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-

La presente invencién estd relacionada con un virosoma catiénico que incluye al menos
un péptido activo inductor de la fusién que es.una hemaglutinina de un virus distinto
del Sendai y donde la membrana del virosoma incluye entre 5% y 30% en peso, con
respecto a los lipidos totales, de 1,3-dioleciloxi-2-(6-carboxi-espermil)-propilamida

(DOSPER) en combinacién con otros lipidos incluyendo la fosfatidilcolina (FC) o un
Hl derivado suyoy opcionalmente fosfatidiletanolamina (FE) y/u otos lipidos catiénicos.

Los virosomas son altamente eficaces en el transporte de material cargado
negativamente, especialmente compuestos de Acidos nucleicos, a las células diana.

Esta invencién también esté relacionada con un procedimiento para la fabricacién de los
virosomas y los usos de estos para propésitos de diagnéstico, cosmético, médicos o
H cientificos.
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CAMPO DE LA INVENCION

La presente' invencién esti en los campos de la biogquimica,
biotecnologia génica y terapia génica y estid relacionada con nuevos
virosomas, es decir, vesiculas liposémicas cargadas positivamente
que contienen glicoprotefnas virales en la membrana, para
trasferencia altamente eficiente del material deseado, especialmente
material genético, a localizaciones diana, y sus aplicaciones
Gtiles. Los virosomas c¢atidnicos presentes son especialmente
apropiados para la distribucién ne infectiva especifica y no
especifica de compuestos cargados negativamente, preferentemente
genes, a células diana in vitro e in vivo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El documento W092/13525, cuycs contenidos completos serdn
incorporados aqui por referencia, informa de que los viroscmas
hechos de membranas de bicapa de fosfolipidos que son marcados con
proteinas de espiculas virales del virus de la gripe y con
marcadores especificos de células como, por ejemplo, anticuerpos
monoclonales, se fusionan muy eficientemente con membranas modelo y
células animales debido a un mecanismo de penetracidén similar al de
los viruslmediante endocitosis mediada por receptor. Mientras gque
estos virosomas son aplicados con éxito para distribuir sustancias
quimicas y farmacos deseados a localizaciones diana, tienen ciertas
desventajas con respecto a la incorporacién estable y el transporte
de moléculas cargadas come, por ejemplo, Aacidos nucleicos cargados
negativamente.

El documento W037/41834, cuyos contenidos completos seran
incorporados aqui por referencia, informa de los virosomas
catidnicos para la distribucién eficiente especifica de cé&lula de
material genético a células diana in vitro e in vivo. Ademds informa
de una forma de fabricacidén de tales virosomas asi como de
procedimientos para la aplicacidén de estos virosomas,

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién es ‘un desarrollo posterior de la
invencidn descrita en el documento WO97/41834 y estd relacionada con

un virosoma catidnico nuevo gque debido a la composicidén especifica
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de su membrana puede cargarse muy eficazmente con cualquier material
deseado cargado negativamente, especialmente con material genético
ineluyendo DNA o RNA de . cadena corta o larga,
oligodesoxinucledtidos, ribonucledtidos, 4&cidos nucleicos péptido
(NAP), ribozimas (moléculas de RNA con actividades enzim&ticas);
genes, plédsmidos y vectores. De forma inesperada, se encontrd gque
cuando se usaba el DOSPER como lipido catiénicc en combinacifn con
otros lipido:c.: podfan producirse virosomas de alto rendimiento gque
incluso excedfan hasta en diez veces la ya alta eficiencia de
tranafeccién de los vircsomas DOTAP del documento WQ97/41834. Sin
embargo, este sorprendente efecto se censigue sSlo cuando el DOSPER
se usa como lipido catiémnico y cuando el DOSPER se combina con cotros
lipidos en una proporcién que es diferente de la proporcién conocida
de los lipidos catiénicos (DOTAP} con respecto a los otros lipidos
explicitamente descrita y reivindicada en el documento WO97/41834.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Fig. 1: Influencia del tiempo de transfeccién en la cantidad
de DNA plasmidico incorporado. 5x10° células de la linea celular
transformada de rifiéGn humano embrionaric primario 293 T en 0,5 ml de
medio se transfectaron con virosomas DOSPER y liposomas DOSPER que
contenian plismido pGreen Lantern marcado con ’H.

Fig. 2: Influencia del tiempo de transfeccién en la cantidad
de DNA plasmidico incorpofado. 5x10° células de la linea celular de
fibroblasto de mono CO0S-1 se I:ransfeétaron con virosomas DOSPER Y
liposomas DOSPER que contenian plasmido pGreen Lantern marcado con
H.

Fig. 3: Influencia del tiempo de transfeccidn en la cantidad
de DNA plasmidico incorporado. 5x10° células de la linea celular de
carcinoma epiteloide de cuello del Gterc humanc HelLa en 0,5 ml de
medio se transfectaron con virosomas DOSPER y liposomas DOSPER que
contenian plidsmido pGreen Lantern l‘narcado con 'H. _

Fig. 4: Influencia del tiempo de transfeccién en la cantidad
de DNA plasmidico incorporado. 5x10° células de la linea celular de
fibroblasto de ratén NIH3T3 se 'r.ransfectaron con virosomas DOSPER Yy

lipcsomas DOSPER que contenfian plasmide pGreen Lantern marcado con
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Fig. 5: Influencia del tiempo de transfeccién en la cantidad
de DNA plasmidico incorporado. 5x10° células de la linea celular de
leucemia mielégena crénica humana K562. se transfectaron con
virosomas DOSPER y liposomas DOSPER que contenfan plasmido pGreen
Lantern marcado con *H,

Fig. 6: Influencia del tiempo de transfeccidn en la cantidad
de DNA plasﬁidico incorporado. 5x10* células de la linea celular de
mieloma de ratén P3 se transfectaron con virosomas DOSPER y
liposomas DOSPER que contenian pladsmido pGreen Lantern marcado con
H. )

Fig. 7: Influencia del tiempo de transfeccién en la cantidad
de DNA plasmidico incorporado. 5x10° ¢élulas de las lineas celulares
COS-1, 28%3T, K562 y P3IX63AgB se transfectaron con virosomas DOSPER
que contenfan pliasmido pcDNA3.1/His B/iacz marcado con 'H.

Fig. B8: Influencia del tiempo de transfeccién en la cantidad
de DNA plasmidico incorporado. 5x10% células de la linea celular
transformada de rifién humano embrionarioc primario 293 T en 0,5 ml de
medio se transfectaron con virosomas DOSPER y virosomas DOTAP que
contenian plédsmido pcDNA3.l1/His B/lacZ his marcado con 'H (0,4 pg
de DNA; 24.000 dpm = 100%).

Fig. 9: Influencia del tiempo de transfeccidén en la cantidad
de DNA plasmidico incorpofado. 5x10° células de la linea celular de
leucemia mielégena crdénica humana KS62 en 0,5 ml de medio se
transfectaron con virosomas DOSPER y virosomas DOTAP gue contenian
pldsmido pcDNA3.l1L/His B/lacZ his marcado con ' (0,4 ug de DNA;
24.000 dpm = 100%).

Fig. 10: Influencia del tiempoc de traﬁsfeccién en la cantidad
de DNA plasmidico incoxporado. 5x10* células de la linea celular de
ratén hibrida y no secretora Sp2 en 0,5 ml de medio se transfectaron
con virosomas DOSPER y virosomas DOTAP gue contenian plasmido
pcDNA3 . 1/His B/lacZ his marcado con H {0,4 ug de DNA; 24.000 dpm -
= 100%).

Fig. 11: Influencia del tiempo de transfeccién en la cantidad

de DNA plasmidico incorporado. 5x10° células de la linea celular de
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carcinoma epiteloide humano HelLa se transfectaron con virosomas
DOSPER y virosomas UDOTAP que contenian plésm%do pGreen Lantern
marcado con ’H.

Fig. 12: Expresién de p-galactosidasa en células NIH3T3 que
han sido transfectadas con virosomas DOSPER o liposomas DOSPER
respectivamente; principales valores de los tres experimentos A, B y
C.

Fig. 13: Expresién de P-galactosidasa .en cé&lulas NIH3T3 y 293T
gque han sido transfectadas. con virosomas DOSPER (experimento A)
usando pléismido pcDNA3.1/His B/lacZ en diferentes concentraciones
Y suministrado mediante diferentes n@meros de virosomas; valores
en ng/mg de proteina después de 4 dfas.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FORMAS DE REALIZACION PREFERENTES

Los virosomas de la presente invencidén son vesiculas lipidicas
que tipicamente tienen una membrana de vesicula con una carga neta
positiva debido a la presencia de lipidos catidnicos. Ademds tienen
péptidos de origen viral que inducen la fusién, predominantemente
glicopéptidos de envueltas de virus tales como la hemaglitinina del
virus de 1la gripe, péptidos que provocan que las c¢élulas diana
incorporen los virosomas mediante un mecanisme de penetracién
mediade por receptor. Ademis pueden equiparse opciocnalmente con
marcadores especificos de célula para la adhesidn preferente a las
células diana deseadas in vivo.

Es preferible la presencia de fosfatidiletanolamina (FE) en la
membrana para anclar tal marcador especifico de célula al viroscma a
través de un acoplador bifuncional. Donde no se requiere dirigir los
virosomas a células especificas (por ejemple, para aplicacién en
cultivos definidos de células in vitro) o donde el marcador
especifico de célula estd unido a la membrana de una manera distinta
que mediante un acoplador bifuncional, la FE ©puede estar
opcionalmente ausente de la membrana del virosoma.

En una forma de realizacién gque es preferible para las
aplicaciones in vivo de los virosomas, la presente invencidn también
estd relacionada con el enlace covalente irreversible de marcadores

especificos de célula con los virosomas catidnicos incluyendo pero
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no limitdndose a anticuerpos monoclonales, frégmentos de anticuerpos
tales como los fragmentos F(ab’)2 y Fab’, citoquinas y/o factores de
crecimiento, ftiles para una deteccidén selectiva y unién a las
cé€lulas diana. Estin unidas a la membrana de la vesicula de tal
forma'que se extienden hacia el exterior vy presentan esencialmente
una actividad funcional completa con respecte a la deteccién del
receptor y su unién. Un procedimiente preferible para hacer
vircsomas qué lleven el acoplamiento orientado de un marcador
especifico de célula se explica en el Ejemple 1 del documento
W097/41834 para los virosomas DOTAP. De acuerdo con ese

procedimiento, los marcadores especificos de célula se'acoplan a las

.moléculas formadas previamente de fosfatidiletanolamina-acoplador

tales como, por ejemplo,l N-[4- (p-maleimido-fenilbutiril}-
fosfatidiletanolamina (MFB.FE} en presencia de un detergente.

Para conseguir los mejores resultados posibles es ventajoso
aislar y purificar cuidadosamente las glicoproteinas virales antes
de la reconstitucién para impedir la inactivacién por digestidén
proteclitica o por reduccién de los puentes S-S intramoleculares. De
acuerdo con esto, es preferible que los marcadores conjugados, por
ejemplo, el marcador MFB.FE, se separen de las moléculas no
conjugadas de fosfatidiletanolamina-acoplador (por ejemplo, MFB.FE}
por cromatografia de afinidad con una matyxiz de garosa activada,
preferiblemente con Tiopropil Sefarosa 6B reducida. Después se
afladen alficuotas de los complejos de moléculas conjugadas
purificadas de fosfatidiletanolamina-accplador-marcador a la
solucidn de detergente que contiene la mezcla de lipidos de membrana
disuletos, péptidos de fusidén y otros ingredientes deseados, para
que los virosomas catidnicos se formen.

Es mejor llevar a cabo el procedimiento de unién ael acopla&or
bifuncional con el fosfolipido y el marcador especifico de célula en
un proceso aparte antes de la preparacién de los virosomas. Este
précedimiento permite controlar mejor y optimizar la densidad de
superficie de las membranas de los virosomas, especialmente con
respecto al nimero de marcadores especificos de célula unidos a

ellos. Es importante mejorar el control de la concentracién de
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moléculas de proteina embebidas en o unidas a la membrana dado gue
una relacidn desajustada de péptidos de fusién (por ejemplo,
hemaglutinina) y marcadores especificos de células (por ejemplo,
fragmentogs Fab’ de anticuerpo) en la membrana del virosoma puede
reducir o incluso destruir las propiedades selectivas y -en dltimo
caso- puede llevar a la coagulacién y precipitacién de las
vesiculas.

La.ventaja de usar fragmentos de anticuerpos F(ab’)2 y Fab’ en.
vez de las moléculas completas de anticuerpos como marcadores
egpecificos de célulags se ha discutido ampliamente en el documento
W097/41834.. Los presentes vircaomas -especificos de célula presentan
selectividad por varios tipos de células debide a sus marcadores
especificos de células en la membrana y, simultdneamente, una alta
capacidad de penetracién en la c¢élula por endocitosis debido al
péptido viral que induce la fusibén, por ejemplo, la hemaglutinina.
Los virosomas con fragmentos Fab’ que reconocen antigenos asociados
a tumores tales como TAG72, CEA, 17-1A, CA 19-9 o antigenocs
asociados con leucemiaz tales como CD10 (ALLAC= Antigeno de la
Leucemia Linfocftica Aguda Comin) y CD20 se unen selectivamente, es
decir, de forma preferente, a células tumorales o leucémicas gque
llevan 168 antigenos mencionados en su superficie celular.

Las nuevas vesiculas o virosomas son especialmente (itiles para
transportar cualquier material cargado negativamente gque se desee,
preferiblemenée material genético, a las localizaciones diana, en
particular a células animales y humanas y tejidos in vitro e in
vivo. Se recalca que los nuevos virosomas no son sélc capaces de
penetrar en c¢élulas proliferantes, es decir, que se replican, sino
también en las no proliferantes, es decir, células en reposo,
aspecto que los hace ampliaéénte aplicables en los campos de las
biociencias, farmacologia y medicina, tanto como herramienta de
investigacién y/o de diagnéstico y como medicamento. Usar los
presentes virosomas coma lanzaderas para la distribucién de agentes
citotéxicos o de material de dcidos nucleicos los hace adecuados
para aplicaciones en varias condiciones patoldégicas tales como, por

ejemplo, infecciones virales, cé&nceres, tumores, leucemias u otras
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enfermedades iﬁcluyendo enfermedades ¢ue son debidas a defectos
genéticos y que pueden ser susceptibles de procedimientos de terapia
génica usande los presentes virosomas.

Los virosomas de la presente invencién pueden aplicarse in
vitro o in vive. Por ejemplo, la purgacién de la médula &sea se usa
como parte del tratamiento de varias neoplasias, incluidas las
leucemias agudas y crénicas. En la actualidad, la médula se limpia
de células leucémicas mediante diversos agentes tales como reactivos
inmunolégicos y fdrmacos quimioterapéuticos. El ODN encapsulado en
virogsomas dirigidos contra un oncogen que confiere una veritaja en el
crecimiente de las c¢élulas leucémicas se demostrard (Gtil
terapéuticamente y, lo més importante de todoc, mAs selectivo que los
agentes quimioterapéuticos cenvencionales en eliminar las células
leucémicas mientras que permite vivir a las células progenitoras
normales. '

Para su uso como medicamento, los presentes virosomas pueden
formar parte de una composicién farmacéutica que ademds lleve los
aditivos usuales y los transportadores farmacéuticamente apropiados.
Es preferible que la comﬁosicién farmacéutica se prepare como una
solucidn inyectable, peroc para algunas aplicaciones pueden ser
ventajosas otras formas de preparacién, por ejemplo, emulsiones,
cremas, geles, ungiientos, para administracidén tdpica o sistémica.

Por tanto, también ‘es un objetivo de la presente invencidn
usar los presentes virosomas para la fabricacifn de una composicén
farmacéutica apropiada para el tratamientoe profildctico y/o
terapéutico de individuos concretos animales o humanos que pueden
beneficiarse de tal tratamiente. Otro objetivo de 1la presente
invencidén es usar los presentes virosomas para la fabricacién de un
equipo de diagnéstico para aplicaciones in vitro e in vivo.

Las presentes vesiculas se obtienen preferiblemente por un
proceso andloge a cualquiera de los procesos para hacer virosomas
DOTAP expuestos en los Ejemplos 1 a 3 y 6 del documento W097/41834,
excepto que el DOTAP se sustituye por DOSPER y que la concentracidn
de DOSPER en la membrana final del virogoma se ajusta de forma

apropiada como se define mds adelante y, en particular, no excede
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del 30% en peso del contenido total en lipidos del virosoma.

Bisicamente, el procedimiento de preparacién de 1los presentes

virosomas comprende los siguientes pasos:

a) preparar una solucién tampén gque lleva un detergente no
idnico. y que ademis lleva DOSPER y otros lipidos y al menos un
péptido activo inductor de la fusién que es la hemaglutinina de
virus -distinto de Sendai que provoca gque las vesiculas sean
internalizadas por las células diana a través de fagocitosis o
endocitosis mediadas por receptor;

b} ajustar las concentraciones de lipidos -con respecto a los
lipidos totales de membrana- entre 5% y 30%Y en peso de DOSPER y a
una proporcién entre 95% y 70% en pesc de dichos otros lipidos
incluyendo la fosfatidilcolina (FC) o un derivado de ella ¥y
opcionalmente fosfatidiletanolamina (FE) y/o 1lipidos catidnicos
distintos del DOSPER; y

{¢) eliminar el detergente mediante didlisis o por tratamiento
de la solucidén con micrcbolas transportadoras, dando lugar a la
formacién de dichas vesiculas de bicapa 1lipidica cargadas
positivamente; y preferiblemente

{d} incorporar en las vesiculas una cantidad de un firmaco o
sustancia deseados para su distribucidén a células diana, siendo
dichos farmace o© sustancia preferiblemente con carga negativa y
siendo especialmente seleccionada del grupo formado por un tinte,
una sustancia trazadora, un agente cosmético, wuna sustancia
farmacéutica o biplégicamente activa y un material de dcido
nucleico. -

En otra forma de realizacién de la invencién preferible para
las aplicaciones in vivo de los virosomas, se aplica un acoplador
bifuncional apropiado para unir irreversiblemente un marcador
especifico de célula a la membrana de 1la vesicula. El marcador
especifico de c¢élula, que estd dirigido a un receptor celular
responsable de la unién selectiva del virosoma a la c¢élula, se une
al acoplador de tal manera que es ain bioldgicamente activo de forma
completa. Es preferible que el acoplador se use en la forma de un

complejo molecular formado previamente donde el acoplador estd
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covalentemente unido a fosfatidiletanclamina y a un marcador
especifico de célula, como se define en las reivindicaciones.

El término ‘‘péptido inductor de la fusidén’'' se refiere a
péptidos o proteinas capaces de inducir y/o promover una reaccidn de
fusién entre la membrana del virosoﬁa Y una membrana lipfidica de la
célula diana. En la mayoria de las formas de realizacidén, se refiere
a glicoproteinas de las espiculas virales que contienen el péptido
de fusién, eépecialmente al trimero completo de hemaglutinina de las
espiculas virales de superficie, un monémero suyo ¢ una © ambas
subunidades digeridas, los glicopéptidoe HAl y HA2, que contienen el

péptido de fusién funcional. BEn otra forma de realizacién de la

presente invencidén el término se refiere al mismo péptido de fusién

puro, aislade de fuentes naturales o producido sintéticamente. En
una forma de realizacidén particularmente preferida de la presente
invencién, estos polipéptidos que contienen el péptido de fusidén se
refieren a las hemaglutininas del virus de la gripe, por ejemplo, el
del subtipo A-HIN1,

En vez de o ademds de la hemaglutinina del virus de la gripe,
las hemaglutininas de otros virus también pueden ser usadas
adecuadamente como péptidos (protefinas) de fusién para los presentes
virosomas Qado ‘gue presentan esencialmente el mismo mecanismo de
penetracién en la célula mediado por pH que la hemaglutinina de la
gripe.' Las hemaglutininﬁs candidatas incluyen, por ejemplo,
rhabdovirus, el virus parainfluenza tipo III, el wvirus Semliki
Forest y togavirus, como se explica en el documento WO97/41834.

El término ‘'‘acoplador’’ 'se refiere a una molécula orgdnica
heterobifuncional capaz de unirse a la superficie de las vesiculas
preparadas de acuerdo con esta invencién y capaz de unir
polipéptidos. En una forma de realizacién preferible de la presente
invencién, esta molécula contiene un grupo N-hidroxisuccinimida para
acoplarse al grupo aminc de la fosfatidiletanolamina Y un grupo
maleimida para la conjugacién de un marcador especifico de célula
como,‘por ejemplo, un fragmento de un anticuerpo monoclonal. Los
acopladore§ adecuados llevan succinimidil 4-(N-maleimidometil)-

cilcohexano-l-carboxilato, éster de m-maleimidobencil -N-
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hidroxisuccinimida, éster de m-maleimidobencil -N-
hidroxisulfosuccinimida, succinimidil 4({p-maleimidofenil)-butirato,
sulfosuccinimidil 4 (p- maleimidofenil)butirato; alternativamente, el
acoplador puede ser una molécula que contenga un grupo N-
hidroxisuccinimida y wun grupo azido fotorreactivo para el
acoplamiento a los marcadores, por ejemplo, citoquinas, tales como

el N-hidroxisuccinimidilsuberato (NHS-SA}), N-hidroxisuccinimidil-4-

- azidobenzoato {(HASAB) , N-succinimidil-g- (4 -azido-2"'-

nitrofenilamino)hexanocato (SANPAH), N-sulfosuccinimidil-6-(4°-azido-
2-nitrofenilamino)hexanoato.

Es preferible que el acoplador se use en la forma de una
complejo molecular formado pfeviamente de lipidos mds el acoplador
mis el marcador especifico de célula.

El términe ‘‘proteina egpecifica de célula‘* o ‘'‘marcador
egpecifico de célula‘’’ se refiere a una prbteina capaz de unirse al
acoplador o al complejo acoplador-lipido, respectivamente, y ademas
es capaz de unirse al receptor de las células diana. En una forma de
realizacién preferida de la presente invencién, esta molécula se
refiere a un anticuerpo moneclonal, un fragmento de anticuerpo, una
citogquina o un factor de crecimiento. E)l marcador especifico de
célula permite una deteccién selectiva y una unién de las células
diana y asi mejora la accién del péptido inductor de la fusién
presentado concomitantemente el la membrana del virosoma. Los
fragmentos de anticuerpos preferibles incluyen 1los fragmentos
Flab’)2 y Fab’, mientras que los marcadores especificos de célula
ademds incluyen interleukinas y otras citoquinas, especialmente las

enumeradas en la Tabla 1 de abajo.

Tabla 1

Citoquinas (abreviaturas internacionales)
BDNF IFNa T MIP-1a ~ DDGF
CNTF IFNp MIP-1p PF-4
EGF IFNY MIP-2 RANTES
Epo IL-1 a IL-1%S NGF SCF
FGF LIF NT-3- TGFx

GM-CSF MCP-1 a MCP-3 OSM TGFpP
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1-309/TCA-3 M-CSF PBP Tpo
YIP-10 MIF PBSF jVEGF

El término ‘‘lipido catibnico’’ como se usa aqui se refiere a
una meolécula 'orgénica que contiene un componente catiénico y una
cola apolar, lo que se llama una anfifitica cabeza-a-cola, como el
cloruro de N-[{1,2,3-dioleoiloxi)propil] -N,N,N-trimetilamonio
(DOTMA) (Felger y col.; Proc Natl Acad Sci USA B4:7413-7417, 1987),
N-[1,2,3- dioleoiloxi) ~propil] -N,N,N-trimetilamoniometilsulfato
(DOTAP) ; o N-t-butil-N’-tetradecil-3-tetradecilamohiopropionamidina
{(Ruysachaert y col.; Biochem. Biéphys. Res. Commun. 203:1622-

1628, 199%94). A menos gue se mencione explicitamente otra cosa, el

‘término tankién incluye los lipidos policatiénicos definidos més

abajo.

El término *1lipido policatibnico’'' se refiere a una
molécula organica qué contiene un componente policatidnice y una
cola apolar como la lipoespermina: 1,3-
dipalmitoil-2-fosfaﬁidiletanolamido—espermina (DPFEE) Y
dioctadecilamidoglicil espermina (DOGE) {Behr et al. ; Proc.
Natl. Acad. USA 86:6982-6986, 1989); trifluoroacetato de
2,3-dioleciloxi-N-[2{esperminacarboxamido) etil] -N,N-dimetil-1-
propancaminio (DOEPA) ; 1,3-dioleoiloxi-2-(6-carboxi-espermil} -
propilamida ({(DOSPER); yoduro de N,N,N',N'-tetrametil-N,N'-bis{2-
hidroxietil)-2,3-dioleoi16xi-1,4-butanodiamonio {THDCB) .

Es esencial que todos les virosomas de la presente invencién
contienen DOSPER y uno o mids de otros lipides naturales o
sintéticos que estin cargados cargades positivamente o© son
neutros. Por ‘‘cargado positivamente’’ se entiende que los lipidos
tienen una carga positiva neta a pH fisiolégico. Asi, los
lipidos, membranas o virosomas ‘'‘cargados positivamente’'’querrédn
decir 1lipidos, membranas o virosomas gue tienen una carga
positiva neta a pH fisioldgico. Los ‘'lipidos neutros’’' no llevan
ninguna carga neta a pH fisioldgico e incluyen lipidos tales como
colesterol o derivados suyos vy/o fosfolipidos del tipo
zwitterion, qgue tienen dreas cargadas positivamente Y

negativamente dentro de la molécula con balance estequiométrico

/7
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de unas cargas con respecto a las otras.

El término '‘material cargado negativamente’’ como 8e usa
aqui incluye cualquier firmaco o sustancia que se desee que lleava
una carga neta negativa a pH fisiolégico. _

El término ‘‘fArmaco o sustancia deseada’’ como se usa aqui
se comprende que incluye cualquier sustancia quimica, compuesto o
mezcla de compustos gque es utilizable para fines cosméticos, de
diagndéstico, farmacéuticos, mé&dicos o ‘cualguier otro fin
cientifico. Tales sustancias incluyen compuestos gque pueden
controlados analiticamente in vitro o in vive tales como tintes,
tintes fluorescentes, compuestos marcados radiactivamente o de
otra forﬁa, sustancias trazadoras o marcadoras; también incluyen,
sin embargo, farmacos proteicos o no proteicos o cualquier otra
sustancia farmacéutica o biol&gicamante activa, especialmente
agentes antivirales o anticancerosos convenciocnales, pero también
compuestos de dcidos nucleicos como se definen aqui. Dado que los
presentes virosomas estdn cargados positivamente a pH fisioldgico
€es preferible que se cargen con fédrmacos o sustancias gue se
desee neutras © cargadas negativamente, porque permiten una
incorporacidén a los virosomas mids eficaz y estable.

Los términos "dcido nucleico’’ o ‘‘material genético'’ como

se usan aqui ineluyen DNA o RNA de cadena corta,

desoxirribonucledtidos, -oligodesoxirribonucleétidos, selencatos
de oligoqesoxirribonucleétidos, fosforoticatos de
oligodesoxirribonucledtidos (FTOs), fogforamidatos de
oligodesoxirribonucledtidos, metilfosfonatos de

oligodesoxirribonucleétidos, d&cidos nucleicos péptidos (NAPs),
ribonucleétidos, oligorribonucledtidos, fosforoticatos de
oligorribonucledtidos , fosfatos de 2'-Ome-oligorribonuclesdtidos,
fosforotioatos de 2'-Ome-oligorribonucleétidos, ribozimas
(mocléculas de RNA con actividades enzimdticas), genes, plasmidos
y vectores (vehiculos de clonacidn).

El término ‘‘virosomas’’ como se usa agqui se refiere - en su
forma mds simple - a wvesiculas liposSmicas con una membrana bicapa

que contiene lipidos catiénicos y un espacio interno -
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preferiblemente acuosc -, deonde la membrana contiene ademds
proteinas virales, en egpecial glicoproteinas virales. En la forma
de realizacién preferida, las proteinas virales incluyen al menos un
péptido o proteina inductores de la fusidén gque tiene actividad
biolégica de fusién completa, especialmente la glicoproteinay
hemaglutinina de espiculas y/o la neuraminidasa del virus A de la
gripe {por ejemplo, el virus A/Singapur}. Se comprenderd que las
proteinas virales también comprenden las secuencias de aminodcidos
producidas sintéticamente correspondientes a o iguales al péptido de
fusién del virus de la gripe como se describe aquf. Los lipidos de

membrana incluyen los lipidos catiénicos definidos mads arriba, pero

_pueden también opcionalmente incluir otros lipidos naturales y/o

sintéticos, preferiblemente fosfolipidos tales como la
fosfatidilcolina (FC) y la fosfatidiletanolamina (FE).

Auncque los virosomas catifniceos de la presente invencién
pueden en muchos casos - notablemente para experimentcs de
cultivo celular in vitro - aplicarse con éxito sin marcadores
especificos de célula en la membrana, se prefiere especialmente
para aplicaciones in vivo gque incluyan ademds al menos un
marcador especifico de cé€lula en la membrana como se definié aqui
antes. El didmetro medio de las vesiculas estd en el intervalo de
120-180 nm, como se determind por microcopfia electrdnica ¥y
difraccién de luz dinsmica.

Usando los virosomas catidnicos de la presente invencién
como transportadores de faArmacos o© sustancias que se deseen
incluyende material genétice pueden prevenirse o al menos
disminuir considerablemente los efectos secundarios no deseados
debido= a la toxicidad. Este efecto beneficiosoc se obtiene porque
los virosomgs catidénicos presentes tienen - comparados con los
liposomas © virosomas conocidos hasta ahora - una actividad y

eficacia mucho mayores en la transferencia de material atrapado,

especialmente material cargado negativamente como
oligonucleétidos antisentido, a las células diana y - lo gue es
mds importante - en 1la expresidn del material 4&cido nucleico

transfectado por parte de la célula diana.
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De acuerdo con esto, es objeto de la presente invencién
estipular los virosomas DOSPER definidos en la reivindicacién 1 y
sus variaciones definidas como otras formas de realizacién en las
reivindicaciones subsecuentes 2 a 11. También es objeto de la
invencién estipular una composicién gque contiene los nuevos
viresomas djunto con un transportador adecuado para varias
aplicaciones como se define por ejemplo en la reivindicacién 12.

Otro objeto de la presente invencién es estipular un
procedimiento para hacer los nuevos virosomas como se define en
la reivindicaciém 13 con las variaciones definidas en las
reivindiciaciones 14 a 24.

También es objeto de la presente invencién ensefiar vy
reivindicar @procedimientos mds especificos paré usar los
presentes virosomas, come ge define en las reivindicacicnes 25 a
29,

Para que la invencién aqui definida pueda ser mejor
comprendida, se exponen los siguientes ejemplos. Los ejemples
tienen sélo propbésitos ilustrativos y no para ser interpretados
como limitantes de esta invencidn en ningiin sentido.

Ejemplec 1: Preparaciém de vircsomas .DOSPER con trimeros de
hémaglutinina viral del virus de la gripe con actividad de fusidn
completa.

Se aislé la hemaglﬁtinina (HA) de la cepa A/Singapur/6/86
del virus de la gripe como describieron Skehel y Schild ({1971},
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:968-972. Brevemente, el virus se
cultivé en la cavidad alantoica de huevos de gallina y se
purificd dos veces mediante ultracentrifugacidén en un gradiente
de sacarosa. El wvirus purificado se estabilizé en un tampdn que
contenfia NaCl, 7,9 wmg/ml; citrato trisddico-2H20, 4.4 mg/ml;
Acido 2-morfolinoetano sulfdnico, 2,1 mg/ml; y dcido N-
hidroxietil-piperazina-N'-2-etano sulfdnico, 1,2 mg/ml, pH 7,3.
Se precipitaron 53 ml de la suspensién de virus que contenia 345
pg de HA por ml mediante ultracentrifugacién a 100.000 x g
durante 10 minutos. Se afiadieron al precipitado de virus de la

gripe 7,7 ml de una solucién tamponada de detergente gue contenia
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NaCl 145 mM, HEPES 2,5 mM y 54 mg/ml del detergente no idnico

monododeciléter de 'octaetilenglicol (OEG = Cl2E8), pH 7,4. El

precipitado se disolvidé completamente usando sonicacién durante 2
minutos a temperatura ambiente. La s0lucién se sometid a
ultracentrifugacién a 100.000 x g durante 1 hora. El sobrenadante
obtenido contenia el trimero solubilizado de HA (1,635 mg de
HA/ml) y trazas de neuraminidasa. Se afladieron 0,5 - 2 mg de
DOSPER ¥ 5,5 - 4 mg (llevando al balance total de 6 mg de lipidos
totales) de dioclecilfosfatidilcolina (DOFC} a 3,7 ml de
sobrenadante (6 mg de HA) y.se disolvieron. La solucidén se

esterilizé pasdndola a través de un filtro de 0,2 um y luego se

transfirid a un recipiente de cristal que contenia 1,15 g de

microbolas transportadcras, preferiblemente Biobolas SM-2, El
recipiente se agit6 durante 1 hora usando un agitador REAX2 de
Heidolph (Kelheim, Alemania) . Cuando era necesario, este
procedimiento ' se repitié hasta tres veces c¢on 0,58 mg de
Biobolas. Tras estos procedimientos se obtuve una solucién
ligeramente transparente de virosomas DOSPER.

Los mejores resultados se obtuvieron con preparaciones de
virosomas gue contenian una proporcién de lipidos de 1,5 mg de
DOSPER (25% en peso del total de lipides) para 4,5 mg de DOFC.
Mayores concentraciones de DOSPER, por ejemplo por encima del 30%
- 35% en peso, no dierﬁn lugar a la formacidén adecuada Adel
virosoma tras la eliminacién del detergente.

Es posible 1la sustitucidédn parcial de DOFC por FE
(fosfatidiletanolamina) y/u otros lipidos catiénicos tales como
DOTAP o DOéPA sin pérdida significativa de la actividad de
transfeccién.

Incorporacién de fosforotioato de
oligodesoxirribonucledtidos en virosomas DOSPER: Se usaron los
fosforotioatos de oligodesoxirribonucledtidos (FTOs) antisentido
y sentido del gen L-myc como ejemplo para la demostracidén de 1la
alta eficiencia de los virosomas catidénicos en la transfeccién.
Se sintetizaron S5'-FITC-FTOs via quimica de fosforamidita

(Microsynth GmbH, Balgach, Suiza). Se usaron el pentadecamero

S7
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(5'~-FITC~GTAGTCCATGTCCGC-3"') Y el pentadecamero (5'-FITC-
GCGGACATGGACTAC-3"') camo FTQO antisentido y FTO sentido,
respectivamente. Se sintetizé una FTO con secuencia control
mezclada (scm) con la misma longitud de nuclebtidos que las FTOs
antisentido vy sentido.

Se afiadié 1 ml de virosomas DOSPER a

a) 2 mg de FITC-FTO antisentido (1,3 pmoles)
b) 3,4 mg de FITC-FTO sentido (1,3 pmoles) y
c) 3,1 mg de FITC-FTO scm (1,3 pmoles),

Los FITC-FTOs se disolvieron y luego las scluciones se
trataron mediante sonicacién durante 2 minutos a 26°C. Los FITC-
FTOS no encapsulados se separaron de los virdsomas mediante
filtracidén en gel en una columna de Superdex 200 de Alta Carga
{Pharmacia, Suecia). La columna se equilibré con PBS estéril. Las
fracciones del volumen de exclusidén que contenfan los virosomas
DOSPER con el FITC-FTO encapsulado se eluyeron con PBS y se
recolectaron. Las concentraciones del FITC-FTO atrapade en
virpsomas se determinaron fluorométricamente después de gque los
virosomas se disolvieron completamente en NafOH 0,1 M que contenia
0,1 % {v/v) de Tritédn X-100. Para la calibracién de la escala de
fluorescencia se tomd como cero la fluorescencia de virosomas
DOSPER vacios gque se disolvieron en la solucidn de detergente de
mas arriba, '

Acoplamiento de fragmentos Fab' a los virosomas por medio de
complejos moleculares fosfatidiletanclamina-acoplador bifuncional
formados previamente,

Se afiadieron 3 mg de Fab' reducido recientemente de
anticuerpo monoclonal de murina anti-CD10- (AntiALLAC), disueltos
en 2,8 ml de una solucién tampdn de dcido citrico (NaCl 100 mM,
dcido citrico 40 mM, Na2HPO4.2H20 35 mM, EDTA 2 mM, pH 5.5) a una
solucién de 0,524 mg de N-{4-(p-maleimido-fenil}butiril)
fosfatidiletanolamina (MFB.FE) in 215 ul de tampédn de Acido
citrico que contenia 0,5% de n-octil-oligo-oxietileno. La mezcla
se incubdé después en nitrocgéno durante 16 h a 4°C con una suave

agitacidn. Tras la incubacién la MFB.FE no acoplada se elimind a
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través de un lote de 400 pi de Tiopropil Sefaroga 6B (Pharmacia,
Suecia) himeda reducida recientemente. La mezcla se incubd
durante 4 h a temperatura ambiente. La Tiopropil Sefarosa 6B se
elimin®é mediante centrifugacién y la solucién resultante de
neutralizé a pH 7,0. La solucién neutralizada se suplementé con
QEG (54 mg/ml).

Las soluciones preparadas como se describid arriba se
afladieron a las soluciones para la preparacién de virosomas
DOSPER. Las moléculas de Fab'-MFB.FE se insertan en la bicapa
iipidica durante la formacién de los virosomas.

Lags micrograffas de 1los vircsomas DOSPER confirman la

_estructura preferible unilamelar de las vesiculas con un didmetro

medio de aproximadamente 120 a 180 nm comc se determind mediante
difraccién de luz l&ser. Las espiculas de proteina HA del virus
de la gripe son claramente visibles.

La completa actividad inductora de la fusidén de los
presentes virosomas DOSPER se confirmé mediante el ensayo
cuantitativo basado en- el desapantallamiento de fluorescencia
descrito por Hoekstra y col. (1984), Biochemistry 23:5675-5681 ¥y
L. Lidscher y col. (1993), Arch. Virol. 130:315-326. La sonda
fluorescente cloruro de octadecil rodamina B {R18) (obtenida de
Sondas Moleculares Inc., Eugene, EE.UU.) se insertd a altas
densidades en la membrana'de virosomas DOSPER mediante la adicién
de la solucién OEG tamponada (Cy2Eg) que contenia DOSPER y HA a
una fina pelicula seca de la sonda fluorescente, seguida de
agitacién durante 5 a 10 minutos para discolver la sonda, luego se
continué comc se describié més arriba en ‘‘Preparacién de
virosomas DOSPER...’''. Se observd 1la dilucién de la rodamina
apantalladora mediante incubacién de los virosmas DOSPER marcados
con rodamina con iiposomas modelo (proporcién de DOSPER/DOFC:
fosfolipide liposomal = 1:20). La fluorescencia se mididé con un
espectrofluorimetro Perkin-Elmer 1000 a leongitudes de onda de
excitacién y de emisiSn de 560 y 590 nm, respectivamente.

Ejemplo 2: Incorporacifn de los viroscmas en las células.

Incorporacién de plasmidos marcados con 3H en los virosomas
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DOSPER:

Bisicamente, la incorporacién de los compuestos de &cidos
nucleicos dentro de los virosomas se llevé a cabo mediante los
siguientes tres procedimientos:

1. Di4lisis: Los compuestos de 4cidos nucleicos se
encapsularon durante la formacién de 1los virosomas,
donde el detergente Octil-POE (de Alexis Corp.,
Laeufelfingen, Suiza}) se elimind mediante didlisis.

2. Biobolas: Los compuestos de Acidos nucleicos se
encapsularon durante la formacién de 1los virosomas,
donde el detergente OEG se eliminé mediante
microtransportadores, por ejemplec, Biobolas SM2.

3. Ultrasonicacidén: Los compuestos de &Acidos nucleicos
fuercon encapsulados por lfpidos catidnicos,
preferiblemente DOSPER, y los liposomas cargados de
dcido nucleico o© complejos de 1lipidos obtenidos,
preferiblemente liposomas DOSPER o complejos de lipidos,
se fusionaron con virosomas - DOSPER mediante
ultrasonicacién.

Dade gque los mejores niveles de incorporacién se obtuvieron
mediante el tercer procedimiento, la mayoria de los experimentos
se hicieron usando este procedimiente de fusién para la
incorporacién de material de &cido nucleico en los virosomas.

El plasmido pGEEN LANTERN M-I (GIBCO-BRL) se sintetizé en E.
¢oli en presencia de 3H-metiltimidina para obtener plismidoes
marcados radiactivamente para la cuantificacién exacta de la
eficiencia de transfeccién. La actividad especifica del pldsmido fue
6,625 x 1010 dpm/g (= 29,84 mCi/g).

Se disolvieron 11,6 pug de plidsmido marcado con 34 (17,5 ul)
en 480 pl de tampSn HEPES-NaCL. Tras la adicidén de 116 ug de
DOSPER (1pg/ul) la mezcla resultante se sometid a ultrasonicacidn
durante 30 segundos y a continuacidén se la dejd reposar durante
15 min. Mediante este tratamiento se forman 1los complejos
lipidicos de DOSPER y plésmido. Alternativamente, en vez de

complejos lipidicos 1los liposomas DOSPER pueden producirse
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mediante procedimientos convencionales, por ejemplo- de una
solucién tamponada de OEG que contiene DOSPER y el plésmido y la
subgsecuente eliminacién del detergente usando didlisis o
microtransportadores gue absorban detergente, opeciocnalmente
sequido de ultrasonicacién, produciendo liposomas DOSPER cargados
con leos pliasmidos.

‘ Se afladen 93 gl de virosomas DOSPER vacios formados
previamente '(por ejemplo de acuerdo con el Ejemplo 1) a la
soclucién que contenia 1los complejos 1lipidicos cargados de
plismida o lipcsomas. La mezcla se ultrasonica durante 1 min para

fusionar leos virosomas DOSPER con los liposomas o complejos

“lipidicos para incorporar los plésmidos dentro de los virosomas.

Este procedimiento de incorporacién del material que se desee en
los virosomas puede aplicarse también para la incorporacién de
firmacos o sustancias diferentes de material de &cido nucleico,
preferiblemente para sustancias cargadas negativamente.

Comparacién de la eficiencia de transfeccién de plésmido
marcado con 3H mediante virosomas DOSPER y liposomas DOSPER: Se
encapsularon 33 ug del DNA de plismido marcado en virosomas
DOSPER ¥y 11,7 pug en liposomas DOSPER formados previamente. Cuatro
diferentes lineas celulares adherentes, es decir, HeLa, 293T,
COS-1 y NIH3T3 y, adicionalmente, las lineas celulares K562 Yy
P3/NSI/l-Ag4-1 crecidas  en cultive en suspensidn, se
transfectaron con virosomas DOSPER y liposomas DOSPER.

5x10% células de cada tipo celular se incubaron en 500 ul
{=0.5 ml) de medio con 25 ul de solucidén de virosomas DOSPER que
contenian pldsmido o de liposoma§ DOSPER que contenian pldsmido
durante 2, 4, 6 ¥y 24 h a 37°C. Las alicuotas_ afiadidas de
virosomas DOSPER y liposomas DOSPER contenian 400 ng de pldsmido
marcado gque correspondia a una radiactividad de 26.500 dpm
{(=100%). Tras la incubacidn, las células se lavaron, se lisaron y
se mididé la radiactividad incorporada con un contador beta.

Se evalud la influencia del tiempo de transfeccién (periodo
de incubacién) en la cantidad de DNA de pldsmido incorporado y

los resultados estin representados en las Figuras 1 a 6. Las
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Leyenhdas de las Figuras de mds abajo resumen las lineas celulares

en cada una de las Figuras.

Las Figuras 1 a 6 muestran claramente que los virosomas

DCSPER son superiores en transfeccidén a los liposomas DOSPER para

todos los tipoes celulares y para todos los tiempos de incubacién.

Tiempos mids largos de incubacidn de 6 y 24 h con liposomas DOSPER
s88lo resultaron en minimos incrementos de incorporacidén de DNA,
mientras qué tiempos méds largos de incubacién con virosomas
DOSPER llevaron a una incorporacién de DNA considerablemente
mayor. Este resultado sugiere que la incorporacién mediada por HA
de los virosomas is mucho mis eficiente gque la incorporacién
inducida por liposomas DOSPER s8in la ayuda de ninglin conector
viral gue se una a los receptores celulares. Es interesante -gque
en el caso de los virosomas DOSPER, los tiempns de incubacién de
6-24 h no 1llevaron a la saturacién dg la incorporacién de DNA
sino a un incrementc mayor de incorporacién de DNA, un efecto que
puede ser debido a una réipida sustitucién de receptores de
membrana trés su eliminacién por endocitosis mediada por receptor
de los virogsomas en la asuperficie celular. En general, se
encontrd que las lineas celulares adherentes (creciendo en
monocapas) fueron transfectadas mids eficientemente que las lineas
celulares creciendo en cultivo en suspensién.

Ejemplo 3: Incorporécién de pladsmidos dependiente de tiempo
por las células eucaridticas.

El Ejemplo 2 se repitid con otro plésmido marcado con 3H, es
decir, pcDNA3,1/His B/lacZ (Proveedor: Invitrogen, Groningen,
Holanda). Las lineas celulares COS-1, K562, 293 T y P3X63Ag8 se
transfectaron con virosomas DOSPER cargados con este plismido vy
se incubaron durante un periodo de 2, 4 'y 72 horas. En este
experimento no se hizo una comparacién con los liposomas DOSPER.

Los resultados se representan -en la Fig, 7. Se deduce de ahi
gque una prolongacidén del tiempo puede resultar perfectamente en
un incremento mayor en la incorporacién de pliasmidc marcado por
parte de las c¢élulas cuando se usan los presentes virosomas. En

realidad, usando los presentes virosomas DOSPER como un sistema

=22
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de transferencia de alto rendimiento para material de &cido
nucleico es posible distribuir entre 60% y 80% de la cantidad
total de entrada de dcido nucleico (por ejemplo, plasmido) en las
células diana que se deseen. Todas las lineas celulares ﬁrobadas
fuerén comparablemente susceptibles a la incorpeoracién de
plasmido desde virosomas.

Ejemplo 4: Una comparacifn de vircsomas DOSPER con virosomas
DOTAP.

Los virosomas penetran en las células de mamifero mediante
el mecanismo mediado por HA que conduce al receptor conocido del

virus de la gripe A. No se esperaba que la naturaleza quimica de

la bicapa lipidica de la membrana del virosoma pudiera jugar un

papel importante en el hecho de gue se mantuviesen adecuadamente
el estado natural y la actividad inductora de la fusidn de la HA.
Por lo tanto, se creyé que los vircsomas DOSPER y los virosomas
DOTAP tendrian aproximadamente la misma eficiencia de
transfeccién de material de &cido nucleico en células de
mamifero.

Sin embargeo, sorprendentemente, los experimentos disefiados
para comparar las eficiencias de transfeccidn de virosomas DOSPER
y DOTAP rindieron wunos resultados diferentes, es decir,
marcadamente desviados de las expectativas. Los experimentos se
realizaron de acuerdo con los Ejemplos 1 y 2 y se usé el plismido
pcDNA3,1/His B/lacZ marcade con tritio para la encapsulacidn y la
transfeccidén. Los virosomas DOTAP se prepararon de acuerdo con el
Ejemplo 1 del documento W097/41834 y 1la incorporacidén del
pldsmido se llevé a cabo como se ha descrito agui antes usando el
mismo procedimiento gque para los virosomas DOSPER. La misma
cantidad de plasmido marcado con 34 tal y como se describid en el
Ejemplo 2 para los virosomas DOSPER se encapsuld en los virosomas
DOTAP. Las lineas celulares 293T, K562, Sp2 y HeLa se incubaron
con virosomas DOSPER y DOTAP en las mismas condiciones que se
describieron mds arriba en e1 Ejemplo 2.

Los resultados se representan en las Figura 8 a 11.

Claramente muestran gque la eficiencia de transfeccidn de los
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virosomas DOSPER el al menos el doble de la de los virosomas
DOTAP y puede incluso ser de hasta 10 veces mds. Especialmente
con las lineas celulares creciendc en cultivo en suspensién tales
como la 1linea celular Sp2 (Fig. 10) 1la diferencia en 1la
eficiencia de transfeccién es mAs claramente visible, La razén de
esto no se comprende ain totalmente, perc puede deberse en parte
a la naturaleza quimica diferente de los dos lipidos, donde la
cabeza polar de la molécula de DOSPER contiene cuatro grupos
amino libres mientras que la cabeza polar de la molécula de DOTAP
contiene 8élo un grupo amino libre. Nosotros suponemos, sin estar
apoyados por la teoria, que la encapsulacibébn de material cargado
negativamente, como plésmidos, en los virosomas que contienen
DOSPER puede 1llevar a unas cantidades mayores de virosomas
dtiles. Por el contrario, la encapsulacién de plésmido en
virosomas DOTAP puede resultar en un mayor nifimero de vesiculas
defectivas con un bajo potencial de tranfeccién. Una segunda
hipétesis podria implicar un efecto incrementador del DOSPER
durante la unién de los virosomas a la membrana celular de la
célular diana, un punto de vista que nosotros no podemos excluir.

Asi, los resultados demuestran gque el uso del 1lipido
policatiénico DOSPER resulta sorprendentemente en una superior
eficiencia de transfeccién comparada con leos lipidos catidnicos
DOTAP, usados mis frecueﬁtemente.

Ejemplo §: Expresién génica tras la transfeccién con los
presentes virosomas. '

La determinacidén cuantitativa usando un equipo de ELISA de
p-Gal (proveedor: Boehringer Mannheim) de la expresién de la -
galactosidasa llevada a cabo por 1las células diana en 1los
experimentos del Ejemplo 3 que recibieron el pliasmido
pcDNA3,1/His B/lacZz a través de transfeccién por virosomas
confirmé mds alin que el nivel de transfeccidn del pléasmido
llevado por los virosomas no s6lo era superior al del pléasmido
llevado por los liposomas, sino que también le era la expresién
del aquel en las células diana. Los experimentos rindieron una

expresién de veinte a cuarenta veces mayor de f-galactosidasa
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cuando se usaron los virosomas DOSPER en vez de.los liposomas
DOSPER para la transfeccidén del plésmido en las células diana
(Fig. 12).

También se observé, sin embargo, que habia una fuerte
dependencia _del nivel de expresién de [f(-galactosidasa de la
concentracién de plésmido dentro de los virosomas:

Tabla 2: Composicidn -de las preparaciones de virosomas.

Cantidad Cantidad total |Nimero Relacién
total de|de DOSPER en|relative de |plasmido/
plédsmido los virosomas|virosomas DOSPER
encapsulado | [ug] (unidades (ng/ngl
en virosomas arbitrarias]
{ug]
Prep. 0,4 6,45 100 0,062
1 .
Prep.2 |0,2 4,45 100 0,045
Prep.3 |O,4 8,9 200 0,045
Prep.4 |0,13 3,78 100 0,034
Prep.S5 (0,4 111,358 300 0,015

Los virosomas de la preparacién 2 contienen sélo la mitad de
pldsmide que los virosomas de la preparacidén 1, mientras que el
nimero de virosomas es igual en ambas preparaciones. La
preparacidén 1 corresponde a la preparacidn preferida de virosomas
gue se ha usado en la mayoria de los experimentos aqui descritos.

La preparacidén 3 contiene la misma cantidad de plasmido,
pero distribuida en doble nimero de virosomas.

l.a preparacidén 4 contiene una cantidad adn m&s baja de
pldsmido encapsulado en el mismo nimero de virosomas que en las
preparaciones 1 y 2.

La preparacidén S contiene la misma cantidad de plasmideo que
las preparaciones 1 y 3, pero encapsulado en un ntmero de
virosomas que es tres veces mayor gque en la preparacién 1.

Los resultados que se representan en la Figura 13
testimonian que la formulacidén preferida .de los virosomas DOSPER

empiricamente derivada era la Sptima y que bajar la concentracién
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de pldsmido en las preparaciones 2,3 y 4 no resultd en un mayor
nivel de expresidén. La hipbtesis de que una gobrecarga de las
células diana mediante transfeccifn con preparaciones de
virosomas similares a la Preparacién 1 de mis arriba podria
posiblemente haber inhibido la expresién nc puede por lo tanto
sostenerse mas.

Abreviaturas usadas en la descripecibn.

2'-0OMe 2'-0 metil

ALLAC antigeno de la leucemia linfoblistica aguda comin

ATC cloranfenicol acetiltransferasa

dpm desintegraciones por minuto

DOSPER 1,3-diocleoiloxi-2-{6-carboxi-espermil) -propilamida
DOTAP N-[{1,2,3-dioleoiloxi)-propil] -N,N,N-

trimetilamoniometil-sulfato
FITC-FTO fosforoticate de oligodesoxirribonucledétido marcado

con isotiocianato de fluoresceina

G418 disulfato de Geneticin® (antibiético G418)
HA hemaglutinina
MFB.FE N-[4- (p-maleimido}-fenilbutiril]-fosfatidiletanolamina

(= un complejo acoplador-fosfolipido)
Scm secuencia control mezclada
NA neuraminidasa

Octil-POE n—octil-oligo;oxietileno

ODN oligodesoxinucledétidos .

OEG monododeciléter de octaetileneglicel (C12ES8)
oPT fosforotioato{s) de oligodesoxirribonucledtido
FC fosfatidilcolina

FE fosfatidiletanolamina

NAP dcido nucleicc péptido

CCPP cdncer de células peguefilas de pulmén

SV40 virus de Simio 40
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REIVINDICACIONES
1. Una vesicula lipidica con una membrana bicapa gue tiene una

carga neta positiva a pH fisioldgico y donde la vegicula ademis
contiene al menos un péptido activo inductor de la fusién cue no
es la hemaglutinina del virus Sendai que proveca que las
vesiculas sean internalizadas por <¢élulas diana a través de
fagocitosis o endpcitosis mediadas por receptor, caracterizada
porque la membrana de la wvesicula lleva entre 5% y 30% en peso,
referido a los lipidos totales de membrana, de 1,3-dioleociloxi-2-

(6-carboxi-espermil) -propilamida (DOSPER) y una proporcién de

entre 95% vy 70% en peso de <otros lipidos incluyendo

fosfatidilecolina {FC) o un derivado suyo y opcionalmente
fosfatidiletanolamina (FE) y/o lipidos catidnicos distintos de

DOSPER.

2. La vesicula de acuerdo con la reivindicacién 1, que se
caracteriza porque ademis contiene el férmaco o sustancia que se
desee para distribuir a las células diana, estando dichos férmaco
o sustancia deseados preferiblemente cargados negativamente vy
siendo especialmente elegidos del grupo formado por un tinte, una
sustancia trazadora, un agente cosmético, una sustancia

farmacéutica o bioldgicamente activa y un material de A4&cideo

nucleico.

3. La vesicula de acuerdo con la reivindicacién 2, gque se
caracteriza porgue el farmaco o sustancia deseada es un material

de 4&4cido nucleico elegide del grupo formado por DNA o RNA de

cadena corta, desoxirribonucledtidos,
oligodesoxirribonucledtidos, selenoatos de
oligodesoxirribonucle6tido, fosforotioatos de
oligodesoxirribonucledtido, fosforamidatos de
oligodesoxirribonucledétido, metilfosfonatos de
oligodesoxirribonucledtido, dcidos nucleicos péptidos,

ribonucledtidos, oligorribonucledtidos, fesforotivates de
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oligorribonucleétido, fosfatos de 2'-Ome-oligorribonuclestido,
fosforotioatos de 2'-Ome-oligorribonucleétido, ribozimas, genes,

plasmidos y vectores,

4. La vesicula de acuerdc con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, que se caracteriza porque el férmaco o
sustancia deseada es un material de &cido nucleico y la vesicula
incluye dicho material de &cido nucleico en una cantidad que va de
0,03 a 0,1, preferiblemente de 0,045 a 0,065, pg de material de

dcido nucleico para 1 pug de DOSPER,

5. La vesicula de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 4, que se caracteriza porque el didmetro

medioc de la vesicula estd en el intervalo de 220 - 180 nm.

6. La vesicula de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 5, gque se caracteriza porque ademds lleva al
menos un marcador especifico de cé€lula unido a la membrana de la

vesicula.

7. La vesicula de acuerdo con la reivindicacidén 6, que se
caracteriza porque la membrana de la vesicula ademds incluye
fosfatidiletanolamina (FE) Y un acoplador bifuncional que estd
unido por uno de sus sitios de unidén a un grupo amino libre de la

FE y con su otro sitic de unién al marcadoer especifico de cé&lula.

z8
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8. La vesicula de acuerde con las reivindicaciones 6 & 7, que
se caracteriza porque el marcador especifico de célula es una
proteina biolégicamente activa para unirse a un receptor de

células diana elegida del grupo formado por un anticuerpe, un

fragmento de anticuerpo, una citoguina y un factor de
crecimiento.
9. La vesicula de acuerdo c¢on una cualquiera de las

reiyvindicaciones i1 a 8, que se caracteriza porgue la
hemaglutinina estd derivada de un virua elegido del grupo que

incluye rhabdovirus, virus parainfluenza tipo III, virus Semliki

Forest y togavirus.

10. La vesicula de acuerdo «con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, que se caracteriza porque la membrana de
la wvesicula incluye DOSPER en una concentracién entre 10% y 30%,
preferiblemente entre 20% y 25% en peso, con respecto a los

lipidos totales de membrana.

11. La +wvesicula de acuerdo c¢on una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 10, que se caracteriza porgque la membrana de
la vesicula incluye, con respectoc a los lipidos totales de
membrana, 25% en peso' de DOSPER y 75% en peso de FC,

preferiblemente diclecilfosfatidilecolina (DOFC).

12. Una compogicién gque incluye una variedad de vesiculas
definidas en una cualgquiera de las reivindicaciones 1 a 11 en
combinacidén con un vehiculo adecuado, para su uso en cosmética o

aplicaciones farmacéuticas o de diagnéstico.

13, Un procedimiento para la fabricacidon de un vesicula lipidica
comoc se define en la reivindicacidn 1, que se caracteriza porque
incluye los pasos de

a) preparar una solucién tampén que incluye un detergente

no idnico y ademds incluye DOSPER y otros lipidos y al

z/'



10

15

20

25

30

35

28

menos un péptido activo inductor de la fusidn que no es
una hemaglutinina del virus Sendai que provoca que las
vesiculas sean internalizadas por las células diana
mediante fagocitosis o endocitosis mediadas- por
receptor; )

b) ajustar las concentraciones de lipidos -referidas a los
lfpidos totales de membrana- entre S% y 30% en peso de
DOSPER Y a una proporcién de entre 95% y 70% en pesoc de
dichos otros lipidos incluyendo fosfatidilcolina (FC) o
un derivado suyo y 0pcionalmente'fosfatidiletanolamina
{FE) y/o lipidas catiénicos distintos de DQSPER; y

<) eliminar el detergente mediante didlisis o mediante
tratamiento de la solucién con microcbolas
transportadoras, resultando en la formacién de dichas

vegiculas con bicapa lipidica cargadas positivamente.

14. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 13, gue se
caracteriza porque ademds incluye un pasc de incorporacidén dentro
de las vesiculas de una cantidad de un fdrmaco o sustancia que se
desee para su transporte a células diana, estando dicho fdrmaco o
sustancia preferiblemente <cargados negativamente y estando
especialmente elegidos de un grupo formado por un tinte, una
sustancia trazadora, ﬁn agente cosmético, una sustancia

farmacéutica o biocldgicamente activa y un material de a&cido

nucleico.
15. El procedimiento de acuerdo con las reivindicacicnes 13 &
14, gue Se caracteriza porgue ademds incluye un paso de

preparacién de complejos de moléculas conjugadas que consisten en
fosfatidiletanolamina (FE), un acoplador bifuncional y un
marcador especifico de célula de tal manera que el acoplador
bifuncional con un sitio de unién se une al grupo amino de la FE
y con otro a un grupo tiol del marcador especifico de célula,
eliminacidon del material sin conjugar y adicién de los complejos

moleculares a la solucién del paso a).
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16, El procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 14 &
15, gque 8e caracteriza porque la incorporacidn del f&rmaco o
sustancia que se desee se realiza afiadiende a la solucién del
paso (a) el fdrmaco o sustancia que se cdesee, con lo gque en el
paso (c} se forman las vesiculas conteniendo dicho fArmaco o

sustancia.

17. El procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 14 6
15, que s8se caracteriza porque la incorporacién del fadrmaco o

sustancia que se desee dentro de las vesiculas se realiza

afiadiendo a las vesficulas resultantes del paso (c¢) el farmaco o

sustancia gque se desee, sonicando la mezcla para integrar el
farmaco o sustancia en las vesiculas y eliminando el material no

integrado, preferiblemente mediante filtracién en gel.

18. El procedimiento de acuerdo con las reivindicaciones 14 &
15, gue se caracteriza porque la incorporacién del farmaco o

sustancia gque se desee dentro de las vesiculas .Be realiza

afiadiendo a 1las vesiculas resultantes del paso {c) complejos

lipidicos cargados positivamente o liposomas cargados con el
farmaco ¢ sustancias que se desee Yy scnicando la mezcla
resultante para fusionar los complejés lipidicos o los liposomas
con dichas vesiculas para integrar el farmaco o© sustancia en

dichas vesiculas.

19. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacidn 1B, gque se
caracteriza porgque las complejos lipidicos cargados positivamente
0 los liposomas incluyen entre 50% y 100% en peso, con respecto a

su contenido total en lipides, de lipido DOSEFER.

20. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 15 a 19, donde el marcador especifico de célula
se selecciona del grupo gue consiste en un anticuerpo, un

fragmento de anticuerpo, una citogquina y un factor de
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crecimiento.

21. ' El procedimientc de acuerdo con una cualguiera de las
reivindicaciones 14 a 20, que se caracteriza porque el f&rmaco o
sustancia deseada es un material de &cido nucleico elegido del

grupo que consiste en DNA o RNA de cadena corta, desoxirribonu-

clebtidos, oligodesoxirribonuclebtidos, selenocatos de
cligodesoxirribonuclestido, fosforotioatos de
oligodesoxirribonuclesdtido, fosforamidatos de
oligodesoxirribonucledtido, metilfosfonatos de
oligodesoxirribonucleétido, dcidos nucleicos péptidos,
ribonucleétidos, oligorribonucleétidos, fosforoticatos de

oligorribonucleétido, fosfatos de 2'-Ome-oligorribonucledtido,
fosforoticatos de 2'-Ome-oligorribonucleétido, ribozimas, genes,

pliasmidos y vectores.

22. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacidén 21, gque se
caracteriza porque el material de &cido nucleico se incorpora en
los virosomas a una concentracién entre 0,03 Y 0,1,
preferiblemente entre 0,045 y 0,065, Mg dé material de 4&cido

nucleico para 1 pg de lipido DOSPER.

23. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicacicnes 13 a 22, que se caracteriza porque el detergente
no idnico e¢s el monododeciléter de octaetilenglicol (C.,E,)} () o n-

octil-oligooxietileno.

24. El procedimiento de acuerdo con una cualgquiera de las
reivindicaciones 15 a 23, gue se caracteriza porgue el agente
acoplador es una molécula orgdnica heterobifuncional que tiene al
menos un grupo maleimido y al menos un grupo carboxilo y que
preferiblemente se selecciona de un grupo gque consiste en
derivados bis-N-succinimidile Y derivados succinimidilo

fotoactivable.

22
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25. El uso de una vesicula definida en la reivindicacién 1 para
la fabricacién de una composicién para aplicaciones cosméticas,
de diagnéstice o© médicas, especialmente para transportar un
fdrmace o© sustancia que se desee a células diana en reposo o

proliferantes.

26. El uso de acuerdo con la reivindicacidén 25, que se
caracteriza porque incluye la incubacién de dichas células diana
in vitro en presencia de dichas vesiculas y opcionalmente 1la

transferencia de las células diana incubadas a un organismo in

vivo,

27, El uso de acuerdo con las reivindicaciones 25 & 26, que se
caracteriza porgue las células diana se eligen del grupo formado
por células cancerosas, células leucémicas y células infectadas

por virus,
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28. El uso de acuerdo con la reivindicacién 27, que se
caracteriza porque la actividad metabélica o proliferativa de
dichas células diana se redhce tras la incubacifn en presencia de

dichag vesiculas.

29. El usc de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones
25 a 28, que se caracteriza porque dicho firmaco o sustancia
deseada es un material de dcido nucleico que incluye al menos un
oligonucledtido antisentido, preferiblemente un oligonucledtido
antisentido que se dirija al RNAm codificadé por un protooncogen

© un oncogen.
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RESUMEN

La presente invencidn estd relacionada c¢on un virosoma
catifnico que incluye al menos un péptido activo inductor de la
fusién que es una hemaglutinina de un virus distinto del Sendai y
donde la membrana del virosoma incluye entre 5% y 30% en peso,
con respecto a los 1lipidos totales, de 1,3-dicleciloxi-2-(6-
carboxi-espermil) -propilamida {DOSPER) en combinacién con otros
lipidos incluyengo la fosfatidileeclina (FC) o un derivado suyo ¥
opcionalmente fosfatidiletanolamina (FE) vy/u otros 1lipidos
catidnicos.

Los virosomas son altamente eficaces en el transporte de

. material cargado negativamente, especialmente compuestos de

dcidos nucleicos, a las células diana.
Esta invencién también estd relacionada con un procedimiento
para la fabricacién de los virosomas y los usos de estos para

propbsitos de diagndstico, cosméticos, médicos o cientificos.
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<110>
<120>
<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<223>

<400>

SEQUENCE LISTING

NIKA HEALTH PRODUCTS LIMITED
Cationic DOSPER virosomes

BLP-4886-PC (DOSPER Virosomes)

Us 09/414,872

1999-10-08
2
PatentIn Ver. 2.1

1

15

DNA

Artificial Sequence

V3

Description of Artificial Sequence: antisense

oligodeoxynucleotide of L-myc gene

1

gtagtccatg tccgc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

2

15

DNA

Artificial Sequence

Description of Artificial Sequence:
oligodeoxynucleotide of L-myc gene

2

gcggacatgg actac

-

15

sense

- 15
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FEGAL ZED

(6

(Fiir Patente, Modelle und Zelchnungen; Warenzelchen
und Servicezelchen; Handelsnamen.und-zelchen).

REPRESENTACION Y PODER
e,

VERTRETUNG UND YOLLMACHT

Yo (nosotros), abnjo Brmado {K) ......ccrrmseismsesmsersens
Nika Health Products Limited

.........................................

domiciliado(s) en ..Stédtle 36,
FL- 9490 Vaduz Liechtenstein

por el presente nombramos a GERMAN CAVELIER,
tpa. 832; GONZALO PERDOMO tpa. 831; ERNESTO
CAVELIER, tpa, 11518; y EMILIO FERRERO, tpa.
31929; domiciliadas en ]a Carrera 4* N° 72-35, Bogoté,

.Colornbia en cbedecimiento a lo dispuesto en el paré-

gralo 19 del Articulo 543 del Cbdigo de Comercio, 21
primero como principal ¥ los demas como suplentes, en
su orden, como nuecsiros representantes en todos los
asuntos de propiedad industrial con facultad para recibir
notificaciones y nombrar apoderados judiciales o ex-
trajudiciales, El primer representante suplente reem-
plazari al principal en caso de ausencia o impedimento
temporal o definitive de aquél. La misma regla se apli-
cara ceando el segundo representante guplente hayva de
reemplazar al primero, o el tercero al segundo. En tales
casog, ¢l representante principal, o el primero, o segun-
do suplente, en su caso, ¢ ambos, declararin su
intencidn de no ejercer la representacidén mediante
declaracién autenticada por Notario Pdblico en Colom-
bia, o por Notario u otro Funcionario Piiblico, 0 Cdnsul
de Colombia, en el extranjero; y si se tratare de im-
pedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de
los nombredos faltare definitivamente,-el siguiente to-
mard su lugar. Cuendo cesare la ausencia o impedi-
mento del represeniante principal, o de su primero ¢
segundo suplente, en su caso, podrin ejercer la repre-
sentacidén, en su orden, uno u otros segin el caso, asu-
miéndola por el solo hecho de ejercerla, cesando en
ese momento ¢l ejercicio de la representacién por el
primero, segundo a tereer suplente en su caso.

Ademis, ¥ bajo las mizmas reglas, conferimos poder a
los abogados arriba nombrados, para obtener la pro-
teccién de mi (nuestra) propiedad industrial y contra
la competencia desleal, a cuyo efecto autorizo(amos)
a los dichos apoderados para que me (nos) representen

‘ante cuslesquiera entidades o personas, ejerzan o no

-, v em—

jurisdiecién, especialmente ante las del orden .adminis-
trativo, contencioso-administrativo y judicial, en todo lo
concerniente a los siguientes asuntos: a) Obtencidn de
patentes de invencién, modelos y dibulos industriales:
el registro de marcasg de fabrica, colectivas, defensivas
y de servicios; el depdsito de nombres comerciales y
ensefias; su rencvacion, traspaso, cambio de nembre o
domicilio, cancelacién voluntiarim; y el registro de li-
cencias de uso de esos derechos; b) Las acciones de
oposicién, cancelacidn, nulidad, medidas cautelares, con.
cesion de licencias ¥y en general log juicios civiles, pe-
nales, administrativas o contencioso-administrativos
relaclonados con estos derechos; acciones y juicios que
Promovamos o se nos promuevan. Y para gque en todos
los asuntos arriba determinados, puedan sustituir este
mandato, transigir, deslstir, cancelar, recibir, renunciar.
y ratificar los actos hechos por agenies oficiosos.

Dado ¥ firmado hoy ... e
B 0 A s
en 0 NI USA..... -

Ich (wir) unten Unterzeichnender (de) ... ...

wohnhatt in zdém 36 722 ?f{ 70
ﬁduﬁ, Deedikiustein. .

verle:he urch diuu Schreiben an GERMAN CAVE-
LIER, tpa. 832; GONZALO PERDOMO, tpa 831: ER-
NESTO CAVELIER. tpa. 11519; und EMILIO FERRERO
tpa. 319029; wohnhatt in der Carrera 4* Nv 72-35, Bogots,
Kolumbien, um dis Verfligung des Absatzes 1 im Ar-
tikel 543 des Handelagesetzbuch zu beachien, der erste
als Hauptvertreter und die {ibrigen als Stellvertreter,
beziehungsweise, als unsere Verterter in allen was sich
auf das industrielle Eigentum bezieht, berechtigt Mel-
dungen zu empfangen und gerichtilche und ausserge-
richtilche Bevollm!gugte Iu ernennen, Der erste Stell-
vertreter wird den Hauptvertreter ersetzen wegen
ze:twemgen oder definitiven Abwesenheit oder Hinder-
nisses des ersten, Dieselbe Regel wird angewandt wer
den wenn der zweite Stellverireter den ersten ersetzen
mues, oder der dritte den zwelten. In solchen Fille der.
Hauptvertreter, oder der erste oder der rweite Stell-
vertreter, beziehungswelse, oder beide, werden ihre
Absicht aussprechen um nicht die Vertretung auszuil-
ben mittelst Aussage notariell beglaubigt in Keolumbien,
oder vor Notar oder vor einem anderen Bffentlichen
Beamter, oder Kolumbianischen Konsul im Auslande;
und wenn es ein Hindernias gei, mittels der betreffenden
Bepglaubigung. Wenn einer der Gennanten immerfort
abwesend wire, der Folgende wird ihn ergetzen. Im
Falle dass die Abwesenheit oder des Hindernis des
Hauptvertreters, oder dicjenigen seines ersten, zweiten
oder dritten Vertreters, bezichungsweise, beendeten,
einer oder anderen, ordnungsweise werden die Vertre-
tung ausiiben und sie zu sich nehmen nur auf Grund
sle auszufiben, mit Aufhiren zur Zeit der Ausfibung der
Vertretung durch den ersten, den zweiten oder den
dritten Stellvertreter beziechungswelse.

Ausgerdem, und unter dieselben Regeln, wir verleihen
den genannten Rechisanwaelte die Vollmacht, und um
den Schutx meines (unseres) industriellen Elgentum
zuerhalten, und gegen den unlauteren Wettbewerb; zu
desgem Zweck ich (wir) die genannten Bevolimich-
tigten ernenne(n), damlt sle qu yor.hell higemInstity-
tionen ader Personenycdi rﬂﬂ !nﬂ“timl!lﬁaib'e'n
oder nicht, vor llh 2R, 'ﬂ‘g
streitigem Verwnltuqmmq v Hem% gY,
in allen was sich -auf/fy K 1

zu vertreten: a) Erl gung
und Zeichnungen: !lgg:ﬂ.ah i
Defengive- . und o
Handelsnamen- undg.;ze' _- P
Ubertragung, Names,ungf. Woh

xtE
I.l__z_g.%ﬂqn Emnallmemeﬁ"
die Zivil., Straf-, Vi gs- oder streitigen Verwal-
tungsprozesse, die mit dmsen Rechten verbunden =ind,
Aktionen und Verhandiungen, die wir vonntreiben
oder die man uns vorantreibt und; ¢) damit sie in allen
oben bestimmten Angelegenheiten dieses Mandat erset-
zen, regeln, davon Abstand nehmen, annulieren, empfan-
gen, verzichten, Meldungen annehmen und gerichtliche
und aussergerichtliche Bevollmigtigle ermennen, und
die Handlungen der halbamtlichen Vertreter bestitigen.

Unterzeichnet heute am ﬁaﬁc ...........................
n ....EM HM o /)’.32:4..................'...........

P\ &( cQ«

WO]C:LEC I{ﬁemec‘ﬁl, D:Lrector

BLP-230 - 70

it
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State of New Jersey

DEPARTMENT OF STATE

Secretary of State of New Jersey do hereby Certify,

that RICHARD S STACHOWICZ the officer whose naine is subscribed to

the certificate of acknowledgment ;roof or gffidavit attached to the anneved

instrument was at the time of taking said acknowle 5ment prooforaffidavitaNOTARY
uly commissioned and sworn and

PUBLIC, in and for the State of New Jersey,
was as such an officer of said State duly authorized by the laws thereof to take
cifmem

and certify the same as well as to take and certify the proof and acknowle
eeds and other instruments in writing fo be recorded in sarddState and that

of d
]t[zll Jauh and credit are and ought to be given to his official acts an
In Witness Whereof, I have hereunto set my hand and affixed my Official seal

s 0T gayor JULY AD 19 93
Alanet 9 Ldattrn Secretary of State

hp
.qgm.. -, YO -y
i guvo 10T4r0 STXT0 DEL CIRCULS Bt sa?ri‘rr'*ﬂ
3 T;sarggg:acglﬁ%g AR QUE ESTA Copla Fg &
% TEIDO A LA ViSTA = GRGAALoe e




TRADUCCION OFICIAL No 10693 de un documento escrito en 1ingles,
el cual para su 1identificacion se sella con el sello del
Traductor al mismo tiempo que la presente Esta traduccion ha
s1do preparada por Ana Maria Salvetti, Traductora Oficial
debidamente reconocida por el Ministerio de Relaciones
Exteriores y aprobada por el Ministerio de Justicia colombiano

mediante Resolucion No 158 de 1991

(Se traducen sellos Y legqalizaciones que aparecen a
continuacion de un Poder escrito en espafol y aleman, otorgado
por la sociedad Nika Health Products Limited, a favor de los
Doctores German Cavelier, Gonzalo Perdomo, Ernesto Cavelier y
Emilio Ferrero)

Dado y firmado el 28 de 3julio de 1993, en Prainceton, NJ,

Estados Unidos de America por Wojcech Piasecki, Director
o R o LT N Y

ﬁ("}.‘n'. a0 CULGDES NTAFE 'H-
Aparece sello en tinta del Consuladougsﬂ&&ﬂhi%Emgg%qpbla en
TEMIBD A LADEIN
Nueva York g!%g““””‘ '“'/'ﬁ?ﬁfg
%3; ¢ 22 SET 2000 ./
52 T R e =

i
Por medio del presente cert1f1co%JﬁW@AMﬁg“;
4 QR Sy TH

la de Wojciech Piaseck:, Director, quien esta deb
autorizado par firmar a nombre de Nika Health Products,
(Texto manuscrito ) Firmado ante mi1 en Prainceton, NJ, Esta
Unidos de America, el 28 de julio de 1993 (Firmado), Rachard
S Stachowicz, Notario Publico de Nueva Jersey M1 comision

expira el B de marzo de 1995 Aparece sello Notaraial

ESTADO DE NEW JERSEY



Departamento de Estado

Yo, DANIEL J DALTON, Secretario de Estado de New Jersey, por
medio del presente Certifico, que RICHARD S STACHOWICS, el
funcionario cuyo nombre suscribe el certificado de
reconocimiento, prueba o declaracion juramentada adjunta al
presente instrumento, era al tomar dicho reconocimeinto, prueba
0 declaracion juramentada un NOTARIO PUBLICO, en y para el
Estado de New Jersey, debidamente comisionado y juramentado y
estaba como tal, un funcionario de dicho Estado, debidamente
autorizado por las leyes del mismo para tomar y certificar la
prueba y reconocimiento de escrituras y otros ainstrumentos
escritos para su registro en dicho Estado, y que completa fe y
credito son y deben darse a sus actos oficiales y

En Testimonio de lo Cual, he firmado vy estampado mL sello

— T e xxﬁ.\ﬁ“ﬂi

oA & L t!;
Oficial, hoy 30 de julio de 1993 (Flrmgﬁo)p-..,:ﬂm nﬁ"h}Dalton,
35 wl.A COINCIDE CGN EL DMGIAL QUE BE
3:..-'\oa.1ﬂu
az ];x.._\ﬂh,.\q.m
1 3
4

Q%Q 22 SET 20
Ns'-} Y

(en espaifiol) Certificacién No 099610 ’de

Secretario de Estado Sello de oblea

en Nueva York Pagado el aimpuesto de timbre y dere
consulaxes (Firmado), Luz Helena Perez Duque, Consul
consular en tinta Legalizacion No 505429 del 2 de septie
de 1993 de 1la firma que antecede por el Ministerio de
Relaciones Exteriores (Firmado), Gladys Mireya Paez Herrera,

Legalizaciones

Es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia en los

archivos de esta Oficina para su confrontacion y a la cual me

4




remito
Bogota, lo de septiembre de 1993
COLOC-8027-801-001-4

ams/4

Lori el ok

ANA MARLA SALVETTI
Traduciora OQficial
Res No 158 Minjusticia
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TS ‘ : CAVELIER
TELEFAX: (371 (1] 2358856 ABOGADOS CORREC ELECTRONICO MUNDIAL: CAVE
; . TELErFOMNO (37) (1) 2120100
TELER: 3479 CAVE CO EDIFICIO SISKI #71 Mm
12317407373 CAVE UC . CARRERA 49 Mo. 72.35 CABLES: CAVELEYES

BOGOTA B, COLOMBIA

Senor Jefe de la
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio

E. S. D.
Poderdante: NIKA HEALTH PRODUCTS LIMITED
Poder conferido el: 28-07-93

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en mi calidad de apoderado
principal del poderdante arriba mencionado atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo el poder conferido en el
doctor EMILIQO FERRERO, Abogado con Tarjeta Profesional

No. 31.929, con todas las facultades que me fueron conferldg
= fa#"‘aﬁfx RS "H:EIJ‘I:GDE s " 1,

3TaR Ul Esncmw- 3

" B TACR COUICIE
Hago la anterior sustitucién conforme alfaatwuul

oy e )
Cédigo de Procedimiento Civil ya que 1los

faltan en este momento.
. Sefior Jefe,

.La-._._
GERMAN CAVELIER

T.P.A. No. 832
C.C. No. 2.877.924 de :Bogotd -

EMILIO FERRERO
T.P.A. N2 31.92%9
C.C. No. 438.019 de Usagquén

2e-780-2

CAVELIER ABOGADOS NIT, 860.041.367-3
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Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

cxasmn
“RIT  800176089-2 | FOCNR RAD) 20e-1p-% tgandnc

Trinita

! ¥
RECIBO OFICIAL BE CAJA 48,739
FECHA SEPTIENBRE 18 DE 2000

, f368 CONSIGRACIGR st

[ ‘o

L i 0
DEEUSIT-RHTE JIrd Phﬁlﬂ BANCD v SUCURSAL CUENTA N FAGD w Ur PASD
5 - " B PU i 3 "
k]
EA{EI.I-ER ABDSATCS h: ECIHS!EH?‘CIHH BAHCO POPULAR  BOGGTA - 050-00110-6 2722042 20,319,500 00,

O

$8 6 D N C E P T 0 $1it
k]

» r, L)

¥ i )
) CAﬁT RENTISTICO . - CONCEPTD TOTAL COMCEPTO -
[y x . =
1 50005-01-01 SOLICITURES TRPWITES DE SOL DE PATENTE IE IM 409,000 00
TOTAL 508,000 00

+* GO  SEISCIENTOS OCHO MIL PESQS.
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RECIBO S€ CAJA APLICADD AL EXPEDIENTE s
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»Carrera 13 No 27-00 Pisos 5y 10
Conmutador 334 12 21
Fax 281 3125

e-mall info@sic gov co
Santa Fe de,Bogom, D C,Colombia
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Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

PATENTE DE mvzncm},]( | MODELO DE UTILIDAD [ ]
e SNombre e identificacion del Solicitante ' ‘ [ ]
»  Nombre e identificacion del Inventor [ []
o LTitulo 0 nombre de faInvencion | []
o Z.Descripeion 13 []
o[ ¥Reivindicaciones {1 []
«75Resumen 3 S []
e<sComprobante de Pago g \g | []
e Poder, cuado proceda []
o Copia de la primera solicitud de patente, si reivindica prioridad, sefialandola
expresamente []
o \, Fima del solicitante o apoderado ( [ ]
COMPLETA[ | INCOMPLETA [ ]

DISERO INDUSTRIAL [ ]

Nombre e identificacién del peticionario []
Nombre e identificacion del inventor o disefiador []
Indicacién del género de productos para los cuales debe ufilizarse [1]
Representacion grafica . []
Comprobante de pago ' [1]

Poder, cuado proceda [1]

[1]

Firma del soligitante

COMPLET. /( : INCOMPLETA [ ]
Fima Re%@mé/ O
Fech  orimmn o iaim T s Carrera 13 No. 27-00 Piso 5 y 10
T S ' Conmutador: 334 12 21-2-34
Po e caamoin e ae sesben I Fax: 281 31 25 e-mail: info@sic.gov.co

ST e e LT - Santa Fe de Bogoth D.C. - Colombia
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SUPEBINTENDENCIA
DE INDUSTRIA 54
Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
PRIMER EXAMEN DE FORMA

EXPEDIENTE 00-76243
Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decision

344 se determiné que esta solicitud de Patente de Invencion:

SI[x] NOI 1] NO APLICABLE [ ] Presentt® los poderes necesarios en
forma correcta (Decisién 344, art. 14-a).

Si[x] NO[ 1] NO APLICABLE[ ] Acredité, en forma correcta, la
existencia y representacién de la persona juridica solicitante
(art. 14-c de la Decision 344; literal g) del art. 4 del Decreto
117/94).

SI[x ] NOT 1] NO APLICABLE [ ] Present6, en forma correcta, el
comprobante de pago por la tasa de presentacién establecida
(art. 135 de la Decision 344 y la Resolucién 02 dei 4 de Enero

del 2000)

SI[x] - _ NO[ ] EXTEMPORANEAMENTE[ ] Reivindicé prioridad, dentro del
. : plazo v de acuerdo con lo previsto en el Articulo 4 del
Convenio de Paris.

SIi[ ] NO[x ] NO APLICAB'LE [ ] Presentd copla, certificada su
: conformidad por la Administracion que recibié la solicitud de la
. cual-reivindica prioridad, al momento de radicar la solicitud
4 nacional.

SIf 1 NO[Xx ] | NO APLICABLE [ ] Presentd [a traduccion del capitulo

' . reivindicatorio de la solicitud de la cual se reivindica prioridad
- (Art. 4, D-3 Convenio de Parls; Concepto: S de enero de 1999
- 8.1.C.).

\\ SI [ ] . NO[x] CUMPLE LOS REQUISITOS JURIDICOS

OBSERVACIONES JURIDICAS COIWENIO DE PARIS: .Debera presentar copia
cemﬁcada su oonfonmdad por la Administracion que recibié la solicitud de la cual reivindica
pnondad en cualquler momento dentro del plazo de tres (3) meses, contados a partir de
la fecha de depésito de.la solicitud ‘posterior. La om|5|6n de esta formalidad implicara la

* . pérdida del derecho de prioridad.

En consecuencia, se conceptia que esta sollcltud

SI[ ] - NO[X]  Seajustaalos aspectos FORMALES |nd|cados en la Decision
344 y por tanto, P
SHf 1 NO[X] Se recomlenda !’UBLI'CAR el extracto correspondiente.

~
~

Bogota, D.C., 9 de Octubre del 2000

EXAMINADOR JURIDICO.
202022

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221-2-34
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia



Folio No.-58.

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO.
PRIMER EXAMEN DE FORMA.

Radicacién No. 09-76243
Concepto Técnico No. 1723
Clasificacion Intermnacional de Patentes: A61K 48/00

Practicado el examen, de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decision 344, se determiné que la
presente solicitud de Patente de Invencién.

SIKINO[]  Contiene la identificacién comecta del inventor (Art. 8, Art 13-a),

SIGNOT] Cﬁntiene la identificacion comecta del solicitante (Art. 13-a)

SIXINO[] g)r:ﬁ;ag:)el resumen con el objeto y finalidad de la invencién en forma correcta
SIIXINO[]  contiene el fitulo o nombre de la invencién en forma correcta {Art. 13-b)

SIXINO[]  contiene la descripcién clara y completa de la invencion (Art. 13-c)

SI[INO X Contiene los dibujos correctos (Art. 14-c junto con el literal d) del Art. 4

SIXINOT]

SIXINO[]

del (Dto. 117 del 94).

Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art. 14-c junto con el Dto. 3464
del 26 de diciembre de 1980}

Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia para la
cual solicita proteccién mediante [a patente (Art. 13-d).

SIHXINO[]  cContiene el extracto de acuerdo con el literal c) del articulo 4 de Dto 117 de! 94.

SIpgNO[] Contiene el arte final del dibujo caracleristico de acuerdo con el literal ¢) del articulo 4 y
el articulo 27 del Dto. 117 del 94.

SIPONO(] Contiene la tarjeta de archivo tematico (forma P-104) en f0rma correcta (Artc 14-c junto
con el literal b) del 1rt. 4 del Dto. 117 del 94).

SIINO{] Contiene la tarjeta de archivo de propietarios (forma P-105) en forma correcta (Art. 14-¢

SI[INC X

junto con el literal b} del Art. 4 del Dto. 117 de! 94).
CUMPLE CON LOS REQUISITOS TECNICOS DE FORMA.

OBSERVACIONES DEL PRIMER EXAMEN TECNICO DE FORMA:

Las figuras 12 y 13 del folio 42 no son lo suficientemente nitidas para pemitir una buena copia'a través de
Offset 0 Scanner. Adicionalmente no permiten distinguir entre los datos de NIH3T3 y los otros datos que
no se alcanzan a leer. Slrvase presentar una nueva copia con una mejorada resolucion.

EXAMINADOR TECNICO: 202016.

Bogota, D.C., 30 de octubre de 2000



SI C supanmmnmcmj?
&5 DE INDUSTRIA
YCOMERCIO SE

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

EXPEDIENTE 00-76243
AUTO 3615
LA JEFE DE DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
DISPONE:

ARTICULO PRIMERO: Reconocer personeria al doctor EMILIO FERRERO como
apoderado de la Sociedad solicitante, en los términos y para los efectos del poder
conferido.

ARTICULO SEGUNDOQ: Conforme lo establece el articulo 22 de la Decisién 344 de la
Comisién del Acuerdo de Cartagena, requiérese al solicitante, para que dentro del plazo
.de treinta (30) dias habiles siguientes a la fecha de notificacion del auto, presente
* respuesta a las observaciones o.complemente los antecedentes sefialados en el examen
de forma ..

ARHCULD TERCER_O: Notificar por estado el presente auto, advirtiendo que contra el no
procede recurso alguno en la via gubemnativa.

NOTIFIQUESE Y CUMPLASE BT Moy ‘zm. :

Dado en Bogota D.C.;alos __-
E@éﬁls CREACIONES,
]

LA JEFE DE LA DIVISION

CESPEDES DE VERGEL

NOTIFIC & POR ESTADO .- - / ‘
Mr}ugg% L
Bogota D ca & hotacién en est_gldo de esta misma fecha.

VENCIMIENTO NOTIFICACION ESTADO
_ SOLICITO PRORROGA TERMINO Sl NO_-

‘VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA |

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221-2-34
Fax 281 3125
Santafé de Bogot4, D.C. - Colombia
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