 nm (cy3). Los embriones se
cultivaron posteriormente a 28,5 °C hasta 24 hpf. Se observaron larvas de un dia de edad bajo el tope de diseccion y
fenotipos de clasificaron como se describe en la Figura 3. El tratamiento con cloroquina antes de la inyeccién consistié
en 2 horas de incubacion en medio embrionario (The Zebrafish Book) con 50 uM de cloroquina. Se inyecté Dbait
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(coDbait)-cy3 50 uM ya sea solo o0 en combinacion con PEI25K (relacion N/P=9), PEI11K (relacién N/P=6), Superfect
(10 pl/1 pg de Dbait).

Dbait y tratamientos de irradiacion en ratones

Los tumores de xenoinjerto SK28 o U87G se obtuvieron mediante la inyeccion de 108 células tumorales en el flanco
de ratones desnudos adultos hembras (cepa Charles River; L'arbresle, Francia). Los animales se alojaron en el
laboratorio al menos una semana antes de comenzar los experimentos. Hubo 5-6 animales por jaula en condiciones
controladas de ciclos de luz y oscuridad (12 h:12 h), humedad relativa (55 %) y temperatura (21 °C). El agua del grifo
y el alimento estuvieron disponibles ad libitum. Después de aproximadamente 12 dias, cuando los tumores
subcutaneos midieron 150-200 mm?, los ratones se separaron en grupos homogéneos de como maximo 12 cada uno
para recibir diferentes tratamientos. La irradiacion se llevo a cabo en una unidad '3’Cs (0,5 Gy/min) con un escudo
disefado para proteger aproximadamente dos tercios del cuerpo del animal. Las dosis se controlaron por dosimetria
de termoluminiscencia. Se suministré una dosis total de 30 Gy en 6 sesiones a intervalos de tres sesiones de 5 Gy por
semana durante dos semanas. Las moléculas Dbait se prepararon en 100 ml de sacarosa al 10 % como se describid
anteriormente para estudios in vitro, excepto que la mezcla de PEI se realiz6 sin NaCl (Polyplus Transfection,
Strasbourg, Francia). Las mezclas de Dbait se incubaron durante 15 min a temperatura ambiente antes de la inyeccién.
Se diluy6 coDbait en sacarosa al 10 % a la concentracion requerida. Las inyecciones intratumorales de la cantidad
indicada de Dbait se realizaron 5 h antes de cada sesion de radioterapia. Los animales tratados con simulacién se
inyectaron con 100 pul de glucosa al 10 % de acuerdo con el protocolo de los ensayos asociados. El tamano del tumor
se evalu6 por mediciones con un calibrador cada tres dias y el tamafio se calcul6 por la formula (2 x longitud x ancho?2).
Los ratones se pesaron y se tomaron imagenes de los tumores cada semana. Por razones éticas, los animales se
sacrificaron cuando sus tumores alcanzaron 2000 mn)3. Este criterio de valoracién usado en el andlisis de
supervivencia fue el dia de la muerte. El Comité Local de Etica de la Experimentacién Animal (Orsay, Francia) aprob6
todos los experimentos.

Analisis estadistico

Se realizaron andlisis descriptivos de la respuesta tumoral para cada tratamiento y para cada tipo de tumor. El dia 1
fue el dia de la primera sesion de tratamiento. Todos los animales se siguieron durante al menos 150 dias. La vida
media se estim6 de acuerdo con el método de Kaplan-Meier. El retraso del crecimiento tumoral (TGD) se calcul6 al
restar el tiempo de cuadruplicacion del volumen tumoral medio del grupo control de los tiempos de cuadruplicacion del
volumen tumoral de ratones individuales en cada grupo tratado. El TGD medio se calculé para cada grupo tratado
mediante el uso de las mediciones individuales. Las curvas de supervivencia general se evaluaron por estimados de
Kaplan-Meier y se compararon mediante el uso de la prueba no paramétrica LogRank ya que los datos no siguen una
distribucion normal. El analisis se realizé mediante el uso del programa informatico statEL (ad Science, Paris, Francia).
Un LogRank global se realiz6 primero para cada grupo con el mismo tipo de tumor. Después, los tratamientos con
Dbait se compararon con respecto al control tratado con simulacién. El nimero de animales (n), el riesgo relativo (RR)
y el valor de p se informan en la Tabla 2. Todas las pruebas se consideraron significativas al nivel de significacion de
0,05.

Propiedades fisicoquimicas de las particulas de Dbait formuladas

El tamafo de particula del vector/Dbait se determiné mediante la dispersién dindmica de la luz (DLS) en Zetasizer
nano series, (Malvern instruments, Paris, Francia) con estas especificaciones: viscosidad media: 1,150 cP, indice de
refraccién: 1,45, angulo de dispersion: 90°, temperatura: 25 °C. Los datos son promedios de 3-5 medidas por muestra
y cada medicion promedia los datos de 10-15 subcorridas. Los datos se analizaron mediante el uso del programa
informatico de distribucién de nimeros multimodal suministrado con el instrumento. Para la medicién del potencial
zeta, las particulas se diluyeron en sacarosa al 10 %/10 mM de NaCl para obtener una concentracién final de Dbait
de 0,1 mg/ml y se midieron con las siguientes especificaciones: 3 mediciones, viscosidad media: 1,054 cP, constante
dieléctrica media: 79, temperatura: 25 °C.
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Polimeros Relacién?  Tamafo® Zeta® Pdl [Clmax (mg/ml) proveedor

catidnicos (p/p) (nm) (mV)

Superfect - >1000 - 1 nd Qiagen

bPEI25K 21 175 £ 51 +40 0,11 1,5 Sigma-Aldrich

PEI22K 1,4 133 £ 25 +46 0,17 1,0 Polyplus
Transfection

PEIM1k 1,4 125+ 13 +30 <02 0,8 Polyplus
Transfection

@ relacion de peso a la que se observa la actividad maxima de Dbait

b Diametro promedio (+/- SD) segln se determin6 mediante dispersion dindmica de la luz (ver Materiales y métodos
suplementarios).

¢ Particulas en sacarosa al 1 %, NaCl 10 mM

Microscopia electronica de transmision

Las muestras se prepararon para microscopia electrénica de transmision mediante tincion negativa con acetato de
uranilo. Se deposité una gota de muestra (10 pl) en la rejilla (formvar/carbono sobre cobre de 200 mesh, Agar Scientific)
y se dejo reposar durante 3 minutos antes de eliminar el exceso de liquido con papel secante. Después los complejos
se tifieron con 10 pl de acetato de uranilo acuoso (2 %) durante 2 min y el exceso se retird con papel secante. Las
observaciones se realizaron con un microscopio electrénico Jeol JEM-100S.

Moléculas Dbait conjugadas alternativas

Se han preparado moléculas Dbait conjugadas alternativas y se describen a continuacion: Moléculas conjugadas de
Férmula (lle)

C"I " = NN_NN_{N)H_N __,__\.\ L,
NNNN-{N} N -
con
Compuest |[C-Lm L Masa medida
o (MALDI-TOF)
0902 Colesterol-trietilenglicol hexaetilenglicol 20 830,5
0903 1,2-di-(9Z-octadecenoil)-sn-gliceno-3-
fosfoetanolamina-N-[4-(p-fenil-3-((6-fosfohexiltio)- hexaetilenglicol 21 306,9
succinimido))butiramidal-
0904 N-octadecil-hexiltioamida- hexaetilenglicol 20 411,6
0905 N-hexil-acido félico-amida- hexaetilenglicol 20 739,2
Moléculas conjugadas de féormula
_/-"'Lm_c
NNNN-{N}, -N -—~~<jf/L,
NNNN-(NJ,-N
con
Compuesto |C-Lm L Masa medida
(MALDI-TOF)
0813 Colesterol- | N-(5-hidroximetil-6-fosfohexil)-11-(3-(6- 211277
trietilenglicol |fosfohexiltio)succinimido)) undecamida
0815 Colesterol- | 1,3-bis-[5-hidroxilpentilamido]propil-2-(6-fosfohexil) 214540
dihexilsulfuro

La actividad de estas moléculas Dbait conjugadas alternativas se ha medido a través de la inhibicion de la ADN-PK
como se detall6 anteriormente (Figura 7). Se ha observado que las moléculas conjugadas mantienen su actividad. En
particular, la conjugacién de diversos lipidos y ligando en cualquier extremo 5’ o en el lazo tiene un impacto menor
sobre la capacidad de estas moléculas para desencadenar la actividad de ADN-PK.
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Ademas, su actividad también se ha medido en lineas celulares, con o sin cloroquina, a través de la disminucion de la
cantidad de fosforilacion de H2AX como se detallé anteriormente (Figura 8). Primero, para las moléculas Dbait
conjugadas analizadas, se ha observado que su actividad es mayor con un tratamiento anterior con cloroquina.
Ademas, puede observarse que la conjugacién del colesterol al extremo 5’ conduce sorprendentemente a moléculas
mas eficaces que la conjugacioén del colesterol en el lazo de la horquilla (ver 0902 en comparaciéon con 0813 y 0815).

Captacion celular de moléculas Dbait conjugadas

La absorcion celular de la Dbait conjugada al colesterol, en particular CoDbait, en comparacién con la Dbait, se midié
por los inventores mediante analisis de citometria de flujo.

Los resultados se proporcionan en la siguiente tabla.

Intensidad de fluorescencia Cy3
@5 h.

Condiciones de transfeccion Mediana Promedio
Dbait-Cy3 79 nM 3 3
Dbait-Cy3 79 nM + Superfect 426 327
CoDbait-Cy3 79 nM 10 10
CoDbait-Cy3 79 nM + CQ 50uM 20 21
CoDbait-Cy3 986 nM 63 66
CoDbait-Cy3 986 nM + CQ 50uM 239 236
Co_ARNip_H2AX-Cy3 79 nM 53 56
Co_ARNip_H2AX-Cy3 79 nM + CQ 50uM 60 63
Co_ARNip_H2AX 986 nM 661 710
Co_ARNip_H2AX-Cy3 986 nM + CQ 1144 1214
50uM

Co_ARNip_H2AX que son ejemplos de referencia.

Andlisis por citometria de flujo de la captacion celular en la linea celular MRCS5 realizada a las 5 horas después del
inicio del tratamiento de diversas condiciones de transfeccion como se describe en la tabla. Todos los oligonucleétidos
se etiquetaron mediante colorante de cianina 3 (Cy3): Dbait (Dbait-Cy3), colesterol-Dbait (0813)(CoDbait-Cy3) y ARNip
que se dirige a H2AX con una cianina 3 y un colesterol en los extremos 5’ y 3’ de la cadena sentido (Co_ARNip_H2AX:
Cy3-5-CAACAAGAAGACGCGAAUCTT-3'-colesterol (SEQ ID NO: 6); 5-GAUUCGCGUCUUCUUGUUGTT-3' (SEQ
ID NO: 7). Cuando se indico, se afiadié 50 uM de cloroquina (CQ) antes de la transfeccion.

Listado de secuencias

<110> DNA Therapeutics Institut Curie

<120> Sistema de suministro in vivo optimizado con agentes endosomoliticos para conjugados de &cidos nucleicos
<130> B1050EPPC2

<160>7

<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1

<211> 32

<212> ADN
<213> secuencia artificial

<220>
<223> Dbait32

<400> 1
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acgcacgggt gttgggtcgt tigttcggat ct

<210> 2

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Dbait32Ha

<400> 2
cgtaggtctg tttggtggct ttgcagtgge ac

<210> 3

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Dbait32Hb

<400> 3
gctaggcttg tttgetgggt tgtaggeaca ge

<210> 4

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Dbait32Hc

<400> 4
gctgtgceca caacccagea aacaagccta ga

<210>5

<211> 32

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> Dbait32Hd

<400> 5
gctaggtctg tttggtggct ttgcagtgge ac

<210>6

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial

<220>
<223> ARNip

<400> 6
caacaagaag acgcgaauct t

<210>7

<211> 21

<212> ADN

<213> secuencia artificial
<220>

<223> ARNip

<400>7
gauucgcguc uucuuguugt t
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REIVINDICACIONES

Una molécula de acido nucleico conjugada que tiene la siguiente formula:

CL, —— NNNN-(N),-N —

AN b
NNNN-(N),-N (D

en donde N es un desoxinucleétido, n es un nimero entero de 21 a 95, la N subrayada se refiere a un nucleétido
que tiene una cadena principal de fosfodiéster modificada, L’ es un enlazador; m es 1y L es un oligoetilenglicol
carboxamido, C se selecciona del grupo que consiste en acido graso octadecil o dioleoil, folatos o &cido félico
y colesterol.

La molécula de acido nucleico conjugada de conformidad con la reivindicacion 1, en donde n es de 27 a 95.
La molécula de acido nucleico conjugada de conformidad con la reivindicacion 1, en donde n es 27.

La molécula de acido nucleico conjugada de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en
donde L’ se selecciona del grupo que consiste en hexaetilenglicol, tetradesoxitimidilato (T4), 1,19-bis(fosfo)-8-

hidraza-2-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano y 2,19-bis(fosfor)-8-hidraza-1-hidroxi-4-oxa-9-oxo-nonadecano.

Una composicion farmacéutica que comprende una molécula de acido nucleico conjugada de conformidad con
una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

La composicion farmacéutica de conformidad con la reivindicacion 5, en donde dicha composicién comprende,
ademas, un agente antitumoral que dafia el ADN y un portador aceptable farmacéuticamente.

Un kit que comprende una molécula de &cido nucleico conjugada de conformidad con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4 y un agente antitumoral que dafia el ADN, como una preparaciéon combinada para el uso
simultaneo, separado o secuencial.

Una molécula de acido nucleico conjugada de conformidad con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
para su uso para tratar un cancer en un sujeto que lo necesita.

La molécula de acido nucleico conjugada para su uso de conformidad con la reivindicacion 8, en combinacion
con radioterapia o quimioterapia, opcionalmente, con un agente antitumoral que dafia el ADN.
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Figura 4
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Figura 6
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Figura 7
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